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RESUMEN

RESUMEN

El queso Cotija es elaborado artesanalmente con leche cruda de vaca. Es
madurado durante un minimo de 3 meses antes de salir a la venta, se caracteriza
por su alto contenido de sal (NaCl) ~6% y sabor fuerte. En su proceso de
elaboracién no existe algun tratamiento térmico y no hay inoculacion intencional de
cultivos iniciadores. Por ser un producto para consumo humano, es de gran
importancia determinar su calidad sanitaria. Esto se logré con un estudio
microbiolégico general realizado a diez diferentes muestras de queso Cotija. Se
determiné la cuenta de microorganismos mesofilos aerobios (la cual esta dentro
del rango de 10* a 10° UFC/gqueso), hongos (<67 UFC/gqueso) Y levaduras, las
cuales unicamente se detectaron en cuatro de las diez muestras analizadas en
cantidad muy variable entre ellas. El contenido de coliformes totales y fecales se
encuentra dentro del rango reportado en la literatura. Con base a los resultados
anteriores de puede afirmar que la calidad sanitaria de las diez muestras de queso
Cotija fue aceptable. Una de las formas en que las bacterias acido lacticas (BAL)
pueden contribuir en la inocuidad del alimento es con la produccion de acidos
organicos y bacteriocinas. En trabajos previos por medio de métodos
microbioldgicos tradicionales, se logro aislar cepas del género Enterococcus y
Lactobacillus de algunas muestras de queso Cotija, este Ultimo género se aislo
con dificultad debido a que su poblacion no es predominante. En el presente
trabajo se realiz6 la deteccion de BAL de los géneros Lactobacillus, Lactococcus y
Streptococcus en las diez muestras de queso Cotija, a través del método de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) de una forma especifica e
independiente de cultivo. Se encontré que el género Lactobacillus esta presente
en el 100% de las muestras analizadas de Queso Cotija, en el 30% se detecto la
presencia del género Lactococcus y una ausencia del género Streptococcus en
todas las muestras. Adicionalmente se logré identificar la presencia de
Enterococcus faecium en el 70% de las muestras. Al considerar el limite de
deteccion del método, se puede inferir que estas BAL estan presentes en una

concentracién mayor o igual a 10* UFC/gqueso. % **




INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

El queso Cotija es un producto lacteo fermentado, madurado, de pasta dura,
desmoronable, de sabor fuerte y con alta concentracion de sal (6%). Es elaborado
de forma artesanal con leche cruda de vaca, desde hace mas de 400 afios en la
Sierra de Jalisco-Michoacan. Entre las caracteristicas mas importantes a destacar
del proceso de elaboracién del producto esta el que no existe inoculacién
intencional de cultivos microbianos y que en ninguna etapa del proceso se aplica
algun tratamiento térmico. Actualmente cuenta con la Marca Colectiva Region de
Origen, pues aun no ha obtenido la Denominacion de Origen. Se pretende que los
estudios cientificos realizados permitan la creacion de una norma que avale el
producto. Recientemente se publicé el proyecto de norma para este queso
(PROY-NMX-F-735-COFOCALEC-2009) y es el primer producto alimenticio

artesanal que aspira a la obtencién de una norma. ©®

Los microorganismos presentes en el queso Cotija son los responsables de
otorgarle las caracteristicas sensoriales propias, las cuales han sido ampliamente
reconocidas en el extranjero ya que en el afio 2006 gand un premio internacional
como el mejor queso extranjero del afio, en Cremona, Italia ®. En investigaciones
previas del grupo de trabajo, se han aislado e identificado algunos
microorganismos del queso Cotija con propiedades lipoliticas (Bacillus pumilus,
Staphylococcus xylosus, Staphylococcus piscifermentans, Staphylococcus
saprophyticus subs. saprophyticus, Yarrowia lipolytica y Candida zeylanoides) ®9 y
proteoliticas (Bacillus megaterium, Bacillus flexus, Bacillus licheniformis o Bacillus
pumilus, Bacillus subtilis o Bacillus mojavensis, Staphylococcus sciuri subsp.

sciuri, rodentium o carnaticus y Enterococcus faecalis) ©%.

Debido a las caracteristicas de elaboracién del producto es de gran importancia
asegurar su calidad sanitaria. La microbiota influye directamente en la inocuidad
del producto y es aqui en donde el papel de las bacterias acido lacticas (BAL) es
importante, debido a que producen acidos organicos y bacteriocinas que inhiben el

crecimiento de bacterias patdgenas.
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Por métodos dependientes de cultivo se encontraron en el queso Cotija cepas de
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Lactobacillus brevis, Lactobacillus
pentosus y Lactobacillus paracasei. El género Enterococcus se encontr6 como
predominante. *°*® por métodos moleculares se identificé a Vagococcus sp. y a

Marinilactibacillus sp. ©®

Las técnicas de microbiologia tradicional son relativamente sencillas, pero hay que
considerar que el proceso tiende a ser muy tardado y que es dificil aislar los
microorganismos que se encuentran en bajas concentraciones. Los medios de
cultivo empleados en el laboratorio, no necesariamente cumplen los
requerimientos nutricionales de toda la microbiota presente en el alimento lo que

dificulta su aislamiento.

El empleo de técnicas moleculares resulta mas conveniente debido a que se
puede realizar la busqueda de los microorganismos de interés de una forma
especifica. EI método de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es el
mas empleado para este tipo de estudio ya que es muy sensible y especifico,
siempre y cuando se utilicen los cebadores y condiciones de reaccion adecuadas,

ademas se requiere menor tiempo de realizacion.

En este trabajo se plante6 una busqueda especifica género-especie de BAL por
medio de la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), como
método alterno de cultivo. Se seleccionaron tres géneros representativos
Lactobacillus, Lactococcus y Streptococcus, debido a que ademas de ser las BAL
mas utilizadas en la industria lactea, se han reportado como presentes en quesos

artesanales elaborados con leche cruda de vaca. ?> 4%
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2. MARCO TEORICO

2.1 QUESO ©®

El queso es un derivado de la leche; se define como el producto que resulta de la
precipitacion de las caseinas, que deja como residuo el llamado suero de la leche.
Para llevar a cabo este proceso se emplean basicamente dos métodos: por medio
de la renina o cuajo, o bien, acidificar a llegar al punto isoeléctrico de las caseinas
(pH 4.6).

Los pasos fundamentales para su elaboracién incluyen la coagulacién de la leche,
el cortado del coagulo, la eliminacion del suero (desuerado), el salado, el prensado
y la maduracion (si se requiere). Los quesos llamados “frescos”, son los mas
consumidos en México. El gusto mexicano esta dirigido a los quesos suaves que

recuerden lo mas posible a la materia prima, es decir a la leche

2.1.1 Proceso de elaboracion ©2®
La produccién de todas las variedades de queso involucra generalmente un
protocolo similar y algunos de los pasos son modificados para darle al producto las

caracteristicas deseadas. A continuacion se describe cada uno de estos pasos:

a) Seleccion de la leche: La composicién del queso esta fuertemente influenciada
por la composicion de la leche, especialmente el contenido de grasa, proteina,
calcio y pH. A su vez, los constituyentes de la leche son influenciados por
diversos factores incluyendo la raza del animal productor, su estado nutricional,
salud y estado de lactacion. Ademas, la leche debe de tener una buena calidad
microbiolégica y estar libre de contaminantes quimicos y acidos grasos libres,
los cuales causan sabores indeseados en el queso, asi como antibidticos, los
cuales inhiben el crecimiento y la actividad enzimatica de los cultivos

bacterianos.
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b) Estandarizacion de la composicién de la leche: De acuerdo a las variedades de

queso, algunas requieren determinado contenido de grasa con respecto a
materia seca, por lo que este contenido puede ser modificado por diferentes
métodos como: la remocion de grasa por descremado natural, adicion de leche
desnatada, adicion de crema, adicion de leche en polvo, evaporada, entre otras.
El calcio juega un rol mayor en la coagulacion de la leche por la renina y el
subsecuente procesamiento del coagulo, por lo que una practica comun es

adicionar CaCl; (0.01%) a la leche quesera.

c) Tratamiento térmico de la leche: Actualmente la leche es pasteurizada, esto es

por razones de salud publica, ademas de que provee a la leche una calidad

bacteriolégica uniforme.

d) Color_del queso (opcional): El color es un atributo muy importante en los

alimentos, y sirve como un indice de calidad, pero en algunos casos
unicamente sirve para mejorar la apariencia. Los pigmentos propios de la leche
son carotenoides, los cuales son obtenidos de la dieta del animal,
especialmente del pasto fresco. Los carotenoides de la leche bovina pueden ser
blanqueados por tratamiento con H,O, o perdoxido de benzoilo o enmascarado
con clorofila u 6xido de titanio (TiO;). Estas practicas no son permitidas en
todos los paises. Para obtener colores intensos se pueden adicionar

carotenoides (extractos sintéticos o naturales), como el annato (Bixa orellana).

e) Acidificacion: Se lleva a cabo a través de la produccion in situ de acido lactico,
debido a la fermentacion de la lactosa por las bacterias acido lacticas. Dichas
bacterias han sido introducidas comercialmente en la manufactura del queso y
entre las mas comunes destacan Lactococcus lactis, L. cremoris y L. bulgaricus,
que se anaden a la leche previamente acondicionada 35-37°C, en una
concentracion de 1% y se deja que actuen durante 30 a 40 minutos. En este
tiempo transforman la lactosa en acido lactico, lo que aumenta un 0.01-0.02% la

acidez de la leche y reduce el pH a 5.3-5.5. Una alternativa para la acidificacion
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bioldgica es utilizar un acido (usualmente acido lactico o acido clorhidrico) o un

acidogeno (usualmente acido glucénico-é-lactona).

Cuajado: En este paso se afade la renina u otro cuajo que puede ser de origen
microbiano, cuya actividad enzimatica durante 30 minutos provoca la
coagulacion de la leche mediante un fendmeno que se efectua en dos pasos: 1)
hidrdlisis de la caseina k (enlace 105-106) en para-caseina K y el macropéptido,
que trae consigo la pérdida del sistema de estabilizacion de las caseinas y 2)
formacion del coagulo por la accion del calcio sobre las caseinas a y B que
precipitan. La coagulacién se puede lograr también por: 1) acidificacion a pH 4.6
y 2) acidificacion a pH mayor a 4.6 (~5.2) en combinacién con un tratamiento

térmico a ~ 90°C.

g) Cortado: El coagulo se corta longitudinal y transversalmente con liras metalicas

o cuchillos para deshidratarlo y concentrar los soélidos. Los cubos formados son
de tamano variable, de acuerdo con el queso deseado. Mientras mas pequefios
mayor sera el desuerado lo que es deseable en quesos con bajo contenido de
agua. La agitacion lenta y el calentamiento aceleran la deshidratacion ya que
ademas se favorece una generacién extra de acido lactico que ocasiona que las
micelas se unan mas estrechamente para generar una estructura tridimensional

continua de caseinas en la que queda atrapada la grasa y parte del suero.

h) Salado: La sal contribuye al sabor y a detener la produccion de acido lactico.

Una concentracion de NaCl en el queso, comunmente 0.7-4%, lo cual es
equivalente a 2-10% sal en la base humeda, es suficiente para interrumpir el
crecimiento de los cultivos iniciadores. En algunas variedades esta operacion se
lleva a cabo al mezclar directamente la sal seca con la cuajada. Otras son
saladas por inmersién en salmuera o por la aplicacion de sal seca en la
superficie. La cantidad de NaCl esta directamente relacionada con la reduccién
de la actividad acuosa (ay) que ocurre cuando la sal (o cualquier soluto) es

disuelta en agua.
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)

Moldeado: La caseina precipitada se coloca en moldes que se someten a
presién para continuar con el desuerado, hasta llegar a la humedad final

deseada, asi como para darle forma.

Maduracién: Muchas variedades de queso coagulados con renina son
madurados por un periodo que va de alrededor de 3 semanas a mas de 2 afos.
Generalmente, la duracién de la maduracion esta inversamente relacionada con
el contenido de humedad del queso. La masa de caseina contenida en moldes
se coloca en un cuarto con humedad relativa de 80-90% a 10-15°C. Bajo estas
condiciones los microorganismos y las enzimas naturales y anadidas llevan a
cabo una serie compleja de reacciones bioquimicas: las proteinas se degradan
en aminoacidos (protedlisis), los hidratos de carbono (glicdlisis) y lipidos en
acidos grasos de cadenas corta y larga (lipdlisis). Los compuestos generados
entran en una secuencia de transformaciones interrelacionadas muy compleja,
mediante las cuales se produce la textura y las decenas de compuestos
responsables del aroma y el sabor caracteristico de cada variedad de queso.
Los cambios que ocurren durante la maduracién, y por lo tanto en el sabor,
aroma y textura del queso maduro, son predeterminados por el proceso de
manufactura. Se deben considerar la humedad, NaCl y pH, el nivel residual de
actividad coagulante, el tipo de cultivo iniciador y en muchos casos por la

adicién o incorporacion de un indculo secundario a la leche o cuajada.
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2.2 QUESO COTIJA

2.2.1 Generalidades

El Queso Cotija es producido por un numero reducido de productores dispersos
en un “santuario ranchero” al sur de la ciudad de Cotija, donde confluyen los
estados de Jalisco y Michoacan (Sierra de Jal-Mich) en jurisdicciéon de los
municipios de Santa Maria del Oro, Jalisco, sur de Tocumbo y de Cotija,
Michoacan. Ademas se extiende a territorio de los municipios vecinos a los
anteriores: norte de Jilotlan de los Dolores, oriente de Tamazula, sur del Valle de
Juarez y de Quitupan, Jalisco, suroeste de Los Reyes, Periban y Tancitaro, y norte

de buena Vista Tomatlan, Michoacan (Figura 1).
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Figura 1. Sierra de Jalmich, regién productora del queso Cotija

La Sociedad de Produccién Rural (SPR-RI) o mejor conocida como la Asociaciéon
Regional de Productores de Queso Cotija obtuvo el 7 de marzo de 2005 del
Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial (IMPI) la Marca Colectiva del queso

Cotija Region de Origen .
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La Marca Colectiva, segun la ley mexicana es “aquel signo visible que distingue en
el mercado los productos y servicios de las asociaciones, sociedades de
productores, fabricantes, comerciantes o prestadores de servicios, legalmente

constituidas, respecto de los productos o servicios de terceros” ©”

. Dicho signo
visible corresponde a la etiqueta (Figura 2), asi como la apariencia del queso que
es de presentacion cilindrica, de formato grande (aproximadamente de 20 Kg) y de
corteza “marmoteada” debido a las marcas del ixtle (fibra de maguey) con la cual
fue envuelto al moldear (Figura 3). La Marca Colectiva representa una proteccion
oficial y con ella una ventaja competitiva del producto en el mercado, dando
garantia de autenticidad y calidad a los consumidores, asi como un precio mas
justo para los productores . El queso Cotija atin no ha obtenido la Denominacion

de Origen®.

Figura 2. Etiqueta Marca Colectiva Regién de Origen @

El queso Cotija es un queso estacional, es decir, de produccioén limitada, ya que
sélo se produce de julio a octubre, los meses lluviosos. Se puede encontrar en el

mercado a partir de diciembre.

* La Denominacién de Origen segun el Acuerdo de Lisboa, se trata de “la denominacion geografica
de un pais, una region o de una localidad que sirva para designar un producto originario del mismo
y cuya calidad o caracteristicas se deben exclusiva o esencialmente al medio geogréfico,

comprendidos los factores naturales y los factores humanos” ©”.
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Se pretende que los estudios cientificos realizados de él, permitan en un futuro
cercano la creacion de una norma mexicana que avale el producto, ya que
actualmente la norma vigente para quesos NOM-121-SSA1-1994, Bienes y
servicios. Quesos: frescos, madurados y procesados. Especificaciones sanitarias,
unicamente contempla a los producidos a partir de leche pasteurizada, lo cual deja
en desventaja a los quesos artesanales mexicanos que son ampliamente
consumidos en toda la Republica Mexicana. Existe una gran variedad de quesos
artesanales mexicanos y deben ser resguardados como parte de nuestro legado
culinario y cultural. Es importante conservar su manufactura artesanal de forma
estandarizada y siguiendo las buenas practicas de manufactura, ya que el hecho

de no ser productos industrializados es lo que los hace tan particulares.

Figura 3. Queso Cotija Auténtico ®

Como primer paso se publicaron unas “Reglas de uso” que recogen el
conocimiento tradicional de los habitantes de la sierra, respecto del manejo de su
medio geografico, de sus recursos naturales y de sus pautas culturales, del
manejo del ganado y de los ranchos, del proceso de elaboracion, maduracién y

comercializacién del queso ®.
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2.2.2 Proceso de elaboracion

De acuerdo a las Reglas de Uso el queso debera producirse a partir de leche
entera, sin la adicion de compuestos quimicos o analogos de leche u otros
ingredientes que no sean sal y cuajo. Solamente podran ser afadidos cultivos

microbianos que refuercen la inocuidad del producto @

El proceso de elaboracién del queso Cotija que llevan a cabo los productores de
acuerdo a sus costumbres y con calidad controlada, se ilustra en la Figura 4 y se

describe como sigue: %31

1. Ordefia. La leche empleada debe ser recién ordefiada del dia, proveniente de
ganado criollo o hibrido (cruza de diversas razas) alimentado por libre pastoreo,
unicamente en praderas naturales o inducidas localizadas en la region que
protege la marca. Toda la leche utilizada para la elaboracién del queso debera ser
fresca y provenir de las vacas ordenadas durante los meses de lluvia (junio a

octubre).

Esta operacion se lleva a cabo generalmente entre 7 y 9 a.m. La persona que se
dedica a ordefiar las vacas se tiene que lavar las manos muy bien, asi como
limpiar la ubre de las vacas con un trapo limpio como pasos previos. La persona
que efectue la ordefa no podra acarrear al resto del ganado para evitar la
contaminacién cruzada. La mezcla de la leche se hace pasar por cedazos limpios
para retener cualquier materia extrana antes de su utilizacion. La leche recién

ordefiada presenta pH 7 y una temperatura de 37-38°C.

2. Reposo. La leche obtenida se deja reposar en un recipiente de acero
inoxidable limpio, aunque también se utilizan recipientes de plastico y cazos
grandes para contener la leche, por un periodo aproximado de 3 a 4 horas a

temperatura ambiente (20 a 25°C) antes de agregar el cuajo.

3. Cuajado. Una vez que la leche alcanza la temperatura 6ptima, alrededor de

34°C y un pH cercano a 7, se le incorpora el cuajo mezclandolo rapidamente. Su
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dosificacion no esta estrictamente controlada (~10 mL cuajo/100L leche) por lo
que se obtienen tiempos y puntos de coagulacion variable. Generalmente para

este queso, el tiempo de cuajado es alrededor de una hora.

El cuajo debe de provenir del extracto enzimatico del estomago de rumiantes,
elaborado higiénicamente por los mismos productores de queso, a partir del cuajo
de rumiantes jovenes o en su defecto, se puede utilizar cuajo comercial de origen

natural no microbiano (ej. Marca Cuamex 6 Cuajo XXX estandarizado).

4. Cortado. En esta etapa el productor verifica la consistencia de la cuajada
cruzandola con una cuchara o un cuchillo, los cuales se limpiaron previamente con
agua hirviendo. Una vez alcanzado el punto deseado, se corta en grumos
equivalentes en tamafio aproximado a un grano de maiz (dependiendo del

productor puede variar el tamafo).

5. Desuerado. La mezcla del suero y cuajada se dejan reposar hasta que la

cuajada cortada se asiente en el fondo del recipiente y se separe del suero.

6. Manteado. Se utiliza una tela de algodén para desuerar la cuajada por

autocompresion y se deja escurrir en las mesas de acero inoxidable.

7. Quebrado. Esta operacion consiste en romper la cuajada obtenida de manera
manual (corte tosco) o con un cuchillo (cortes amplios), para favorecer un poco
mas el desuerado por exudacidén sobre una mesa de acero inoxidable, la cual es
lavada previamente con agua hirviendo o con el mismo suero que se obtuvo en el

proceso.

8. Salado. La sal a utilizar debera ser de de grano libre de materia extrafia,
obtenida mediante proceso artesanal para que tenga la consistencia necesaria
para su incorporacion. Por lo general los productores utilizan la sal proveniente del

estado de Colima, que se incorpora directamente a la cuajada y se amasa
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manualmente para homogenizarla. La dosificacion de la sal no se realiza de
manera precisa pues depende de cada quesero, que a pesar de contar con
“‘medidores muy rusticos” no siempre lo utilizan. La cantidad incorporada es

aproximadamente entre 138 y 140 g por cada 20 L de leche cuajada.

En algunas ocasiones la cuajada ya salada se deja reposar sobre la artesa a
temperatura ambiente para incorporar al dia siguiente una cantidad equivalente de

ésta y asi obtener el queso del tamafio deseado.

9. Moldeado. La cuajada es colocada envuelta en dos piezas de yute o ixtle (fibra
de maguey) dentro de un molde de acero inoxidable de forma cilindrica y gran
tamano. El objetivo de esta operacion es darle forma al producto y asi obtener la
presentacion tradicional cilindrica, cuyas dimensiones son 40 cm de diametro y 18

cm de altura con un peso de alrededor de 20 Kg.

10. Prensado. La pasta fajada se prensa de 18 a 24 horas. Generalmente se
emplean piedras de entre 50 y 90 Kg, aunque en algunas ocasiones se emplean

prensas rusticas de tornillo.

11. Oreado. La pasta ya prensada se mantiene fajada para que no pierda el
formato cilindrico tradicional del queso Cotija. Se voltea diariamente hasta que
deja de escurrir suero (“hasta que se orea”) durante 15 dias o hasta que adquiera

la firmeza necesaria para que cada pieza pueda ser manipulada.
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12. Maduracion. El queso se desfaja (quita el aro) cuando la consistencia es
adecuada, pero se continua volteandolo alternando la cara expuesta al medio
diariamente durante los primeros tres meses de su vida. La superficie del queso se
limpia con un lienzo limpio y suave, en un lugar cerrado, limpio y con ventilacion,

para que no se produzca una contaminacion por plagas (moscos, insectos, etc.).

El queso Cotija Region de Origen debera tener un minimo de tres meses de vida
dentro del area geografica que protege la marca, considerando el inicio de su vida

a partir del retiro de la prensa.
Por su tiempo de afiejamiento, afinado o maduracién se subclasificara en:

a) Afejo; cuando un queso tenga de tres a seis meses de vida

b) Rendido; cuando un queso tenga mas de seis meses de vida

13. Venta y distribucion. Después de al menos 3 meses de maduracion, el
producto se encuentra listo para su consumo ya sea para autoconsumo o
mediante la venta de tiendas locales, ferias, mercados, etc. Se almacena sin

refrigeracion.

. ORDENA

v

Repboso de leche . MADURADO

T

. Adicion de cuajoi . Oreado
. Cortado . Pren/lfado
. Desuerado | Moldeado

.ManteadO%i%. Quebrado ”%E_i Salado

Figura 4. Diagrama de elaboracién del Queso Cotija Regién de Origen ©V
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Entre los puntos a destacar de la elaboracion del queso Cotija, estan que en
ninguna etapa del proceso de elaboracién se aplica algun tratamiento térmico y

que no existe inoculacién intencional de cultivos iniciadores.

2.2.3 Composicion quimica

La composicion quimica promedio del queso Cotija Region de Origen, asi como
algunos parametros fisicoquimicos de calidad importantes por su efecto inhibidor
de microorganismos indeseables en el producto y que de alguna manera

contribuiran a prolongar la vida de anaquel, se muestran en la Tabla 1. (1)

Tabla 1. Composicion quimica promedio del queso Cotija Region de Origen

) COMPOSICION

PARAMETRO Base humeda Base seca
Agua (%) 32-40
Sdlidos totales (%) 60-68
Proteina total (%) min. 27 min. 39
Grasa butirica (%) min. 24 min. 37
Minerales (%) 5.8-7.2 8.7-11.2
NaCl (%) 2.6-4.0 4.7-7.4
Carbohidratos (%) 0.08-0.15 0.12-0.24
Acidez (% acido lactico) 0.20-0.32
pH 4.8-5.2
aw max. 0.90
kcal/100 g queso* (tedrico) min. 324

(Hernandez, 2007)
* Considerando que el aporte de las proteinas y carbohidratos
es de 4 kcal/g y lipidos 9 kcal/g

El crecimiento de microorganismos en un queso se ve afectado por algunos
factores como: la actividad del agua (aw), concentracion de sal, potencial 6xido-
reduccion, pH, la presencia o ausencia de bacteriocinas (producidos por algunos
cultivos), entre otros. A continuacion se describe el efecto de algunos de estos

factores especificamente en el queso. ?®
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= Actividad del agua (aw)
Todos los microorganismos requiere de agua para crecer, pero la disponibilidad
del agua es el factor mas importante que la cantidad total de agua presente. La
disponibilidad de agua es expresada en términos de actividad de agua (ay), la cual
es definida como la relacion de presiéon de vapor sobre el queso (p) y la del agua

pura presente (po) a determinada temperatura:

Las proteinas en el queso son hidratadas y esta agua “unida” no esta disponible
para el crecimiento bacteriano. La hidrélisis de proteinas a péptidos y amino
acidos y de los lipidos a glicerol y acidos grasos durante la maduracion, reduce la
disponibilidad del agua. En adicién la sal y acidos organicos (lactato, acetato y
propionato) son disueltos en la humedad del queso y reducen la presion de vapor.

Cada uno de estos factores reduce el a,, del queso durante la maduracion.

Las levaduras crecen a menor a,, que las bacterias y los hongos crecen a valores
aun mas bajos. La mayoria de las bacterias requieren un a, minimo de alrededor
de 0.92 para crecer. El limite para la mayoria de las levaduras es alrededor de
0.83, pero las levaduras osmofilicas crecen a valores de a, menores a 0.60,
mientras que los hongos tienen un limite de a,, de alrededor de 0.75. Las bacterias
acido lacticas (BAL) generalmente requieren valores altos de a, que otras

bacterias.
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"

Sal (NaCl)

La concentracion de NaCl para prevenir contaminacion microbiana en alimentos
requerida depende de la naturaleza del alimento, su pH, y su contenido de
humedad, pero generalmente menos del 10% es suficiente. EI mayor factor
inhibitorio es probablemente la reduccién en el a,, que ocurre cuando la sal (o
cualquier soluto) es disuelto en agua. Los iones por si solos también son

importantes (ej. el Na* es un inhibidor mucho mas efectivo que el K*).

= Potencial Oxido-Reduccién
El potencial 6xido-reduccion (En) es una medida de la capacidad de los sistemas
quimicos o bioquimicos para oxidarse (pérdida de electrones) o reducirse

(ganancia de electrones).

El E; de la leche es aproximadamente + 150mV, mientras que el del queso es de
aproximadamente -250 mV. El mecanismo exacto por el cual el E; del queso es
reducido no esta claro pero es con cierta certeza relacionada a la fermentacién de
la lactosa a acido acético, por los cultivos iniciadores durante su crecimiento y es
probablemente relacionado a la reduccion de las pequenas cantidades de O, en la
leche a H,O (0 a H20, y luego a H,0). Debido a estas reacciones el queso es un
sistema esencialmente anaerdbico, en el cual los microorganismos facultativos o

anaerobios obligados pueden crecer.

= pH y acidos organicos
La mayoria de las bacterias requieren un pH neutro para un crecimiento 6ptimo y
tienen un crecimiento pobre a valores de pH menores a 5.0. El pH en la cuajada
del queso antes de su manufactura generalmente se encuentra entre 4.5-5.3, por
lo que valores de pH bajos no permiten la sobrevivencia de especies acido-
sensitivas. Los principales acidos organicos encontrados en el queso son el
acético, lactico y propidnico, los dos ultimos son los inhibidores mas efectivos en

este producto.

20



MARCO TEORICO

2.3 INOCUIDAD ALIMENTARIA

La inocuidad de los alimentos es un tema de salud publica de gran interés a nivel
mundial. Las enfermedades transmitidas por los alimentos afectan la salud en
forma importante. Millones de personas se enferman y muchas mueren en el
mundo como resultado de la ingesta de alimentos no inocuos. La diarrea es el
sintoma mas comun de enfermedad transmitida por los alimentos, pero otras
consecuencias serias incluyen insuficiencia renal y hepatica, trastornos cerebrales,
neuroldgicos y muerte. Las complicaciones debilitantes a largo plazo de la

enfermedad transmitida por los alimentos incluyen artritis reactiva y paralisis.

Las enfermedades transmitidas por los alimentos pueden ser causadas

principalmente por peligros microbiolégicos y quimicos.

= Riesgos microbiolégicos. En muchos paises se han registrado durante las
ultimas décadas aumentos significativos de la incidencia de enfermedades
provocadas por microorganismos transmitidos principalmente por los
alimentos, como Salmonella spp. y Campylobacter spp. Han surgido nuevos
y graves peligros como Escherichia coli O157:H7 enterohemorragica, Listeria

monocytogenes y la encefalopatia espongiforme bovina.

= Riesgos quimicos. Entre los contaminantes quimicos de los alimentos se
incluyen toxinas naturales como las micotoxinas y las toxinas marinas,
contaminantes ambientales como el mercurio y el plomo y sustancias que se
producen de manera natural en las plantas. En la cadena alimentaria se usan
de manera deliberada aditivos alimentarios, micronutrientes, plaguicidas y
medicamentos veterinarios, sin embargo debe asegurarse previamente que

su uso sea seguro. ©°

Uno de los principales riesgos a la salud en el caso del queso Cotija es el

microbioldgico, esto es debido a las caracteristicas de elaboracién del producto.
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Como ya se mencioné es elaborado artesanalmente con leche cruda de vaca y su

proceso de elaboracion no incluye algun tratamiento térmico.

En la Norma Oficial Mexicana NOM-121-SSA1-1994, Bienes y servicios. Quesos:
frescos, madurados y procesados. Especificaciones sanitarias, asi como en el
anteproyecto de norma mexicana para el queso Cotija (PROY-NMX-F-735-
COFOCALEC-2009) se establece la determinacion de microorganismos
indicadores, asi como la determinacion de Staphylococcus aureus, Salmonella vy

Listeria monocytogenes. ©'?)

Con excepcion de Salmonella spp. y S. aureus, la mayoria de los ensayos para el
aseguramiento de la calidad utilizan microorganismos indicadores, mas que
ensayos directos para un riesgo especifico. Algunos de los microorganismos
indicadores mas comunmente utilizados son el grupo de los Enterococos,

Coliformes fecales y E. coli. {'®

El criterio microbiolégico para determinar la seguridad sanitaria de un alimento
puede utilizar ensayos para microorganismos indicadores cuya presencia sugeriria

la posibilidad de un riesgo microbioldgico.

Se ha sugerido que los indicadores ideales de la calidad del producto o vida de

anaquel deben de tener los siguientes criterios:

e Deben de estar presentes y ser detectables en todos los alimentos cuya
calidad se desea determinar.

e Su crecimiento y cantidad debe tener una correlacion inversa con la calidad
higiénica del producto.

e Deben ser facilmente detectables y cuantificables, ademas deben ser
claramente distinguibles de otros microorganismos.

e Deben ser cuantificables en un periodo corto de tiempo, idealmente en un

dia de trabajo.
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El grupo de coliformes son bacterias aerobias y aerobias facultativas, gram
negativas, no formadoras de esporas. Estas bacterias fermentan lactosa con
formacion de gas a las 48 h a 35 °C. Esta definicién es algo operacional mas que
una definicién taxondmica, el grupo coliforme incluye una variedad de organismos
principalmente de origen intestinal. El grupo coliforme incluye a Escherichia coli, a
Klebsiella peumoniae y a Enterobacter aerogenes. ©® E. coli es un miembro de la
familia Enterobacteriaceae, la cual incluye varios géneros como los patdégenos

conocidos Salmonella, Shigella y Yersinia. ?*

La falta de certeza en cuanto a su filiacién taxondmica y la imprecisa correlaciéon
entre los métodos recomendados para la deteccion de coliformes han presentado
problemas. La técnica de Numero Mas Probable (NMP), también llamada técnica
de dilucién en tubo es la empleada mas comunmente. Esta proporciona una
estimacion estadistica de la densidad microbiana presente con base a que la
probabilidad de obtener tubos con crecimiento positivo, la que disminuye conforme
es menor el volumen de muestra inoculado. Un problema que se presenta es que
algunas cepas de Escherichia coli no producen gas a partir de la lactosa o lo
hacen después de 48 horas, por lo que no se les identifica por medio de esta

técnica. %

En el trabajo de Estrada (2006) se demostré que la técnica de NMP subestima
hasta por un orden de magnitud la cantidad de microorganismos coliformes, a
comparacion de los métodos basados en la cuenta en placa con medios
selectivos. En esta investigacion se estandarizé la técnica de microfiltracion para
ser aplicada a un alimento sélido y se determin6 que esta técnica es mas sensible
y permite obtener resultados en un menor tiempo en comparacion con la técnica
de NMP, es mas sencilla de realizar y se puede reconocer la presencia de
coliformes y Escherichia coli en un solo ensayo, con el empleo del medio de

cultivo selectivo ColiBlue24®. @V

La determinacion de microorganismos aerobios puede ser un componente del

criterio microbioldgico para el aseguramiento de la calidad de un producto, cuando
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se utilizan los siguientes criterios para: a) monitorear alimentos para el
cumplimiento con los estandares o normas establecidas por diferentes agencias
regulatorias y b) monitorear alimentos para el cumplimiento con especificaciones
adquiridas '®. Estos criterios no se pueden aplicar para un producto como el
queso Cotija, ya que en su proceso de elaboracién no hay algun tratamiento
térmico, por lo que no cumple con lo establecido en la normatividad mexicana
actual para quesos. Ademas sus productores no cuentan con un Sistema de
Calidad.

Otro método comunmente utilizado para indicar la calidad de diferentes productos
alimentarios es la determinacion de mohos y levaduras. Los mohos y levaduras
estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y se pueden encontrar formando
parte de la microbiota normal de un alimento, como agentes contaminantes y en
los equipos sanitizados inadecuadamente. Provocan el deterioro fisicoquimico de
los alimentos debido a la utilizacion en su metabolismo de los carbohidratos,
acidos organicos, proteinas y lipidos originando mal olor, alterando el sabor y el
color en la superficie de los productos contaminados. Ademas los mohos y
levaduras pueden sintetizar metabolitos téxicos termoresistentes, capaces de
soportar algunas sustancias quimicas, asi como la irradiacion y presentan
capacidad para alterar sustratos, permitiendo el crecimiento de bacterias

patogenas. “®)

La presencia de levaduras no necesariamente es un indicativo de malas practicas
de manufactura en el queso Cotija o en quesos de elaboracion similar, ya que por
el contrario muchas de ellas van a favorecer las caracteristicas sensoriales del
producto. Ocasionalmente las levaduras son relacionadas en el deterioro de
queso, debido a la produccion de gas (CO.) que produce hoyos en el queso o al

desarrollo de sabores indeseables. ?®
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2.4 DIVERSIDAD MICROBIANA EN QUESOS

La microbiota asociada a los quesos contribuye a la biopreservacion y desarrollo
de propiedades organolépticas de los mismos. Descifrar la diversidad microbiana y
el funcionamiento de estos ecosistemas es un reto para un control de la calidad y

seguridad del alimento. ¥

Al principio del proceso de elaboracion del queso, los cultivos iniciadores de
bacterias acido lacticas (BAL) crecen rapidamente para producir acido lactico a
partir de la lactosa durante el proceso de fermentacion ®_ Los cultivos inciadores
pueden contribuir en la maduracion del queso, en donde sus enzimas son
involucradas en la protedlisis y conversion de amino acidos en compuestos de
sabor. Las bacterias iniciadoras pueden ser definidas como aquellas cepas que
producen suficiente acido para reducir el pH de la leche a < 5.3 en 6h a 30-37°C
(Tabla 2).

El queso Cotija no es adicionado con cultivos iniciadores por lo que la microbiota
de éste proviene de las materias primas (leche cruda de vaca y sal de grano), asi
como de cada una de las etapas del proceso, sobre todo aquéllas que se llevan a

cabo manualmente y del medio ambiente de la region de origen.

Durante los primeros dias de la maduracién del queso inicia la actividad de la flora
microbiana secundaria, la cual esta compuesta por BAL no iniciadoras, hongos y/o
levaduras (Tabla 3). ")

Las BAL no iniciadoras son lactobacilos y pediococos mesofilicos que forman una
gran porcion de la flora microbiana en muchas variedades de quesos durante su
maduracién. No son parte de la flora iniciadora normal, generalmente no crecen
bien en leche y no contribuyen en la produccion de acido (. Su papel tiene que
ver estrictamente con la maduracién, debido a sus propiedades tales como su

actividad proteolitica, lipolitica y antagénica y debido a su potencial probiético. Las
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cepas probidticas de lactobacilos son actualmente muy utilizadas para dar al

consumidor beneficios a la salud. ®

Los hongos y/o levaduras colonizan la superficie, permitiendo el establecimiento
de la comunidad bacteriana ligeramente acido tolerante (Arthobacter arilaitensis,

Brevibacterium aurantiacum, Brevibacterium linens y Corynebacterium casei).

En el queso madurado Cantal proveniente de Francia el cual es elaborado a partir
de leche cruda de vaca, se han determinado compuestos volatiles que repercuten
el sabor tales como etanol, etil ésteres y compuestos de cadena corta, entre otros.
Su produccion es atribuida a las levaduras Yarrowia lipolytica, Pichia fermentans y
Kluyveromyces lactis, presentes en este producto ©®* ™. En el queso Cotija, se han
logrado aislar cepas de Yarrowia lipolytica y Candida zeylanoides, las cuales

(29)

presentan actividad lipolitica asi como a Candida parapsilosis y

Kluyveromyces lactis. “"

Tabla 2. Bacterias &cido lacticas (BAL) iniciadoras identificadas en quesos

BAL iniciadoras en quesos

Género Especie(s) Queso Fuente
L. helveticus, L. | Parmesano Beresford et. al. (2001)
acidophilus, L.

Lactobacillus fermentum, L.

delbrueckii ssp.

Mozarela y Cheddar

bulgaricus
L. lactis Cotija, queso fresco Cortés (2009)*, Garcia
Lactococcus mexicano, Toma B.E., et. al (2007),
piemontese Fortina, et. al. (2003)
E. faecalis, E. Cotija Zuniga (2009), Bravo
faecium (2008), Cortés (2009)*
. Cheddar, Feta, Ogier et. al.(2008),
Enterococeus E. faepahs, E. Mozarela, Cabrerio, Fortina et. al.(2003)
faecium, E. N
d Venado Hispanico y
urans :
Toma piemontese
Emmental, Gruyére, Delorme (2008),
Streptococcus | S. thermophilus | Parmesano, Grana, Beresford

* Detectados en el presente trabajo
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Tabla 3. Flora secundaria tipica de quesos

BAL no iniciadoras en quesos

Género Especie(s) Queso Fuente
L. paracasei, L. Feta, quesos Beresford et. al.
casei, L. tradicionales (2001), Fortina et.
rhamnosus, L. Griegos, Kefalotyri, al. (2003)
plantarum, L. Jarlberg, Norvegia,
brevis Herrgard, Greve,

Gouda, Cabrales,
Majorero, Arzua,
Serpa, Montasio y
Toma piemontese

L. plantarum, L.
curvatus, L. brevis,
L. helveticus, L.

Lactobacillus

fermentum, L. Cheddar Beresford et. al.
bifermentans, L. (2001)
buchneri, L.

parabuchneri, L.
farciminis y L. kefir
L. paracasei, L. Cotija Bravo (2008),
plantarum, L. casei Delgado (2008),
Cortés (2009)*

Otros (Beresford et. al. (2001))

Hongos Levaduras
Microorganismo Queso Microorganismo Queso
Penicillium Roquefort, Danés azul,
roqueforti Gorgonzola, Stilton b Weinkase,
y Danés azul h De aryomyces Romadour,
ansenii, Yarrowia , o
linolvtica Limburger, Tilsit,
polytica,
Kluyveromyces Roquefort,
lactis Cabrales,
Camembert y St.
Nectaire
Penicillium Yarrowia lipolytica,
camemberti Candida
zeylanoides, Cotija
Camembert, Brie Candida [Garcia V. (2006),
parapsilosis y Martinez (2009)]
Kluyveromyces
lactis
Mucor,
Cladosporium,
Geotrichum, St. Nectaire y
Epicoccum Tome de Savoie
Sporotrichum y
Penicillium

* Detectados en el presente trabajo
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2.5 BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL)

Las bacterias acido lacticas son bacilos y cocos gram-positivos que producen
acido lactico como mayor o unico producto de fermentacion, estas bacterias son

anaerobias aerotolerantes.

En la naturaleza existen dos subgrupos de BAL, cuya clasificacion depende de los
productos que forman durante la fermentacion de los azucares. Un grupo es
llamado homofermentativo, el cual produce practicamente acido lactico como
unico producto de fermentacion. El segundo grupo es llamado heterofermentativo,

el cual produce otros productos principalmente etanol y CO, asi como lactato. (39)

Algunas cepas de BAL son Generalmente Reconocidos como Seguros (GRAS por
sus siglas en inglés), las cuales han sido utilizadas en el procesamiento de
alimentos fermentados por siglos. Los beneficios a la salud o efectos probidticos
han sido atribuidos a cepas especificas, esto ha sido objeto de intensivas
investigaciones © ' 2% 3760 ge ha encontrado que ayudan en el tratamiento de
desoérdenes intestinales, tales como la intolerancia a la lactosa e infecciones
gastrointestinales. También se han encontrado asociaciones de estas bacterias en

el metabolismo del colesterol ©%.

Una de las recientes aplicaciones de los
probioticos es en el tratamiento de gastritis, Ulceras pépticas y cancer gastrico
debido a que inhiben el crecimiento de Helicobacter pylori la bacteria responsable

de estos desérdenes. ?

Para diferenciar a las BAL en géneros, se utilizan patrones de fermentacion de la
glucosa en condiciones estandares para la produccion de CO,. Para distinguir
entre algunos cocos se utilizan diferentes temperaturas de crecimiento (10°C y
45°C). También la tolerancia a la sal (6.5% NaCl) se emplea para distinguir entre

enterococos, lactococos y estreptococos. ©°
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Se han logrado identificar BAL a partir de muestras ambientales, como en el caso
de los sedimentos costeros de Yucatan. Se identificaron BAL de los géneros
Lactobacillus, Enterococcus y Pediococcus, asi como de la familia Lactobacillale y
Carnobacteriaceae ®%). También se han logrado aislar cepas de Lactococcus lactis
del tracto gastrointestinal de un pescado en Japon, y se demostrd su capacidad
halotolerante ®¥). Aunque los lactobacilos y lactococos comunmente no toleran

| (60

altas concentraciones de sal %, las cepas mencionadas tienen la caracteristica de

ser halotolerantes debido a las caracteristicas del medio de donde fueron aisladas.

El queso Cotija como se menciond, tiene una alta concentracion de sal de grano,
por lo que la capacidad halotolerante de los microorganismos en el queso es muy
importante, ademas de que probablemente se estén inoculando cepas de BAL de

origen marino.
2.5.1 Papel de las bacterias acido lacticas (BAL) en inocuidad alimentaria

La capacidad de las bacterias acido lacticas de producir sustancias
antimicrobianas ha sido utilizada histéricamente para preservar alimentos. La

conservacion de la leche por fermentacion se ha utilizado desde hace siglos.

La fermentacion reduce la cantidad de carbohidratos disponibles y produce un
rango de moléculas organicas de peso molecular pequeno que exhiben actividad
antimicrobiana, los mas comunes son el acido lactico, acético, y propionico. La
disminucién de pH en el alimento inhibe el crecimiento de bacterias acido-

sensitivas.

Existen diversos estudios acerca de la producciéon de bacteriocinas de diferentes

11, 28, 45, 60) Estas

géneros de BAL, las cuales tienen capacidad bactericida
moléculas son péptidos activos contra otras bacterias, son no toxicas y reunen los

requerimientos como conservadores de alimentos. ®
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Como se menciond uno de los principales problemas de salud en el mundo
provocado por la ingesta de alimentos no inocuos, son las infecciones
estomacales. La diarrea provoca millones de muertes al afo, la mayoria son nifios
de paises en desarrollo. Se estima que mas del 30% de la poblacion en estos
paises son afectadas por estos transtornos intestinales cada ano. El potencial
probiotico de cepas especificas de BAL puede reducir estos problemas de salud.
Las cepas probioticas pueden mantener la integridad de la mucosa intestinal y
permiten un balance de electrolitos que ayudan en el tratamiento y prevencion de

sufrir diarrea. ??
2.5.2 Género Lactobacillus ®

Este género es dividido en tres grupos: homofermetativos obligados,
heterofermentativos facultativos y heterofermentativos obligados. Los Lactobacilos
son bacilos Gram (+), encontrados en lugares ricos en contenido de carbohidratos

disponibles.

Se localizan en una gran variedad de habitats tales como membranas mucosas de
humanos y animales (cavidad oral, intestino y vagina), en plantas y material de
origen vegetal, en estiércol, aguas residuales y en alimentos fermentados o
deteriorados. Los lactobacilos son obicuos en la dieta y son encontrados en el
tracto gastrointestinal de recién nacidos. En humanos sanos los lactobacilos estan
presentes normalmente en la cavidad oral (10°-10* UFC/g), en el ileo (10%-10’
UFCI/g) y en el colon (10*-10® UFC/g) y son los microorganismos predominantes

en la vagina.

Algunas cepas de Lactobacillus producen bacteriocinas, por lo cual han sido
utilizadas como conservadores de alimentos, como es el caso de productos
lacteos fermentados. Las bacteriocinas pueden ser incorporadas como cultivos

iniciadores o adjuntos.
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Datos bibliograficos soportan la hipotesis de que la ingestién de Lactobacillus no
es peligrosa y que la lactobacilemina inducida por alimentos, particularmente
productos fermentados, es extremadamente rara y que ocurre unicamente en
pacientes predispuestos. En ensayos clinicos se ha administrado a bebés
prematuros, infantes, nifos, ancianos, personas con enfermedad de Crohn o
enfermos de diarrea y personas VIH-positivas y no se han reportado efectos

secundarios.

Los lactobacilos tienen una resistencia natural alta a la bacitracina, cefoxitina,
ciprofloxacina, acido fusidico, kanamicina, gentamicina, metronidazol,
nitrofurantoina, = norfloxacina, estreptomicina, sulfadiazina, teicoplanina,

@ 37 Existen diversos estudios

trimetroprima/sulfametoxazol, y vancomicina
acerca de la transferencia de genes de resistencia de estos antibiéticos a otras

bacterias, pero no son sistematicos. ©
2.5.3 Género Lactococcus

Se reconocen tres subespecies de Lactococcus lactis. L. lactis subsp. lactis y L.
lactis subsp. cremoris se han utilizado como cultivos iniciadores en alimentos
fermentados, especialmente en la industria lactea pero también se han logrado
aislar de diferentes medio ambientes (Tabla 4). La tercera subespecie es L. lactis

subsp. hordniae, ésta se encontrd que esta asociada a insectos. ©®

Por otro lado, en el trabajo realizado por Garcia, B., et. al, se encontré que la
cepa de Lactococcus lactis UQ2 aislada de un queso fresco Mexicano, produce la
bacteriocina nisina A, y demostré su capacidad bactericida contra la biopelicula de
Listeria monocytogenes. Ademas, demostraron que la combinaciéon de los dos
principales compuestos inhibitorios que produce L. lactis (acido lactico y nisina)

son mas eficientes contra L. moncytogenes, que cada uno por si solo. ?®
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Tabla 4. Especies de Lactococcus identificadas en diferentes ambientes

Ambiente del que
fue aislado
Productos lacteos,
suelo, superficies de
plantas y tracto

Microorganismo Referencia

L. lactis subsp. Pu, Z.Y. (2002), Itoi,

lactis gastrointestinal de un S. (2008)
pescado
L. Iactjs subsp. | Productos lacteos Pu, Z.Y. (2002)
cremoris
leche agria o cortada,
cultivos de
L. raffinolactis zanahorias, tracto Pu, Z.Y. (2002)

gastrointestinal de
gansos y bovinos

de vacas que sufren
mastitis, suelos de
L. garvieae cultivos, patdégeno en Pu, Z.Y. (2002)
peces y acuacultura

chicharos
L. plantarum congelados Pu, Z.Y. (2002)
L. piscium | Patogeno enpecesy | p, 7y (o002)

acuacultura

2.5.4 Género Streptococcus. ')

Streptococcus thermophilus es aislado frecuentemente de productos lacteos pero
algunas cepas han sido aisladas recientemente de muestras vegetales en
Bulgaria. El género Streptococcus es identificado como bacterias anaerobias,
aerotolerantes, catalasa-negativa y gram positivas, morfologia celular ovoide, con
crecimiento en cadenas lineales, incapaces de crecer a 10°C, a pH 9.6 0 en 6.5%
de NaCl " pero a pesar de esta Ultima caracteristica no se puede descartar la

existencia de alguna cepa haldfila que pudiera encontrarse en el queso Cotija.

S. thermophophilus es una bacteria acido lactica termofilica, ampliamente utilizada
en la manufactura de productos lacteos y puede ser considerado como la segunda
cepa mas importante en la industria lactea después de L. lactis. Es
tradicionalmente utilizado en la produccién de yogurt y en muchos quesos como

Emmental, Gruyére, Parmesano, Grana, Mozarela y Cheddar.
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Se ha podido identificar la presencia S. thermophilus por medio de métodos
moleculares en algunas muestras del queso artesanal italiano “Toma piemontese”,
aunque con menor frecuencia con respecto al nimero de muestras analizadas ®°.
También se ha encontrado en leche cruda de vaca, recolectada en una region al
norte de Italia en verano e invierno, junto con otros cocos en un 94% de frecuencia

con respecto al numero de muestras analizadas. @)

Recientemente se han aislado y caracterizado cepas de S. macedonicus aisladas
de quesos ltalianos elaborados con leche cruda de vaca y se demostré una clara

distincién tecnoldgica con S. thermophilus. ©®

En la produccion de queso S. thermophilus se utiliza solo o en combinacién con
diversos lactobacilos y cultivos mesofilicos. Su papel en la fermentacion de la
leche es la rapida conversion de lactosa a acido lactico, lo que provoca un
decremento en el pH. Varias cepas de S. thermophilus sintetizan exopolisacaridos
que contribuyen a la deseable textura viscosa y propiedades reologicas de

productos de leche fermentada, yogurt en particular.

Diversos estudios han caracterizado bacteriocinas producidas por S. thermophilus
que son activos contra Pediococcus acidilactici, Clostridium tyrobutyricum,
Clostridium sporogenes, Clostridium botulinum, Bacillus cereus vy Listeria

monocytogenes.

Se ha encontrado que la combinacion de especies probidticas con S. thermophilus
tienen efectos positivos en tratamientos de diarrea en nifios pequefios, en
tratamientos de enterocolitis en bebés prematuros y en tratamientos de intestino

inflamado.

S. thermophilus, S. salivarius y S. vestibularis forman parte del grupo de
estreptococos Viridians. S. thermophilus es la uUnica especie de de estos
estreptococos que se encuentran en productos lacteos, ademas es una especie
GRAS.
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S. salivarius y S. vestibularis han sido aisladas de la cavidad oral humana y son
comunmente asociados con infecciones humanas. Se han reportado diversos
casos de meningitis, endocarditis y bacteriemia debidos a estos dos estreptococos
orales. Recientemente, los genomas de tres cepas de S. thermophilus fueron
secuenciadas. Una caracteristica sorprendente de estos genomas es la ausencia
o inactivacion de los genes de virulencia caracteristicos de los estreptococos

patdgenos. Esto avala la condicion segura de su uso en productos lacteos.
2.6 BAL presentes en el queso Cotija (Antecedentes del grupo de trabajo)

Las BAL que se mencionaran a continuacion fueron aisladas del Queso Cotija por
métodos de microbiologia tradicional. Se identificaron taxonédmicamente 14 cepas
con el sistema APl 50CHL, 11 correspondientes a Enterococcus faecium, una a

Lactobacillus plantarum, otra a Lactobacillus brevis y una Lactobacillus paracasei
(10, 16)

Por medio de la secuenciacion de la region V3 del gene 16S rARN se logré
identificar a las BAL: Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Vagococcus

sp., y Marinilactibacillus sp. ©.

Los métodos microbiolégicos tradicionales no fueron adecuados para aislar todas
las BAL presentes en el queso Cotija, debido a que generalmente la poblacién
bacteriana tiene requerimientos nutricionales y condiciones de crecimiento
similares a sus condiciones ambientales, las cuales son dificiles de recrear en un
laboratorio. La naturaleza compleja de la matriz del alimento dificulté el aislamiento
de los microorganismos debido a que éstos se encuentran protegidos en una red

proteinica, aunado a la gran cantidad de grasa que tiene el queso Caotija.

Los microorganismos que se encontraban en bajas concentraciones no se
pudieron aislar facilmente ya que la metodologia de microbiologia tradicional que
se siguio, requiere de realizar varias diluciones hasta de 10 para obtener colonias

puras por lo que sdélo se pudieron aislar aquellos microorganismos que se
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encontraban en altas concentraciones, los cuales correspondieron a los
pertenecientes al género Enterococcus. También se pudieron aislar bacterias del
género Lactobacillus pero con menor frecuencia, respecto al numero de muestras

analizadas. ("9

En investigaciones recientes del grupo de trabajo, se encontré6 que las cepas
mencionadas presentan actividad antibacteriana ('®), lo cual resulta ser un avance

importante ya que esto repercute directamente en la inocuidad del queso Cotija.

2.7 TECNICAS PARA EL ESTUDIO DE MICROORGANISMOS EN ALIMENTOS

Existen un amplio rango de técnicas que se emplean para identificar y caracterizar
la microflora del queso o de cualquier alimento. Se dividen en tres grupos: 1)
métodos que dependen de la cultivacion seguida por una caracterizacidon
fenotipica; 2) métodos que dependen de cultivacibn seguida de una
caracterizacion molecular y 3) métodos que dependen unicamente de la

caracterizacidon molecular.

Los métodos que dependen de la microbiologia clasica, requiere del cultivo de la
muestra en un medio selectivo seguido de la caracterizacién de las colonias que
resulten aisladas. Solo las colonias que pueden crecer bajo las condiciones

selectivas utilizadas pueden ser monitoreadas y caracterizadas fenotipicamente.

La aplicacion de técnicas moleculares para la caracterizacion de microorganismos

resuelve muchos de los problemas asociados con su caracterizacion fenotipica. (")

A continuacion, se describe una de las técnicas moleculares mas empleada para
la identificacion de microorganismos en un alimento, la “Reaccion en Cadena de la

Polimerasa”.
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2.7.1 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), es un
procedimiento efectivo para generar grandes cantidades de una secuencia
especifica de ADN in vitro. Esta amplificacion que llega a ser mayor a un billéon de
veces, se logra mediante un proceso ciclico de reacciones enzimaticas. Los

requerimientos esenciales para esta técnica son:

a) Un ADN de doble cadena que actue como molde o templado.

b) Dos oligonucleoétidos sintéticos como iniciadores de la sintesis, que deben
ser complementarios a regiones en cadenas opuestas de ADN. La
hibridacién sera en regiones que flanquean al ADN de interés y con los
extremos 3’ orientados hacia el centro.

c) Una enzima con actividad de ADN polimerasa termoestable que resista
temperaturas mayores a 95 °C, como la polimerasa Taq de Thermus
aquaticus (Platinum) o de Pyrococcus furiosus (Pfu).

d) Los cuatro dNTPs en un buffer de concentracion y pH 6ptimo para la ADN

polimerasa.

El procedimiento ciclico del PCR es en tres pasos: la desnaturalizacién del ADN
molde es el primero. La muestra se somete a calentamiento hasta llegar alrededor
de 95 °C por espacio de algunos minutos, para romper los puentes de hidrégeno

©®  Para conseguir la

que le confieren al ADN su estructura de doble hélice
completa separacion de las hebras de toda la muestra esta temperatura debe
mantenerse unos minutos. Si el ADN solo se desnaturaliza parcialmente éste
tendera a renaturalizarse rapidamente, evitando asi una eficiente hibridacion de

los cebadores y una posterior extension. (19

El segundo paso, implica la hibridacién de los oligonucleétidos iniciadores con
sus regiones especificas en el templado, un oligonucleétido en cada una de las

cadenas. Esta reaccion se lleva a cabo a una temperatura menor (50-62 °C) que

6, 62

depende de la secuencia de los iniciadores ). La temperatura de fusién o
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annealing (Tm, “melting temperature”) depende de varios factores y es
relativamente especifica para cada cebador. La longitud de los cebadores y la

secuencia son criticas en la designacidon de los parametros de una amplificacion
(19)

El tercer paso es la extensién del ADN complementario, la temperatura se
aumenta hasta alrededor de 75 °C que al ser la 6ptima para la funcién catalitica de
la ADN polimerasa Taq, permite la sintesis de las cadenas del ADN a partir del

extremo —OH 3’ de los oligonucledtidos y procede en direccién 5’ a 3'. ©

El producto de PCR es comunmente llamado “amplicon”. Los amplicones pueden
ser cargados en un gel de agarosa y son separados por electroforésis de acuerdo
a su tamano. Para determinar el peso molecular son incluidos estandares de ADN
de diversos tamafios, para estimar el correspondiente al amplicon (nes) presentes
en muestras positivas y control positivo. El gel de agarosa es tefiido con bromuro
de etidio, el cual se une a la doble cadena de ADN vy fluoresce por la excitacion
con luz UV permitiendo la visualizacion del ADN. El tamafio amplicon es la
distancia entre el cebador directo y el de reversa. Por ejemplo, si los cebadores de
avance y reversa se unen al gene blanco X en las posiciones 850 y 1000 pb,
respectivamente, entonces el amplicon que se espera es de 150 pb para cualquier

muestra que contenga al gene X. 42

La estrategia de la PCR es que los productos amplificados sirven a su vez como la
plantilla en el ciclo siguiente. Lo interesante de la técnica de PCR es que cada
ciclo dobla el contenido del ADN blanco original. En la practica 20-30 ciclos
funcionan generalmente para amplificar la secuencia blanco, incrementando la

cantidad de 10° a 10° veces (Figura 5).

El método de PCR es una herramienta de gran alcance. Es facil de realizar,
extremadamente sensible, especifica y eficiente. No sélo una gran cantidad de

ADN amplificado puede ser producido en algunas horas, sino que ademas
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solamente algunas moléculas del ADN blanco necesitan estar presentes en la

muestra para comenzar la reaccion.

\ Desnaturalizacién (94°C)

(4500_6500N-“br|da0|én

Extension | (72°C)

- LTI
-— |L@IIIIIIII
LT 11119 T
dNTPs ==
Taq polimerasa
Cebador @

Figura 5. Diagrama de un ciclo de la PCR “?

En diversos estudios realizados se afirma que el método de la PCR puede
detectar concentraciones de microorganismos 210* UFC/g, esto establece su

limite de deteccién® (1> 43),

El método de la PCR de forma especie-especifica, se ha utilizado con éxito para la
deteccidon y caracterizacion de microorganismos en alimentos. Recientemente se
ha empleado en la tipificacion de la microbiota de diversos alimentos elaborados
de forma artesanal, entre ellos diferentes tipos de quesos. Varias investigaciones
se han enfocado especialmente en la busqueda de BAL en estos alimentos,
debido a su importancia tecnolégica y a los beneficios que otorgan a la salud

humana (4,12, 14, 25, 27, 38, 40, 44, 58)

* El limite de deteccion se define como la minima cantidad de un analito, que puede ser detectado
en un andlisis y se determina con el empleo de muestras que contienen una concentracién
conocida de dicho analito
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2.7.2 Optimizacién de las condiciones de reaccion para deteccién de

microorganismos

= Secuencia del cebador y concentracion
La secuencia de los cebadores necesitan ser exactos o muy cercanos al blanco
deseado para ser amplificado, y no deben tener homologia a ninguna otra
secuencia en la mezcla ®°). El disefio del cebador es un punto critico para obtener
resultados por PCR inequivocos y facilmente interpretables. ®¥ Para determinar si

los cebadores son exactos se realiza un estudio in silico con ayuda de un BLAST.

El BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) es un programa informatico de
alineamiento de secuencias de tipo local, ya sea de ADN o de proteinas. El
programa es capaz de comparar una secuencia problema contra una gran
cantidad de secuencias que se encuentren en una base de datos. El algoritmo
encuentra las secuencias de la base de datos que tienen mayor parecido a la
secuencia problema. El parametro E es conocido como valor e (e-value o
espectancia) de corte y nos permite definir que la semejanza encontrada no fue
producto del azar, porque indica que la probabilidad de que se hubieran alineado
al azar es muy baja. Cuanto menor sea el valor de E mas significativo es un

alineamiento. ("

Para prevenir hibridacion entre los cebadores, éstos no deben ser
complementarios. Esta precaucion es critica en el extremo 3’, en donde la
complementariedad de hasta una base puede llevar a la formacion de un dimero
%) Los dimeros de los cebadores consisten en fragmentos de doble cadena cuya
longitud es muy proxima a la de la suma de los cebadores y se producen cuando

un cebador es extendido a continuacion del otro. (1%

A la hora de elegir unos cebadores para amplificar un determinado fragmento de

ADN hay una serie de reglas a seguir:
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a) La longitud de cada uno de los cebadores debe estar comprendida entre 18
y 24 bases ya que se ha comprobado que cebadores de mayor longitud (30-35
bases) no aumentan el rendimiento y los cebadores cortos carecen de
suficiente especificidad.

b) Ambos cebadores deben tener una Tm similar (como mucho la diferencia entre
ambas temperatura debe ser de 5°C).

c) Larelacion bases puricas:bases pirimidicas debe ser 1:1 (0 como mucho 40-
60%).

d) La secuencia de los cebadores debe comenzar y terminar con 1-2 bases

puricas.

Los excesos iniciales de los cebadores con respecto al templado es tal que su
concentracion es constante. Para la mayoria de las aplicaciones de PCR los dos
cebadores deben tener la misma concentracion. La concentraciéon final de cada
cebador debe ser entre 0.1- 0.5uM. Las desventajas de un exceso de cebadores

pueden repercutir en la formacion de dimeros. (42)

= Temperatura de alineamiento
La temperatura de alineamiento (T,) es aquella a la cual la mitad de los cebadores
se hibridan con la secuencia blanco, es regularmente calculada para

oligonucledtidos de 20 bases de longitud o menores con la siguiente ecuacion:

Tn=4(G+C)+2(A+T)

en donde A, T, G y C son el numero de estas bases en el oligonucleotido. Pueden
realizarse calculos mas elaborados en donde se contempla la concentracién de
sales o el numero de nucleétidos, pero esta simple regla satisface muchas

aplicaciones.
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No obstante, cada cebador exige una serie de estudios experimentales para
determinar su temperatura de alineacion especifica ya que si la temperatura es
muy baja la union se hara de forma inespecifica y si es muy alta no se producira

(19)

una union completa . En general con temperaturas relativamente altas de

alineamiento, se disminuye grandemente la posibilidad de obtencion de algun

“falso positivo”. %

= Buffer de reaccion
Los buffer de PCR que se utilizan normalmente contienen KCI, Tris y MgCl,. El
MgCl, es el componente que mas influye en la especificidad y rendimiento de la
reaccion ya que los iones Mg2+ son necesarios para la actividad de la Taq

polimerasa, es decir, actuan como cofactores de la polimerasa.

La concentracién o6ptima de MgCl, esta en torno a 1.5 mM si se emplean
concentraciones de 200 mM de cada uno de los dNTPs. No obstante, a veces es
necesario probar con diferentes cantidades de Mg?* ya que un exceso del mismo
origina una acumulacién de productos inespecificos y una cantidad insuficiente

hace que disminuya el rendimiento de la amplificacion. (19)

= Concentracion de Desoxinucledtidos trifosfato (ANTPs)
Se recomienda que sean utilizados 200 uM de cada desoxinucleétido. En un
volumen de reaccion de 25 ul con esta concentracion de dNTPs se sintetizarian
entre 6-6.5 ug de ADN. La concentracion de dNTPs y de MgCl, van relacionadas,
ya que el Mg* se une a los dNTPs con lo que concentraciones elevadas de
dNTPs inhibirian la reaccion, al no tener la Taq polimerasa suficiente Mg2+ como
para incorporar dNTPs. Es muy importante que las concentraciones de todos los

desoxinucledtidos sean equivalentes para prevenir la incorporacion de errores (19,
35)
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= ADN polimerasa termoestable
Las cantidades Optimas de Taq polimerasa (como las marcas comerciales Pfu y
platinum) necesarias para la sintesis de ADN estan alrededor de 2 unidades en 25
pI de volumen final de reaccidn. La actividad de este enzima se ve influenciada por
la concentraciéon de dNTPs, de Mg?* y de algunos iones monovalentes de manera

que concentraciones elevadas de los mismos inhiben dicha actividad. (19)

= ADN molde o templado
Es el ADN del cual queremos copiar un determinado fragmento, es por tanto, el
ADN que la Taq polimerasa utiliza como molde para la sintesis de nuevas cadenas
polinucleotidicas. La cantidad de ADN necesaria para la PCR depende de varios

factores:

Calidad del ADN: Cuando se trabaja con ADN cuya calidad es 6ptima no suele
haber problemas en la amplificacién y cantidades del mismo por encima e incluso
por debajo de los 5 ng rinden buenos resultados. El problema aparece cuando la
calidad del ADN obtenido no es la idonea, bien porque esté degradado o bien
porque dicho ADN vaya ligado a una serie de contaminantes que pueden inhibir la
actividad de la polimerasa. Si el ADN esta degradado, el que obtengamos o no
resultado en la amplificacion va a depender de que el fragmento a amplificar haya
sido dafnado o no. En el caso en el que tengamos ADN sin degradar pero unido a
una serie de contaminantes habria que intentar diluir al maximo la muestra para
disminuir dichos contaminantes, pero siempre dentro de un rango de ADN que no

esté por debajo del limite de sensibilidad de la PCR. (19

= Adyuvantes de la PCR
Son elementos que mejoran el rendimiento y la especificidad de la PCR. Aunque
algunos autores han recomendado el uso del DMSO y del glicerol, el adyuvante
mas extendido y utilizado es el BSA. A concentraciones por encima de 0.8 pg/ul el
BSA incrementa la eficiencia de la PCR ya actua como una proteina captadora de

iones que pueden ser inhibidores de la Taq polimerasa. (19)
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2.7.3 Problemas de la PCR en la deteccién de microorganismos “?

La PCR no puede distinguir células vivas, muertas o dafadas. Sin embargo ofrece
una alternativa para identificar las células que aun se encuentran viables en un
producto, esto es mediante el uso del ARN como templado. En contraste con el
ADN, el ARN tiene una vida media corta en la célula bacteriana. Esto se ha
considerado en el uso del ARN como templado, para diagnosticar por PCR células
viables remantes en una muestra, por lo que esto pudo ser logrado por medio de
la conversion del ARN a su copia complementaria de ADNc con la transcriptasa
inversa retroviral. El ADNc puede servir como templado en un PCR estandar. Este

procedimiento es referido como PCR transcriptasa-inversa.
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3. HIPOTESIS
¢ Si el queso Cotija se elabora con préacticas higiénicas de manufactura,
entonces se obtendrd una cuenta baja de microorganismos coliformes y
hongos en dichos productos.
¢ Si se seleccionan los cebadores especificos para la deteccion de los
géneros Lactobacillus, Lactococcus y Streptococcus, entonces se podra
detectar su presencia en el queso Cotija a través de la reaccién en cadena

de la polimerasa aunque se encuentren en bajas concentraciones.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivos generales
¢ Determinar la calidad sanitaria de diez diferentes muestras de Queso Cotija,
asi como la cuenta microbiana presente, mediante la cuenta de
microorganismos indicadores por la técnica de cuenta en placa y
microfiltracion.
¢ Detectar bacterias acido lacticas de los géneros Lactobacillus, Lactoccocus
y Streptococcus en el Queso Cotija, de forma especifica por el método de

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

4.2 Objetivos particulares

¢ Cuantificar microorganismos mesofilos aerobios, hongos y levaduras,
mediante la técnica de cuenta en placa, asi como determinar coliformes
totales y fecales mediante la técnica de microfiltracion.

¢ Seleccionar cebadores especificos para identificar a Lactobacillus casei,
Lactococcus lactis y Streptococcus thermophilus, asi como las condiciones
adecuadas de amplificacion y corroborar su especificidad por medio de la
PCR.

¢ Realizar la deteccion de Lactobacillus casei, Lactococcus lactis vy
Streptococcus thermophilus en diez muestras de queso Cotija Region de

Origen con y sin enriguecimiento por el método de PCR.
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5. DISENO EXPERIMENTAL

5.1 DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS

5.1.1 Muestras de queso Cotija

Se analizaron 10 muestras de Queso Cotija (Region de Origen), pertenecientes a
la zona de Jalisco-Michoacan. Todas las muestras cuentan con el tiempo minimo
de maduracion para salir a la venta (3 meses), los datos de éstas se encuentran

en la Tabla 5.

Tabla 5. Muestras compradas en Diciembre de
2006 en la Feria del Queso Cotija, Mich.

N° de Muestra | Lugar de

elaboracion

1 Rancho “El Lorenzo”
Cotija/Michoacan

2 Rancho “Las
Pilas”/Jalisco.

3 Rancho “El Saltrillo”
Cotija/Mich.

4 Rancho “Piedra

Amarilla” Jilotlan de
los Dolores/Jal.

5 Rancho “ La Plaza de
Chavez’
Lourdes/Mich.

6 Rancho “El caracol”
Lourdes/Mich.

7 Rancho “La mesa del
Aguacate”.
Quitupan/Jal

8 Rancho “La tortuga”
Jalisco

9 Rancho “La Troja”
Jalisco

10 Lourdes / Mich.
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5.1.2 Cepas de BAL de identidad conocida

Se utilizaron las siguientes cepas de bacterias acido lacticas (BAL) puras de
identidad conocida como control, asi como una capsula ingerible la cual contenia

una mezcla de BAL liofilizadas. A continuacion se enlistan dichas cepas:

Lactobacillus casei PP201*

Streptococcus thermophilus NCFB 859*

Lactococcus lactis**

Enterococcus faecalis***

Enterococcus faecium***

Latobacillus paracasei***

Capsula: “Potent probiotic ACIDOPHILUS whit pectin’(L. acidophilus, L.

brevis, L. salivarius, L. helveticus, L. bulgaricus, Bifidobacterium bifidum)

OO0 D0 000

* Cepas proporcionadas por la UAM Iztapalapa
** Cepas proporcionadas por la Dra. Carmen Wacher

*** Cepas aisladas de muestras de Queso Cotija

5.2 TOMA DE MUESTRA

5.2.1 Queso Cotija

Las muestras de queso Cotija se encontraban almacenadas en ultracongelacion a
-70 °C, por lo que antes de realizar las determinaciones tanto microbiologicas
como para la extraccion de ADN, se descongelaron en refrigeracion a 4 °C durante
un maximo de 18 h, como se establece en la NOM-110-SSA1-1994. Cabe
destacar que las muestras correspondian a trozos de queso de aproximadamente

1 Kg cada uno.
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Posteriormente se cortaron las porciones necesarias para cada estudio, con un
cuchillo estéril a lo largo de la rebanada, del centro del queso hacia la corteza pero
sin llegar a ella (Figura 6). La corteza no se tomo6 en cuenta debido a que

usualmente ésta no es consumida.

(T

Figura 6. Esquema de la toma de muestra del queso Cotija

5.3 ESTUDIO MICROBIOLOGICO GENERAL

Como paso inicial para realizar el estudio microbiolégico se prepard una serie de
diluciones decimales de 10" a 10 con base en lo descrito en la NOM-110-SSA1-
1994, “7)

Todas las determinaciones se realizaron por duplicado. En la Fig 7 se muestra un

diagrama general del analisis.
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. QUESO

COTRA
N
Agua
Peptonada

Homogenizar

Preparacion de
diluciones (10™"-107)

|Cuantificacic')n

— R

9, 04 ** 111-SSA1-|1994 (48) :
A Microfiltracion
Cuenta en placa (Estrada, 2006)

Figura 7. Diagrama general del estudio microbioldgico

5.3.1 Cuenta de mesofilos aerobios, hongos y levaduras

Para realizar las determinaciones de microorganismos mesdéfilos aerobios, hongos
y levaduras se tomaron como referencias las NOM-092-SSA1-1994 y NOM-111-
SSA1-1994, respectivamente. Como variante a lo estipulado en dichas normas se
empled la técnica de siembra por extension en superficie, la cual consistié en
inocular determinado volumen de la dilucion correspondiente y distribuirla con
ayuda de una varilla “L” estéril, en el medio Agar Cuenta en Placa para cuantificar
mesofilos aerobios y en el medio Agar Papa Dextrosa acidificado para cuantificar
hongos y levaduras (la metodologia detallada se encuentra en el Anexo |). La
incubacion se llevo a cabo en una incubadora estatica (Marca: Gravity Convection,

Mod. E-71) con las condiciones siguientes:
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Microorganismos | T (°C) | Tiempo
Mesdfilos aerobios | 37°C | 24h

Hongos 25°C | 3-6 dias
Levaduras 25°C | 3-6 dias

5.3.2 Cuenta de coliformes totales y fecales

Se siguié la metodologia sugerida por los fabricantes del equipo y medio
Millipore® pero a partir de las modificaciones establecidas en el método
estandarizado para una muestra solida (Estrada, 2006) (Anexo |), en el que se
establece que se debe realizar la filtracion a partir de las diluciones 102 y 107,
entre 5 a 10 mL de la primera dilucion y entre 50 y 100mL de la segunda para asi
garantizar la sensibilidad y efectividad del método. Posteriormente la membrana
se coloco en el medio de cultivo selectivo y diferencial ColiBlue24® (Marca
Millipore®) e incub6 a 37 °C durante 24h.

Las colonias de E. coli presentan una coloracion azul y las colonias de los otros
coliformes presentan una coloracion roja (Figura 8), si las colonias no presentan
coloracién, entonces las colonias se consideran negativas para este grupo. De
acuerdo al protocolo se tienen que considerar las placas que presenten entre 8 a

80 colonias para obtener valores estadisticamente confiables.

E.coli 2= g, +<+—— Coliformes
. .'5 LY 4

Figura 8. Medio ColiBlue24®

49



DISENO EXPERIMENTAL

5.4 DETECCION DE BAL POR PCR EN EL QUESO COTIJA

La metodologia seguida para la deteccion de las BAL se divide en tres pasos:

¢ Seleccion de cebadores
¢ Prueba de especificidad de los cebadores

¢ Deteccion de las bacterias acido lacticas de interés en el queso Cotija

A continuacion se describe cada uno de estos pasos.

5.4.1 Seleccidon de cebadores

La experimentacion consistio en:

1. Busqueda bibliografica. Se realizé una busqueda de juegos de cebadores
especificos utilizados para identificar a las BAL: Lactococcus lactis, Lactobacillus
casei y Streptococcus thermophilus.

2. Corroboracion de la especificidad reportada “in silico”, con ayuda de la base de
datos NCBI y la herramienta BLAST. Se verificd que la informacién arrojada por la
base de datos correspondiera al microorganismo de interés, con el minimo valor
de expectancia (E) y el mayor porcentaje de identidad

3. Seleccion de los juegos de cebadores con base a lo anterior,

5.4.2 Prueba de especificidad de los cebadores seleccionados

Esta prueba se realizdé con las diferentes BAL descritas anteriormente (Seccién
5.1.2). La cepa de Streptococcus thermophilus se inoculé en 5mL de caldo estéril
MRS (Man Rogosa Sharpe), posteriormente se le adicionaron 1.5 mL de aceite
mineral estéril con la finalidad de obtener un ambiente anaerobio. El resto de las
cepas proporcionadas, se inocularon en 5mL de caldo APT y se incubaron con las

condiciones indicadas en la Tabla 6 para cada microorganismo (Anexo ).
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Tabla 6. Condiciones de incubaciones de las cepas de BAL empleadas

Microorganismo | Temperatura | Tiempo | Incubadora/Condicion
CC) (h)

Lactobacillus 37 24 Con agitacion*/ 200 rpm

casei PP201

Streptococcus Gravitiy Convection,

thermophilus 42 48 Mod. E-71/ Estatica

NCFB 859

Lactococcus lactis 37 24 Con agitacion*/ 200 rpm

Enterococcus 37 24 Con agitacion*/ 200 rpm

faecalis

Enterococcus 37 24 Con agitacion*/ 200 rpm

faecium

Latobacillus 37 24 Con agitacion*/ 200 rpm

paracasei

* Incubadora con agitacién; Marca New Brunswick Scientific, Mod. INNOVA 4000

Una vez concluido el tiempo de incubacion de cada cepa, se les realizé una
Tinciéon de Gram y se observaron bajo el microscopio con el objetivo 100X con la
finalidad de corroborar su pureza. Adicionalmente todas las cepas fueron
conservadas a — 70°C en viales con chaquiras y medio liquido, al cual se le afiadi6

glicerol (15%) como agente criogénico.

Por otro lado a la capsula ingerible que contenia la mezcla de BAL se le retir6 la
capsula de pectina y se vacio su contenido en un tubo Eppendorf de 2.0 mL. Dicho
contenido se traté directamente para la extracciéon de ADN, el cual se describe a

continuacion.
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5.4.2.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizd por duplicado con el Kit FAST ID® (Genetic ID Na,
Inc.). En un principio se utilizé el método de fenol-cloroformo, pero se comprobd
experimentalmente mediante una reaccion de PCR tiempo real, que no existe una
diferencia significativa en la calidad del ADN molde obtenido por ambos métodos.
Con base en estos resultados se continuo trabajando con el método de extraccidon

Kit FAST ID para las extracciones de ADN posteriores.

La extraccion de ADN con el Kit de extraccion FAST ID® (Genetic ID Na, Inc.),
consta de tres pasos basicos que son: la lisis de la pared y membrana celular,

extraccion de ADN vy purificacion del ADN. (Anexo ).

Una vez que se obtiene el ADN se determina su pureza, para ello se realiza la
lectura de la absorbancia a 260 nm y a 280 nm correspondiente al ADN vy
proteinas, respectivamente en un espectrofotdmetro con una celda de cuarzo de
volumen reducido. Con los datos obtenidos se realiza la siguiente relacion para

obtener el indice de pureza:

Abs 260 nm

indice de Pureza="—">"" "
Abs 280 nm

El valor optimo debe estar entre 1.5 y 2.0. Posteriormente se determina su

concentracion con la siguiente formula:
H4 . .« s _ ng
(A260nm ) (Factor de conversion ) (dilucidon) = [ AL}

Por ultimo se realizaron una serie de reacciones de amplificacion con diferentes
condiciones de reaccion, dependiendo de los cebadores a utilizar con la finalidad

de corroborar su especificidad.
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5.4.2.2 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Para realizar las reacciones de amplificaciéon, se mezclaron las cantidades de
reactivos necesarios (Tabla 7) en un tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL excepto el
ADN molde de la cepa a probar, a esta mezcla se le denomina Master mix.
Posteriormente se trasvasan 15uL de la mezcla y 10uL del ADN molde en tubos
para PCR estériles (0.2 mL), es importante que la mezcla se encuentre en hielo y
se debe adicionar al final, ya que la enzima ADN polimerasa utilizada Pfu
(Fermentas®) tiene actividad exonucleasa 3’-5° que puede degradar los
cebadores. Posteriormente se colocan en un Termociclador (Marca Techne, Mod.
TC-312), con las condiciones correspondientes a cada par de cebadores (Tabla
8,9y 10). (Anexo |, Seccion 3)

Tabla 7. Concentraciones de reactivos para realizar una PCR de 25mL

Volumen
Reactivo Concentracion | Concentracion | por tubo
inicial final (pL)
Buffer 10X 1X 2.5
MgS0O4 25mM 1.5mM 1.5
dNTPs 10mM 0.2mM 0.5
Oligo 1 10uM 0.5um 1.25
Oligo 2 10uM 0.5um 1.25
Taq 2.5U/uL 1U/reaccion 0.4
polimerasa
(Pfu)
ADN molde 10ng/pL 100ng/reaccion 10
Agua 6.6

Una vez concluida la PCR se realizd una electroforesis horizontal a 85V en un gel
de Agarosa al 1.5% para Lactobacillus casei y de 1.0% para Streptococcus
thermophilus y Lactococcus lactis con los productos obtenidos de la amplificacion
(PCR). El gel fue tenido con bromuro de etidio para facilitar su vizualizacién con
luz UV.
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Tabla 8. Condicién para el Termociclador (para detectar Lactococcus lactis)

No. de ciclos | Temperatura Tiempo
1 94°C 3min
35 94°C 30s
49°C 30s
72°C 2min
1 72°C 7min

Tabla 9. Condicién para el Termociclador

(para detectar Streptococcus thermophilus)

No. de ciclos | Temperatura Tiempo
1 94°C 3min
35 94°C 30s
45°C 30s
72°C 2min
1 72°C 7min

Tabla 10. Condiciones para el Termociclador (para Lactobacillus casei)

No. de Temperatura Tiempo

ciclos

94°C 3min

1 45°C 45s

72°C 2min

94°C 45s

30 45°C 45s

72°C 1min

94°C 45s

1 45°C 45s

72°C 5min

En la Figura 9, se muestra un esquema general de la metodologia para las

pruebas de especificiad de los cebadores seleccionados.
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Extraccion de ADN
(Kit FAST ID®)

Seleccion d
cebadores
especificos
(literatura,
BLAST)

Figura 9. Diagrama de la metodologia para determinar la
especificidad de los cebadores seleccionados

5.4.3 Deteccion de Lactobacillus, Lactococcus y Streptococcus en el queso
Cotija

Una vez comprobada la especificidad asi como las condiciones ideales de
reaccion, se prosiguioé a la deteccidén de las bacterias acido lacticas de interés en

el queso Caotija.

En este caso se siguieron dos metodologias alternas para la extraccion de ADN
(Anexo |, Seccién 2), una consistié en la extraccion de ADN directamente de la
muestra con el Kit FAST ID® (Genetic ID Na, Inc.). La otra consistio en realizar una
incubacion previa de la muestra con medio de cultivo liquido. Para el caso de la
deteccion de Lactobacillus y Lactococcus, se empled caldo APT estéril y para el
caso de la deteccion de Streptococcus, se utilizé caldo MRS y aceite mineral
estéril. Las condiciones de incubacion se llevaron a cabo en las condiciones antes
descritas para las cepas de BAL puras (Tabla 6). Posteriormente se realizé la

extraccion con el Kit FAST ID® (Genetic ID Na, Inc.). En ambos casos antes de la
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extraccion a las muestras se les realizé un tratamiento para eliminar la grasa y la

matriz proteica del queso.

El enriquecimiento se realizdé con la finalidad de aumentar la cantidad de las BAL
de interés, y asi poder facilitar su deteccidén por medio de la técnica de PCR. En el
trabajo realizado por Aymerich, et. al. (2003), se demostré que el hecho de
enriquecer la muestra favorecia la deteccion de algunas especies de BAL por
PCR. ®

Una vez obtenido el ADN de las muestras, se realizaron las reacciones de
amplificacion (PCR’s) con las condiciones respectivas para cada microorganismo
(Tabla 5,6 y 7). (Anexo |, Seccion 3)

En la Figura 10 se muestra un diagrama general para la deteccién de las BAL de

interés en el queso Cotija.

SIN ENRIQUECIMIENTO CON ENRIQUECIMIENTO
h N

50 mL caldo APT.
Homogenizar

*

Incubacioén
en condiciones
Optimas para cada
microorganismo

Extraccion de ADN
(Kit FAST ID/ Kit
gen)

Centrifugar a 14 000 rpm y eliminar
la solucidn salina

Figura 10. Diagrama de la metodologia para la deteccion de BAL en el queso Cotija
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Estudio microbiolégico general

La determinacién de microorganismos indicadores puede dar indicios de malas
practicas de higiene que repercutan en la presencia de microorganismos
patdgenos que puedan causar danos a la salud y con esto decidir si se realiza una
busqueda especifica posterior. Ademas este tipo de estudio nos permite conocer
la carga microbiana que posee un producto, en el caso del queso Cotija poco

estudiada.

A pesar de que el queso Cotija auténtico es un queso madurado éste no entra
dentro de la definicidén establecida en la Norma Oficial Mexicana NOM-121-SSA1-
1994, Bienes y servicios. Quesos: frescos, madurados y procesados.
Especificaciones sanitarias, ya que en dicha norma sélo se consideran a los
quesos madurados elaborados a partir de leche pasteurizada ©%. A pesar de esto
los valores establecidos en dicha norma para el caso de hongos y levaduras, se
pueden tomar como referencia. En el caso de la determinacion de coliformes y E.
coli, la técnica no es comparable con la utilizada en este trabajo. Para facilitar el
analisis de resultados en la Tabla 11 se muestra un panorama general de
resultados, los datos obtenidos en cada una de las determinaciones se muestran

con detalle en el Anexo Il.
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Tabla 11. Tabla general de resultados. Andlisis microbiolégico

de 10 muestras de queso Cotija

UFClg
Muestra Meséfilos Hongos Levaduras Coliformes Presencia
aerobios (6 dias, (6 dias, totales (24h, de E. coli
(24h, 35°C) | 24°C) 24°C) 35°C) (24h, 35°C)
1* 3.2 ¥10° <67 8.90*10° <10 <10
2* 4.7*10° <67 <67 400 <10
3* 5.1 *10° <67 <67 <10 <10
4* 6.4 *10* <67 <67 <10 <10
5* 2.5*10° <67 <67 340 <10
6 2.4*10° <67 <67 <10 <10
7 4.9*10° <67 2.4*10° <10 <10
8 3.1*10° <67 <67 200 <10
9 6.9*10* <67 2.1*10° (3 <10 <10
dias, 24°C)
10 1.7*10* <67 9.2*10° <10 <10

* Estrada, 2009

= Mesoéfilos aerobios
La importancia de la determinacién de mesdfilos aerobios radica en que permite
saber la carga total de microorganismos viables presentes en las diferentes
muestras de queso Cotija. Con base a los resultados (Tabla 11) el contenido de

estos microorganismos esta dentro del rango de 10%®a 10° UFC/g.

Cabe destacar que las muestras analizadas tienen el tiempo minimo estipulado de
maduracién para salir a la venta (3 meses). En la investigacion realizada por Bravo
(2008), se observo que la cantidad de mesdéfilos aerobios en muestras de queso
Cotija en el tiempo de vida cero (1), es decir a partir del desfajado, es de un orden
de magnitud de 10’ UFC/g. Esta cantidad disminuye conforme aumenta el tiempo
de maduracién, pero se mantiene casi constante durante los primeros 3 meses de

vida del queso en un rango de 10*-10° UFC/g.
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Ademas se observo que la cantidad de mesoéfilos aerobios tienen correspondencia
con la cantidad de bacterias acido lacticas (BAL) en el producto, ya que se
obtuvieron valores similares. Esto podria indicar que la mayoria de los

microorganismos mesofilos aerobios cuantificados son BAL.!"?)

Los quesos elaborados con leche cruda contienen una concentracion alta de BAL
no iniciadoras en la cuajada, cuya poblacidén y crecimiento es mas heterogéneo
que para los quesos elaborados con leche pasteurizada ®®). Cabe recordar que en
el proceso de elaboracion de este producto no se agregan cultivos iniciadores, por
lo que los microorganismos existentes en el Queso Cotija provienen de la leche (a
la cual se incorporan microorganismos durante la ordefia) y de la sal, asi como de

las operaciones que se llevan a cabo manualmente y del medio ambiente.

La variacion de la cantidad de los microorganismos mesofilos aerobios durante la
maduraciéon se debe a que durante ésta, ocurren cambios fisicoquimicos vy
bioquimicos que pueden afectar el crecimiento de los microorganismos en el
queso, algunos ejemplos son: la actividad del agua, concentracidn de sal,
potencial de oxidacion-reduccion, pH, temperatura de maduracién y la presencia o

ausencia de bacteriocinas (producidas por algunos microorganismos), entre otros.
(26)

Una interpretacion adecuada de la cuenta de mesoéfilos aerobios en un alimento,
requiere del conocimiento de la poblacion microbiana esperada en el punto del
proceso en el cual fue colectada la muestra. Si las cuentas son mas altas que lo

esperado, ese punto necesitara ser analizado para determinar cual fue la causa
(18)

En el caso del queso Cotija no se tiene conocimiento de la carga microbiana en
cada uno de los puntos del proceso de elaboracion, por lo que los resultados
obtenidos aportaran informacién sobre la cantidad de microorganismos mesdéfilos

aerobios presentes en el tiempo correspondiente a su comercializacién. Si en un
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futuro se implementara un sistema de calidad en el proceso, se sugiere realizar un
analisis microbioldgico general, en diferentes puntos del proceso de elaboracion
que se consideren criticos como: en la leche antes de utilizarla, es decir después
del reposo y en el cuajo salado, ya que la etapa del salado se lleva a cabo de

forma manual. (ver Fig.4, Seccion 2.2.2)

= Hongos y levaduras
En las diez muestras analizadas no se encontré presencia de hongos, por lo que
se reporta menos de 67 UFC/g de hongos en placa con medio Agar Papa
Dextrosa acidificado incubadas 6 dias a 24 °C. La NOM-121-SSA1-1994 establece
como limite maximo 500 UFC/g de hongos y levaduras. Se encontrd la presencia
de levaduras en cantidad variable. En seis muestras (2, 3, 4, 5, 6 y 8) se
reportaron menos de 67 UFC/g de levaduras en placa con medio Agar Papa
Dextrosa acidificado, incubadas 6 dias a 24 °C, mientras que en las cuatro
restantes (1, 7, 9 y 10) se encontraron cuentas que sobrepasan el limite maximo
de 500 UFC/g establecido en la norma mencionada. La muestra 9 destaca por
contener la mayor cantidad de levaduras (10° UFC/g) en el menor tiempo de

incubacion (3 dias).

La incorporacion de levaduras se puede llevar a cabo durante su elaboracion (en
la manipulacién del producto), asi como del medio ambiente. Por lo anterior este
ultimo resultado sugiere, que las condiciones ambientales del lugar en donde se
elaboré cada muestra y/o las practicas sanitarias durante la manipulaciéon del
producto son diferentes entre ellas. Estos puntos se deben tomar en cuenta para
la estandarizacion del proceso de elaboracion, ya que la variacién en cantidad de
este tipo de microorganismos puede repercutir en la alteracion de las

caracteristicas sensoriales propias del producto.
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= Coliformes totales y fecales
La técnica establecida en la norma de referencia (NOM-121-SSA1-1994) para la
determinacion de coliformes, es el método del Numero mas Probable (NMP). De
acuerdo a los resultados obtenidos por Estrada (2006) se demostrd que el método
de microfiltracion es mas sensible, ya que con el NMP se subestima la cantidad
real de coliformes. Ademas con esta técnica se puede determinar al mismo tiempo
la presencia de Escherichia coli *". En consecuencia los valores establecidos en
la norma NOM-121-SSA1-1994 no son comparables con los datos obtenidos con

la técnica de microfiltracion empleada en este trabajo, como ya se mencioné.

El empleo de la técnica de microfiltracion Millipore® no es un método validado
para su uso en la determinacion de coliformes y E. coli en alimentos, por lo que se
tomd como referencia la norma venezolana COVENIN 3822:2003 ©* para un
queso fresco elaborado a partir de leche pasteurizada, en la cual utilizan un
método de analisis cuyo fundamento de deteccion es similar al que se realizé en
este trabajo para determinar coliformes y Escherichia coli en alimentos. En dicha
norma establece para coliformes como limite minimo 150 UFC/g y como limite
maximo 1100 UFC/g; para el caso de E. coli se establece que se deben encontrar
< 10 UFC/g. Cabe destacar que en esta norma se utiliza el método con peliculas
secas rehidratables (Petrifilm®) y en su protocolo se utiliza el método de difusion

en placa ©?,

La determinacion de coliformes y Escherichia coli es muy importante debido a que
este tipo de microorganismos son de origen intestinal, por lo que su presencia
indicaria contaminaciéon de origen fecal, con lo que se abriria la posibilidad de
presencia de microorganismos patdégenos del mismo origen. Con base a lo que se
menciond anteriormente y a los resultados obtenidos del analisis de las diez
muestras, se puede observar en la Tabla 11 que la cantidad de coliformes, asi
como la cantidad de E. coli estan dentro del rango permitido; 150 -1100 UFC/g y

<10 UFC/g respectivamente.
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En el trabajo realizado por Bravo (2008) se observé una disminucion mayor al 95%
de la poblacion inicial de microorganismos coliformes después de los 3 meses de
vida del queso Cotija, dicha disminucion la atribuye a la actividad de las BAL cuya

poblacion se mantiene en cantidad casi constante como ya se menciono,

Los métodos rapidos aprobados a nivel Internacional por la AOAC para la
deteccion de Coliformes y E. coli en productos lacteos son: (1) Placa con gel de
pectina, (2) Pelicula seca rehidratable (3M, Petrifim®), y (3) Pelicula seca
rehidratable de alta sensibilidad. Adicionalmente, para alimentos en general los
métodos aprobados son: (1) Pelicula seca rehidratable (3M, Petrifim®), (2)
Pelicula seca rehidratable. Cuenta rapida en placa (3M, Petrifilm®), (3) SimPlate
con color indicador para Coliformes y E. coli, (4) Método de substrato soportado en
disco (ColiComplete®), (5) Método de Filtracion en Membrana con poros
hidrofébicos y (6) Método de Filtracién en Membrana con poros hidrofébicos/MUG
2) Cabe destacar que los dos ultimos métodos incluyen la técnica de filtracion, y
esta validada para ser utilizada en quesos. En este método se utiliza una
membrana como el nombre del método lo dice, disefiados de un material con
poros hidrofobicos; en el protocolo se establece que se debe de filtrar un volumen
de 2 mL de la dilucién 10" digerida con la enzima tripsina, posteriormente se
coloca la membrana en el medio sdlido, una vez incubado, los resultados se
reportan en NMP/g. Como se puede observar existe una gran diferencia entre este

método y el empleado en este trabajo.

Por otro lado en México existen dos normas para la deteccion de coliformes para
ser aplicadas en alimentos: (1) la NOM-112-SSA1-1994 “9) y (2) la NOM-113-
SSA1-1994 ©%; en la primera establece como método el NUmero mas Probable y

en la segunda el método de cuenta en placa.
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Con base en los datos obtenidos se puede decir que la calidad sanitaria de las
diez muestras analizadas de queso Cotija, es aceptable a pesar del proceso de
elaboracién de este producto las cuentas de coliformes, E. coli y hongos, se
encuentran dentro del rango reportado en la literatura para quesos elaborados con
leche pasteurizada. Este analisis es preliminar pero se sugiere hacer la busqueda
especifica de patdbgenos como: Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y
Salmonella typhi como lo indica la norma NOM-121-SSA1-1994.

6.2 Deteccion de las BAL por medio de la PCR en el queso Cotija

Los métodos moleculares o independientes de cultivo, a pesar de que aportan
mayor informacién que los tradicionales ya que mediante ellos, se pueden
identificar microorganismos no-cultivables poseen limitantes como: 1) el limite de
deteccion del método, que de acuerdo a algunas investigaciones el método es
capaz de detectar 210* UFC/g (' %4 y 2) |a falta de conocimiento taxondmico, ya
que es dificil estudiar la diversidad de un grupo de microorganismos en un
determinado habitat cuando no se conoce dicha diversidad y existe la posibilidad
de que géneros o especies que no han sido previamente aislados e identificados

estén presentes. ¢

El interés en la busqueda del grupo de las BAL en este producto en particular es
por la funcion que tienen en el aseguramiento de la inocuidad de éste, debido a la
produccion de compuestos tales como acidos organicos (acido lactico, acido
propionico, entre otros) y bacteriocinas que disminuyen el riesgo de la presencia

de bacterias patdgenas.

Como se menciond en la Seccién 5.4 del disefio experimental, se siguieron tres
pasos basicos para la busqueda de las BAL elegidas en el queso Cotija. Los

resultados se reportan a continuacién en ese orden.
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6.2.1 Seleccion de cebadores

Los pares de cebadores especificos seleccionados para identificar a las BAL de
interés se muestran en la Tabla 12. El par de cebadores para identificar
Lactobacillus casei (casei/Y2), se tom6 del reporte de la investigacion realizada
por Ward and Timmins (1999), en la cual lograron diferenciar a Lactobacillus casei
de Lactobacillus paracasei por medio de la técnica de PCR ©V. Por otro lado, el
juego de cebadores para identificar a Lactococcus lactis (Hist1/Hist2) y para
Streptococcus thermophilus, se tomaron del trabajo realizado por Fortina, et. al.
(2002), en la cual realizaron la busqueda de BAL en un queso artesanal italiano,
por medio de la técnica mencionada **. Posteriormente se compararon las

secuencias de dichos cebadores en la base de datos BLAST.

En la Figura 11 se muestra un ejemplo del BLAST realizado con el cebador
especifico para Lactobacillus casei. Con este procedimiento se observa que el
valor E es el mas bajo (0.042) para el microorganismo de interés, ademas de que
el porcentaje de identidad corresponde al 100%. Estas consideraciones se
realizaron con cada uno de los cebadores a probar y se seleccionaron los

reportados en la Tabla 12.

64



RESULTADOS Y DISCUSION

Accession Description IS Total e Y E _Mau
score | score | coverage |— value ident
Fl348442.1 Lactobacilus casei strain LC-1 165 ribosomal RNA qene, partial seq 4001 401 100% 004z 100%
AB00B212.1 Lactobacilus zeae gene for 165 rRNA, partial sequence, straine YIT - 401 40 100% 0042 100%
EF466100.1 Lactobacillus casei strain DSM 20011 165 ribosomal RNA gene, part 401 401 100% 0,042 100%
EF4d2282.1 Lactobacilus casel isolate BFT1 165 ribosomal RNA qene, partial see 401 40 100% 004z 100%
AR7RINGH 1 Lactobacillus casei cene for 165 rRNA, oartial sequence. straim ICk - 40t 4n 1 1nn%, N.nd7 110%,
ABZ89057.1 Lactobacilus casel cene for 165 rRNA, partial sequence, strain: JCh - 401 401 100% 004z 100%
D0401874.1 Uncultured Lactobacillus sp. clone wa07 1033 049 185 ribosomal R 401 401 100% 00z 100%
004018231 Uncultured Lactobacillus sp. clone wHOS 1024 044 185 ribosomal R 4001 404 100% n0dz o 100%
AF429500.1 Lactobacilus zeae ATCC 393 165 ribosomal RNA qene, partial sequ 401 401 100% 004z 100%
V7739451 Lactobacillus casei drain BCRC10697 165 ribosomal RNA gene, con 401 401 100% n0dz o 100%
AF469177.1 Lactobacillus casei strain ATCC 393 165 ribosomal RNA gene, partic. 401 401 100% 0,042 100%
71969781 Lactobacilus casel subsp, casei ATCC 393 163 ribosomal RNA gene 4001 4041 100% 004z 100%
M23928.1 L.zasel small subunit ribosomnal RIA 401 401 100% 0042 100%
Dag514.1 Lactobacillus casei cene for 165 ribosomal RNA, partial sequence 401 404 100% 0042 100%
KM D01247349,1 Coccidioides imritis RS proteasome component [CIMG 01121} par 342 3.2 B5% 26 100%
EU776902.1 Uncultured bacterium clone ML a26e04 165 ribosomal RNA qene, 322 32.2 B0% 10 100%
RM_001097666,1 PREDICTED: Macaca mulatta similar to zinc finger protein 218 (LOC 32.2 2.2 B0% 10 100%
ALOO7O04.10 Mousc DA scquencs from clonc RP23 134H12 on chromesome 4 . 2.2 0.3 0% 10 100%
ALE71090.9 Mouse DNA sequence from clone RP23-154410 on chromosome 4 € 322 32.2 B0% 10 100%
0165511 Lactobacillus casei cene for 165 rRNA 32.2 32,2 100% 10 a0%
EL344750.1 Zea mays clone 225148 mRNA sequence 30.2 0.2 959, 40 949,
AMI82697.1 Uncultured Methanochermococcus sp, partial 165 rANS gene, clone 302 30,2 75% 40 100%
CROD034E.1 Escherichia coli str, K12 substr, DH10B, complete genome 302 a0 5% 40 100%
#M 0018049521 Phaeosohaeria nodcrum SN1S hvpothetical protein partial mRNA 02 302 75% 40 100%

Figura 11. National Center for Biotechnology, GenBank DNA database. Resultado de
la homologia de secuencias (para Lactobacillus casei)
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Tabla 12. Cebadores especificos seleccionados

Nombre

Microorga-
hismo

Secuencia
(5'>3")

Gen-
Blanco

pb

Valor

(E)

Tm
(°C)

Referen-
cia

casei

(f)

Lactobacillus
casei

TGCACTG
AGATTCG
ACTTAA

Y2
(r)

Lactobacillus

CCCACTG
CTGCCTC
CCGTAGG
AGT

16S
ARNr

290

0.042

56

75

Ward
and
Timmins
(1999)

St1
(f)

St2
(r)

Streptococcus
thermophilus

CACTATG
CTCAGAA
TACA

CGAACAG
CATTGAT
GTTA

lac Z

900

0.53

50

50

Hist1
(f)

Hist2
(n

Lactococcus
lactis

CTTCGTT
ATGATTT
TACA

CAATATC
AACAATT
CCAT

Operoén
de
biosinte-
sis de
histidina

933

0.64

46

0.64

46

Fortina,
et. al.
(2002)

* pb; pares de bases; f: cebador directo; r: cebador de reversa

La seleccidn de los cebadores especificos es un paso de gran importancia, debido

a que de ello dependen los resultados inequivocos de la técnica de PCR ©9. La

base de datos NCBI y la herramienta BLAST fueron de gran ayuda en el criterio de

seleccion de cebadores especificos para

identificar BAL de

los géneros

Lactobacillus, Lactococcus y Streptococcus pero es importante corroborar su

especificidad experimentalmente con cepas de identidad conocida de las BAL

respectivas para cada par de cebadores.
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6.2.2 Pruebas de especificidad de los cebadores seleccionados

Como primer paso para corroborar la pureza de las cepas de las BAL
proporcionadas, se les realizd una tincion de Gram y se observaron bajo el
microscopio con el objetivo 100X. Las observaciones respectivas para cada

microorganismo se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Morfologia microscépica de las bacterias acido lacticas empleadas

Microorganismo Observaciones Gram
(microscopio, 100X)

Lactobacillus casei PP201* Bacilos cortos morados +
Streptococcus thermophilus Cocos, agrupados en +
NCFB 859* estreptococos, morados

Lactobacillus paracasei*** Bacilos cortos morados +
Enterococcus faecalis*** Cocos morados +
Enterococcus faecium*** Cocos morados +
Lactococcus lactis CW** Cocos morados +

* Cepas proporcionadas por la UAM Iztapalapa
** Cepas proporcionadas por la Dra. Carmen Wacher

*** Cepas aisladas del Queso Cotija

Una vez verificada la pureza de los microorganismos control, se extrajo su ADN.
La extraccion es un punto clave para lograr un ADN molde de buena calidad para
realizar la PCR, ya que muchas veces éste puede ser danado en este paso.
Debido a que las BAL son bacterias G(+), el tratamiento de lisis de la célula es un
poco mas agresivo que en el caso de la lisis de células G(-). La calidad del ADN
obtenido se evalio como se menciond, con la medicion de la absorbancia a
260nm y 280nm y se determind su concentracion (Anexo Il). Con el ADN obtenido
se realizaron las reacciones de amplificacion (PCR) con los cebadores

seleccionados (Tabla 12) y las condiciones optimas (Tablas. 8-10).
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En una PCR se considera positiva una muestra si un amplicén es producido con el
tamafno esperado para los cebadores utilizados, de lo contrario se considera
negativo. A reserva de secuenciar la banda obtenida, para determinar la
especificidad se debe probar la PCR contra varias y diferentes cepas de bacterias

cercanamente o distantemente relacionadas en género y/o especie. (42)

En las Figuras: 12, 13- 14 y 15 se pueden observar los amplicones con el tamafio
esperado (ver Tabla 12) para la identificacién de Lactococcus lactis, Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus casei, respectivamente. Se puede asegurar que los
cebadores seleccionados son especificos para las bacterias de interés por que no
se observan amplicones del mismo tamafo con las BAL de otros géneros y/o

especies analizadas.

Figura 12. Deteccion de Lactococcus lactis por PCR
(Histl/Hist2); Linea 1: Lactococcus lactis, Linea 2:
Lactobacillus paracasei, Linea 3: Enterococcus faecalis,
Linea 4: Marcador 1 kb (Invitrogen), Linea 5:
Lactobacillus casei, Linea 6: Blanco de reaccion.
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Figura 13. Deteccion de Streptococcus thermophilus por PCR (St1/St2);
Linea 1: Streptococcus thermophilus, Linea 2: Enterococcus faecium, Linea
3: Enterococcus faecalis, Linea 4: Marcador 50 pb (Fermentas), Linea 5:
Lactobacillus casei, Linea 6: Lactobacillus pentosus, Linea 7: Lactococcus
lactis. Linea 8: Blanco de reaccion.

= 900 pb

Figura 14. Deteccion de Streptococcus thermophilus por PCR
(St1/St2); Linea 1: Streptococcus thermophilus, Linea 2: Marcador 1
kb (Invitrogen), Linea 3: Blanco de reaccion.
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En la Figura 15 también se puede observar que los cebadores amplifican con una
bacteria del mismo género (Lactobacillus), aunque con menor especificidad ya que
se observa una banda mas tenue de ~100 pb correspondiente a Lactobacillus
paracasei. Por lo anterior se decidié probar con el liofilizado de la mezcla de
diferentes especies de Lactobacillus con la finalidad de saber si amplificaba para
otras especies del mismo género. Con dicha mezcla se observé una banda de
~400 pb (Figura 16) y con estos resultados se comprobé que el par de cebadores
casei/Y2 ademas de ser especifico para Lactobacillus casei, es capaz de
diferenciar otras especies de Lactobacillus, este resultado es debido a que

probablemente se este amplificando una regién comun entre estas especies.

= 300 pb
=100 pb

Figura 15. Deteccién de Lactobacillus casei por PCR
(caseilY2); Linea 1: Lactobacillus casei, Linea 2: Lactobacillus
paracasei, Linea 3: Enterococcus faecium, Linea 4: Marcador 50
pb (Fermentas), Linea 5: Enterococcus faecalis, Linea 6:
Streptococcus thermophilus , Linea 7: Lactococcus lactis, Linea 8:
Blanco de reaccion.
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Figura 16. Detecciéon de otras especies de Lactobacillus por PCR
(caseilY2); Linea 1: Lactobacillus casei, Linea 2: Lactobacillus
paracasei, Linea 3: Mezcla de BAL, Linea 4: Enterococcus faecalis,
Linea 5: Marcador 50 pb (Fermentas), Linea 6: Blanco de reaccién.

Estas pruebas son importantes debido a que al corroborar la especificidad de los
cebadores seleccionados, tenemos la certeza de que con ellos se podran

identificar las bacterias de interés en las muestras de queso Cotija.
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6.2.3 Deteccion de Lactobacillus, Lactococcus y Streptococcus en el queso

Cotija

En la investigacion realizada por Zufiga (2009) acerca de la diversidad microbiana
en el queso Cotija, mediante el método molecular PCR-DGGE en donde se utilizd
el gene blanco 16S ARNr, se observé en la huella génica obtenida una microbiota

%) Para lograr identificar los microorganismos correspondientes al

muy compleja
grupo de las BAL, se plante6 en este trabajo cerrar la busqueda de forma
especifica por género-especie mediante la PCR. Como se menciond se
seleccionaron tres géneros representativos: Lactobacillus, Lactococcus vy
Streptococcus, ya que ademas de ser ampliamente utilizados en la industria
lactea, se ha encontrado su presencia en un queso artesanal elaborado con leche

cruda de vaca. ®®

Como se menciond en la metodologia se siguieron dos métodos alternos, uno en
donde se realizé la extraccion del ADN de la muestra (queso Cotija) directamente,
y otra en donde se le realizé un enriquecimiento para aumentar la poblacion de las
BAL, y asi la probabilidad de detectar los microorganismos de interés sea mayor.
Las extracciones de ADN se realizaron por duplicado, las concentraciones
respectivas se reportan en el Anexo Il, pero unicamente se utilizé una réplica de

cada muestra para la PCR.

Para facilitar la observacion de alguna posible diferencia entre una muestra sin
enriquecimiento (SE) y otra con enriquecimiento (CE), se colocaron en el gel de
agarosa en este orden para cada una de las diez muestras de queso Cotija (Q1,
Q2, ....,, Q10). Ademas se colocd un control positivo (+) de la BAL de interés, para

poder comparar el tamafo del amplicon esperado (Figura 17).
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e LT

Figura 17. Esquema de colocacion
de las muestras en el gel de agarosa

Las Figuras 18 y 19 corresponden a los geles de agarosa con los productos
obtenidos de la PCR para la busqueda de Lactococcus lactis (Hist1/Hist2). Se
puede observar la presencia de Lactococcus lactis (amplicon de ~900 pb), en tres
muestras (Q6, Q8 y Q9), ambas correspondientes al ADN extraido de las
muestras directamente, es decir sin enriquecimiento (SE). Un punto importante
que se puede observar es que no se observo alguna amplificacion con las
muestras CE, esto puede ser debido a que la concentracion de Lactococcus lactis,
se encontraba por debajo del limite de deteccion del método (<10* UFC/g), ya que
en el paso de enriquecimiento se tomd menor cantidad de muestra para la
extraccién de ADN, por lo que su concentracion se vio diluida. Ademas el medio
de cultivo tal vez no cubrié los requerimientos nutricionales para que éste creciera

si es que se encontraba viable.
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B 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 18. Deteccion de Lactococcus lactis en seis muestras de queso
Cotija sin enriquecimiento (SE) y con enriquecimiento (CE); Linea 1A-2A: Q1,
Linea 3A: Marcador 1 Kb (Invitrogen), Linea 4A: Lactococcus lactis, Linea 5A-6A:
Q2, Linea 7A-8A: Q3, Linea 1B-2B: Q4, Linea 3B: Marcador 1 Kb (Invitrogen),
Linea 4B-5B: Q5, Linea 6B-7B: Q6, Linea 8B: Blanco de reaccion.

Figura 19. Deteccion de Lactococcus lactis en cuatro muestras
de queso Cotija sin enriquecimiento (SE) y con enriquecimiento
(CE); Linea 1A-2A: Q7, Linea 3A: Marcador 1 Kb (Invitrogen), Linea
4A: Lactococcus lactis, Linea 5A-6A: Q8, Linea 7A-8A: Q9, Linea
1B-2B: Q10, Linea 3B: Marcador 1 Kb (Invitrogen), Linea 4B: Blanco
de reaccion.

74



RESULTADOS Y DISCUSION

Para la deteccion de las bacterias del género Lactobacillus se utilizaron los
cebadores casei/Y2, como se habia mencionado. En las Figuras 20, 21y 22, se
observa el patrén de bandas obtenidas de la amplificacion. Se detecto la presencia
de Lactobacillus casei en tres muestras (Q1, Q2 y Q6), esto es por que se observa
el amplicon de ~300 pb; Lactobacillus paracasei también se detectdé en tres
muestras (Q2, Q8 Y Q9), ya que se observa el amplicon de ~100 pb. Un resultado
importante fue que en las muestras Q2-Q10 se detectdé otra especie de

Lactobacillus (amplicon de ~ 400 pb).

En este caso se puede observar que los resultados con las muestras SE vy las
muestras CE para los quesos Q2, Q3, Q5-Q10, son muy similares, ya que los
amplicones obtenidos en ambos experimentos tienen la misma intensidad. En la
muestra Q1 CE se observa una disminucion en la intensidad del amplicon y en la
muestra Q4 CE no se observa amplificacion alguna. Estas ultimas observaciones
sugieren que la concentracion de Lactobacillus disminuyé al enriquecer las

muestras, por lo que se afectd la eficiencia de la amplificacion.

Q1

~ 300 pb —>

Figura 20. Deteccién de diferentes especies de Lactobacillus en
tres muestras de queso Cotija sin enriquecimiento (SE) y con
enriguecimiento (CE); Linea 1-2: Q1, Linea 3: Marcador 50 pb
(Fermentas), Linea 4. Lactobacillus casei, Linea 5-6: Q3, Linea 7:
Marcador 50 pb (Fermentas), Linea 8-9: Q2
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~ 300 pb

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 21. Deteccion de diferentes especies de Lactobacillus en
tres muestras de queso Cotija sin enriquecimiento (SE) y con
enriqguecimiento (CE);Linea 1-2: Q4, Linea 3: Marcador 50 pb
(Fermentas), Linea 4-5:Q5, Linea 6-7: Q6, Linea 8: Blanco de reaccion.

Figura 22. Deteccion de diferentes especies de Lactobacillus en
cuatro muestras de queso Cotija sin enriquecimiento (SE) y con
enriguecimiento (CE); Linea 1A-2A: Q7, Linea 3A: Marcador 50 pb
(Fermentas), Linea 4A: Lactobacillus casei, Linea 5A-6A: Q8, Linea 7A-
8A: Q9, Linea 1B-2B: Q10, Linea 3B: Marcador 50 pb (Fermentas), Linea
4B: Blanco de reaccion.
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Por ultimo se buscé la presencia de Streptococcus thermophilus. Como se puede
observar en las Figuras 23 y 24, no se observa la banda esperada de ~900 pb,
esto sugiere que, si es que este microorganismo esta presente en el queso,

estaria por debajo del limite de deteccién de la técnica de PCR (< 10* UFC/g).

Se puede observar una banda de menor tamano (~800 pb) en siete muestras sin
enriquecimiento SE (Q1-Q6 y Q10) por lo que se decidid investigar la identidad del
microorganismo al cual correspondia ese amplicén. Para lograrlo, se purifico el
amplicdn del gel de agarosa, con ayuda del “High Pure PCR Product Purification
Kit”. Posteriormente se realiz6 una PCR para obtener mayor numero de copias.
Una vez corroborado en un gel de agarosa que se habia obtenido una unica

banda, se mandé a secuenciar el producto de PCR.

A 1 2 3 4 5 6 7 8

Py Q2 - G3

SE CE SECE SE CE
-~900pb
=V
— et s s ~ 800 pb
-~
=

Q4 . Q5 Q6
SE CE M SE CE SE CE B
~ 800 pb —>

B 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 23. Deteccion de Streptococcus thermophilus en seis
muestras de queso Cotija sin enriquecimiento (SE) y con
enriguecimiento (CE); Linea 1A-2A: Q1, Linea 3A: Marcador 1 Kb
(Invitrogen), Linea 4A: Streptococcus thermophilus, Linea 5A-6A: Q2,
Linea 7A-8A: Q3, Linea 1B-2B: Q4, Linea 3B: Marcador 1 Kb
(Invitrogen), Linea 4B-5B: Q5, Linea 6B-7B: Q6, Linea 8B: Blanco de
reaccion.
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Q7 .M. Q Q B
BE CE T SETESETE =

Figura 24. Deteccion de Streptococcus thermophilus en
cuatro muestras de queso Cotija sin enriquecimiento (SE) y con
enriquecimiento (CE); Linea 1A-2A: Q7, Linea 3A: Marcador 1 Kb
(Invitrogen), Linea 4A-5A: Q8, Linea 6A-7A: Q9, Linea 8A: Blanco
de reaccién, Linea 1B-2B: Q10, Linea 3B: Marcador 1 Kb
(Invitrogen)

La secuencia que se obtuvo correspondi6 al gen cadA de Enterococcus faecium
(No. de acceso AY527733.1), esto fue con un 88% de identidad y un valor E de 3
*10™" (Figura 25). Este porcentaje de identidad es un valor bajo para asegurar
que se trata de dicho microorganismo pero fue el unico resultado que arroj6 el
BLAST. Este resultado no es del todo inesperado debido a que anteriormente se
habia detectado la presencia de este género como poblacion predominante en el
queso Cotija (19 El gen cadA es el gen responsable de la resistencia al ion

Cadmio y se encuentra exclusivamente en bacterias Gram (+) 4.
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Con lo anterior en la Tabla 14 se muestra de manera general, la frecuencia con la
que se detectaron los microorganismos de interés en las diez muestras de queso
Cotija. Se puede observar que de las bacterias acido lacticas buscadas, las
bacterias del género Lactobacillus se encontraron en una frecuencia del 100% de
las muestras, el género Enterococcus en un 70% y Lactococcus lactis en el 30%

de las muestras.

(a)
TTTTCTTTTTGCTCGTCTATAATACATGATTTGTCTTCCGGCATGACATTCGCAATTACT
TCATCTATTCCTAATTGTTTAGCCACTGCTTTTCCCGTCATTTCTGAGTCACCAGTGAT
TACTGTAGTGTGTATGCCTTGTTTTTTGAAATACTCAATCGTTTCTTTTGCATGCTCACT
AGGAAAGTCCATCAGGGCAATAAGGCCTACAACATTTTCCTCTTCTGATACGTATACG
ACTGTCTTACCTTCTGAAGACCATTCATCATTTAGGCGAATGTATTTATCTGCAACATC

TTCAAAAGAAGTAGGCTTTCCTATACGATATTTTTTACCTTTGTAATCTCCTGTCAATCC
TTTACCAATTTGATTTTCTACTTCCATATCTAGTTTATTTTTTTGTTCAAATTTTCTTAGA
ATAGCATC

(b)

Sequences producing siqnificant aligments:
(CLick headers to sort columms)

Max | Total | Query E Max

. Links
score | score | coverage | —value | ident

Accession Description

15777331 Enterococcus Faecium cation efflux facltator (cacD, ArsR/SmiB-ike 503 503 0% 31l 6%

Figura 25. (a) Secuencia obtenida, (b) Resultado de la homologia de secuencia (BLAST)
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Tabla 14. Deteccidn de bacterias acido lacticas en el queso Cotija

Regién de
procedencia

Microorganismo | Q1 | Q2 | Q3 | Q4 | Q5| Q6 | Q7 | Q8 | Q9 | Q10

Mich.| Jal. |[Mich.| Jal. [Mich.|Mich.| Jal. | Jal. | Jal. |Mich.

Lactobacillus casei| + + - - - + - - - -
Lactobac! llus i + i i ) i i . R ]
paracasei

Lactobacillus spp. + + + + + + + + + +
Lactococcus lactis - - - - - + - + + -
Streptococcus i i i i i i i i ] ]
thermophilus

Enterococcus + + + + N . i ] ] R

faecium (gen cadA)

Mich.; Michoacan, Jal.; Jalisco, (+) Sefal positiva, (-) Sefial negativa

Es importante recordar que el hecho de que una muestra presente sefal negativa
(-) es decir que no se observo el amplicdn esperado, no significa necesariamente
la ausencia de esos microorganismos en dichas muestras ya que se debe
considerar el limite de deteccion de la técnica (PCR). Se puede inferir que las BAL
que dieron sefial positiva estarian en una concentracion = 10* UFC/g en las
muestras y que por el contrario aquellas que dieron sefal negativa se encuentran

por debajo del limite de deteccién. (%4

Todas las muestras provienen de la Region de Origen, cinco de ellas de
Michoacan (Q1, Q3, Q5, Q6 y Q10) y cinco de Jalisco (Q2, Q4, Q7, Q8 y Q9). Es

importante destacar que las muestra Q5, Q6 y Q10 provienen de Cotija, Mich.

En la Tabla 11 se puede observar que en la muestra Q6 se logré detectar la
presencia de Lactobacillus casei y Lactococcus lactis a diferencia de las muestras
Q5 y Q10 que provienen del mismo municipio. Las unicas muestras en las que no
se detectd la presencia de Enterococcus faecium pertenecen a la region de Jalisco

(Q7, Q8 y Q9). Unicamente en una muestra de la regién de Michoacan se detectd
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la presencia de Lactococcus lactis (Q6), las otras dos muestras en las que se
detectd a este microorganismo pertenecen a Jalisco (Q8 y Q9). De las tres
muestras (Q1, Q2 y Q6) en las que se detectd a Lactobacillus casei solo una
corresponde a la region de Jalisco (Q2) y ésta es la unica muestra en la que se

detectod la presencia de Lactobacillus paracasei.

En el estudio realizado por Zufiga (2009) no se logré diferenciar una muestra de
queso tipo Cotija de muestras auténticas por su poblacion bacteriana y sugiere
una diferenciacién por individuos ©®3) En el presente trabajo se compararon
unicamente muestras auténticas y se puede observar un comportamiento variable
entre las diferentes muestras en cuanto a los individuos de BAL buscadas. Con
base en estos resultados se puede decir que no existe una relacion entre los
individuos de BAL detectadas con respecto a la region de procedencia de dichas

muestras.

El hecho de encontrar cepas como Lactobacillus casei y Lactococcus lactis en el
queso Cotija, reportadas como probidticas le da un valor agregado al producto.
Ademas de que en las reglas de uso unicamente se permite la adicion de cultivos
microbianos con el fin de reforzar la inocuidad del producto @ y es ahi en donde
las BAL juegan un papel muy importante, debido a la produccion de compuestos

antimicrobianos (acidos organicos y bacteriocinas) que ya se han mencionado.

Se ha observado que algunas cepas de los géneros encontrados (Lactobacillus,
Lactococcus lactis y Enterococcus faecium) producen bacteriocinas & 28 %4 44)
Estas moléculas son proteinas activas contra otras bacterias, son no toxicas y
reunen los requerimientos como preservativos de alimentos ®  Como se
menciond, actualmente en el grupo de trabajo se han realizado estudios acerca de
este tema con cepas de BAL aisladas del queso Cotija y se ha encontrado hasta
ahora que las cepas de Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis,

Lactobacillus paracasei y Lactobacillus brevis tienen actividad antibacteriana. ('®
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El efecto de la actividad antibacteriana de las BAL en este producto se puede
relacionar con la baja cuenta de microorganismos coliformes y E. coli detectadas

en las diez muestras analizadas como ya se menciono.

El género Enterococcus a diferencia de la mayoria de las bacterias acido lacticas,
no son consideradas GRAS y su deteccion en agua es empleada como indicador
de contaminacion fecal. El uso de enterococos en quesos es altamente
controversial ya que por un lado, tienen una influencia positiva en la maduracién y
por el otro se consideran como patdégenos emergentes en humanos. Pero esto

puede ser debido a la diferencia entre cepas.

Los enterococos contribuyen en la maduracion y desarrollo de aroma en quesos
tales como Cheddar, Feta, Water-buffalo, Mozarela, Cebreiro, Venado e
Hispanico, esto es debido a sus actividades proteoliticas, esteroliticas y a la
produccién de diacetilo por el metabolismo del citrato ©®°). E. faecalis y E. faecium
son las especies mas frecuentemente aisladas de productos fermentados

g (4, 25,55)

artesanale y de leche cruda de vaca #).
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7. CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

A pesar del proceso de elaboracién artesanal del queso Cotija, la poblacion de
microorganismos coliformes y E. coli detectados fue baja, por lo que la calidad
sanitaria de las diez muestras analizadas es aceptable.

La cuenta de bacterias mesdfilas fue alta en los quesos debido a las
caracteristicas del proceso de elaboracion.

La variabilidad de la poblacion de levaduras se atribuye a la falta de
estandarizacion del proceso de elaboracion del queso Cotija, asi como a las
practicas sanitarias que lleven a cabo sus productores.

El método de extraccion de ADN empleado permitio la obtencion de un ADN de
buena calidad para realizar las reacciones de amplificacion.

La busqueda especifica género-especie de BAL en el queso Cotija por medio
de la técnica de PCR arroja resultados confiables.

El par de cebadores utilizados para detectar a Lactobacillus casei (casei/Y2)
ademas de ser especifico para este microorganismo es capaz de detectar otras
especies del género Lactobacillus.

En algunos casos el enriquecimiento de las muestras diluy6 la concentracion
de Lactobacillus casei, Lactococcus lactis y Enterococcus faecium por debajo
del limite de deteccion de la técnica de PCR, lo que afectd su amplificacion.

El género Lactobacillus esta presente en el 100% de las muestras analizadas
de queso Cotija, en el 30% se detecto la presencia del género Lactococcus, en
el 70% la presencia de Enterococcus faecium y una ausencia del género
Streptococcus en todas las muestras.

No se pudo establecer la relacion entre los individuos detectados de la
poblacion de BAL con respecto a la region geografica de procedencia de las

muestras.
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8. PERSPECTIVAS

¢ Realizar la determinacion especifica de los microorganismos patdégenos Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus y Salmonella typhi como lo indica la
NOM-121-SSA1-1994, Bienes y servicios. Quesos: frescos, madurados y

procesados. Especificaciones sanitarias.

¢ No se descarta la posibilidad de que el enriquecimiento de las muestras haya
favorecido el crecimiento de otros géneros de BAL a los buscados en este
trabajo, por lo que se sugiere realizar la busqueda especifica de otros géneros
y/o especies de BAL por medio de la técnica de PCR en las muestras de queso

Cotija con y sin enriquecimiento.
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9. ANEXO |
METODOLOGIA
(Correspondiente a la Seccion 5. Disefio experimental)

1. ESTUDIO MICROBIOLOGICO GENERAL

1.1 Materiales vy equipo

El material que se muestra a continuacion, es el requerido para analizar una muestra.

1.1.1 Determinaciéon de mesdfilos aerobios, hongos v levaduras

e Autoclave (Marca: Yamato, Mod. SM300)

e Campana de flujo laminar (Marca: Industrias Alder, S.A. de C.V.)

« Balanza digital (Marca: Ohaus 600g, Mod. Scout™ Pro)

e Homogenizador Stomacher

e Incubadora estatica a 37°C (Marca: Gravity Convection, Mod. E-71)

e Cuchillo estéril

o Espéatula estéril

e Probeta de 50 mL estéril

e 3 matraces de 250 mL, cada uno con 100 mL de agua peptonada estéril (Seccién
1.2.1), uno rotulado como dilucién 10?, otro como dilucién 102 A y otro como dilucién
10°B

e 2 matraces de 500 mL, cada uno con 250 mL de agua peptonada estéril, rotulados
como dilucién 10° (A y B)

e 2 tubos de ensayo de 20 mL, cada uno con 10 mL de agua peptonada estéril, rotulados
como dilucién 10 (A y B)

o 1 Bolsa para homogenizar (Stomacher)

e Micropipeta de 5000 pL con sus respectivas puntas estériles

e Micropipeta de 1000 uL con sus respectivas puntas estériles

e Micropipeta de 200 uL con sus respectivas puntas estériles

e 14 placas con medio Agar Cuenta en Placa estéril (Seccién 1.2.2 de este apartado).
Para la determinacion de microorganismos mesdfilos aerobios.

e 14 placas con medio Agar Papa Dextrosa Acidificado estéril (Seccion 1.2.3 de este

apartado). Para la determinacion de hongos y levaduras.
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o Varillas desechables en “L”

e 2 agitadores magnéticos estériles
o Parrilla de agitacion

e Alcohol al 70%

e Algoddn vy toallas de papel

1.1.2 Determinacion de coliformes y E. coli

Equipo de acero para microfiltracién Millipore®, el cual consta de:
- Vaso de acero estéril

- Soporte para vaso

- Pinzas pato para fijar el vaso

- 8 membranas de 0.45 um

— Pinzas para tomar la membrana

- 8 cajas petri con cojin absorbente

— 8 ampolletas con medio ColiBlue 24®
— Soporte universal

e Matraz Kitasato (500 mL)

e Manguera latex para matraz Kitasato

e Pinzas para matraz

e Tapdn de hule

e Alcohol 70% para limpieza del equipo y superficies

Nota: El material indicado como estéril, se esterilizé en autoclave a 121°C durante 15 min.
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1.2 Reactivos

1.2.1 Agua peptonada

COMPOSICION
Ingredientes | Cantidades
Peptona 1.0g
NacCl 8.5¢
Agua destilada 1L

PREPARACION
Se disuelven los ingredientes en el volumen de agua indicado. Posteriormente se

esteriliza en autoclave 15 min. a 121°C.

1.2.2 Agar Cuenta en Placa (Agar peptona de caseina-glucosa-extracto de levadura)

COMPOSICION

Ingredientes Cantidades (g/L)
Peptona de caseina 5.0
Extracto de levadura 25¢
D (+)-glucosa 1.0
Agar-agar 14.0

PREPARACION
Se disuelven 23.5 g en 1L de agua destilada. Posteriormente se esteriliza en autoclave 15
min. a 121°C.

1.2.3 Agar Papa Dextrosa acidificado (PDA)

COMPOSICION
Ingredientes Cantidades
(g/L)
Infusién de papa (preparada a 4.0
partir de 200g de papa)
D (+)-glucosa 20.0
Agar-agar 15.0

PREPARACION

87



ANEXOS

Disolver 39 g en 1L de agua destilada y esterilizar en autoclave 15 min. a 121°C. Acidificar

a pH 3.5, para lo cual se adiciona una solucion estéril de &cido tartarico al 10% a razon de

14 mL/L. Posteriormente se esteriliza en autoclave 15 min. a 121°C. Es importante no

fundir de nuevo.

1.3 Metodologia

1.3.1 Determinacion de mesdfilos aerobios, hongos v levaduras

Todo el procedimiento que se menciona a continuacién, se realiza en la campana de flujo

laminar. En la Figura 26 se muestra un diagrama general de la metodologia seguida.

A.

F.

Con ayuda de un cuchillo estéril cortar un trozo de la muestra de queso Cotija
(Seccion 5.2.1), y pesar 10g en una balanza analitica, directamente en la bolsa para
Stomacher.

Afiadir 100mL de Agua Peptonada, correspondiente a la dilucién 10" y homogenizar

en el Stomacher, 2min con agitacién fuerte.

. Vaciar esta mezcla en el matraz rotulado como dilucién 10 y agitar en la parrilla de

agitacion, con ayuda del agitador magnético.

. Agregar una alicuota de 1mL de la dilucién 10™ a dos de las placas con los medios

Agar Cuenta en Placa y a dos con el medio Agar Papa Dextrosa, rotuladas como
dilucién 10" Ay 10™7B.

Extender la alicuota en la superficie del agar con una varilla en “L” (Figura 25).

Shansioh

Figura 25. Siembra por extension en superficie ¢

Afadir a cada uno de los matraces correspondientes a la dilucién 102 A y B, una

alicuota de 10mL de la dilucién 10 con una micropipeta de 5000puL.
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. Agitar en la parrilla de agitacion con ayuda de un agitador magnético cada uno de los

matraces anteriores.

. Agregar una alicuota de 0.15mL de la dilucién 10? A, a dos de las placas con los

medios Agar cuenta en placa y a dos con el medio Agar Papa Dextrosa, rotuladas
como dilucién 10 A. Hacer lo mismo con el matraz de la dilucién 102 B. Conservar en
refrigeracion ambos matraces de esta dilucion para la determinacion de coliformes.
Extender la alicuota en la superficie del agar con una varilla en “L”.

Afadir a cada uno de los matraces correspondientes a la dilucién 10° A, una alicuota
de 25mL de la dilucién 10 A con ayuda de una probeta. Repetir el procedimiento con
la serie B.

Agitar en la parrilla de agitacién con ayuda de un agitador magnético cada uno de los
matraces anteriores.

Agregar una alicuota de 0.15mL de la dilucién 10 A con una micropipeta de 200 L, a
dos de las placas con los medios Agar Cuenta en Placa y a dos con el medio Agar
Papa Dextrosa, rotuladas como dilucién 10° A 'y 10 B. Hacer lo mismo con el matraz
de la serie B.

Afadir al tubo de ensayo correspondiente a la dilucion 10* A, una alicuota de 1mL de

la dilucién 10 A con una micropipeta. Repetir el procedimiento con serie B.

. Agitar cada uno de los tubos. Tomar una alicuota de 0.15mL y agregarla a dos placas

de Agar Cuenta en Placa y a dos con el medio Agar Papa Dextrosa, rotuladas como
dilucién 10 A y 10™ B. Conservar las diluciones 1072 en el refrigerador para utilizarse

inmediatamente después en la determinacion de coliformes.

0. Incubar las placas con las condiciones que se indican en la siguiente Tabla:

P.

Microorganismos | T(°C) | Tiempo
Mesdfilos aerobios | 37°C | 24h

Hongos 25°C | 3-6 dias
Levaduras 25°C | 3-6 dias

Interpretar los resultados como indican las normas: NOM-092-SSA1-1994 y NOM-111-
SSA1-1994 para la cuantificaciébn de microorganismos mesofilos aerobios, hongos y

levaduras, respectivamente.
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QUESO
(109)
v
100 mL
10 mL Agua 10 mL
peptonada
(107)
v v
100 mL 100 mL
Agua | | Agua
peptonada peptonada
(102 A) (102 B)
A
25mL1 1 siembra en: 25 mL
N 2 placas con N
250 mL 250 mL
Agua ~ agar cuenta P Agua
peptonada > enplacay [* peptonada
(102 A) en 2 placas (10° B)
1mL de agar PDA 1mL
v 'y v
10 mL 10 mL
Agua Agua
peptonada peptonada
(10™ A) (10" B)

Figura 26. Diagrama de la metodologia del andlisis microbiolégico

1.3.1 Determinacion de coliformes vy E. coli

(18, 35)

A. Montar el equipo como indica el fabricante Millipore® (Figura 27)

Sistema de filtracion

Figura 27. Montaje del equipo de microfiltracion Millipore®
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Homogenizar la dilucion 102 A en una parrilla de agitacion con ayuda de un agitador
magnético.

. Filtrar un volumen de entre 5-10 mL de la dilucién 107

. Agregar el medio coliBlue 24® directamente en la almohadilla que trae la caja petri, y

dejar reposar unos segundos hasta que ésta absorba totalmente el medio (Figura 28 ).

Figura 28. Pasos para la colocacién de la membrana en el medio coliBlue 24®

Retirar la membrana con unas pinzas estériles y colocarla sobre la almohadilla de la
caja petri con el medio Figura 28. Repetir el procedimiento con la serie B.

Filtrar un volumen de entre 50 y 100 mL de la dilucién 10° A, previamente
homogenizada. Repetir los pasos Dy E.

. Incubar a 37 °C durante 24h.

Interpretacién de resultados: Con base en lo establecido por el fabricante, las colonias
de E. coli presentan una coloracién azul y las colonias de los otros coliformes
presentan una coloraciéon roja, si las colonias no presentan coloraciéon entonces las
colonias se consideran negativas para este grupo. El nimero de colonias por filtro
para obtener valores estadisticamente confiables con base a la investigacion realizada
por Estrada (2006) es de 8 a 80. Si las cuentas se salen de ese rango, no representan
el valor real. Por lo que en los casos en que las cuentas fueron < 8 colonias, se

considero6 que el valor real seria < 10 UFC/g.
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2. EXTRACCION DE ADN (Correspondiente a la Seccién 5.4.2.1y 5.4.3)

Como se menciono en la seccidn 5.4.3, se siguieron dos metodologias; una consistié en
la extraccion de ADN directamente de la muestra de queso Cotija las cuales llamaremos
“sin enriquecimiento” (SE) y la otra metodologia consistié en la extraccién de ADN de la

muestra de queso Cotija con un previo enriquecimiento (CE).

2.1 Extraccion de ADN directamente de la muestra de queso Cotija (SE) y/o cepas

El material que se muestra a continuacion, es el requerido para analizar una muestra por

duplicado.

2.1.1 Materiales y equipo

e Autoclave (Marca: Yamato, Mod. SM300)

e Campana de flujo laminar (Marca: Industrias Alder, S.A. de C.V.)
« Balanza digital (Marca: Ohaus 600g, Mod. Scout™ Pro)

e Incubadora estatica a 37°C (Marca: Gravity Convection, Mod. E-71)
e Incubadora con agitacién (Marca: New Brunswick Scientific, Mod. INNOVA 4000)
e Thermomixer (Marca Eppendorf)

e Centrifuga (Marca Termo IEC; modelo Centra CL2)

e Centrifuga (Marca Beckman; Mod. J2-MC)

e Microcentrifuga (Marca Eppendorf)

e Agitador Vortex

e Cuchillo estéril

o Espétula estéril

e 2 Tubos Falcon de 50 mL estériles, para centrifuga Centra CL2

e 2 tubos de 50mL estériles, para centrifuga Beckman J2-MC

e Tubos Eppendorf de 2.0 mL

e Tubos Eppendorf de 1.5 mL

e Columnas (Kit FAST ID®)

e Micropipeta de 1 mL con sus respectivas puntas estériles

e Micropipeta de 10 pL con sus respectivas puntas estériles

e Micropipeta de 5 mL con sus respectivas puntas estériles

Nota: El material indicado como estéril, se esteriliz6 en autoclave a 121°C durante 15 min.
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2.1.2 Reactivos

Caldo MRS (para la incubacion de la cepa de S. thermophilus) (Seccion 2.1.2.1)

Aceite mineral (para la incubacion de la cepa de S. thermophilus)

Caldo APT (para la incubacion del resto de las cepas de BAL ) (Seccién 2.1.2.2)

Citrato de sodio 2%, pH 7.8

Solucion de neutrasas

Solucién salina al 0.85%

Lisozima

Proteinasa K (10 mg/mL)

Buffer de Lisis (Kit FAST ID®)

Buffer de Union (Kit FAST ID®)

Buffer de Lavado (Kit FAST ID®)

Buffer de Elusion (1X TE) (Kit FAST ID®)
Etanol grado analitico al 75%

Etanol al 70% para limpieza de superficies

2.1.2.1 Caldo MRS (De Man, Rogosa, Sharpe) (OXOID™)

COMPOSICION
Ingredientes Cantidades (g/L)

Peptona 10.0
Polvo ‘Lab-Lemco’ 8.0
Extracto de levadura 4.0
Glucosa 20.0
Mono-oleato de sorbitan 1mL
Fosfato de hidrogeno dipotasio 2.0
Acetato de sodio 3H,0 5.0
Citrato de triamonio 2.0
Sulfato de magnesio 7 H,O 0.2
Sulfato de manganeso 4 H,0 0.05
pH 6.2 +0.2

PREPARACION: Disolver 52 g en 1L de agua destilada a 60 °C. Mezclar hasta que este

completamente disuelto. Esterilizar en autoclave 15 min. a 121°C.
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2.1.2.2 Caldo APT (Difco™)

COMPOSICION
Ingredientes Cantidades
(g/L)
Extracto de levadura 7.5
Digetido pancreatico de 125
caseina
Dextrosa 10.0
Citrato de sodio 5.0
Clorhidrato de tiamina 0.001
Cloruro de sodio 5.0
Fosfato dipotasico 5.0
Cloruro de manganeso 0.14
Sulfato de magnesio 0.8
Sulfato ferroso 0.04
Polisorbato 80 0.2

pH 6.7 £ 0.2

PREPARACION

Disolver 46.2 g en 1L de agua destilada. Mezclar bien. Caliente agitando frecuentemente

y hierva durante 1 min para disolver completamente el polvo. Esterilizar en autoclave 15

min. a 121°C.

2.1.3 Metodologia

2.1.3.1 Cultivo de las cepas de BAL control

Como se menciond, se utilizaron diferentes cepas de BAL de identidad conocida como

control. Todas las BAL, a excepcion de S. tehrmophilus, se inocularon en 5 mL de caldo
APT. La cepa de S. thermophilus se inoculé en 5 mL de caldo MRS, posteriormente a esta
cepa se le afadieron de 1-2 mL de aceite mineral, para asi obtener un medio anaerobio.
Todas las cepas mencionadas, se incubaron como se indica en la Tabla 3 (Seccion 5.4.2

del Disefio experimental).

94



ANEXOS

2.1.3.2 Extraccion de ADN directamente de cepas de BAL

Si la cepa se encuentra en medio liquido:

A.

® MmO

Centrifugar la muestra a 3 600 rpm (Centrifuga Marca Termo IEC; modelo Centra
CL2), durante 15 min para obtener el pellet celular.

Lavar el pellet celular con 500 uL de solucién salina. Trasvasar a un tubo eppendorf de
2.0 mL y centrifugar con las condiciones anteriores. Eliminar el sobrenadante. Realizar
el procedimiento dos veces.

Agregar 1 mL de la solucion de lisis y la punta de una espétula de lizosima. Agitar
vigorosamente en un vortex.

Incubar 30 min a 37 °C a 600 rpm en el Termomixer

Agregar 10 pL de proteinasa K (10mg/mL)

Incubar de 30 min a 65 °C a 600 rpm en el Termomixer

. Dejar un par de minutos a temperatura ambiente. Afladir 250 uL de cloroformo y agitar

vigorosamente.

Centrifugar a 10 000 rpm en la Microcentrifuga (Marca Eppendorf) por 5 min

Con ayuda de una micropipeta, separar la fase acuosa en un tubo eppendorf limpio de
2.0 mL

Anadir el Buffer de union en relacion 1:1 con la fase acuosa

La mezcla debe observarse traslicida. Si presenta turbidez, centrifugar a 14 000 rpm
en la Microcentrifuga durante 5 min, y eliminar el precipitado.

Trasvasar el sobrenadante a una columna. Centrifugar a 1 000 rpm en la

Microcentrifuga por 1 min.

. Lavar la columna con 700 uL del Buffer de Lavado. Centrifugar a 14 000 rpm durante 1

min.
Lavar la columna 3 veces con 850 uL de etanol al 75%. Centrifugar cada vez a 14 000

rpm en la Microcentrifuga durante 1 min.

. Centrifugar la columna a 14 000 rpm durante 1 min, para secarla. Desechar el

contenedor de la columna. Colocar la columna en un tubo limpio Eppendorf de 1.5 mL.
Eluir y colectar el ADN de la columna con 100-200 uL de Buffer de Elusion (1X TE).

Calentar a 65 °C durante 10 min.

. Centrifugar a 14 000 rpm durante 1 min. Desechar la columna.

Leer absorbancia a 260 y 280 nm. Determinar la pureza del ADN obtenido, asi comos

su concentracion con base en las formulas descritas en la Seccion 5.4.2.1.
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Nota: Si la cepa se encuentra en placa con agar, se parte directamente de una o varias

colonias y se sigue el protocolo a partir del inciso C.

2.1.3.3 Extraccion de ADN directamente del queso Cotija (SE)

mo o w

En la campana de flujo laminar, cortar un trozo de la muestra de queso Cotija a
analizar con ayuda de un cuchillo estéril y pesar 14g en la balanza analitica,
directamente en la bolsa para Stomacher.

Afadir 50 mL de citrato de sodio al 2%.

Homogenizar en el Stomacher con agitacion fuerte durante 2 min.

Agregar 500 uL de la solucion de neutrasas. Homogenizar e incubar 30 min a 45 °C.
Dividir la mezcla en dos tubos Falcon de 50 mL (25 mL de la mezcla en cada uno de
los tubos). Centrifugar a 3 600 rpm (Centrifuga Marca Termo IEC; modelo Centra CL2)
durante 5 min.

Con ayuda de la micropipeta de 5 mL, retirar con cuidado la fase intermedia de cada
uno de los tubos (Figura 29) y trasvasar dicha fase a dos tubos para centrifuga
Beckman de 50 mL.

[ ]

<«— Fase grasa

Fase (acuosa)
intermedia —»

<«— Fase proteica

NS

Figura 29. Fases obtenidas después del tratamiento con neutrasas y centrifugacion

. Centrifugar a 14 000 rpm en Centrifuga (Marca Beckman; Mod. J2-MC) durante 10

min.

Desechar el sobrenadante.

Resuspender el pellet obtenido en 500 uL de solucion salina al 0.85% y trasvasar a un
tubo Eppendorf de 2.0 mL.

Centrifugar a 14 000 rpm durante 10 min. Eliminar el sobrenadante.

Segquir el protocolo de la Seccion 2.1.3.2, a partir del inciso C.
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2.2 Extraccion de ADN de la muestra de queso Cotija con enriquecimiento (CE)

El material que se muestra a continuacion, es el requerido para analizar una muestra por

duplicado.

2.2.1 Materiales y equipo

Autoclave (Marca: Yamato, Mod. SM300)

Campana de flujo laminar (Marca: Industrias Alder, S.A. de C.V.)
Balanza digital (Marca: Ohaus 600g, Mod. Scout™ Pro)

Incubadora estéatica a 37°C (Marca: Gravity Convection, Mod. E-71)
Incubadora con agitacion (Marca: New Brunswick Scientific, Mod. INNOVA 4000)
Thermomixer (Marca Eppendorf)

Centrifuga (Marca Termo IEC; modelo Centra CL2)

Centrifuga (Marca Beckman; Mod. J2-MC)

Microcentrifuga (Marca Eppendorf)

Agitador Vortex

Cuchillo estéril

Espatula estéril

2 Tubos Falcon de 50 mL estériles, para centrifuga Centra CL2

2 tubos de 50mL estériles, para centrifuga Beckman J2-MC

Tubos Eppendorf de 2.0 mL

Tubos Eppendorf de 1.5 mL

Micropipeta de 1 mL con sus puntas respectivas estériles
Micropipeta de 10 puL con sus puntas respectivas estériles

Micropipeta de 5 mL con sus respectivas puntas estériles

Nota: El material indicado como estéril, se esterilizé en autoclave a 121°C durante 15 min.
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2.2.2 Reactivos

50 mL de caldo APT (Seccion 2.1.2.2)
Solucion de neutrasas

Solucion salina al 0.85%

Lisozima

Proteinasa K (10 mg/mL)

Solucién de Lisis (Kit FAST ID®)
Solucién de Unién (Kit FAST ID®)
Solucién de Lavado (Kit FAST ID®)
Solucién de Elusion (Kit FAST ID®)
Etanol al 75%

2.2.3 Metodologia

Para determinar a los géneros Lactococcus y Lactobacillus

A.

En la campana de flujo laminar, cortar un trozo de la muestra de queso Cotija a
analizar con ayuda de un cuchillo estéril (Seccion 5.2.1) y pesar 7g en la balanza
analitica, directamente en la bolsa para Stomacher.

Afadir 50 mL de caldo APT.

Homogenizar en el Stomacher con agitacion fuerte durante 2 min.

Dividir la mezcla en dos tubos Falcon de 50 mL (25 mL de la mezcla en cada uno de
los tubos)

Incubar a 37 °C durante 24 h.

F. Agregar 250 uL de la solucién de neutrasas a cada uno de los tubos. Homogenizar e

incubar 30 min a 45 °C.

. Centrifugar a 3 600 rpm durante 5 min

Con ayuda de la micropipeta de 5000 puL, retirar con cuidado la fase intermedia de
cada uno de los tubos (Figura 26) y trasvasar dicha fase a dos tubos para centrifuga
Beckman de 50 mL.

Centrifugar a 14 000 rpm durante 10 min.

Desechar el sobrenadante.

Resuspender el pellet obtenido en 500 pL de solucion salina al 0.85% vy trasvasar a un
tubo Eppendorf de 2.0 mL.

Centrifugar a 14 000 rpm durante 10 min. Eliminar el sobrenadante.
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M. Seguir el protocolo de la Seccion 2.1.3.2, a partir del inciso C.

Para determinar a los géneros Streptococcus thermophilus

A.

En la campana de flujo laminar, cortar un trozo de la muestra de queso Cotija a
analizar con ayuda de un cuchillo estéril (Seccién 5.2.1) y pesar 7g en la balanza
analitica, directamente en la bolsa para Stomacher.

Afadir 50 mL de caldo MRS.

C. Homogenizar en el Stomacher con agitacion fuerte durante 2 min.

©

Z @ mm

o

Dividir la mezcla en dos tubos Falcon de 50 mL (25 mL de la mezcla en cada uno de
los tubos).

Afadir de 3-5 mL de aceite mineral.

Incubar a 42 °C durante 48 h.

Retirar el aceite mineral con ayuda de una micropipeta.

Agregar 250 pL de la solucidn de neutrasas a cada uno de los tubos. Homogenizar e
incubar 30 min a 45 °C.

Centrifugar a 3 600 rpm durante 5 min

P. Con ayuda de la micropipeta de 5 mL, retirar con cuidado la fase intermedia de cada

A

uno de los tubos (Figura 26) y trasvasar dicha fase a dos tubos para centrifuga

Beckman de 50 mL.

. Centrifugar a 14 000 rpm durante 10 min.

Desechar el sobrenadante.

Resuspender el pellet obtenido en 500 uL de solucidn salina al 0.85% y trasvasar a un
tubo Eppendorf de 2.0 mL.

Centrifugar a 14 000 rpm durante 10 min. Eliminar el sobrenadante.

Seguir el protocolo de la Seccién 2.1.3.2, a partir del inciso C.
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3. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Correspondiente a la Seccidn
5.4.2.2)

3.1 Materiales v equipo

Autoclave

Balanza analitica

Céamara para electroforésis horizontal

Fuente de poder

Campana con aislamiento y sistema purificador para PCR (Marca LAB CONCO)
Termociclador (Marca Techne, Mod. TC-312)

Agitador Vortex

Micropipeta de 200 pL con sus puntas respectivas estériles
Micropipeta de 10 uL con sus puntas respectivas estériles
Micropipeta de 20 uL con sus respectivas puntas estériles
Micropipeta de 2 uL con sus puntas respectivas estériles
Tubos para PCR estériles

Tubos Eppendorf de 0.6 mL

3.2 Reactivos

Agua grado molecular

Taqg polimerasa marca Fermentas o Invitrogen con sus respectivos buffers y co-factor
de Mg**

dNTPs

Cebadores determinados (Tabla 9, Seccion 6.2.1)

Buffer TAE 1X

Bromuro de etidio (1pg/mL)

Agarosa al 1% vy al 1.5%

ADN molde a analizar

Hielo
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3.3 Metodologia

A.

nmo o

Calcular el volumen requerido para una reaccion de 25 uL con base a las
concentraciones de la siguiente Tabla:

Concentraciones de reactivos para realizar una PCR de 25uL

Reactivo Concentracion inicial Concentracion final
Agua
Buffer 10X 1X
MgSO4 25mM 1.5mM
dNTPs 10mM 0.2mM
Oligo 1 10uM 0.5um
Oligo 2 10uM 0.5um
2.5 U/uL (Pfu®, Marca
Tag polimerasa Fermentas) 1U/reaccién
5.0 U/uL (Platinum®, Marca
Invitrogen)
ADN molde 10ng/uL 100ng/reaccion

Programar el Termociclador con las condiciones a utilizar (Tabla 5, 6 60 7, Seccion
5.4.2.2).

Limpiar la campana con etanol al 70% y encender la ldAmpara UV durante 15 min.
Rotular los tubos para PCR para si identificacion con tinta indeleble.

Agregar a cada uno de los tubos el ADN molde respectivo. Reservar.

Por otro lado, agregar a un tubo Eppendorf de 0.6 mL los reactivos restantes en el
orden mencionado en la Tabla anterior, a esta mezcla se le denomina Master mix. Es

muy importante que la mezcla se encuentre en hielo.

. Homogenizar la mezcla.

. Trasvasar el volumen requerido de la mezcla Master mix a cada uno de los tubos para

PCR que contienen el ADN molde.

Homogenizar la mezcla.

Colocar en el Termociclador e iniciar la corrida

Preparar los geles de agarosa con el porcentaje requerido (Seccién 5.4.2.2). Al
preparar el gel, se le adiciona con precaucion 1ulL de bromuro de etidio a la agarosa
fundida. Colocar en cada uno de los pozos del gel la muestra amplificada.

Correr la electroforésis horizontal a 85 V.

. Observar el patrén de bandas bajo la luz UV.
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10. ANEXO II

Resultados
(Correspondiente a la seccion 6)
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TABLAS DE RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO GENERAL (Correspondiente a la Seccion 6.1)

a) Mesofilos aerobios (24h, 35 °C). Expresion de resultados

con base en la NOM-092- SSA1-1994

Dilucion Serie # Colonias UFC/g

10 A > 250

B > 250

A > 250
1072 A, > 250

B, > 250

B, > 250

A, 230* 1.5*10°
103

A, 237* 1.6*10°

B, 209* 1.4 *10°

B, 236* 1.6*10°

A 41* 2.7*10°
10*

A, 39* 2.6 *10°

B, 109* 7.3%10° *

B, 104* 6.9*10° *
X 3.2 *10° UFC/g

* Colonias consideradas para el conteo

Se reportan: 3 200 000 unidades formadoras de colonias por
gramo de muestra (UFC/g), de bacterias aerobias en placa
con agar para cuenta estandar, incubadas 24 horas a 35°C.

MUESTRA 1

b) Hongos y levaduras (6 dias, 24 °C). Expresion de

resultados con base en la NOM-111-SSA1-1994

# colonias UFC/g
Dilucién | Serie
Hongos | Levaduras | Hongos | Levaduras
1 A 0 141* <67 9,400
10 B 0 124* <67 8,300
A 0 15* <67 10,000
10 A, 0 12* <67 8,000
B 0 8 <67 5000 v.e
B, 0 13* <67 8,700
A 0 0 <67 <67
10° A, 0 5 <67 |30000v.e
B 0 0 <67 <67
B, 0 0 <67 <67
A 0 14** <67 900 000**
10 A, 0 0 <67 <67
B, 0 2 <67 100 000
v.e
B, 0 0 <67 <67
X <67 8 900

* Colonias consideradas para el conteo
** No se consideré en la cuenta debido a que el resto de las réplicas
es diferente

Se reportan: 8 900 UFC ge ievaduras /Jqueso €N placa con medio
Agar Papa Dextrosa acidificado, incubadas 6 dias a 24 °C.
< 67 UFC/g de hongos en placa con medio Agar Papa
Dextrosa acidificado, incubadas 6 dias a 24 °C.
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c¢) Coliformes totales y fecales (24h y 48h a 35 °C)

# colonias Coliformes

Dilucién Serie (azules/ Vol. (9) totales E. coli
rojas) fitrado | queso (UFC/g) (UFC/

(mL) g)

24h 24h

, Aq 0/0 5 0.05 <10 <10
10 A 0/1* 5 0.05 20 v.e* <10
B 1/6* 10 0.1 70 v.e.* 10v.e

B, 0/0 5 0.05 <10 <10

5 Aq 0/0 80 0.08 <10 <10
10 A 0/0 80 0.08 <10 <10
B, 0/2* 80 0.08 38 v.e* <10

B, 0/0 80 0.08 <10 <10

X <10 <10

v.e.; valor estimado

* No se consideran porque no entran dentro del rango establecido para el método (de 8 a 80 colonias )

Se reportan: < 10 UFC/g, de bacterias coliformes totales en placa con medio ColiBlue24, incubadas 24 horas a 35 °C; y la presencia
de < 10 UFC/g de Escherichia coli en placa con medio ColiBlue24, incubadas 24 horas a 35 °C.

Observaciones: La serie B, de la dilucion 10 tardd mas de 30 min en filtrar, las series restantes de la misma dilucién tardaron
menos de 1 min, las particulas de queso se distribuyeron homogéneamente en la superficie de la membrana. Las series
correspondientes a la dilucion 107 tardaron < 10 min en filtrar, observandose también una distribucion homogénea de la muestra en

la superficie de la membrana.
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a) Mesadfilos aerobios (24h, 35 °C). Expresion de resultados

con base en la NOM-092- SSA1-1994

Dilucion Serie # Colonias UFC/g
10 A > 250
B > 250
A > 250
107 A, > 250
B > 250
B, > 250
A > 250
10° A, > 250
B, > 250
B, > 250
A 73* 4.9*10°
10" A, 79 5.3*10°
B, 58* 3.9*10°
B, 69* 4.6*10°
X 4.7*10° UFC/g

* Colonias consideradas para el conteo

Se reportan:

4 700 000 UFC/g de bacterias aerobias en placa con agar

para cuenta estandar, incubadas 24 horas a 35 °C.

MUESTRA 2

b) Hongos y levaduras (6 dias, 24 °C). Expresion de

resultados con base en la NOM-111-SSA1-1994

# colonias UFC/g
Diluciéon | Serie

Hongos | Levaduras | Hongos | Levaduras

A 1 1 <67 <67

10” B 0 0 <67 <67

Aq 0 0 <67 <67

107 A, 0 0 <67 < 67

B, 0 0 <67 <67

B, 0 0 <67 <67

Aq 0 0 <67 <67

107 A, 0 0 <67 <67

B, 0 0 <67 <67

B, 0 0 <67 <67

Ay 0 0 <67 <67

10 A, 0 0 <67 <67

B, 0 0 <67 <67

B, 0 0 <67 <67

X <67 <67

Se reporta: Menos de 67 UFC/g de hongos y levaduras en
placa con medio Agar Papa Dextrosa acidificado, incubadas 6
dias a 24 °C.
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c¢) Coliformes totales y fecales (24h, 35 °C)

# colonias Coliformes

Dilucion | Serie | (azules/rojas) Vol. (g) queso totales E. coli
filtrado (UFC/g) (UFC/g)
24h (mL) 24h

A 0/42 10 0.1 420 <10
10 A, 0/32 10 0.1 320 <10
B 0/36 10 0.1 360 <10
B, 0/33 10 0.1 330 <10
A 0/19 50 0.05 380 <10
107 A, 0/22 50 0.05 440 <10
B 0/39 95 0.095 410 <10
B, 0/28 55 0.055 510 <10
X 400 <10

Se reportan:

400 UFC/g, de bacterias coliformes totales en placa con medio ColiBlue24, incubadas 24 horas a 35 °C.

No se detectd a E. coli en placa con medio ColiBlue24, incubadas 24 horas a 35 °C.

Observaciones: Las series de la dilucion 107 tardaron < de 15 min en filtrar, mientras que las series de la dilucion 10" tardaron < de
30 min en filtrar. Por otro lado la muestra se distribuy6 uniformemente en la superficie de la membrana.

106



ANEXOS

MUESTRA 3

a) Mesdfilos aerobios (24h, 35 °C). Expresion de resultados
con base en la NOM-092- SSA1-1994

Dilucion Serie # Colonias UFC/g
10 A > 250
B > 250
A, > 250
102 A, > 250
B, > 250
B, > 250
A 49* 3.3*10°
10°°
A, 51* 3.4*10°
B, 109* 7.3*10°
B, 97* 6.5*10°
A 6
10*
A, 7
B, 5
B, 9
X 5.10 *10° UFC/g

* Colonias consideradas para el conteo

Se reportan: 510 000 UFC/g, de bacterias aerobias en placa
con agar para cuenta estandar, incubadas 24 horas a 35 °C.

b) Hongos y levaduras (6 dias, 24 °C). Expresion de
resultados con base en la NOM-111-SSA1-1994

# colonias UFCl/g
Dilucion | Serie
Hongos | Levaduras | Hongos | Levaduras
A 0 1* <67 67 v.e
107 B 0 0 <67 <67
A 0 0 <67 <67
1072 A, 0 0 <67 <67
B, 0 0 <67 <67
B, 0 0 <67 <67
A 0 1* <67 67*10°v.e
103 A, 0 0 <67 <67
B, 0 1* <67 67*10°v.e
B, 0 0 <67 <67
A 0 0 <67 <67
10* A, 0 0 <67 <67
B, 0 0 <67 <67
B, 0 0 <67 <67
X <67 <67

* No entran dentro del rango estipulado en la NOM-111-SSA1-
1994

Se reporta: Menos de 67 UFC/g de hongos y levaduras en
placa con medio Agar Papa Dextrosa acidificado, incubadas 6
dias a 24 °C.
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ANEXOS

¢ ) Coliformes totales y fecales (24h, 35 °C)

# colonias Coliformes

Dilucion | Serie | (azules/rojas) Vol. (g) queso totales E. coli
filtrado (UFCl/g) (UFC/g)
24h (mL) 24h

A 0/1* 10 0.1 10 v.e* <10
10 A, 0/0 10 0.1 <10 <10
B 0/1* 10 0.1 10 v.e* <10
B, 0/0 10 0.1 <10 <10
A 0/0 50 0.05 <10 <10
107 A, 0/3* 50 0.05 60 v.e* <10
B 0/0 70 0.07 <10 <10
B, 0/0 70 0.07 <10 <10
X <10 <10

* No se considera para el conteo puesto que no entran dentro del rango establecido para el método

Se reporta:

< 10 UFC/g de bacterias coliformes totales en placa con medio ColiBlue24, incubadas 24 horas a 35 °C.
< 10 UFC/g de Escherichia coli en placa con medio ColiBlue24, incubadas 24 horas a 35 °C.

Observaciones: Las series de la primera dilucidon tardaron < de 1 min en filtrar, mientras que las series A; y A, de la dilucion 1073,
tardaron < de 5 min y las dos series restantes 30 min. Cabe mencionar que en las series correspondientes a la dilucién 10 se

observé una ligera aglomeracion de la muestra en algunas zonas de la membrana.
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ANEXOS

MUESTRA 4

a ) Mesofilos aerobios (24h, 35 °C). Expresion de resultados
con base en la NOM-092-SSA1-1994

b) Hongos y levaduras (6 dias, 24 °C). Expresion de
resultados con base en la NOM-111-SSA1-1994

DiIuc_i16n Serie # Colonias UFCl/g # colonias UFC/g
10 A > 250 Dilucion | Serie
E’ >1 (2)39 5 ;;'1 o Hongos | Levaduras | Hongos | Levaduras
1 .
107 A; 102" | 6.80° o 10 ° 0 A
T s o o W @
A, 10 ---
107 A 0 0 <67 <67
A, 7 10 A, 0 0 <67 <67
B, 6 — B, 0 0 <67 <67
B, 6 - B, 0 0 <67 <67
A, 0 — A4 0 0 <67 <67
10" 10° A 0 0 <67 <67
A, 0 — B4 0 0 <67 <67
B, 2 — B, 0 0 <67 <67
B, 3 — Ay 0 0 <67 <67
X 6.4 *10% UFC/g 10 A; 0 0 <67 <67
B4 0 0 <67 <67
* Colonias consideradas para el conteo B, 0 0 <67 <67
Se reportan: 64 000 UFC/g de bacterias aerobias en placa con X <67 <67

agar para cuenta estandar, incubadas 24 horas a 35 °C.

Se reporta: Menos de 67 UFC/g de hongos y levaduras en
placa con medio Agar Papa Dextrosa acidificado, incubadas 6
dias a 24 °C.

109




ANEXOS

Se reporta:

¢ ) Coliformes totales y fecales (24h, 35 °C)

# colonias Coliformes
Dilucién | Serie | (azules/rojas) Vol. (9) queso totales E. coli
filtrado (UFC/g) (UFC/g)
24h (mL) 24h
A 1/4* 10 0.1 50 v.e.” 10 v.e.
107 A, 0/3* 5 0.05 60 v.e.* <10
B4 0/1* 5 0.05 20 v.e.” <10
B, 0/3* 5 0.05 60 v.e* <10
A 0/3* 60 0.06 50 v.e* <10
10° A, 0/3* 60 0.06 50 v.e* <10
B4 0/1* 55 0.055 18 v.e* <10
B, 0/1* 55 0.055 18 v.e* <10
X <10 <10

v.e.; valor estimado
* No se considera para el conteo puesto que no entran dentro del rango establecido para el método

< 10 UFC/g de bacterias coliformes totales en placa con medio ColiBlue24, incubadas 24 horas a 35 °C.
Presencia de < 10 UFC/g de Escherichia coli en placa con medio ColiBlue24, incubadas 24 horas a 35 °C.
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ANEXOS

a ) Mesdfilos aerobios (24h, 35 °C). Expresion de resultados

con base en la NOM-092- SSA1-1994

Dilucién Serie # Colonias UFC/g
10 A > 250
B > 250
A, > 250
102 A, > 250
B, > 250
B, > 250
A, 29* 1.9*10°
103
A, 47* 3.1*10°
B, 32* 2.1*10°
B, 40* 2.7*10°
A, 3 2.010°
10™ v.e
A, 1 6.7*10*
v.e
B, 1 6.7*10*
v.e
B, 0
X 2.5 *10° UFC/g

* Colonias consideradas para el conteo

Se reportan:

250 000 UFC/g de bacterias aerobias en placa con agar para
cuenta estandar, incubadas 24 horas a 35 °C.

MUESTRA 5

b) Hongos y levaduras (6 dias, 24 °C). Expresion de

resultados con base en la NOM-111-SSA1-1994

# colonias UFC/g
Dilucién | Serie
Hongos | Levaduras | Hongos | Levaduras
A 0 1 <67 <67
10™
B 0 1 <67 <67
A4 0 0 <67 <67
10 A, 0 0 <67 <67
B 0 0 <67 <67
B, 0 1 <67 <67
A 0 0 <67 <67
10 A, 0 0 <67 <67
B 0 0 <67 <67
B, 0 0 <67 <67
A 0 0 <67 <67
10™ A, 0 0 <67 <67
B 0 0 <67 <67
B, 0 0 <67 <67
X <67 <67

Se reporta: Menos de 67 UFC/g de hongos y levaduras en

dias a 24 °C.

placa con medio Agar Papa Dextrosa acidificado, incubadas 6
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ANEXOS

c ) Coliformes totales y fecales (24h, 35 °C)

# colonias Coliformes
Dilucion | Serie | (azules/rojas) | Vol. (g) queso | totales E. coli
filtrado (UFCl/g) (UFC/g)
24h (mL) 24h
A 0/33 10 0.1 330 <10
1072 A, 0/46 10 0.1 460 <10
B 0/35 10 0.1 350 <10
B, 0/33 10 0.1 330 <10
A 0/23 70 0.07 330 <10
107 A, 0/7 60 0.06 117 v.e* <10
B 1/7 55 0.055 145v.e.” 18 v.e.
B, 0/16 55 0.055 290 <10
X 340 <10

** No se considera para el conteo puesto que no entran dentro del rango de confiabilidad

Se reporta:

340 UFC/g de bacterias coliformes totales en placa con medio ColiBlue24, incubadas 24 horas a 35 °C.
Presencia de < 10 UFC/g de Escherichia coli en placa con medio ColiBlue24, incubadas 24 horas a 35 °C.

Observaciones: Todas las series de la dilucién 1072 se tardaron menos de 1 min en filtrar. La serie A de la dilucién 107 se tardd 1h
20min, la serie A, 50min, y las dos Ultimas series tardaron 40min cada una en filtrar, también se observé la aglomeracién de la

muestra, principalmente en el centro.

112



ANEXOS

MUESTRA 6

a ) Mesdfilos aerobios (24h, 35 °C). Expresion de resultados
con base en la NOM-092- SSA1-1994

Dilucion Serie # Colonias UFC/g
107 A 32* 2 100*
B 40* 2 700*
A 7 4700 v.e
10 A; 4 2700 v.e
B, 7 4700 v.e
B, 7 4700 v.e
A1 O ===
10° A, 0 —
B 0
BZ 0 -
A 1
10 A, 0 —
B 0
Bz O ===
X 2 400 UFC/g

* Colonias consideradas para el conteo
v.e., valor estimado

Se reportan:

2 400 UFC/g de bacterias aerobias en placa

cuenta estandar, incubadas 24 horas a 35 °C.

b) Hongos y levaduras (6 dias, 24 °C). Expresion de
resultados con base en la NOM-111-SSA1-1994

# colonias UFC/g
Dilucién | Serie
Hongos | Levaduras | Hongos | Levaduras
A 0 0 <67 <67
10"
B 0 0 <67 <67
A4 0 0 <67 <67
10 A, 0 0 <67 <67
B 0 0 <67 <67
B, 0 0 <67 <67
A 0 0 <67 <67
10 A, 0 0 <67 <67
B 0 0 <67 <67
B, 0 0 <67 <67
A 0 0 <67 <67
10 A, 0 0 <67 <67
B 0 0 <67 <67
B, 0 0 <67 <67
X <67 <67

Se reporta: Menos de 67 UFC/g de hongos y levaduras en
placa con medio Agar Papa Dextrosa acidificado, incubadas 6
dias a 24 °C.

con agar para
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¢ ) Coliformes totales y fecales (24h, 35 °C)

# colonias Coliformes

Dilucion | Serie | (azules/rojas) Vol. (g) queso totales E. coli
filtrado (UFC/g) (UFC/g)
24h (mL) 24h

A 0/0 10 0.1 <10 <10
107 A, 0/0 10 0.1 <10 <10
B 0/0 10 0.1 <10 <10
B, 0/0 10 0.1 <10 <10
A 0/1* 65 0.065 15v.e.” <10
107 A, 0/1* 70 0.07 14 v.e.” <10
B4 0/0 65 0.065 <10 <10
B, 0/1* 70 0.07 14 v.e.* <10
X <10 <10

*v.e., valor estimado

Se reporta:

< 10 UFC/g de bacterias coliformes totales en placa con medio ColiBlue24, incubadas 24 horas a 35 °C.
< 10 UFC/g de Escherichia coli en placa con medio ColiBlue24, incubadas 24 horas a 35 °C.

Observaciones: Todas las series de la dilucion 102 se tardaron menos de 1min en filtrar. La serie A; de la dilucién 107 se tardon

menos de 5min en filtrar, la serie A, 15min, la B4 25 min y la serie B, 2h, también se observé aglomeracion de la muestra en la
superficie de la membrana, principalmente en el centro.
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ANEXOS

a ) Mesdfilos aerobios (24h, 35 °C). Expresion de resultados

con base en la NOM-092- SSA1-1994

Dilucion Serie # Colonias UFC/g
107 A > 250
B > 250
A, > 250
10 A > 250
B, > 250
B, > 250
A 68* 4.5*10°
10° A 81" 54*10°
B, 70* 4.7*10°
B, 76* 5.1*10°
A 11
10™ A, 5 —
B, 11
B, 9
X 4.9*10°

* Colonias consideradas para el conteo

Se reportan:

490 000 UFC/g de bacterias aerobias en placa con agar para

cuenta estandar, incubadas 24 horas a 35 °C.

MUESTRA 7

b) Hongos y levaduras (6 dias, 24 °C). Expresion de

resultados con base en la NOM-111-SSA1-1994

# colonias UFC/g
Dilucién | Serie
Hongos | Levaduras | Hongos | Levaduras
A 0 34* <67 2 300*
10"
B 0 36* <67 2 400*
Aq 0 2 <67 1333 v.e
1072 A, 0 14** <67 9333 v.e
B, 0 6 <67 4000 v.e
B, 0 7 <67 4 667 v.e
Aq 0 2 <67 13333 v.e
107 A, 0 1 <67 6 667 v.e
B, 0 0 <67 <67
B, 0 0 <67 <67
Aq 0 0 <67 <67
10 A, 0 0 <67 <67
B, 0 0 <67 <67
B, 0 0 <67 <67
X <67 2400

* Colonias consideradas para el conteo

** No se considero en la cuenta, debido a que sus réplicas son
menores

Se reporta: 2 400 UFC/g de levaduras en placa con medio
Agar Papa Dextrosa acidificado, incubadas 6 dias a 24 °C.

Menos de 67 UFC/g de hongos en placa con medio Agar Papa
Dextrosa acidificado, incubadas 6 dias a 24 °C.
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ANEXOS

¢ ) Coliformes totales y fecales (24h, 35 °C)

# colonias Coliformes

Dilucion | Serie | (azules/rojas) Vol. (g) queso totales E. coli
filtrado (UFCl/g) (UFC/g)
24h (mL) 24h

A 0/1* 10 0.1 10 v.e.” <10
107 A, 0/4* 10 0.1 40v.e* <10
B 0/2* 10 0.1 20v.e* <10
B, 0/4* 10 0.1 40v.e* <10
A 0/0 60 0.06 <10 <10
107 A, 0/0 50 0.05 <10 <10
B4 0/0 60 0.06 <10 <10
B, 0/0 60 0.06 <10 <10
X <10 <10

v.e., valor estimado

* No se considera para el conteo puesto que no entran dentro del rango establecido para el método

Se reporta:

< 10 UFC/g de bacterias coliformes totales en placa con medio ColiBlue24, incubadas 24 horas a 35 °C.
No se detectd Escherichia coli en placa con medio ColiBlue24, incubadas 24 horas a 35 °C.

116



ANEXOS

a ) Mesofilos aerobios (24h, 35 °C). Expresion de resultados

con base en la NOM-092- SSA1-1994

Dilucioén Serie # Colonias UFC/g
107 A > 250
B > 250
A 250* 1.710°
10 A, > 250
B, > 250
B, > 250
A 17 113 333 v.e
10° A, 25* 1.7°10°
B, 29* 1.9*10°
B, 156* 1.0*10°
A1 O =
10* Az 1 66 667 v.e
B1 —_ —_
82 - -
X 3.1*10°

v.e., valor estimado
* Colonias consideradas para el conteo

Se reportan:

310 000 UFC/g de bacterias aerobias en placa con agar para

cuenta estandar, incubadas 24 horas a 35 °C.

MUESTRA 8

b) Hongos y levaduras (6 dias, 24 °C). Expresion de

resultados con base en la NOM-111-SSA1-1994

# colonias UFCl/g
Dilucién | Serie
Hongos | Levaduras | Hongos | Levaduras

A 0 0 <67 <67

10™
B 0 0 <67 <67
A 0 0 <67 <67
107 A, 0 0 <67 <67
B 0 0 <67 <67
B, 0 0 <67 <67
Ay 0 0 <67 <67
10° A, 0 0 <67 <67
B 0 0 <67 <67
B, 0 0 <67 <67
A 0 0 <67 <67
10 A, 0 0 <67 <67
B 1 0 67 000 <67

v.e

B, 0 0 <67 <67
X <67 <67

Se reporta: Menos de 67 UFC/g de levaduras en placa con

°C.

medio Agar Papa Dextrosa acidificado, incubadas 6 dias a 24

Menos de 67 UFC/g de hongos en placa con medio Agar Papa
Dextrosa acidificado, incubadas 6 dias a 24 °C.
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ANEXOS

¢ ) Coliformes totales y fecales (24h, 35 °C)

# colonias Coliformes
Dilucidon | Serie | (azules/rojas) Vol. (g) queso totales E. coli
filtrado (UFC/g) (UFC/g)
24h (mL) 24h
A 0/23 10 0.1 230 <10
102 A, 0/26 10 0.1 260 <10
B 2/13 10 0.1 150 20 v.e.*
B, 114 10 0.1 150 10 v.e.”
A 0/6™* 70 0.07 86 v.e* <10
10° A, 0/4** 70 0.07 57 v.e* <10
B4 0/0 60 0.06 <10 <10
B, 0/0 65 0.065 <10 <10
X 200 <10

* No se considera para el conteo puesto que no entran en el rango de confiabilidad del método

Se reporta:
200 UFC/g de bacterias coliformes totales en placa con medio ColiBlue24, incubadas 24 horas a 35 °C.
Presencia de < 10 UFC/g de Escherichia coli en placa con medio ColiBlue24, incubadas 24 horas a 35 °C.

Observaciones: Todas las series de la dilucion 10?2, se filtran en menos de 1min. Y las series de la dilucion 10 se filtraron en menos
de 2min. En todos los casos se observo aglomeracion de la muestra en el centro de la membrana.
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ANEXOS

MUESTRA 9

a ) Mesdfilos aerobios (48h, 35 °C). Expresion de resultados
con base en la NOM-092- SSA1-1994

Dilucion Serie # Colonias UFC/g
10 A > 250
B > 250
A 46* 31000
10 A, 149* 99 000
B, 123* 82 000
B, 93* 62 000
A, 9 60 000 v.e
10° A, 7 46 667 v.e
B 6 40 000 v.e
B, 13 86 667 v.e
A 0
10" A, 0 —
B, 0
B2 O ==
X 69 000

* Colonias consideradas para el conteo

Se reportan:

69 000 UFC/g de bacterias aerobias en placa con agar para

cuenta estandar, incubadas 48 horas a 35 °C.

b) Hongos y levaduras (3 dias, 24 °C). Expresion de
resultados con base en la NOM-111-SSA1-1994

# colonias UFC/g
Dilucién | Serie
Hongos | Levaduras | Hongos | Levaduras
A 0 > 150 <67
10
B 0 > 150 <67
A 0 > 150 <67
102 A, 0 > 150 <67
B, 0 > 150 <67
B, 0 > 150 <67
A 0 32* <67 2.1*10°
103 A, 0 35* <67 2.3*10°
B, 0 25* <67 1.7*10°
B, 0 33* <67 2.2*10°
Aq 0 0 <67 <67
10* A, 0 0 <67 <67
B, 0 1 <67 66 667 v.e
B, 0 5 <67 333 333
v.e
X <67 2.1*10°

* Colonias consideradas para el conteo

Se reporta: 210 000 UFC/g de levaduras en placa con medio
Agar Papa Dextrosa acidificado, incubadas 6 dias a 24 °C.

Menos de 67 UFC/g de hongos en placa con medio Agar Papa
Dextrosa acidificado, incubadas 6 dias a 24 °C.
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c) Coliformes totales y fecales (24h, 35 °C)

# colonias Coliformes

Dilucion | Serie | (azules/rojas) Vol. (g) queso totales E. coli

filtrado (UFC/g) (UFC/g)
24h (MI) 24h

A 0/0 10 0.1 <10 <10
10 A, 2/0* 10 0.1 <10 20ve.*

B 0/0 10 0.1 <10 <10

B, 0/0 10 0.1 <10 <10

A 0/0 65 0.065 <10 <10

107 A, 0/0 70 0.07 <10 <10

B 0/1* 65 0.065 15v.e.* <10

B, 0/0 70 0.07 <10 <10

X <10 <10

* No se considera para el conteo puesto que no entran dentro del rango de confiabilidad establecido para el método

Se reporta:

<10 UFC/g de bacterias coliformes totales en placa con medio ColiBlue24, incubadas 24 horas a 35 °C.
Presencia de < 10 UFC/g de Escherichia coli en placa con medio ColiBlue24, incubadas 24 horas a 35 °C.

Observaciones: Todas las series de la dilucién 10 tardaron en filtrarse menos de 1min. Las series A; y A, tardaron 45min en filtrar
cada una, las series B4 y B, tardaron menos de 15 min. En todos los casos se observé aglomeracion de la muestra en la superficie

de la membrana.
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ANEXOS

a ) Mesdfilos aerobios (48h, 35 °C). Expresién de resultados

con base en la NOM-092- SSA1-1994

Dilucion Serie # Colonias UFC/g

107 A 83* 5500
B 86* 5700
A, 45* 30 000

10 A 31" 21000
B, 42* 28 000
B, 48* 32 000
A, 5 33 000v.e

107 A 9 60 000 v.e
B, 11 73 000v.e
B, 8 53 000 v.e
A4 1 67 000 v.e

10* A 1 67 000 v.e
B, 1 67 000 v.e
B, 0 0

X 1.7*10*

v.e., valor estimado

* Colonias consideradas para el conteo

Se reportan:

17 000 UFC/g de bacterias aerobias en placa con agar para

cuenta estandar, incubadas 48 horas a 35 °C.

MUESTRA 10

b) Hongos y levaduras (3 dias, 24 °C). Expresion de

resultados con base en la NOM-111-SSA1-1994

# colonias UFC/g
Dilucién | Serie
Hongos | Levaduras | Hongos | Levaduras
A 0 > 150 <67 ---
10
B 0 132* <67 8 800
Aq 0 9 <67 6 000 v.e.
1072 A, 0 10* <67 6 700
B, 0 18* <67 12 000
B, 0 15* <67 10000
Aq 0 1 <67 6 667 v.e.
107 A, 0 1 <67 6 667 v.e.
B, 0 0 <67 <67
B> 0 3 <67 20 000
v.e.
Aq 0 0 <67 <67
10 A, 0 0 <67 <67
B, 0 0 <67 <67
B, 0 0 <67 <67
X <67 9 200

* Colonias consideradas para el conteo

Se reporta: 9 200 UFC/g de levaduras en placa con medio
Agar Papa Dextrosa acidificado, incubadas 6 dias a 24 °C.

Menos de 67 UFC/g de hongos en placa con medio Agar Papa
Dextrosa acidificado, incubadas 6 dias a 24 °C.
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ANEXOS

b ) Coliformes totales y fecales (24h, 35 °C)

# colonias Coliformes
Dilucion | Serie | (azules/rojas) Vol. (g) queso totales E. coli
filtrado (UFC/g) (UFC/g)
24h (mL) 24h
A 0/0 10 0.1 <10 <10
107 A, 0/0 10 0.1 <10 <10
B 0/0 10 0.1 <10 <10
B, 0/1* 10 0.1 10 v.e.* <10
A 0/2* 65 0.065 31v.e* <10
107 A, 0/0 50 0.05 <10 <10
B 1/0* 70 0.07 <10 14 v.e*
B, 0/0 70 0.07 <10 <10
X <10 <10
o
%CV

* No se considera para el conteo puesto que no entran dentro del rango de confiabilidad establecido para el método

Se reporta:

<10 UFC/g de bacterias coliformes totales en placa con medio ColiBlue24, incubadas 24 horas a 35 °C.
Presencia de < 10 UFC/g de Escherichia coli en placa con medio ColiBlue24, incubadas 24 horas a 35 °C.

Observaciones: La serie A; de la dilucion 10 tardd 30min en filtrarse, las series restantes, tardaron < 2min en filtrarse cada una. Las
series A; y A, de la dilucién 10 se tardaron 1h 40min en filtrarse cada una, la serie B, se tarddn menos de 10min en filtrar, y la serie

B, se tarddon 45min. En todos los casos se observé aglomeracion de la muestra sobre la superficie de la membrana.
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ANEXOS

BUSQUEDA DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS EN EL QUESO COTIJA

(Correspondiente a la Seccién 6.2)

a) Prueba de especificidad de los cebadores seleccionados.

Tabla 1. Resultados de la medicion de absorbancia del ADN de las cepas puras

Microorganismo A260nm A2g0nm Azsonm/ Azgo Conc. (ng/pL)
Lactobacillus casei 0.1886 0.1008 1.87 47.15
PP201* 0.1257 0.0721 1.74 31.42
Streptococcus 0.0819 0.0634 1.29 20.475
gh5egr1“°ph"”5 NCFB 57055 | 0.0839 1.26 26.375
Lactobacillus 0.2087 0.1713 1.22 52.17
paracasei*** 0.1147 0.0815 1.41 28.67
Enterococcus 0.0846 0.0647 1.31 21.15
faecalis*** 0.0812 0.0607 1.34 20.3
Enterococcus 0.0598 0.0441 1.35 14.95
faecium*** 0.0927 0.077 1.20 13.175
Lactococcus 0.0566 0.0409 1.38 14.15
lactis** 0.2751 0.1282 2.14 68.77
Cépsula ingerible 0.6281 0.3407 1.84 157.025

0.6418 0.3530 1.82 160.45

* Cepas proporcionadas por la UAM Iztapalapa
** Cepas proporcionadas por la Dra. Carmen Wacher
*** Cepas aisladas del Queso Cotija
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ANEXOS

b) Busqueda de las BAL en el queso Cotija

Tabla 2. Resultados de la mediciéon de absorbancia del ADN de
las muestras de queso Cotija

MUESTRA Az60nm Azgonm Azsonm/ Azgo Conc. (ng/uL)
Q1 SE 0.1126 0.0682 1.65 28.15
0.1088 0.0593 1.83 27.2
Q1 CE 0.0690 0.0489 1.41 17.25
0.0530 0.0312 1.69 13.25
Q2 SE 0.0894 0.602 1.485 22.35
0.0806 0.0491 1.64 20.15
Q2 CE 0.0633 0.0435 1.45 15.82
0.0613 0.0359 1.71 15.32
Q3 SE 0.1277 0.0875 1.459 31.925
0.1180 0.0801 1.47 29.5
Q3 CE 0.1503 0.1058 1.42 37.575
0.1310 0.0836 1.57 32.75
Q4 SE 0.3651 0.1844 1.98 91.275
0.3323 0.1731 1.92 83.075
Q4 CE 0.3975 0.2726 1.46 99.375
1.4345 1.2123 1.18 358.625
Q5 SE 0.1196 0.0772 1.55 29.9
0.0806 0.0395 2.04 20.15
Q5 CE 0.1638 0.0948 1.72 40.95
0.1254 0.0632 1.98 31.35
Q6 SE 0.2979 0.2241 1.33 74.475
0.1189 0.0777 1.53 29.725
Q6 CE 0.1081 0.602 1.79 27.025
0.2295 0.1912 1.2 57.375
Q7 SE 2.4280 2.1120 1.15 607
1.3898 1.1499 1.21 347 .45
Q7 CE 0.1424 0.1017 1.4 35.6
0.1340 0.0960 1.39 33.5
Q8 SE 0.0701 0.0456 1.54 17.52
0.0302 0.0135 2.23 7.55
Q8 CE 0.1204 0.0683 1.76 30.1
0.0974 0.0488 1.99 24.35
Q9 SE 0.0464 0.0241 1.92 11.6
0.0452 0.0244 1.85 11.3
Q9 CE 0.0966 0.0696 1.34 2415
0.0533 0.0280 1.9 13.32
Q10 SE 0.1111 0.0731 1.52 27.77
0.2297 0.1431 1.6 57.42
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