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1. RESUMEN

Los microorganismos han sido caracterizados tradicionalmente por su fenotipo, el
conjunto de propiedades celulares observables, como su morfologia, propiedades
fisiolégicas y por la estructura de sus componentes celulares. Actualmente los
criterios de caracterizacion fenotipica se complementan con tipificaciones
moleculares.

El cepario de la Facultad de Quimica, UNAM esta implementando dichas técnicas
con el fin de asegurar la identidad de las cepas que resguarda y determinar la
correlacion que tienen con la caracterizacion fenotipica tradicionalmente utilizada.
Se trabaj6o con cepas de bacterias lacticas pertenecientes a la coleccion del
cepario llevando a cabo la caracterizacidon fenotipica determinando sus
caracteristicas microscopicas, morfocoloniales y prueba de la catalasa, asi como
con pruebas de fermentacién de sustratos. Ademas se llevé a cabo una
caracterizacion genotipica, para efectuarla se extrajo el ADN cromosomal y se
amplific6 el gen que codifica para el ARN ribosomal 16S empleando el par de
cebadores universales para eubacterias denominados como Eu530F y Eul449R.
Los productos de PCR fueron secuenciados y las secuencias fueron identificadas
empleando el programa BLAST del NCBI. Para cada cepa se eligieron las cinco
secuencias que mostraban mayor similitud con la consulta con el fin de construir el
arbol filogenético consenso.

Se encontr6 que para las cepas Pediococcus cerevisiae ATCC 8042,
Streptococcus lactis CFQ ST18 drivac, Lactobacillus plantarum ATCC 8014 (CFQ
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L10), Lactobacillus plantarum CFQ L9, Lactobacillus rhamnosus NRRL B-442,
Lactobacillus delbrueckii subespecie delbrueckii NRRL B-763 y la bacteria lactica
aislada de un producto lacteo fermentado (Lalacult), que corresponden al 46.6%
de las cepas estudiadas se encontrd perfecta correlacion entre la caracterizacion
fenotipica y la genotipica. Para las cepas Streptococcus cremoris CFQ ST3,
Streptococcus cremoris CFQ BO035, Streptococcus durans CFQ BO046,
Lactobacillus rhamnosus CFQ y la bacteria lactica aislada de un producto lacteo
fermentado (Yakult), que corresponden al 33.3% de las cepas estudiadas se
identific6 adecuadamente solo por medio de la caracterizacion genotipica. Para el
Lactobacillus pentosus NRRL B-227 y el Lactobacillus casei CFQ L3 que
corresponden al 13.3% restante hubo correlacion entre la caracterizacion
fenotipica y la genotipica pero esta fue inconsistente con la clasificacién del
cepario. La cepa Leuconostoc citrovorum CFQ drivac que corresponde al 6.6% de
las cepas estudiadas no fue identificada correctamente por ninguno de los dos
métodos. En el presente trabajo la identificacién genotipica mostré ser un método
mas confiable de identificacién, sin embargo se observd que ambos métodos se

complementan, lo que permitié asegurar la identidad de las cepas analizadas.
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2. INTRODUCCION

La identificacion de microorganismos se ha realizado mediante el uso de criterios
fenotipicos, lo cual implica el conjunto de propiedades celulares observables como
son sus caracteristicas microscopicas, morfocoloniales, propiedades fisiologicas y
bioguimicas asi como por la estructura de sus componentes celulares. En la
actualidad estos criterios de caracterizacion fenotipica se complementan con
criterios moleculares basados en la tipificacion molecular y en el andlisis de genes
especificos como son los ADN ribosomales 16S. Mediante la identificacion
genotipica es posible recopilar datos confiables sobre la diversidad e identificacion
taxondmica de los microorganismos, asi como el impacto sobre los factores
intrinsecos y extrinsecos en el crecimiento y actividad bioquimica de los mismos

(Diaz y Wacher, 2003).

Hasta antes de la realizacién del presente trabajo, el cepario del Departamento de
Biologia de la Facultad de Quimica, UNAM, habia utilizado uUnicamente
caracterizacion microscopica y cultivo en el medio selectivo deMan Rogosa
Sharpe (MRS) para asegurar la identidad de las cepas de bacterias lacticas que
resguarda. Esta fue la primera ocasién en la que se emplearon métodos de
identificacion rapidos como el sistema APl 50CH para complementar la
identificacion de bacterias pertenecientes al dicho grupo en particular. Asi mismo
se implementaron por vez primera, técnicas moleculares para la identificacién de

diferentes cepas bacterianas de interés en la docencia.
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El objetivo principal del presente proyecto fue la identificacion de bacterias lacticas
resguardadas en el cepario, empleando criterios fenotipicos y la secuenciacién del
gen que codifica para el ARN ribosomal 16S como criterio genotipico. Dicha
técnica de identificacion se implement6 con base en los trabajos de Borneman, et

al., 1996, Escalante, et al., 2004; Lozano, 2007 y Conca, 2008.
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3. OBJETIVOS

3.1 Obijetivo general

Identificar fenotipica y genotipicamente una coleccion de cepas de bacterias

lacticas provenientes del cepario de la Facultad de Quimica, UNAM.

3.2 Obijetivos particulares

* |dentificar por medio de criterios fenotipicos:
o Determinando las caracteristicas morfocoloniales y microscopicas.
o Realizando la prueba de la catalasa.
o Determinando los patrones de fermentacion de sustratos.
* |dentificar por analisis de secuencias del gen ribosomal 16S:
o Extrayendo ADN cromosomal.
o Amplificando y secuenciando el gen ribosomal 16S e identificando in

silico las secuencias obtenidas.
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4. ANTECEDENTES

4.1 Taxonomia

La taxonomia es la ciencia de la clasificacion y esta constituida por dos
subdisciplinas principales, identificacion y nomenclatura. Tradicionalmente, la
taxonomia bacteriana se ha basado en los analisis fenotipicos como elementos
basicos de la clasificaciéon. Dado que las bacterias son tan pequefias y contienen
relativamente pocos caracteres estructurales indicativos de sus raices evolutivas,
la filogenia de los procariotes se ha empezado a conocer solo a partir de los
analisis genotipicos. Sin embargo, los andlisis fenotipicos (fenéticos) han tenido
tradicionalmente una funcion importante en la identificacion y clasificacion
bacteriana, especialmente en los campos aplicados, donde la identificacion puede
no ser un fin en si misma como, por ejemplo, en el diagndstico microbiolégico
clinico.

En la taxonomia bacteriana clasica, se determinan varias caracteristicas y los
resultados se emplean para agrupar los organismos en la escala taxonoémica,
desde la especie al dominio. Varios aspectos de la morfologia, nutricién, fisiologia
y hébitat son caracteristicas con valor taxondmico ampliamente utilizadas

(Madigan, et al., 2004).

La Tabla 1 divide estas categorias en tépicos especificos de valor taxonémico.

15



Tabla 1. Algunas caracteristicas fenotipicas de valor taxonémico (Madigan,

et al., 2004).
l. Morfologia Forma, tamafio, agrupacion y reaccion de Gram.
Il. Movilidad Por flagelos o por deslizamiento y no movil.
Il Nutricion y Mecanismo de conservacion de la energia (fototrofo,
fisiologia guimiorganotrofo, quimiolitotrofo); requerimientos

gaseosos; temperatura; pH y requerimiento/tolerancia
a NaCl; capacidad para usar varias fuentes de
carbono, nitrégeno y azufre.

V. Otros factores | Pigmentos, inclusiones celulares o capas superficiales,
patogenicidad y sensibilidad a los antibioticos.

Para identificar un organismo, los taxdnomos clasicos aplican una serie de
criterios que van desde generales a especificos (Madigan, et al., 2004). Estos
pueden incluir la composicibn de la pared celular, acidos grasos celulares,
quinonas isoprenoides y otras caracteristicas de las células. Las caracteristicas
moleculares se han convertido en importantes herramientas taxonOmicas, tales
como el % G+C del ADN, las propiedades electroforéticas de productos del gen,
estudios de hibridacion ADN:ADN vy estructuras y secuencias del ARN ribosomal
(ARNr). Esto ha tenido como resultado cambios dramaticos en la taxonomia
bacteriana (Stiles y Holzapfel, 1997).

La determinacion del contenido en guanina mas citosina en el ADN gendémico de
un organismo, generalmente denominado contenido en GC, puede ser una parte
de la taxonomia bacteriana clasica. Esta relacién de bases en el ADN se expresa
como:

G+C

——x100%
A+T+G+C
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El porcentaje de GC puede variar ampliamente, con valores tan bajos como el
20% y tan altos como el 80% entre los procariotes, un rango mas amplio que el
observado en eucariotes. El conocimiento del porcentaje de GC de un organismo
es util, aunque generalmente tiene poco valor en la caracterizacion taxondémica de
un organismo debido a que en ocasiones pueden tener idénticos valores GC y aun
asi estar poco relacionados (tanto taxondémica como filogenéticamente).

Aunque el concepto de especie procariote esta evolucionando, se ha adoptado de
forma extensiva una taxonomia integrativa denominada taxonomia polifasica que
se basa en informacion genotipica, fenotipica y filogenética y es considerada como
un enfoque consensual para la taxonomia bacteriana. Dentro de los criterios
genéticos, la taxonomia polifasica incluye, en particular, la secuenciacion de la
subunidad pequefa del ARN ribosémico y la hibridacion gendmica (Hutkins, 2006;

Domig, et al., 2003; Singh, et al., 2009).

El concepto de especie es importante en microbiologia ya que confiere a las cepas
seleccionadas identidad taxondmica formal. Una nueva especie se define
generalmente a partir de la caracterizacion de varias cepas. Existen ocho
categorias jerarquicas taxonémicas que en orden cresciente son: especie, género,

familia, orden, clase, phylum, reino y dominio.

En la identificacibn de un organismo desconocido es esencial que el organismo
satisfaga todos los criterios taxonémicos de los niveles superiores al de la especie

(Holt, et al., 2000; Madigan, et al., 2004).
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4.2 ldentificacidn bacteriana

La identificacibn de una bacteria consiste en la determinacibn de las
caracteristicas fenotipicas y/o genotipicas y la comparacion de estas
caracteristicas con los diferentes taxones de la clasificacion considerada. Las
caracteristicas a determinar y su numero depende principalmente del tipo de

bacteria y del fin que se persigue en la identificacion.

El esquema general de identificacion de una cepa bacteriana desde el punto de

vista bioquimico consistiria en:

e Obtencion de un cultivo puro.

e Examen microscopico de células vivas y de frotis tefiido con la técnica de
Gram, para determinar la forma, agrupacion y el Gram del microorganismo en
estudio. También es importante determinar la presencia de esporas y otras
caracteristicas morfolégicas de interés.

e Determinar las caracteristicas nutricionales (en general se desprenden de los
métodos empleados en el aislamiento y cultivo anteriores); fotoautotrofos,
fotoheterétrofos, quimioautétrofos, quimioheterétrofos.

e Realizacibn de pruebas primarias con las cuales se puede determinar el
género, grupo de géneros o en algun caso familia a la que pertenece un
aislamiento. Las pruebas primarias son: Gram, morfologia, catalasa, oxidasa,
OF, fermentacion de glucosa, esporas, crecimiento en aerobiosis y

anaerobiosis y movilidad.
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e Realizacidén de pruebas secundarias y terciarias a efectos de llegar a especie.
Estas dependeran del género o familia determinado (produccién de pigmentos,
produccion de indol a partir de triptofano, produccion de coagulasa, de

fenilalanina deaminasa).

4.2.1 Ensayos bioquimicos

Los ensayos bioquimicos tradicionalmente utilizados, Illamadas pruebas
bioquimicas convencionales, generalmente determinan la actividad de una via
metabdlica (conjunto de reacciones quimicas) a partir de un sustrato que se

incorpora en un medio de cultivo y que la bacteria al crecer transforma o no.

Son pruebas simples que se han desarrollado para demostrar en forma clara una
determinada caracteristica bioquimica como presencia 0 ausencia de una
determinada actividad enzimatica, grupo de enzimas o determinada via
metabdlica, crecimiento a una determinada temperatura, crecimiento en presencia
de inhibidores, etc. No significan de ninguna manera un estudio profundo del
metabolismo bacteriano. Para llevarlas a cabo, se pueden utilizar diferentes
sistemas de trabajo (medios de cultivo, indicador, revelador) que pueden ser
distintos aun para el mismo ensayo si se trata de diferentes microorganismos. Por
ejemplo se debe suplir con factores de crecimiento el medio de cultivo para
estudiar la fermentacibn de diversos azlUcares cuando se sabe que el

microorganismo en estudio es exigente.
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La realizacion de una prueba bioquimica implica:

e Cultivar el microorganismo en un medio que contiene un determinado sustrato
o inhibidor y luego de la incubacion visualizar el crecimiento y la degradacion
de un sustrato, ya sea por vire de un indicador o por la adicion de un revelador
de la presencia del sustrato, o de algun producto de su degradacion.

e Cultivar el microorganismo en un medio de propagaciéon que contenga el
sustrato de una enzima inducible y luego de la incubacion demostrar la

actividad enzimatica.

Para un desarrollo 6ptimo, en todos los casos se debe tener un cultivo joven de
preferencia que la célula se encuentre en fase logaritmica (18-24 horas de
incubacion) en un medio de cultivo apropiado y controlar parametros como pH,

fuerza idnica, atmésfera y temperatura.

Siempre que se prepara un nuevo lote de medio de cultivo para una prueba,
deben llevarse a cabo los correspondientes controles de calidad, sembrando en

dicho medio un control positivo y otro negativo para esa prueba.

Existen diferentes sistemas que facilitan la realizacion de tales ensayos, porque
proponen el mejor conjunto de pruebas bioquimicas para la identificacion de un
grupo bacteriano, porque simplifican la interpretacion de un resultado utilizando un
valor numérico, porque proveen los reactivos listos para su uso o0 porque son

totalmente automatizables.
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Los sistemas comerciales utilizan modificaciones de las pruebas bioquimicas
convencionales, ya sea sustratos deshidratados, tiras de papel de filtro
impregnadas en reactivos o pequefios compartimentos con medios listos para
sembrar. En todos los casos se emplean codigos numéricos para la interpretacion
de resultados (Holt, et al., 2000). Los sistemas comerciales mas comunmente
usados son Enterotube (Roche Diagnostics), API (BioMerieux), ATB (BioMérieux),
Minitek (Becton Dickinson Microbiology), BBL Crystal (Becton Dickinson
Microbiology), MicrolD (Organon Teknika) y RapID One System (Remel) (Entis, et

al., 2001).

4.2.2 Serotipo

Para realizar identificaciones mas rapidas, o cuando las pruebas bioquimicas no

son concluyentes, se recurre al uso de antisueros especificos.

Los antigenos bacterianos pueden ser capsulares (K), soméaticos (O) que
corresponden al lipopolisacéarido de la pared de los Gram negativos, flagelares (H),
y los antisueros se identifican con esas letras y el nUmero o letra del antigeno
correspondiente.

En una primera identificacion se usan sueros polivalentes y para la caracterizacion
serologica se usan sueros monovalentes dentro de cada tipo de antigeno.
También se pueden utilizar métodos de cromatografia gaseosa para identificar
productos metabdlicos, en particular para la identificacion de bacterias anaerobias

no esporuladas (Holt, et al., 2000).
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4.3 Métodos de identificacion de bacterias lacticas

4.3.1 Métodos fenotipicos

La identificacion tradicional de las bacterias lacticas esta ampliamente basada en
la morfologia celular, via de fermentacion de la glucosa (fermentacion homolactica
o heterolactica), crecimiento a diferentes temperaturas, produccion de gas a partir
de glucosa, tipo de productos del metabolismo primario, particularmente la
configuracion del &cido lactico producido (L o D), patrones de asimilacion o
fermentaciéon de carbohidratos o fuentes de nitrogeno, habilidad de crecer a altas
concentraciones de sal y tolerancia al medio &cido o basico. Los marcadores
guimiotaxondmicos asi como la composicion de acidos grasos y los constituyentes
de la pared celular, particularmente el puente interpeptidico del peptidoglicano,
también pueden ser Utiles para su clasificacion (Hall, et al., 2001; Axelsson, 1998;

Schillinger, et al., 2006).

Las pruebas bioquimicas convencionales para identificar bacterias tienen la
desventaja de ser dificiles de manejar pues se deben llevar a cabo mudltiples
ensayos con una extensa bateria de tubos para determinar un patron de
asimilacion de sustratos. Para realizar correctamente estas pruebas bioquimicas
es fundamental tener colonias perfectamente aisladas, es decir, partir de cultivos
puros. Por otro lado, se debe realizar un control periédico de medios y reactivos
mediante el empleo de microorganismos positivos y negativos (Hall, et al., 2001,

Holt, et al., 2000).
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Para resolver estas desventajas, existe el sistema fenotipico miniaturizado de
identificacion bacteriana especializada APl 50 CH (BioMeérieux) que emplea una
bateria de reactivos deshidratados a los cuales se le agrega un inoculo
estandarizado con el fin de crear una huella digital fenotipica que se compara con
una base de datos provista por el fabricante. Los resultados de este tipo de
sistemas automatizados deben ser cuidadosamente interpretados debido a las
limitaciones propias del sistema. La calidad de los resultados depende
principalmente de la confiabilidad de la base de datos. Generalmente, estos
métodos fenotipicos tienen una reproducibilidad relativamente baja asi como una
resolucién taxondmica baja que a menudo no permite diferenciar entre organismos

relacionados.

Entre otros métodos para identificar fenotipicamente a las bacterias lacticas se
encuentran el andlisis de patrones de proteinas de la célula completa obtenidos
por SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico),
asi como la espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

(Schillinger, et al., 2006).

Los métodos fenotipicos convencionales no pueden ser aplicados de manera
universal. Estan sujetos a la variacion en la expresion dentro de un mismo aislado
debido a condiciones ambientales e incorporaciéon de ADN extracromosomal que
puede contener genes que modifiquen las caracteristicas fenotipicas. Esto puede
tener como resultado que bacterias disimiles exhiban patrones fenotipicos

similares haciendo parecer que estan relacionadas o que cepas similares exhiban
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diferentes patrones fenotipicos haciendo parecer que son distintas. Los métodos
fenotipicos no son suficientemente sensibles para estudiar genética de
poblaciones bacterianas. Debido a la relacion cercana u origen clonal de algunas
bacterias se requieren métodos mas sensibles de tipificacion que puedan detectar
diferencias sutiles en los cromosomas debido a mutaciones puntuales, pequeias

inserciones, deleciones o rearreglos (Farber, et al., 2001).

4.3.2 Métodos genotipicos

Durante muchos afios se han propuesto una serie de técnicas taxondmicas
moleculares para identificar las bacterias con el fin de superar las mencionadas
desventajas de los métodos clasicos basados en las caracteristicas fenotipicas

(Torriani, et al., 1999).

Los métodos genotipicos tienen una tipificacion mas precisa puesto que todos los
organismos contienen &cidos nucleicos y con estos métodos se estudia su
genoma. Los métodos genotipicos son generalmente rapidos, econdmicos y
sencillos una vez que se han implementado, pero requieren una inversion
econOmica inicial, tiempo y habilidades técnicas para evaluar, interpretar vy

estandarizar (Farber, et al., 2001).

Diversas técnicas basadas en ADN desarrolladas en las ultimas dos décadas son
aplicables a la deteccién e identificacibn de bacterias lacticas. Una de las
principales ventajas de estos métodos es que son independientes de las

variaciones en las condiciones de crecimiento de los microorganismos.
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Entre los métodos de identificacion genotipica se encuentran la secuenciacion de
regiones del ARNr 16S o 23S, ensayos por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y diversas técnicas de huelleo digital del ADN basandose en ya sea
patrones de fragmentos de ADN amplificados por PCR o0 en andlisis de restriccion
de ADN total o amplicones resultado de una reaccion selectiva de PCR

(polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion RFLP).

La comparacion de las secuencias ribosomales de diferentes microorganismos se
ha utilizado para construir un arbol filogenético y ha demostrado que es muy
similar al elaborado en base a las caracteristicas fenotipicas o mediante métodos
tradicionales. Ademas, tiene un alto grado de correspondencia con el arbol general
construido en base a técnicas microbiologicas clasicas. La base de datos de
secuencias de 16S ADNr de las bacterias lacticas ha ido creciendo durante los

altimos afos y se ha convertido en una herramienta muy util (Axelsson, 1998).

4.3.2.1 Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)

El polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) fue la primera
técnica en ser utilizada. Se extrae el ADN (el genoma completo) de cada cepa, se
digiere con enzimas de restriccion y los fragmentos obtenidos se separan y
visualizan por electroforesis en geles de agarosa. Se obtienen patrones de bandas
con buena reproducibilidad pero por lo general son muy complejos. La forma como
mas se ha utilizado el RFLP es estudiando el polimorfismo de regiones

particulares. Se han desarrollado estrategias de identificacion de aislados de
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Carnobacterium basadas en RFLP de la regiéon del espaciador intergénico
ribosomal 16S-23S amplificado mediante PCR

4.3.2.2 Ribotipificacion

Para hacer una ribotipificacion se transfieren los fragmentos a una membrana, se
hibridan con una sonda de ARNr marcada y se visualizan Unicamente los
fragmentos hibridados, que se pueden comparar con cepas de referencia. La
ribotipificacion ha demostrado ser una herramienta util para identificar bacterias
lacticas asociadas a descomposicion de carne y productos pesqueros asi como
cepas de Pediococcus aislados de cerveza.

Se han desarrollado sistemas automatizados de ribotipificacion (Qualicon,
Wilmington, DE) que reducen el tiempo del ensayo a 8 horas partiendo de colonias
aisladas.

4.3.2.3 Analisis de ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD)

El analisis de ADN polimorfico amplificado al azar (RAPD), conocido también
como PCR cebado arbitrariamente (AP-PCR) consiste en amplificar al azar
regiones del ADN extraido de los microorganismos. Los cebadores se escogen al
azar, por lo que no es necesario contar con informacion sobre secuencias
especificas del microorganismo a tipificar. Se utlizan temperaturas de
alineamiento bajas, de manera que se obtengan productos de PCR que permitan
el alineamiento de los cebadores a pesar de que existan una o dos bases que no
coincidan. Después de su separacion mediante electroforesis en geles de agarosa
se obtienen patrones simples de fragmentos de ADN de diferentes tamafios. Se ha
empleado para la caracterizacion de poblaciones microbianas que contribuyen al

26



deterioro de la carne de res empacada al vacio, en salchichas fermentadas y
cepas de Lactobacillus plantarum involucradas en descomposiciéon de vino. La
amplificacion por PCR de elementos palindromicos extragénicos repetitivos (REP-
PCR) es una técnica afin que emplea la amplificacién de fragmentos por PCR con
oligonucledtidos especificos para secuencias simples repetitivas de ADN. Esta
técnica ha demostrado utilidad para la discriminacion de especies de Lactobacillus

cercanas tales como L. plantarum, L. paraplantarum y L. pentosus.

4.3.2.4 Polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (AFLP)

El polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (AFLP) es una
combinacion de PCR y el uso de enzimas de restriccion. Se basa en la
amplificacion por PCR de fragmentos de restriccion de ADN gendmico. Se realiza
en tres etapas: a) Restriccion del ADN y ligamiento de los adaptadores. Se realiza
la restricciébn con dos enzimas que producen fragmentos de ADN con dos tipos
diferentes de extremos pegajosos. A éstos se ligan adaptadores, que son
oligonucledtidos cortos que funcionaran como los sitios de alineamiento de los
cebadores. b) Amplificacion selectiva de algunos de los fragmentos de restriccion.
Se usan dos cebadores diferentes conteniendo la misma secuencia que los
adaptadores ademas de varias bases contiguas al sitio de restriccion. Se utilizan
condiciones estrictas, de manera que se amplifican Unicamente los fragmentos en
los que las extensiones del cebador (las bases que se afiaden) coinciden
exactamente con los nucle6tidos adyacentes al sitio de restriccion. ¢) Separacion
de fragmentos por electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida

(geles de secuenciacién). Generalmente se obtienen patrones de 50 a 100
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fragmentos, con mucha reproducibilidad, debido a las condiciones estrictas del
alineamiento. Esta y otras técnicas basadas en el PCR han sido automatizadas
mediante el uso de cebadores marcados con fluorescencia. Se ha empleado la
técnica para la caracterizacion de cepas de Carnobacterium presentes en carnes,
pescados y mariscos.

4.3.2.5 Analisis de restriccién de ADN ribosomal amplificado (ARDRA)

El andlisis de restriccion de ADN ribosomal amplificado (ARDRA) se basa en la
obtencibn de ADNrs mediante amplificacion por PCR usando cebadores
universales, el producto se digiere con enzimas de restriccion y los fragmentos se
analizan en geles de agarosa. Con esta metodologia se obtienen patrones de
bandas o “huellas digitales” de cada microorganismo. Se determinan, utilizando
diferentes tipos de software, las diferencias entre éstos (de acuerdo con la
presencia o ausencia de bandas) y se construyen dendrogramas. Se ha empleado
la técnica de 16S-ARDRA para la identificacion de bacterias lacticas presentes en
mosto y vino (Diaz y Wacher, 2003; Hall, et al., 2001; Schillinger, et al., 2006).
4.3.2.6 Hibridacion in situ

Otro enfoque es el uso de sondas de oligonucleétidos grupo especificas o especie
especificas dirigidas al ARNr para la deteccién directa de bacterias lacticas por
hibridacién in situ de colonias. Se ha reportado el uso de hibridacion in situ de
colonias con sondas no isotopicas para la enumeracion especifica de bacterias
lacticas en mosto y vino asi como la aplicacion de sondas de ARNr en hibridacion
in situ de colonias para identificar lactobacilos presentes en carne (Schillinger, et
al., 2006).
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4.3.3 Métodos aplicables sin cultivo previo

Los resultados de las pruebas realizadas en un esquema de identificacion
dependiente de cultivo pueden variar dependiendo del tamafio del in6culo, la
temperatura y periodo de incubacion, la composicion del medio de cultivo y el
criterio empleado para definir una reaccién positiva 0 negativa, es por eso que
existen métodos en los que no se realiza un cultivo previo (Holt, et al., 2000). A

continuacion se mencionan algunos de los métodos descritos en la literatura.

4.3.3.1 PCR con cebadores especificos

El método independiente de cultivo mas rapido para llevar a cabo la deteccion
especifica a nivel de género, especie o0 cepa de bacterias lacticas en una matriz
alimentaria es el uso de cebadores especificos para una reaccion de PCR con
ADN bacteriano extraido de la muestra. Este método permite la deteccion de
ciertos organismos que se espera encontrar en un alimento durante su
procesamiento sin la necesidad de aplicar procedimientos de cultivo que
consumen tiempo. Por ejemplo, en el proceso de produccidon de vino es importante
saber si se encuentran presentes cepas de Pediococcus damnosus pues estas
producen glucano que causa una viscosidad inaceptable. Se han desarrollado
cebadores especificos a partir de la secuencia del plasmido involucrado en la
produccion de glucano y se han empleado para detectar especificamente tales
cepas de Pediococcus. Asi mismo se han desarrollado cebadores especie
especificos para algunas bacterias lacticas de la carne con el fin de identificar

directamente estos organismos en salchichas de baja acidez.
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4.3.3.2 Hibridacion fluorescente in situ (FISH)

La hibridacion fluorescente in situ (FISH, fluorescent in situ hybridization) es otra
propuesta independiente de cultivo en la cual una sonda de &cido nucleico, que es
un oligonucledtido sintéticamente disefiado de ADN o ARN complementario a una
secuencia blanco especifica (signatura) de un gen diana, principalmente ADNr
16S en ADN bacteriano, se une a dicha secuencia. Algunas sondas de
oligonucledtidos pueden hacerse fluorescentes mediante colorantes. Las células
bacterianas de la muestra son fijadas e inmovilizadas en filtros de membrana,
permeabilizadas para el oligonucleétido marcado fluorescentemente, hibridadas in
situ con la sonda y luego contadas bajo el microscopio de epifluorescencia. Las
sondas de &acidos nucleicos son un poderoso instrumento para identificar y
cuantificar microorganismos en la naturaleza. Como se han identificado sondas
filogenéticas signatura para especies microbianas individuales, asi como para
dominios enteros de organismos, el grado de especificidad de un colorante
filogenético puede controlarse mediante la secuencia de la sonda fusionada al
colorante. Esta técnica ha sido aplicada para la deteccion de bacterias en medios
liquidos y permite la identificacion directa y cuantificacion de bacterias lacticas con
microscopio sin necesidad de cultivo previo y en pocas horas. Diversos autores
han demostrado la aplicacion de este método rapido para la identificacion de
especies de bacterias lacticas asociadas a la descomposicion de vino (Madigan, et

al., 2004; Schillinger, et al., 2006).
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4.3.3.3 Epifluorescencia directa sobre filtro (DEFT)

Otro método rapido que emplea microscopia epifluorescente es la epifluorescencia
directa sobre filtro (DEFT) que consiste en capturar las células bacterianas en la
superficie de los filtros de membrana y tefiirlas con un fluorocromo. Ha encontrado

aplicaciones en la industria lactea y vitivinicola.

4.3.3.4 Electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacién y con gradiente de

temperatura (DGGE y TGGE)

La electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion (DGGE) asi como la
electroforesis en gel con gradiente de temperatura (TGGE) también pueden
emplearse como técnicas independientes de cultivo para detectar y analizar
bacterias lacticas (Schillinger, et al., 2006). En éstos métodos, una regién variable
del gen ARNr 16S es amplificada por PCR y los fragmentos de ADN de igual
tamafo que difieren en la secuencia de bases se separan por su perfil de
desnaturalizacién en un gel de electroforesis de acrilamida. La DGGE utiliza un
gradiente de una mezcla de urea y formamida que desnaturaliza el ADN. Un
fragmento de ADN bicatenario se desplaza por el gel y cuando llega a una
determinada concentracion “desnaturalizante” las cadenas de ADN se separan y el
desplazamiento se interrumpe. Las diferencias en las propiedades de separacion
de las cadenas dependen en gran parte de las diferencias en la secuencia de
bases. Los patrones de bandas resultantes pueden capturarse digitalmente y
normalizarse usando patrones de referencia, lo cual permite la identificacion de la

posicion de las bandas por medio de la comparacion con aquellas presentes en
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una base de datos de cepas tipo bien caracterizadas (Schillinger, et al., 2006;
Madigan, et al., 2004). Esta propuesta se empleo en un estudio sobre la
identificacion de lactobacilos involucrados en los procesos de fermentacion de pan
de levadura natural y en investigaciones de la microflora de los quesos

(Schillinger, et al., 2006).

Debe considerarse que todas son herramientas Utiles en el caso que se quiera
realizar una identificacién. Si es necesario, los métodos tradicionales siempre
pueden utilizarse como complemento o para aproximarse aun mas al objetivo en

algun caso concreto (Hall, et al., 2001; Dstlie, et al., 2005).

4.3.4 Cronbmetros evolutivos

En la actualidad estd claro que ciertas macromoléculas son cronémetros
evolutivos, es decir, medidas del cambio evolutivo. Se ha demostrado
convincentemente que la distancia evolutiva entre dos organismos puede
determinarse por las diferencias en la secuencia de aminoacidos o nucleétidos de
macromoléculas homologas aisladas de cada uno de ellos. Esto se debe a que el
namero de diferencias en la secuencia de una macromolécula es proporcional al
namero de cambios mutacionales estables fijados en el ADN que codifica esa
molécula en ambos organismos. La evolucidon se produce a medida que las
mutaciones quedan fijadas en las diferentes poblaciones, siendo la biodiversidad

el resultado final.
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Para determinar las verdaderas relaciones evolutivas entre organismos, es
esencial elegir las moléculas adecuadas para los estudios de secuenciaciéon. Esto
es importante por varios motivos. Primero, la molécula debe estar universalmente
distribuida en el grupo elegido para ser estudiado. Segundo, deben ser
funcionalmente homologos en cada organismo; las comparaciones filogenéticas
deben realizarse con moléculas de idéntica funcion. Tercero, resulta crucial poder
alinear apropiadamente las dos moléculas a fin de identificar regiones tanto con
homologia como con variacion de secuencia. Finalmente, la secuencia de la
molécula elegida deberia cambiar con una velocidad proporcional a la distancia
filogenética que se va a determinar. Y, de hecho, cuanto mayor sea la distancia
filogenética a determinar, menor serd la velocidad de cambio de la molécula;
demasiado cambio tiende a enturbiar el registro evolutivo.

Se han evaluado muchas moléculas como cronémetros moleculares y con ellas se
han realizado estudios de comparacién de secuencias a fin de generar arboles
filogenéticos. Estas moléculas son: varios citocromos, proteinas de hierro y azufre
tales como las ferredoxinas, y genes de otras proteinas y de los ARNs
ribosdbmicos, componentes claves del sistema de traduccion; la ATPasa, complejo
enzimatico de membrana que puede sintetizar e hidrolizar ATP; y la RecA,
proteina requerida para la recombinacién genética son los que han proporcionado
la informacion genética mas significativa sobre los microorganismos. Todas estas
moléculas eran probablemente esenciales incluso para las células mas primitivas y

asi, la variacion de secuencia en los genes que las codifican, nos permiten
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profundizar en el registro evolutivo. El cronémetro molecular mas ampliamente

utilizado es el ARN ribosémico (Madigan, et al., 2004).

4.3.4.1 Identificacion por analisis secuencial del gen ARNr 16S

Debido a la probable antigiiedad de la maquinaria sintetizadora de proteinas los
ARNs ribosdmicos son moléculas excelentes para discernir las relaciones
evolutivas entre los seres vivos. Los ARNs ribosomicos son funcionalmente
constantes, estdn universalmente distribuidos y su secuencia esta
moderadamente bien conservada a través de amplias distancias filogenéticas.
También, dado el elevado numero de diferentes secuencias posibles de moléculas
grandes, tales como los ARNSs ribosémicos, la similitud de dos secuencias indica
alguna relacion filogenética. Sin embargo, es el grado de semejanza de las
secuencias del ARN ribosémico de dos organismos lo que indica su parentesco
evolutivo relativo. A partir del analisis comparativo de secuencias, se pueden
construir las genealogias moleculares que conducen a los arboles filogenéticos;
éstos muestran la posicion evolutiva mas probable existente entre los organismos.
Hay tres moléculas de ARN ribosémico, que en procariotes tienen tamafos de 5S,
16S y 23S. Los ARNTrs bacterianos grandes, 16S y 23S (aproximadamente 1500 y
2900 nucledtidos, respectivamente) contienen varias regiones de secuencia
altamente conservada que resulta util para obtener alineamientos de secuencia
apropiados, pero al mismo tiempo, la variabilidad de secuencia suficiente en otras
regiones de la molécula para servir como excelentes cronémetros filogenéticos.

Dado que el ARN 16S es mas manejable experimentalmente que el ARN 23S, se
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ha utilizado preferentemente para desarrollar la filogenia tanto de procariotes
como de eucariotas. La base de datos de las secuencias del ARNr en el Proyecto
de Base de Datos del Ribosoma (RDP) contiene mas de 24 000 (16 000
secuencias 16S alineadas y 8000 secuencias 18S alineadas) y puede accederse a
ella a través de Internet. Carl Woese en la Universidad de lllinois introdujo en los
afos 70 el uso de la subunidad pequefia del ARNr como herramienta filogenética y
el método se utiliza universalmente en la actualidad (Madigan, et al., 2004).

Recientemente la secuenciacion de acidos nucleicos del ARNr 16S se ha
convertido en la estrategia mas comun para distinguir entre organismos, para
mostrar relacion filogenética y en ultima instancia clasificar un organismo a nivel

de género y especie (Hutkins, 2006; Weisburg, et al., 1991).

Estas secuencias pueden identificarse facilmente a partir de ADN después de la
amplificacion por PCR. Comparando la secuencia de un organismo dado con
aguellas contenidas en la base de datos del ARNr 16S es posible obtener
correspondencia altamente significativa o inferir relaciones si la secuencia es Unica

(Hutkins, 2006).

La metodologia de PCR empleando cebadores especie o género especificos
puede aplicarse exitosamente para discriminar bacterias lacticas. Usualmente los
blancos de éstos cebadores son los genes del ARNr 16S, ARNr 23S o las
regiones espaciadoras del ARNr 16S/23S. Asi, se han diseflado cebadores
especie especificos a partir de la region del espaciador intergénico del ADNr 16S-

23S para diversos lactobacilos, incluyendo Lactobacillus sakei, Lactobacillus
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curvatus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus alimentarius y Lactobacillus

farciminis (Schillinger, et al., 2006; Cho, et al., 2009).

La Figura 1 presenta un esquema general de Identificacion por medio de

secuenciacion del gen ARN ribosomal y filogenia.

DNA
\? ) Secuenciacion
del DNA
; \/L Gen que codifica
Células § el RNAribosémico |A G C T 3
§ I AGTCGCTAG i
% =D N :> - __ === rrTcteTAc 2 == B
% Aislamiento &# - - Andisisde  AGCCGTTAG B Generacion
del DNA . T - secuencias del &rbol
# = e filogenético
2
(a) (b) (c) (d) e

Figura 1. Secuenciacién del gen del ARN ribosémico y filogenia. (a) Las células
procedentes de un cultivo axénico, o de una muestra de un ambiente natural, se
rompen; (b) se aisla en gen que codifica el ARN ribosémico y se producen luego
muchas copias por la técnica de PCR; (c) el gen es secuenciado, y (d) las
secuencias obtenidas se alinean por computadora. Un programa informatico realiza
comparaciones por pares y genera un arbol (e) que refleja las diferencias en la
secuencia del ARN ribosémico del organismo analizado (Madigan, et al., 2004).

4.3.4.1.1 Arboles filogenéticos

Los métodos para obtener secuencias del ARN ribosémico y generar arboles
filogenéticos son actualmente bastante rutinarios e implican una combinacién de
biologia molecular y andlisis computarizado. Las nuevas secuencias generadas se
comparan con secuencias en la RDP y/o con secuencias obtenidas de otras bases

de datos tales como GenBank (USA), DDSS (Jap6n) o EMLB (Alemania). Luego,
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utilizando un programa, se generan varios arboles posibles y se selecciona el que

mejor se adapte (best fit) a la informacion evolutiva presente en las secuencias.

A efectos de comparacion de las secuencias de los ARNSs, existen varios
algoritmos disponibles capaces de realizar el analisis de las secuencias y construir
un arbol filogenético. Sin embargo, independientemente del programa utilizado, la
secuencia obtenida debe ser en primer lugar alineada con secuencias alineadas
previamente utilizando un editor de secuencias. Entonces las secuencias
alineadas son importadas en el programa de construccion de arboles elegido para
realizar el examen comparativo. Dos algoritmos muy utilizados a estos efectos
son: la distancia y la parsimonia. En los métodos de distancia, se alinean las
secuencias, y la distancia evolutiva (Ep) se calcula mediante el recuento por
computadora de todas las posiciones en las que exista una diferencia (Figura 2). A
partir de aqui, puede construirse una matriz de distancias que muestra la Ep entre
cada dos secuencias. Luego se introduce un factor de correccion de la Ep que
tiene en cuenta la posibilidad de que en un lugar determinado se hayan producido
varios cambios (Figura 2). Por ejemplo, existe una posibilidad baja, pero
estadisticamente significativa, de que una base presente en un determinado lugar
dos secuencias como resultado de dos acontecimientos mutagénicos, uno que
inicialmente cambid la secuencia y otro que restaur6 la situacion original. Estas
posibilidades pueden estimarse y esto es lo que hace el factor de correccion.
Finalmente, se genera un arbol filogenético en el que las longitudes de las lineas
en el arbol son proporcionales a las distancias evolutivas (Figura 2) (Madigan, et

al., 2004).
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Organismo Secuencia Analisis

Para A— B, se producen
0 ' ' tres diferencias de

B CCUAGAGCUGGC un total de 12; por

o o ) tanto 2 = 0,25

c CCAAGACGUGGC

D GCUAGAUGUGCC

(a) Alineamiento y analisis de secuencias

Distancia evolutiva Distancia evolutiva corregida
Epn, @ —— B 025 0,30
Ep —_— C 033 0,44
Ep — Bl 042 0,61
Ep, B —— Cc 025 0,30
Ep B — p 0,33 0,44
Ep c —— p 033 0,44

(b) Calculo de la distancia evolutiva

(c) Arbol filogenético

Figura 2. Preparacion de un arbol de distancias filogenéticas a partir de secuencias del ARN
ribosémico. La distancia evolutiva (Ep) en (b) se calcula como el porcentaje de secuencias
no idénticas entre los ARNs de dos organismos cualesquiera. La Ep corregida es una
correcciéon estadistica necesaria para incluir las mutaciones regresivas que restauran el
genotipo original o mutaciones adicionales hacia adelante que podrian haber sucedido en el
mismo sitio. El arbol (c) se genera mediante andlisis computarizado de los datos para
encontrar el que mejor se adapta. La longitud total de las ramas que separan dos
organismos cualesquiera es proporcional a la distancia evolutiva calculada entre ellos. En
los analisis reales se utiliza a menudo un proceso estadistico llamado bootstraping, en el
gue la computadora genera cientos de versiones del arbol para confirmar que el arbol final
es el que mejor se adapta al conjunto de datos. Ademas, inserciones de varios nucleotidos
pueden separar regiones de homologia de secuencia en dos organismos y estas inserciones
no se consideran en los andlisis reales (Madigan, et al., 2004).
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4.4 Bacterias lacticas

4.4.1 Generalidades

Las bacterias lacticas son un grupo de cocos y bacilos Gram-positivos, no
esporulados y catalasa negativos (con excepcion de algunos pediococos). Son
generalmente no moviles y fermentadores obligados produciendo principalmente
acido lactico y algunas veces también &cidos volétiles y CO (Richter, et al., 2001;

Rodas, et al., 2003; Hall, et al., 2001).

Los miembros de este grupo carecen de porfirinas y citocromos, no llevan a cabo
transporte de electrones via fosforilacion, por lo que obtienen la energia solamente

a través de la fosforilacion a nivel de sustrato.

Todas estas bacterias crecen anaerdbicamente. No obstante, al contrario que las
anaerobias, no son sensibles al oxigeno y pueden crecer tanto en presencia como
en ausencia de él; por ello, se les considera como anaerobios aerotolerantes. La
mayoria de las bacterias lacticas obtienen su energia solamente del metabolismo
de los azucares y por esta razén, sus habitats estan restringidos a la presencia de
azucares. Tienen metabolismo biosintético bastante limitado, por lo que requieren
medios de cultivo ricos con aminoacidos, vitaminas, purinas y pirimidinas (Holt, et

al., 2000; Hall, et al., 2001; Marshall y Law, 1984; Madigan, et al., 2004).

La mayoria de las bacterias lacticas prefieren un pH inicial de 6 o 7 para crecer.
Algunas de las especies dentro de este grupo pueden desarrollarse en medios con
una concentracion de NaCl que va desde 6.5 hasta 26.4%. De igual forma,

algunas cepas toleran niveles de etanol de hasta 13%. Son generalmente
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mesodfilas, el mejor crecimiento se da a temperaturas entre 20 y 40°C, con un
méaximo de 50°C, sin embargo algunas cepas de lactobacilos pueden crecer hasta
a 55°C. Por otro lado existen algunas especies psicotrépicas capaces de crecer a

temperaturas bajo cero (Schillinger, et al., 2006; Holt, et al., 2000).

4.4.2 Metabolismo

Una diferencia importante entre los subgrupos de las bacterias lacticas radica en
que tipos de productos de fermentacion generan a partir de los azucares. El grupo
llamado homofermentativo produce solamente el acido lactico, mientras que el
heterofermentativo produce otros compuestos como etanol y CO,. La diferencia
entre ambos viene marcada por la presencia o ausencia del enzima aldolasa, el

enzima clave de la glucolisis (Hall, et al., 2001; Madigan, et al., 2004).

Las bacterias lacticas pueden fermentar la glucosa por medio de dos vias (Figura

3):

e La glucdlisis (ruta de Embden-Meyerhof-Parnas), que en condiciones estandar
resulta en casi exclusivamente acido lactico como producto final y el
metabolismo se conoce como fermentacion homolactica.

e La ruta de 6-fosfogluconato/fosfocetolasa, que ademas del acido lactico resulta
en cantidades significativas de productos finales como el etanol, acetato y CO..

A este tipo de metabolismo se le llama fermentacion heterolactica.

Los productos resultantes de la fermentacion pueden alterarse significativamente

dependiendo de las condiciones de crecimiento. Estos cambios pueden atribuirse
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a alguna alteracion del metabolismo del piruvato y/o el uso de un aceptor de

electrones externo como el oxigeno o componentes organicos (Hall, et al., 2001).

4.4.3 Importancia

Se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y son conocidas por su
actividad en productos alimenticios tales como lacteos, céarnicos y vegetales

(Richter, et al., 2001).

Este grupo diverso de organismos se ha usado desde la antigtiedad para mejorar
el sabor, textura, vida de anaquel y valor nutricional de una amplia gama de
alimentos y bebidas. Estan asociadas con muchos alimentos fermentados
incluyendo lacteos, carne, vegetales, pescado y leguminosas. Ademas imparten
efectos benéficos a la salud humana incluyendo control de alteraciones
gastrointestinales tales como la diarrea, inmunomodulacion y disminucion en los

niveles de colesterol (Hall, et al., 2001; Khedid, et al., 2009).

La fermentacién reduce la cantidad de carbohidratos disponibles y resulta en
moléculas organicas de bajo peso molecular que presentan actividad
antimicrobiana, siendo las mas comunes: acido lactico, acético y propiénico
(Ouwehand, 1998). No obstante, también se conoce que las bacterias lacticas
producen ademas de los acidos organicos, otras sustancias antagonistas, como
son el peréxido de hidrogeno y otros radicales libres, diacetilo, acetaldehido,
isbmeros D de los aminoacidos y otros metabolitos, como moléculas pequefias no

proteicas y bacteriocinas (Piard, et al., 1991, Piard, et al., 1992).
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Figura 3. Fermentacion de la glucosa en bacterias lacticas
homofermentativas y heteroferentativas. Notese que no se origina ATP en
las reacciones que conducen a etanol. Si el oxigeno esta presente, muchas
bacterias lacticas homofermentativas pueden reducir el oxigeno con NADH
(a través de flavinas como intermediarios), con formacién de agua; se forma
acetato en lugar de etanol y esto permite la producciéon de un ATP adicional
(Madigan, et al., 2004).
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Las bacteriocinas producidas por las bacterias lacticas pueden definirse como
compuestos sintetizados en el ribosoma que inhiben el crecimiento de otras
bacterias. Pueden exhibir espectro amplio o reducido y parecen estar
principalmente dirigidas a otras bacterias lacticas del mismo nicho ecologico.
Consecuentemente, la habilidad de producir bacteriocinas le otorga a las cepas
productoras una gran ventaja en la competencia con otras bacterias por los
mismos nutrientes (Knoll, et al., 2008). La produccion de dichos compuestos
constituye un fenotipo extendido en el grupo de las bacterias lacticas (Hernandez,
et al.,, 1993; Martin, et al.,, 2005). Estos antimicrobianos tienen aplicaciones

comerciales en la conservacion de ciertos alimentos (Piard, et al., 1992).

Las bacterias lacticas han sido también utilizadas como organismos probioticos

con el objetivo de mejorar la microbiota normal del intestino (Ouwehand, 1998).

4.4.4 Clasificacion

La clasificacion de las bacterias lacticas es objeto de un intenso estudio
taxondmico con una creciente necesidad por un enfoque polifasico incluyendo

caracterizacion fenotipica y filogenética.

Filogenéticamente las bacterias lacticas pertenecen a la rama clostridial de las
bacterias Gram-positivas. Tienen menos del 55 % G + C lo que las distingue de las
bifidobacterias que tienen mas del 55 % G + C y por tanto pertenecen a la rama

Actinomyces (Stiles y Holzapfel, 1997).
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La clasificacion de las bacterias lacticas siempre ha sido materia de controversia,
pero, histéricamente, el género Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus Yy
Streptococcus del Grupo D forman el ndcleo principal de su clasificacion. Las
revisiones taxondmicas de este género sugieren que el grupo de bacterias lacticas
comprende los siguientes grupos: Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium,
Dolosigranulum,  Enterococcus, Globicatella, Lactobacillus, Lactococcus,
Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus del Grupo
D, Tetragenococcus, Vagococcus, y Weisella. ElI género Bifidobacterium
generalmente estd considerado dentro del mismo contexto como una bacteria
lactica genuina, pero filogenéticamente no tiene relacion alguna ya que tiene una
Unica via de fermentacion de azucar. La Figura 4 presenta un arbol con los
principales grupos filogenéticos dentro del conjunto de las bacterias lacticas y

géneros relacionados (Hall, et al., 2001).

Los diversos géneros de bacterias lacticas se han definido sobre la base de su
morfologia celular, ADN y tipo de fermentacion. Los miembros de los géneros
Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc y Pediococcus, tienen
una composicién de bases de ADN muy parecida, existiendo muy poca variacion
de especie a especie. El género Lactobacillus, por otra parte, posee miembros con
composicién de bases de ADN muy diversa y por ello no constituyen un grupo
homogéneo. La Tabla 2 presenta algunas de las caracteristicas de los géneros

principales dentro del grupo en cuestion.
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Oenococcus

Srreprococeus

Lacfococcus
Leuconostoc
Enterococcus,
Melissococcus, Weissella
Tetragenococcus
Vagococcus
Carnobacterium
Lactosphaera Lactobacillus
Aerococcus
Alloiococcus
Dolosigranulum
Propionibacterium

Bifidobacterium

Figura 4. Principales grupos filogenéticos de bacterias lacticas y bacterias
Gram-positivas relacionadas con bajo (parte superior) y alto (parte inferior)
% G+C en el ADN (Stiles y Holzapfel, 1997).
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Tabla 2. Diferenciacién de los principales géneros de las bacterias lacticas
(Madigan, et al., 2004).

Género Morfologia celular y Fermentacion ADN (GC mol
agrupacion %)

Streptococcus Cocos en cadenas Homofermentativo 34-46

Leuconostoc Cocos en cadenas Heterofermentativo 38-41

Pediococcus Cocos en tétradas Homofermentativo 34-42

Lactobacillus Bacilos en cadenas Heterofermentativo 32-53

Homofermentativo 34-53

Enterococcus Cocos en cadenas Homofermentativo 38-40

Lactococcus Cocos en cadenas Homofermentativo 38-41
4.44.1 Streptococcus y otros cocos

contiene

El género Streptococcus una amplia variedad de especies
homofermentativas con hdbitats muy diversos y con actividades de mucha
importancia para el ser humano. Algunas especies son patégenas primarias de
mamiferos. Como productores de acido lactico juegan un papel muy importante en
la produccion de leches fermentadas, ensilados y una pléyade de productos de
fermentacién; ademas, ciertas especies estan implicadas en el desarrollo de caries
dental (Madigan, et al., 2004). Los estreptococos tienen requerimientos
nutrimentales complejos y se desarrollan bien en ambientes con una buena fuente
de carbohidratos y proteinas, incluyendo tejidos, tracto intestinal de animales,
leche, productos lacteos, material vegetal y otros alimentos (Stiles y Holzapfel,

1997; Holt, et al., 2000).

Para distinguir especies patogénicas y no patogénicas del ser humano, se ha

estructurado el género en tres, a saber: Streptococcus, Lactococcus
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(estreptococos de importancia en industria lechera) y Enterococcus (estreptococos

de origen fecal).

Las especies que se agrupan en el género Streptococcus se dividen en dos

grupos sobre la base de las caracteristicas que se enumeran en la Tabla 3:

Tabla 3. Caracteristicas diferenciales de estreptococos, lactococos y
enterococos (Madigan, et al., 2004).

Buen Crecimiento en:
crecimiento
Grupo Grupo de Especie Tipo de 10°C | 45°C | Sobrevive Leche Medio Habitat
Lancefield | representativa | hemolisis a 60°C con con
durante 0,1% de 40%
30 min azul de de
metileno bilis
Streptococcus
pyogenes AB,C.F,G Streptococcus B - - - - - Tracto
Subgrupo S. pyogenes respiratorio
viridans - Streptococcus a - + - - - Boca,
Subgrupo S. mutans intestino
Enterococcus D Enterococcus B,ao + + + + + Intestino,
faecalis nada vagina,
plantas
Lactococcus N Lactococcus Nada + - + + + Plantas, leche

lactis

La hemolisis en placas de agar sangre es de considerable importancia. Las
colonias que producen estreptolisinas S y O originan 3 hemdlisis (completa). Por
otra parte, muchos estreptococos, lactococos y enterococos producen a hemolisis
que es la formacién de una zona verde alrededor de las colonias debida a la
pérdida masiva de potasio por parte de los eritrocitos del agar sangre. Los
lactococos, industriales por excelencia, son del grupo N y no son patégenos (Holt,

et al., 2000; Madigan, et al., 2004).

El arbol evolutivo de la rama Clostridium de las bacterias Gram-positivas, basado

en similitud de secuencias del ARNr 16S, indicé que es apropiado separar a los
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estreptococos en tres grupos genéticamente distintos: S. sensu stricto,
Enterococcus y Lactococcus. Las especies que permanecen en el género
Streptococcus incluyen a los estreptococos patogénicos y orales (grupo Viridans

de Sherman).

S. thermophilus es una excepcidbn en este género porque e€s un organismo
iniciador importante. Su taxonomia ha sido controversial. Estudios de hibridacion
de ADN mostraron que estaba agrupado con los estreptococos orales pero se
justificaba asignar una especie separada. Este es el Unico organismo aun

clasificado como Streptococcus que se usa como cultivo iniciador en alimentos.

44.4.2 Lactococcus

Las subespecies de Lactococcus lactis son las mas importantes de las bacterias
lacticas comercialmente empleadas, ademas de ser un cultivo iniciador industrial
tradicional, han sido extensamente estudiadas por sus caracteristicas bioquimicas
y fisiolégicas asi como su efecto en los alimentos. Lc. lactis es comunmente
aislada a partir de material vegetal, pero el habitat mas reconocido para los
lactococos son los productos lacteos. Son no mdéviles, homofermentativos y
producen acido L (+)-lactico a partir de la glucosa sin gas. Por medio de la
adquisiciéon del ADN plasmidico codificante para el sistema fosfoenolpiruvato-
fosfotransferasa (PEP-PTS) algunas cepas se adaptan bien a crecer en la leche
debido a la eficiente absorcién y fermentacion de la lactosa. Las cepas de Lc.

lactis producen un rango de bacteriocinas de las cuales la mas importante es el
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lantibidtico, nisina, que es de relativo amplio espectro y activo contra bacterias

Gram-positivas (Holt, et al., 2000; Stiles y Holzapfel, 1997).

4.4.4.3 Enterococcus

Los enterococos producen acido L (+)-lactico homofermentativamente a partir de
glucosa y también derivan energia por degradacion de aminoacidos. Tienen el
sistema PEP-PTS para la absorcion de la lactosa y otros carbohidratos, incluyendo
el gluconato. Se emplean como cultivos iniciadores en algunos alimentos y estan
disponibles comercialmente como probioéticos para la prevencion y tratamiento de
desordenes intestinales. La aplicacién de técnicas genéticas para diferenciar los
enterococos ha resuelto la incertidumbre en la clasificacién de este género (Holt,

et al., 2000; Stiles y Holzapfel, 1997).

4.4.4.4 Los géneros Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus

Estudios quimiotaxonémicos y filogenéticos han demostrado que entre los géneros
Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus hay una superposicion significativa que
no sigue previas lineas divisorias morfologicas o fisiolégicas. Los principales
agrupamientos basados en estudios de ARNr 16S se enlistan a continuacion: (i)
El grupo de Lb. delbrueckii incluyendo principal, pero no exclusivamente, los
lactobacilos homofermentativos; (ii) El grupo de Lb. casei-Pediococcus, constituido
de homofermentadores estrictos asi como heterofermentadores facultativos vy
estrictos; (iii) El grupo de Leuconostoc que incluye algunos lactobacilos

heterofermentativos estrictos y ha sido subdividido en tres géneros: Leuconostoc,
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Oenococcus y Weisella. Esta subdivision filogenética se muestra en la Figura 4

(Stiles y Holzapfel, 1997).

4.4.4.4.1 Lactobacillus

Estas bacterias son de morfologia bacilar variando en su longitud y grosor. La
mayoria de las especies son homofermentadoras. Se emplean como cultivos
iniciadores para diversas variedades de queso, vegetales fermentados, carnes
fermentadas, produccion de vino y cerveza, pan de levadura natural y ensilados.
Son comunes en todo tipo de derivados lacteos. Los lactobacilos son
generalmente mas resistentes a las condiciones acidas que otras bacterias
lacticas, siendo capaces de crecer hasta valores de pH de 4. Esta resistencia al
pH les permite seguir creciendo durante las fermentaciones lacticas naturales, ain
cuando el pH haya caido tanto, que otras bacterias lacticas ya no pueden crecer.
Por ello, son las responsables siempre de terminar la inmensa mayoria de las
fermentaciones lacticas. No son patdégenos y tienen requerimientos nutricionales
complejos. Crecen en habitats diversos como se muestra en la Tabla 4 (Madigan,

et al., 2004, Stiles y Holzapfel, 1997; Singh, et al., 2009; Holt, et al., 2000).
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Tabla 4. Habitats del género Lactobacillus (Stiles y Holzapfel, 1997).

Humanos
Cavidad oral
Tracto intestinal
Vagina
Otros habitats
Plantas

Suelo, agua, aguas residuales y abono
Alimentos fermentados (leche, carne y vegetales)
Productos cereales

Ensilados

Descomposicion de alimentos

Cerveza

Fruta y cereales molidos
Pescado marinado
Procesamiento del azlcar
Leche

Carne y derivados
Bebidas fermentadas

El género Lactobacillus es heterogéneo con un contenido de 33-55% G+C en el
ADN pues generalmente se sugiere que en un género bien definido no debe existir

un rango mayor al 10% en el contenido de G+C.

El status taxonémico actual de los lactobacilos basado en la subdivision fenotipica

clasica se muestra en la Tabla 5.
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Tabla 5. Principales divisiones dentro del género Lactobacillus basadas en
caracteristicas fenotipicas (Stiles y Holzapfel, 1997).

Negritas indican lactobacilos de importancia en alimentos y como probiéticos.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Homofermentadores Homofermentadores Heterofermentadores

estrictos facultativos estrictos
Lb. acidophilus Lb. acetotolerans Lb. brevis
Lb. amylophilus Lb. agilis Lb. buchneri
Lb. amylovorus Lb. alimentarius Lb. collinoides
Lb. aviarus Lb. bifermentans Lb. fermentum

ssp. araffinosus | Lb. casei Lb. fructivorans

ssp. aviarius | Lb. coryniformis Lb. fructosus

Lb. crispatus ssp. coryniformis | Lb. hilgardii
Lb. delbrueckii ssp. torquens | Lb. kefir

ssp. bulgaricus | Lb. curvatus Lb. malefermentans

ssp. delbrueckii | Lb. graminis Lb. oris

ssp. lactis | Lb. hamster Lb. panis
Lb. farciminis Lb. homohiochii Lb. parabuchneri
Lb. gallinarum Lb. intestinalis Lb. parakefir
Lb. gasseri Lb. murinus Lb. pontis
Lb. helveticus Lb. paracasei Lb. reuteri
Lb. jensenii ssp. paracasei | Lb. sanfrancisco
Lb. johnsonii ssp. tolerans | Lb. suebicus
Lb. kefiranofaciens Lb. paraplantarum Lb. vaccinostercus
Lb. kefirgranum Lb. pentosus Lb. vaginalis
Lb. mali Lb. plantarum
Lb. ruminis Lb. rhamnosus
Lb. salivarius Lb. sake
ssp. salicinus
ssp. salivarius

Lb. sharpeae
Lb. delbrueckii forma un importante complejo de bacterias que previamente tenian

estatus de especies como Lb. delbrueckii, Lb. bulgaricus, Lb. lactis y Lb.

leichmanii. Tienen 80% de homologia de ADN y por tanto han sido reclasificadas

como Lb. delbrueckii sspp. delbrueckii, bulgaricus y lactis. Todos estos organismos

estdn asociados con vegetales y lacteos que son fermentados a altas

temperaturas tal como 40-50°C.
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Lb. casei esta asociado a muchos habitats, incluyendo productos lacteos,
ensilados, boca e intestino humanos y aguas residuales. Esta especificamente
asociado al pan de levadura natural y a algunas fermentaciones en salmuera de

quesos.

Lb. plantarum es usada como un cultivo iniciador en algunas salchichas
fermentadas y productos cereales; es parte de las bacterias lacticas adventicias
que crecen en productos vegetales y carnicos fermentados y es un
microorganismo de descomposicién en jugos de citricos, vino y algunos quesos.
Ha sido una especie en la que se han clasificado todos los lactobacilos atipicos.
Las cepas clasificadas como Lb. plantarum incluyen dos grupos de homologia de
ADN. Se ha reportado alta similitud de secuencias del ARNr 16S entre Lb.
plantarum y Lb. pentosus confirmando que estan cercanamente relacionadas

(Stiles y Holzapfel, 1997; Essid, et al., 2009; Singh, et al., 2009).

4.4.4.4.2 Leuconostoc

Incluidos en el género Leuconostoc estan los cocos heterofermentadores.

Este grupo tiene considerables especies especificas de importancia comercial,
incluyendo descomposicién en el procesamiento del azUcar por produccion de
dextranas, la fermentacion malolactica (por Oenococcus) en produccién de vino,
produccion de componentes de radicales saborizantes como diacetilo o0 acetoina,
productos de la ruptura metabdlica del citrato sabor a partir del citrato en

fermentaciones lacteas y produccion de polisacéridos de dextrano (a-1,6-glucano)
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gue tienen amplias aplicaciones en investigacion, industria y medicina. Otras

especies producen polimeros de fructosa conocidos como levanos.

Se encuentran presentes en concentraciones relativamente bajas en tejidos de
plantas vivas y sin dafios, pero a medida que la planta madura y durante la
cosecha y el ensilado su numero aumenta. En alimentos fermentados de origen
vegetal, Leuc. mesenteroides es generalmente el primer organismo que crece y le
siguen lactobacilos mas acido tolerantes (Madigan, et al., 2004; Stiles y Holzapfel,

1997).

El género Leuconostoc comprende tres distintas lineas evolutivas. La principal se
ha designado como Leuc. sensu stricto y esta basada en 97-99% de homologia en
la secuencia del ARNr. Dicha linea ha sido dividida en tres subgrupos: (i) Leuc.
mesenteroides y Leuc. pseudomesenteroides; (i) Leuc. lactis y Leuc. citreum; y

(iii) los aislados de carne Leuc. carnosum y Leuc. gelidum.

4.4.4.4.3 Pediococcus

Los pediococos son homofermentativos y todas las especies producen L (+)-
lactato a partir de la glucosa con L. dextrinicus, que produce &cido L (+)-lactico,
como Uunica excepcion. Este género ha demostrado ser filogenéticamente
heterogéneo. Los pediococos se encuentran frecuentemente en bajas
concentraciones, asociados a leuconostocs y lactobacilos en vegetales, diversos
alimentos y como agentes de descomposicion en bebidas alcohélicas como la
cerveza. Son cultivos iniciadores de importancia para algunos tipos regionales de

salchichas fermentadas. Algunas cepas iniciadoras tales como P. acidilactici y P.
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pentosaceus producen también bacteriocinas. Requieren un carbohidrato
fermentable para crecer y no se desarrollan bien en la leche puesto que la lactosa

requiere una escision previa.

La fermentacién de la glucosa se lleva a cabo por la via de Embden-Meyerhof con
L (+)-lactato como principal producto final bajo condiciones optimas. El piruvato

puede diversificarse hacia otros productos finales.

Algunas especies exhiben extrema tolerancia a la temperatura, pH, vy
concentracion de NaCl (Stiles y Holzapfel, 1997; Waite, et al., 2009; Holt, et al.,

2000).
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5.

METODOLOGIA

Las cepas empleadas pertenecen a la coleccion del cepario de la Facultad de

Quimica, UNAM (WFCC/WDCM-100; World Federation for Culture

Collections/World Data Centre for Microorganisms) y se encuentran enlistadas a

continuacion:

1.

2.

8.

9.

Leuconostoc mesenteroides NRRL F-512
Leuconostoc citrovorum CFQ drivac
Pediococcus cerevisiae ATCC 8042
Streptococcus cremoris CFQ ST3
Streptococcus cremoris CFQ B035
Streptococcus lactis CFQ ST18 drivac
Streptococcus durans CFQ B046

Lactobacillus plantarum ATCC 8014 (CFQ L10)

Lactobacillus plantarum CFQ L9

10. Lactobacillus rhamnosus CFQ

11.Lactobacillus rhamnosus NRRL B-442

12.Lactobacillus pentosus NRRL B-227

13. Lactobacillus delbrueckii subespecie delbrueckii NRRL B-763

14.Lactobacillus casei CFQ L3

15.Bacteria lactica aislada de un producto lacteo fermentado (Lalacult)

16.Bacteria lactica aislada de un producto lacteo fermentado (Yakult)
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La metodologia seguida en el presente trabajo se esquematiza en la Figura 5.

Identificacion de BAL por criterios

fenotipicos y genotipicos

Cepa pura conservada a -70°C
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Identificacion in silico de las
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Figura 5. Metodologia general seguida en el presente trabajo.
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5.1 Reactivacion y purificaciéon en medio APT

Para todas las siembras se empled el medio APT (Difco) cuya composicion y
descripcion se encuentra en el Apéndice 9.1.

Todas las siembras se realizaron en condiciones de esterilidad dentro de una
campana de flujo unidireccional de la marca VECO.

Todas las cepas se incubaron a 37°C por 24 horas con excepcion de la cepa
Leuconostoc mesenteroides NRRL F-512, cuyas condiciones de incubacion fueron
28°C por 36 horas.

5.1.1 Reactivacion a partir de crioviales a -70°C

Las cepas se encontraban conservadas en crioviales con medio APT y glicerol al
50% (P/V) a -70°C. Se tomé una asada del crecimiento para transferirlo a tubos de
caldo APT y se incubd, dicho procedimiento se llevo a cabo en dos ocasiones
consecutivas con el fin de asegurar un maximo enriquecimiento del cultivo. Los
cultivos crecidos en el medio liquido fueron transferidos a cajas de agar APT
inoculando por agotamiento en cuadrantes con el fin de obtener colonias aisladas
de forma tal que se pudieran apreciar claramente las caracteristicas
morfocoloniales; este procedimiento se llevo a cabo en dos ocasiones
consecutivas con el fin de asegurar la pureza de las colonias aisladas.
Posteriormente las cepas fueron conservadas por subcultivo en medio APT
semisolido con CaCO3 hasta el momento en que se emplearon.

5.1.2 Reactivacion a partir de cepas liofilizadas

Para las cepas Streptococcus durans CFQ B046, Lactobacillus plantarum ATCC
8014 (CFQ L10), Lactobacillus rhamnosus NRRL B-442, Lactobacillus pentosus
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NRRL B-227 y Lactobacillus delbrueckii subespecie delbrueckii NRRL B-763 se
partio de ampolletas de liofilizados. Se abrieron las ampolletas en condiciones de
esterilidad y se hidrat6 el liofilizado con caldo APT. El contenido total se transfirié a
tubos con dicho medio y se incubd. Este procedimiento se realizé una vez mas
hasta que se obtuvo la turbidez adecuada. Dichos cultivos fueron transferidos a
caja prosiguiendo de la misma forma que se hizo con las cepas conservadas en
crioviales.

5.2 Caracterizacion fenotipica

5.2.1 Caracteristicas morfocoloniales

Se verificd que las caracteristicas morfocoloniales en el medio de cultivo en placa,
agar APT, fueran las esperadas, es decir, puntiformes, convexas, de 1 a 2 mm de
diametro, con bordes definidos, de apariencia cremosa, color de blanquecino a
crema Yy brillantes (Holt, et al., 2000).

5.2.2 Caracteristicas microscopicas

A partir de las colonias aisladas obtenidas de las cajas de agar APT se llevaron a
cabo tinciones de Gram con el fin de corroborar la pureza. Se verific6 que las
bacterias exhibieran caracteristicas microscopias propias de la cepa en cuestion,
tales como el agrupamiento (tétradas, diplococos) y la morfologia (cocos ovoides,

bacilos largos, bacilos cortos). La metodologia se describe en el Apéndice 9.2.

5.2.3 Prueba de la catalasa
Las bacterias lacticas carecen de la enzima catalasa, por lo que se verificé que las
colonias purificadas cumplieran con esta caracteristica, la metodologia se describe

en el Apéndice 9.3.
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5.2.4 Patrones de fermentacion de sustratos

Para complementar la identificacion bioquimica se obtuvo un perfil de
fermentacién de sustratos empleando el sistema APl 50 CH de BioMeérieux
(Ouadghiri, et al.,, 2005; Sanchez, et al., 2005; Marit, et al., 2004; Ruiz, et al.,
2008).

El APl 50 CH es un sistema estandarizado compuesto por cincuenta ensayos
bioquimicos destinados al estudio del metabolismo de los hidratos de carbono en

los microorganismos. Se utiliza en combinacion con el API 50 CHL Medium para la

identificacion de los Lactobacillus y microorganismos proximos.

La galeria APl 50 CH esta compuesta por cincuenta microtubos y permite el
estudio de la fermentacién de sustratos pertenecientes a la familia de los hidratos
La

de carbono y derivados (heterdsidos, polialcoholes, &acidos urdnicos).

composiciéon de la galeria se muestra en la Figura 6.

STRIP 0-9 STRIP 10-19 STRIP 20-29 STRIP 30-39 STRIP 40-49
tube / substrate tube / substrate tube / substrate tube / substrate tube / substrate
0 CONTROL 10 GALactose 20 a-Methyl-D-Mannoside | 30 MELibiose 40 D TURanose
1 GLYcerol 11 GLUcose 21 a-Methyl-D-Glucoside |31 Sucrose 41 D LYXose
2 ERYthritol 12 FRUctose 22 N-Acetyl-Glucosamine |32 TREhalose 42 D TAGatose
3 D ARAbinose 13 MaNnosE 23 AMYgdalin 33 INUlin 43 D FUCose
4 L ARAbinose 14 SorBosE 24 ARButin 34 MelLeZitose 44 L FUCose
5 RIBose 15 RHAmMnose 25 ESCulin 35 RAFfinose 45 D ARabitoL
6 D XYLose 16 DUL.citol 26 SALicin 36 Starch 46 L ARabitoL
7 L XYLose 17 INOsitol 27 CELlobiose 37 GLYcoGen 47 GlucoNaTe
8 ADOnitol 18 MANnRitol 28 MALtose 38 XyLiTol 48 2-Keto-Gluconate
9 § Methyl-D-Xyloside | 19 SORbitol 29 LACtose 39 GENtiobiose 49 5-Keto-Gluconate

Figura 6. Composicion de la tira API 50CH (www.biomerieux.com).

A partir de cultivos de 24 horas en cajas de agar APT se tomaron con asa
bacteriologica colonias aisladas y se suspendieron en el medio APl 50 CHL

Medium ajustando a una concentracién bacteriana de 6 x 10 UFC/mL equivalente
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a 2.0 en la escala de McFarland empleando para ello el equipo Densimat de

BioMeérieux.

El Densimat es un densitometro destinado a medir la densidad Optica de un
in6culo bacteriano realizado en una ampolla de medio liquido. El aparato registra
los valores en McFarland, proporcionales a los valores medios de concentraciones
bacterianas obtenidas con bacilos Gram-negativos identificados en bacteriologia

clinica (www.biomerieux.com).

Cada uno de los microtubos de la galeria fue inoculado con un volumen
aproximado de 115 pL de la suspensidon y un volumen similar de aceite mineral
estéril fue agregado a cada una de las cupulas con el fin de crear las condiciones

de anaerobiosis necesarias para el ensayo.

Durante el periodo de incubacion, la fermentacion se tradujo en un cambio de
color en el tubo, debido a una produccion de acido en anaerobiosis revelada por el
indicador de pH del medio API 50 CHL Medium. EIl primer tubo, sin principio activo,

sirvio como testigo negativo (Paludan-Mduller, et al., 1999; Johansson, et al., 1995).

Se interpretaron los resultados a las 24 y 48 horas, otorgando valores negativos (-)
a los microtubos en los que no se aprecié ningun cambio de color del indicador,
positivos (+) a los microtubos en los que se aprecio el vire a amarillo o negro en el
caso del ensayo de esculina (microtubo 25) y dudoso (?) a los microtubos en los
cuales el vire no era tan intenso y se apreciaba una tonalidad verdosa. La

variacion de los colores al existir una fermentacion se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Ensayos a) negativos y b) positivos en la galeria APl 50CH
(www.biomerieux.com).

El perfil bioquimico obtenido se analiz6 con el software APlweb de BioMérieux,
(V: 1.1.0; 2003), mismo que establece un taxén significativo, asi como el
porcentaje de identificacion obtenido para dicho taxén y otorga una calificacion
segun el tipo de identificacion logrado (excelente, muy bueno, bueno, bajo, etc.)

(Hall, et al., 2001).

5.3 Caracterizacion genotipica

5.3.1 Extraccién de ADN cromosomal

La extraccion del ADN cromosomal se llevéd a cabo empleando el UltraClean

Microbial DNA Isolation Kit de MoBio Laboratories.

En la Figura 8 se esquematiza la metodologia de extraccion de ADN cromosomal

gue se describe a continuacion.

5.3.1.1 Suspension celular

A partir de cultivos de 24 horas en cajas de agar APT se realizé una suspension
de las colonias aisladas y purificadas en caldo Infusion cerebro corazén ajustando

a una turbidez determinada con el fin de llevar a cabo la extraccion de ADN.
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5.3.1.2 Lisis

Se emplearon 1.8 mL de dicho cultivo y se centrifugaron con el fin de obtener un
paquete celular (pellet). Dicho pellet se resuspendié en 300 pL de una solucién
que contiene sales y un amortiguador que estabilizé y dispersé homogéneamente
las células microbianas antes de realizar la lisis (Bead Solution). La suspensién se
transfirid a un tubo de lisis (Micro Bead Tube) y se adicionaron 50 pL de una
solucién que posiblemente tiene un detergente aniénico como el SDS que rompe
acidos grasos vy lipidos asociados a la membrana celular (MD1). Se di6 vortex a
méaxima velocidad por 10 minutos generando condiciones adecuadas de lisis
celular para liberar acidos nucleicos. El tubo fue centrifugado por 1 minuto a

10,000 rpm con el fin de precipitar los restos celulares.

5.3.1.3 Purificacioén

El sobrenadante que contenia el ADN cromosomal se transfiri6 a un tubo de
microcentrifuga y se le adicionaron 100 pyL de una solucion (MD2) que precipito
material organico e inorganico diferente al ADN, incluyendo restos celulares y
proteinas. Se dio vortex por 5 segundos y se incubaron los tubos a 4°C por 5
minutos. Se centrifugaron los tubos por 1 minuto a 10,000 rpm. Evitando el pellet,
se transfirio el volumen completo del sobrenadante a otro tubo de microcentrifuga.
Se adicionaron 900 pL de una solucion salina altamente concentrada (MD3) que
genero las condiciones salinas necesarias para la posterior union del ADN al filtro
de membrana. Se di6 vértex por 5 segundos. Se cargaron 700 pL en un filtro de

membrana (Spin Filter) y se centrifugo descartando el liquido resultante, este paso
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se repiti6 2 o 3 veces hasta cargar la totalidad del volumen. EI ADN quedd
selectivamente unido a la membrana del filtro mientras que los contaminantes
pasaron a través de el. Se adicionaron 300 puL de la solucién de lavado (MD4), que
eliminé residuos de sal y otros contaminantes manteniendo el ADN unido al filtro
de membrana. Se centrifugé descartando el liquido resultante. Nuevamente se

centrifugd y se eliminaron las trazas de la solucién de lavado.

5.3.1.4 Elucion, separacion final y conservacion del ADN extraido

El filtro de membrana se transfiri6 a un nuevo tubo de microcentrifuga y se
adicionaron 50 pL de la solucion amortiguadora de elucion 10 mM Tris pH 8
(MD5). Se centrifug6 y se desecho el filtro de membrana, quedando en el tubo de
microcentrifuga el ADN cromosomal aislado, mismo que se conservo en

congelacion a 4°C.
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UltraClean®Microbial DNA Isolation Kit

Recoleccién de células

Lisis celular

Precipitacion de proteinas

“r«

o | ==

-Resuspender las bacterias
en solucién MicroBead

Centrifugar
-Transferir céulas al tubo MicroBead
-Afiadir solucion MD1

-Vortex

Centrifugar
-Afadir solucién MD2

-Vortex

-Incubar a 4°C

l Centrifugar

-Afadir solucién MD3

Unién de ADN i
-Vortex

Centrifugar

Lavar

- <~ <«

Centrifugar

e A Wy

Eluir
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-Lavar con solucién MD4

-Eluir con solucion MD5

Figura 8. Extraccion de ADN cromosomal empleando el UltraClean Microbial

Protocolo alterno para
el adaptador PowerVac
Mini Spin Filter

Vacio

Centrifugar

Eluir -Eluir con solucién MD5

DNA Isolation Kit de MoBio Laboratories (www.mobio.com).
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5.3.2 Amplificacion del gen ribosomal 16S por PCR

Para la amplificacion del gen ribosomal 16S se utiliz6 el par de cebadores
universales para eubacterias denominados como Eu530F (5'-TGA CTG ACT GAG
TGC CAG GAC CCG CGG-3") y Eu1449R (5-TGA CTG ACT GAG GCT ACC TTG
TTA CGA CTT-3’). Estos cebadores fueron utilizados por Borneman, et al., 1996,
para la amplificacibn de genes ribosomales a partir de muestras de ADN
metagendmico aislados de suelos. Se utilizaron estos cebadores debido a su
caracter inespecifico que permitié la amplificacion de segmentos de ADN de 1000
pares de bases que comprenden la posicion 530 hasta la 1449 de los ADNr 16S
de cada uno de los templados obtenidos (Borneman, et al., 1996; Escalante, et al.,
2008; Conca, 2008; Lozano, 2007). La Tabla 6 presenta algunas caracteristicas de

los cebadores empleados en este estudio.

Tabla 6. Caracteristicas de los cebadores empleados.

Oligo Eu530F | Oligo Eu1449R
Longitud: 27b | Longitud: 30b
Aoeo: 0.525 Aoeo: 0.333
%G+C: 66.67 | %G+C: 46.67
PM: 8768.40 PM: 9681.00

Se utiliz6 la enzima ADN Polimerasa Amplificasa de Biogenica. En la Tabla 7 se

indican las proporciones de la mezcla de reaccion empleada.

La reaccion se llevé a cabo en el termociclador MyCycler Personal Thermal Cycler
de Bio-Rad Laboratories con las condiciones de amplificacion que se especifican

en la Tabla 8.
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Tabla 7. Mezcla de reaccion.

Reactivo Volumen
Templado 1L
Amortiguador 10X S pL
Sulfato de Magnesio 50 mM | 2.5 UL
Mezcla de dNTPs 100 mM 1L
Primer forward 0.05 uM 1puL
Primer reverse 0.05 uM 1.7 uL
Enzima 0.25 pL
Agua 37.55 pL
Total 50 pL

Tabla 8. Programacion del termociclador.

1 ciclo de desnaturalizacion

95°C 5 minutos

30 ciclos de amplificacion

Desnaturalizacion 95°C 1 minuto

Alineamiento 49.9 °C 1 minuto

Amplificacién 72°C 1 minuto

1 ciclo de amplificacion final

72°C 5 minutos

Almacenamiento

4°C w0

El volumen completo del

5.3.3 Purificacién del producto de PCR

PCR Purification Kit de Invitrogen.

Los productos de PCR se almacenan en congelacion a 4°C.

La purificacion del producto de PCR se llevo a cabo empleando el kit Pure Link

En la Figura 9 se resume la metodologia de purificacién del producto de PCR

amplificado que se describe brevemente a continuacion.

producto de PCR se transfiri6 a un tubo de

microcentrifuga y se le adicionaron 200 pL de amortiguador de unién (Binding
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Buffer High-Cuttoff). Se agitdé en vortex para homogenizar. Se transfirio a un tubo
de microcentrifuga con un filtro de membrana (Spin Column) y se centrifugd por 1
minuto a 10,000 rpm desechando el liquido resultante. En este paso el
amortiguador de union ajusté las condiciones para la unién selectiva de ADN de
doble hebra a la membrana de silica en presencia de sales caotropicas. El
amortiguador de union eliminé dimeros de cebadores y productos fallidos de PCR

(<300 pb).

Posteriormente se adicionaron 650 pL de amortiguador de lavado (Wash Buffer) a
la columna y se centrifugé desechando el liquido resultante, esta operacion se
llevé a cabo por duplicado con el fin de eliminar cualquier residuo de amortiguador
de lavado. En este paso las impurezas como cebadores, dNTPs, enzimas y sales

de los productos de PCR fueron removidas lavando con amortiguador.

Finalmente el filtro de membrana se colocé en un tubo de microcentrifuga limpio y
se le adicionaron 50 pyL de amortiguador de eluciéon (Elution Buffer), el filtro se
incubo6 a temperatura ambiente por un minuto y se centrifugd a maxima velocidad,
guedando en el tubo el producto de PCR purificado. En este paso el amortiguador
de elucién (10 mM Tris-HCI, pH 8.5) tiene una baja concentracion de sales por lo
que permitié la elucién del ADN de doble hebra

(http:/ltools.invitrogen.com/manuals/purelink_PCR_man.pdf).
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Anadir a los productos de PCR
el amortiguador de unidén
apropiado con isopropanol

. 1
Transferir la muestra a un tubo de

microcentrifuga con filtro de
membrana

Adicionar el amortiguador de
lavado a la columna

Adicionar el amortiguador de
elucién y eluir el ADN en un tubo
limpio

Figura 9. Purificacion del producto de PCR empleando el kit Pure Link PCR
Purification Kit de Invitrogen (www.invitrogen.com).
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5.3.4 Electroforesis en gel de agarosa

Se corroboro la extraccion del ADN cromosomal, la amplificacion del gen del ARNr
16S y el producto purificado del mismo por medio de una electroforesis en gel de

agarosa.

Los &cidos nucleicos (que estan negativamente cargados) migran a través del gel
cuando se aplica la corriente eléctrica, a velocidades dependientes de la forma y
tamafio de la molécula. Las moléculas pequefias o compactas migran mas
rapidamente que las moléculas grandes. Después de un periodo definido de
tiempo de migracion el gel puede tefiirse con un compuesto que se una al ADN. Si
se usa bromuro de etidio como colorante, las bandas fluorescen bajo la luz

ultravioleta (Madigan, et al., 2004).

Los geles de electroforesis permiten visualizar al ADN cromosomal como una

banda de un peso molecular de alrededor de 12000 pares de bases.

Tipicamente se emplea electroforesis en gel para detectar un producto amplificado
debido a que los cebadores se unen a regiones especificas bordeando el ADN de
interés, el producto amplificado debe visualizarse como una banda de un peso

molecular de alrededor de 1500 pares de bases (Entis, et al., 2001).

Se emplearon geles de 25 mL de agarosa al 1% + 5 pyL de bromuro de etidio. Se
utilizé como amortiguador de corrida Tris-Boratos-EDTA (TBE). La concentraciéon
del amortiguador TBE fue: 89 mM Tris base, 89 mM acido bérico y 2 mM EDTA.

Se cargaron marcadores de peso molecular de 1Kpb (Invitrogen; Figura 10) para
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verificar que las bandas fueran del tamafio esperado y se aplicé un voltaje de

corrida de 100 V.

En la Figura 10 se muestran los perfiles de bandas del marcador de peso

molecular empleado.

XCFF -

Tartrazine —

Figura 10. Marcador de peso molecular de 1 Kpb de Invitrogen
(www.invitrogen.com).

5.3.5 Secuenciacion del gen ribosomal 16S

La secuenciacion se llevd a cabo en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de
ADN del Instituto de Biotecnologia, UNAM. Se empledé el método Tag FS Dye
Terminator Cycle Sequencing Fuorescence-Based Sequencing en un equipo

Perkin EImer/Applied Biosystems Modelo 3730.

La concentracion de ADN requerido fue de 10 ng de templado por cada 100 pares

de bases de producto de PCR. Se colocaron 100 ng/pL de templado y 10 pmol de
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cada uno de los cebadores (Forward y Reverse) aforando a 50 puL con agua. La

mezcla ADN/Oligo se entregd en un volumen final de 16pl.

5.3.6 Identificacién in silico de las secuencias obtenidas

Se llevo a cabo la visualizacion y edicion de las secuencias por medio del
programa editor de secuencias biolégicas BioEdit, Biological Sequence Alignment

Editor (www.mbio.ncsu.edu/BioEdit).

Las secuencias editadas fueron alimentadas en el programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) del NCBI, National Center for Biotechnology Information
(www.ncbi.nlm.nih.gov) mismo que permite encontrar regiones de similitud en las
secuencias biologicas comparando la consulta con aquellas que se encuentran
depositadas en dicha base de datos y calculando la significancia estadistica de los

iguales, permitiendo asi identificarlas.

Se eligieron entonces cinco secuencias de las que mostraban mayor similitud con
la consulta con el fin de construir un arbol filogenético para la cepa en cuestion.
Dichas secuencias en formato FASTA fueron cargadas en el programa ClustalX2
(www.clustal.org) que permitié realizar el alineamiento mdultiple de las mismas,

arrojando un archivo de alineacién en formato .phy.

El archivo de alineacién en formato .phy fue posteriormente analizado empleando
el paquete de programas de filogenética computacional PHYLIP-3.68
(evolution.genetics.washington.edu/phylip.html). El programa segboot se empleo

para generar 100 replicas del archivo, con el cual se gener6é una matriz de
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distancia mediante la aplicacién dnadist usando el algoritmo de Jukes-Cantor,
posteriormente el programa neighbor construy6 el arbol filogenético y se empleé la
aplicacion consense con el fin de generar un arbol consenso a partir de las 100

réplicas generadas.

Finalmente el arbol consenso obtenido fue visualizado y editado empleando el
programa MEGA, Molecular Evolutionary Genetics Analysis

(www.megasoftware.net/) (Conca, 2008; Lozano, 2007; Luangsakul, et al., 2009).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Reactivacion y purificacion en medio APT

Se obtuvo un crecimiento adecuado de las cepas de bacterias lacticas empleadas
en el estudio en el medio APT, tanto en caldo como en cajas de agar.

6.2 Caracterizacion fenotipica

6.2.1. Caracteristicas morfocoloniales

Como se indicé en la seccion 5.2.1, para considerar que las colonias obtenidas en
las cajas de agar APT fueran presuntivamente bacterias lacticas se verificé que se
trataran de las colonias tipicas, es decir, puntiformes, convexas, de 1 a 2 mm de
diametro, con bordes definidos, de apariencia cremosa, color de blanquecino a

crema y brillantes.

Figura 11. Cajas de agar APT con colonias de a) Streptococcus cremoris
CFQ ST3 y b) Bacteria lactica aislada de un producto lacteo fermentado
(Lalacult).
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La Figura 11 es un ejemplo del desarrollo morfocolonial para dos bacterias lacticas
empleadas en el estudio, donde se observo el crecimiento para Streptococcus
cremoris CFQ ST3 y la bacteria lactica aislada de un producto lacteo fermentado
(Lalacult). Para esta familia de microorganismos el desarrollo morfocolonial en el
medio sélido selectivo APT no es un buen criterio de identidad puesto que todas
las cepas presentan las mismas caracteristicas. Hasta el momento no existen
medios diferenciales para los distintos grupos de bacterias lacticas. Por ello dichas
caracteristicas solo fueron un indicativo de que la colonia se purificd
adecuadamente, tomando como criterio la uniformidad en forma y didmetro de la
misma.

6.2.2 Caracteristicas microscopicas

Todas las bacterias analizadas resultaron positivas a la tincion de Gram,
caracteristica primordial del grupo de las lacticas (Hall, et al., 2001). Para todos los
casos se obtuvieron caracteristicas microscopias propias de la cepa en cuestion,
tales como el agrupamiento (tétradas, diplococos) y la morfologia (cocos ovoides,
bacilos largos, bacilos cortos), los resultados se presentan en la Tabla 9 y se
incluye un comparativo con lo reportado en la bibliografia.

6.2.3 Prueba de la catalasa

Para todas las cepas analizadas, se obtuvo un resultado negativo a la prueba de

la catalasa, ver Tabla 9 (Holt, et al., 2000).
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Tabla 9. Caracteristicas microscopicas y prueba de la catalasa de las cepas.

Microorganismo Caracteristicas Caracteristicas Prueba de
microscopicas microscopicas la catalasa
encontradas reportadas®

Leuconostoc Diplococos Gram (+) Diplococos Gram (+) | Negativa

mesenteroides NRRL F-

512

Leuconostoc citrovorum Cocos en cadenas Cocos en cadenas Negativa

CFQ drivac Gram (+) Gram (+)

Pediococcus cerevisiae Cocos pequeiios en Cocos en tétradas Negativa

ATCC 8042 tétradas Gram (+) Gram (+)

Streptococcus cremoris Cocos ovoides en Cocos en cadenas Negativa

CFQ ST3 cadena Gram (+) Gram (+)

Streptococcus cremoris Cocos ovoides en Cocos en cadenas Negativa

CFQ B035 cadena Gram (+) Gram (+)

Streptococcus lactis CFQ | Diplococos de mayor | Diplococos Gram (+) Negativa

ST18 drivac tamafio Gram (+)

Streptococcus durans Cocos redondos en Cocos en cadenas Negativa

CFQ B046 cadenas Gram (+) Gram (+)

Lactobacillus plantarum Bacilos cortos en Bacilos en cadenas Negativa

ATCC 8014 (CFQ L10) cadena Gram (+) Gram (+)

Lactobacillus plantarum Bacilos largos y Bacilos en cadenas Negativa

CFQ L9 delgados Gram (+) Gram (+)

Lactobacillus rhamnosus Bacilos largos y Bacilos en cadenas Negativa

CFQ delgados en cadena Gram (+)

Gram (+)
Lactobacillus rhamnosus Bacilos largos y Bacilos en cadenas Negativa
NRRL B-442 delgados en cadena Gram (+)

Gram (+)
Lactobacillus pentosus Bacilos largos y Bacilos en cadenas Negativa
NRRL B-227 delgados en cadena Gram (+)

Gram (+)

Lactobacillus delbrueckii Bacilos largos y Bacilos en cadenas Negativa

subespecie delbrueckii delgados en cadena Gram (+)

NRRL B-763 Gram (+)

Lactobacillus casei CFQ Bacilos cortos Gram Bacilos en cadenas Negativa

L3 (+) Gram (+)

Bacteria lactica aislada de | Bacilos largos y Bacilos en cadenas Negativa

Lalacult delgados en cadena Gram (+)

Gram (+)
Bacteria lactica aislada de | Bacilos largos y Bacilos en cadenas Negativa

Yakult

delgados en cadena
Gram (+)

Gram (+)

a) (Holt, et al., 2000; Stiles y Holzapfel, 1997; Madigan, et al., 2004)
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6.2.4 Patrones de fermentacion de sustratos

En la Figura 12 se muestran los resultados de los patrones de fermentacion de las
cepas L. plantarum ATCC 8014 (CFQ L10), L. rhamnosus NRRL B-442, L.
delbrueckii subespecie delbrueckii NRRL B-763 y L. pentosus NRRL B-227 como
ejemplo de los cambios que se obtuvieron después de haber inoculado e incubado
los microorganismos empleados en el estudio. Como se indic6 en la seccion 5.2.4
la fermentacién de los diferentes carbohidratos resultdé en cambios en el indicador
contenido en la tira API 50CH, los cuales fueron amarillos cuando se obtuvo una
caracteristica positiva, verde cuando la caracteristica fue dudosa o morada cuando

la fermentacion fue negativa.

En el Apéndice 9.4 se anexan los perfiles de fermentacion de sustratos obtenidos
empleando el sistema API 50 CH para uno de los microorganismos empleados en

el estudio.

Al emplear el programa APlweb de BioMerieux (V: 1.1.0; 2003) se obtuvo la
identidad de cada una de las cepas empleadas durante el estudio. En la Tabla 10
se muestran los resultados obtenidos al accesar el numero de identificacién con

los patrones de fermentacion generados por cada una de las cepas.
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Figura 12. Tiras API después de 48 horas de incubaciéon a 37°C. a)
Lactobacillus plantarum ATCC 8014 (CFQ L10) b) Lactobacillus rhamnosus
NRRL B-442 c) Lactobacillus delbrueckii subespecie delbrueckii NRRL B-763
d) Lactobacillus pentosus NRRL B-227.
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Tabla 10. Resultado de identificaciéon empleando el sistema API 50 CH de

BioMérieux.
Microorganismo Taxon significativo %ID | Calidad de
identificacién
Leuconostoc L. mesenteroides ssp. 99.9 | Excelente
mesenteroides NRRL mesenteroides/dextranicum 1 identificacion
F-512
Leuconostoc L. paracasei ssp. paracasei 1 | 99.9 | Muy buena
citrovorum CFQ drivac identificacion
Pediococcus cerevisiae | P. acidilactici 99.9 | Excelente
ATCC 8042 identificacion
Streptococcus cremoris | L. paracasei ssp. paracasei 3 | 99.8 | Muy buena
CFQ ST3 identificacion
Streptococcus cremoris | P. pentosaceus 1 92.4 | Buena
CFQ B035 identificacion
Streptococcus lactis L. lactis ssp. lactis 1 81.0 | Identificacion
CFQ ST18 drivac aceptable
Streptococcus durans | L. lactis ssp. lactis 1 73.7 | Baja
CFQ B046 discriminacion
Lactobacillus L. plantarum 99.9 | Excelente
plantarum ATCC 8014 identificacion
(CFQ L10)
Lactobacillus L. plantarum 99.9 | Excelente
plantarum CFQ L9 identificacion
Lactobacillus L. paracasei ssp. paracasei 2 | 89.9 | Muy buena
rhamnosus CFQ identificacion en
el genero
Lactobacillus L. rhamnosus 99.9 | Excelente
rhamnosus NRRL B- identificacion
442
Lactobacillus pentosus | L. rhamnosus (L. casei ssp. 99.9 | Buena
NRRL B-227 rhamnosus) identificacion
Lactobacillus L. delbrueckii ssp. delbrueckii | 96.8 | Excelente
delbrueckii subespecie identificacion
delbrueckii NRRL B-
763
Lactobacillus casei L. paracasei ssp. paracasei 1 | 99.7 | Muy buena
CFQ L3 identificacion
Bacteria lactica aislada | L. paracasei ssp. paracasei 1 | 99.6 | Muy buena
de Lalacult identificacion
Bacteria lactica aislada | L. paracasei ssp. paracasei 1 | 92.5 | Excelente
de Yakult identificacion en
el género
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6.3 Caracterizacion genotipica

6.3.1 Extracciéon de ADN cromosomal

Para cada ADN cromosomal de las cepas analizadas, los geles de electroforesis
muestran bandas de un peso molecular mayor a 12000 pares de bases, que es el
peso esperado. Asi mismo, dichas bandas son nitidas, lo cual es un indicio de que
el ADN no se encuentra degradado y corroboran la eficiencia de la extraccion
(Entis, et al., 2001). En las Figuras 13 y 14 se muestran imagenes de los geles de

electroforesis digitalizados.
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Figura 13. Gel de agarosa al 1% en el cual se muestra el ADN cromosomal
de: Carril 1: Leuconostoc mesenteroides NRRL F-512 Carril 2: Leuconostoc
citreum pq7-12 laxa Carril 3: Leuconostoc citreum pq3h37-1 mucoide Carril
4. Pediococcus cerevisiae ATCC 8042 Carril 5: Streptococcus durans CFQ
B046 Carril 6: Bacteria lactica aislada de Lalacult Carril 7: Lactobacillus
plantarum ATCC 8014 (CFQ L10) Carril 8: Lactobacillus plantarum CFQ L9
Carril 9: Streptococcus cremoris CFQ ST3 Carril 10: Bacteria lactica aislada
de Yakult Carril 11: Streptococcus cremoris NRRL B-634 Carril 12:
Leuconostoc citrovorum CFQ drivac Carril 13: Streptococcus cremoris CFQ
B035 Carril 14: Lactobacillus rhamnosus CFQ Carril 15: Streptococcus lactis
CFQ ST18 drivac Carril 16: Lactobacillus casei CFQ L3.

Cada pozo contiene: 5 yL de muestra + 3 uL de colorante. Condiciones de
corrida: 100 V por 30 minutos.
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Figura 14. Gel de agarosa al 1% en el cual se muestra el ADN cromosomal
de: M: Marcador de peso molecular Carril 1: Lactobacillus pentosus NRRL B-
227 Carril 2: Lactobacillus rhamnosus NRRL B-442 Carril 3: Lactobacillus
delbrueckii subespecie bulgaricus NRRL B-548 Carril 4: Lactobacillus
delbrueckii subespecie delbrueckii NRRL B-763.

Cada pozo contiene: 5 uL de muestra + 3 puL de colorante. Condiciones de
corrida: 100 V por 30 minutos.
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6.3.2 Amplificacion del gen ribosomal 16S por PCR

Se logré una adecuada amplificacién del gen del ARNr 16S, esto se verificd con la
observacion de bandas nitidas en los geles de electroforesis. Las digitalizaciones
de los geles de electroforesis muestran bandas nitidas que corresponden al peso
molecular esperado, de alrededor de 1500 pares de bases (Entis, et al., 2001). En
las Figuras 15, 16 y 17 se muestran imagenes de los geles de electroforesis

digitalizados.
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Figura 15. Gel de agarosa al 1% en el cual se muestra el producto de PCR de:
M: Marcador de peso molecular Carril 1. Leuconostoc mesenteroides NRRL
F-512 Carril 2: Leuconostoc citreum pq7-12 laxa Carril 3: Leuconostoc
citreum pg3h37-1 mucoide Carril 4: Pediococcus cerevisiae ATCC 8042 Carril
5: Streptococcus durans CFQ BO046 Carril 6: Bacteria lactica aislada de
Lalacult Carril 7: Lactobacillus plantarum ATCC 8014 (CFQ L10) Carril 8:
Lactobacillus plantarum CFQ L9 Carril 9: Streptococcus cremoris CFQ ST3
Carril 10: Bacteria lactica aislada de Yakult.

Cada pozo contiene: 5 L de muestra + 3 puL de colorante. Condiciones de
corrida: 100 V por 30 minutos.
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Figura 16. Gel de agarosa al 1% en el cual se muestra el producto de PCR de:
M: Marcador de peso molecular Carril 1: Streptococcus cremoris NRRL B-
634 Carril 2: Leuconostoc citrovorum CFQ drivac Carril 3: Streptococcus
cremoris CFQ BO035 Carril 4: Lactobacillus rhamnosus CFQ Carril 5:
Streptococcus lactis CFQ ST18 drivac Carril 6: Lactobacillus casei CFQ L3.
Cada pozo contiene: 5 uL de muestra + 3 uL de colorante. Condiciones de
corrida: 100 V por 30 minutos.
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Figura 17. Gel de agarosa al 1% en el cual se muestra el producto de PCR de:
M: Marcador de peso molecular Carril 1: Lactobacillus pentosus NRRL B-227
Carril 2: Lactobacillus rhamnosus NRRL B-442 Carril 3: Lactobacillus
delbrueckii subespecie bulgaricus NRRL B-548 Carril 4: Lactobacillus
delbrueckii subespecie delbrueckii NRRL B-763.

Cada pozo contiene: 5 pL de muestra + 3 pL de colorante. Condiciones de
corrida: 100 V por 30 minutos.
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6.3.3 Purificacion del producto de PCR

En las Figuras 18 y 19 se muestran imagenes de los geles de electroforesis
digitalizados. Se logr6é una adecuada purificacion de la amplificacion del gen del
ARNr 16S, esto se verifico con la observacion de bandas nitidas de alrededor de
1500 pares de bases en los geles. Dichos geles confirman que la purificacion del
producto de PCR fue bien lograda pues se eliminaron por completo todas las

bandas de menor peso molecular que no correspondian al gen ribosomal 16S.
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Figura 18. Gel de agarosa al 1% en el cual se muestra el producto de PCR purificado
de: M: Marcador de peso molecular Carril 1: Leuconostoc mesenteroides NRRL F-
512 Carril 2: Leuconostoc citreum pq7-12 laxa Carril 3: Leuconostoc citreum
pg3h37-1 mucoide Carril 4: Pediococcus cerevisiae ATCC 8042 Carril 5:
Streptococcus durans CFQ B046 Carril 6: Bacteria lactica aislada de Lalacult Carril
7. Lactobacillus plantarum ATCC 8014 (CFQ L10) Carril 8: Lactobacillus plantarum
CFQ L9 Carril 9: Streptococcus cremoris CFQ ST3 Carril 10: Bacteria lactica aislada
de Yakult.

Cada pozo contiene: 5 pL de muestra + 3 pL de colorante. Condiciones de corrida:
100 V por 30 minutos.
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Figura 19. Gel de agarosa al 1% en el cual se muestra el producto de PCR
purificado de: M: Marcador de peso molecular Carril 1: Streptococcus
cremoris NRRL B-634 Carril 2: Leuconostoc citrovorum CFQ drivac Carril 3:
Streptococcus cremoris CFQ B035 Carril 4: Lactobacillus rhamnosus CFQ
Carril 5: Streptococcus lactis CFQ ST18 drivac Carril 6: Lactobacillus
pentosus NRRL B-227 Carril 7: Lactobacillus rhamnosus NRRL B-442 Carril
8: Lactobacillus casei CFQ L3.

Cada pozo contiene: 5 pL de muestra + 3 pL de colorante. Condiciones de
corrida: 100 V por 30 minutos.
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6.3.4 Secuenciacion del gen ribosomal 16S

Como se indicé en la seccidon 5.3.5, cada una de las cepas fue secuenciada por el
método Taq FS Dye Terminator Cycle Sequencing Fuorescence-Based
Sequencing (Perkin Elmer/Applied Biosystems) en la Unidad de Sintesis y
secuenciacion de ADN del Instituto de Biotecnologia, UNAM. En la Figura 20 se
muestra un segmento del cromatograma de la secuencia del ADNr 16S para la
cepa Lactobacillus plantarum ATCC 8014 (CFQ L10) y en la Figura 21 la
secuencia parcial en formato FASTA para dicha cepa, ambos obtenidos por medio
del programa BioEdit. El resultado de la secuenciacion para el resto de las cepas

empleadas en el estudio se muestra en el Apéndice 9.5.

0 m ] ] an 40 a0 4 “ 4 Ll
TTCCGCCTOOOGARTACGGCCOCAAGGCTOAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGUCCOCACAAGUGETGCAGCATGT GOTTTAATTCGAAGUTACGC GAAGAL

e

Figura 20. Cromatograma de la secuencia del ADNr 16S de la cepa
Lactobacillus plantarum ATCC 8014 (CFQ L10) obtenido por el método Taq
FS Dye Terminator Cycle Sequencing Fuorescence-Based Sequencing
(Perkin Elmer/Applied Biosystems). Se muestra una secuencia parcial
empleando el programa BioEdit.
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CATCTCATAGATTTACCATCTGCTTTCGTCCGTTGTCGGATTTATTGGGC
GTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCT
CAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAC
AGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACAC
CAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAG
TATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGA
TGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGC
ATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCT
ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATT
AGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAT
TATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCT
GGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGA
GAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAA
CTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGC
GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAG
TTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTA

ATGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCTT

Figura 21. Secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa Lactobacillus
plantarum ATCC 8014 (CFQ L10) en formato FASTA empleando el programa
BioEdit.

91



6.4 ldentificacién fenotipica y genotipica

Para todos los microorganismos empleados en el estudio los resultados
comparativos entre la aproximacion fenotipica y por secuenciacion del gen que
codifica para el ARNr 16S se presentan en la Tabla 11. Se incluye el taxén y el

porcentaje con el cual se identific6 al mismo por ambas aproximaciones.
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Tabla 11. Comparacién de los resultados obtenidos por medio de la
identificacién fenotipica y genotipica.

Microorganismo

Identificacion fenotipica
Sistema API 50CH

Identificacion genotipica
Secuenciacion ADNr 16S

Taxoén significativo %ID Calidad de Descripcion % de
identificacién homologia
en
secuencia
Leuconostoc L. mesenteroides ssp. 99.9 | Excelente No se logré
mesenteroides NRRL | mesenteroides/dextranicum 1 identificacion resolver.
F-512
Leuconostoc L. paracasei ssp. paracasei 1 99.9 | Muy buena Enterococcus 97
citrovorum CFQ drivac identificacién faecalis cepa 3-12
Pediococcus P. acidilactici 99.9 | Excelente Pediococcus 100
cerevisiae ATCC 8042 identificacion acidilactici cepa
IMAU20075
Streptococcus L. paracasei ssp. paracasei 3 99.8 | Muy buena Lactococcus lactis 99
cremoris CFQ ST3 identificacion ssp. lactis cepa
IMAU50167
Streptococcus P. pentosaceus 1 92.4 | Buena Lactococcus lactis 98
cremoris CFQ B035 identificacion ssp. lactis cepa
IMAU50167
Streptococcus lactis L. lactis ssp. lactis 1 81.0 | Identificacion Lactococcus lactis 99
CFQ ST18 drivac aceptable ssp. lactis cepa
IMAU50146
Streptococcus durans | L. lactis ssp. lactis 1 73.7 | Baja Enterococcus 100
CFQ B046 discriminacién durans cepa
IMAU20072
Lactobacillus L. plantarum 99.9 | Excelente Lactobacillus 100

plantarum ATCC 8014
(CFQ L10)

identificacion

plantarum cepa 4

Lactobacillus L. plantarum 99.9 | Excelente Lactobacillus 100
plantarum CFQ L9 identificacion plantarum cepa 4
Lactobacillus L. paracasei ssp. paracasei 2 89.9 | Muy Buena Lactobacillus 99
rhamnosus CFQ identificacion en rhamnosus cepa

el genero KLDS 1.0644
Lactobacillus L. rhamnosus 99.9 | Excelente Lactobacillus 97
rhamnosus NRRL B- identificacion rhamnosus cepa
442 KLDS 1.0644
Lactobacillus L. rhamnosus (L. casei ssp. 99.9 | Buena Lactobacillus 100
pentosus NRRL B-227 | rhamnosus) identificacion rhamnosus cepa

KLDS 1.0644

Lactobacillus L. delbrueckii ssp. delbrueckii 96.8 | Excelente Lactobacillus 100

delbrueckii
subespecie
delbrueckii NRRL B-

identificacién

delbrueckii ssp.
delbrueckii cepa:
YIT 0080 (= ATCC

763 9649)

Lactobacillus casei L. paracasei ssp. paracasei 1 99.7 | Muy buena Lactobacillus 98

CFQ L3 identificacion paracasei cepa
KLDS1.0657

Bacteria lactica L. paracasei ssp. paracasei 1 99.6 | Muy buena Lactobacillus 99

aislada de Lalacult identificacion paracasei cepa
KLDS1.0657

Bacteria lactica L. paracasei ssp. paracasei 1 92.5 | Excelente Lactobacillus casei 100

aislada de Yakult

identificacion en
el género

cepa IMAU20006
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Algunas de las cepas con las que se trabajo se encontraban clasificadas bajo un
nombre que no era el que manejaban tanto la base de datos del sistema API
50CH como la base de datos del NCBI, esto es debido a que muchos de los
organismos pertenecientes al grupo de las bacterias lacticas han sufrido revisiones
en su nomenclatura o han sido reclasificadas dentro de un nuevo taxén.

Se tuvieron que llevar a cabo dichas correcciones en la clasificacion con el fin de

identificar a las cepas de manera consensual.

Leuconostoc mesenteroides esta reportado como un diplococo Gram-positivo, lo
cual es consistente con lo observado en la caracterizacion microscopica para la
cepa Leuconostoc mesenteroides NRRL F-512 (Tabla 9). Se describe como una
bacteria lactica heterofermentativa estricta que fermenta la L-arabinosa, fructosa,
esculina, salicina, maltosa, melibiosa, sacarosa, manosa, ribosa y trealosa
(Robinson, 1990; Holt, et al., 2000); el resultado obtenido del perfil de
fermentacién de sustratos contenido en el Apéndice 9.4 concuerda con dicha
descripciéon. Se obtuvo una excelente identificacion fenotipica con un 99.9% de
identidad para el taxon significativo L. mesenteroides Ssp.
mesenteroides/dextranicum 1 (Tabla 10), es decir, el sistema identificé a nivel de
subespecie a la cepa de interés aun cuando la clasificaciéon del cepario no la
especificaba. El resultado de la secuenciacién correspondiente a esta cepa no
pudo ser analizado debido a que el cromatograma no mostraba picos definidos y

por tanto las bases no estaban bien resueltas.
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La cepa Leuconostoc citrovorum CFQ drivac se describe como una bacteria lactica
heterofermentativa estricta que fermenta fructosa, galactosa, lactosa, maltosa,
sacarosa y en algunos casos manosa y salicina (Robinson, 1990; Holt, et al.,
2000); el resultado obtenido del perfil de fermentacion de sustratos contenido en el
Apéndice 9.4 concuerda con dicha descripcidn. Esta especie ha sido renombrada
como Leuconostoc lactis (Frank, 1992) y el cepario aun registraba la clasificacion
anterior. Leuconostoc lactis esta reportado como un coco en cadena Gram-
positivo, lo cual es consistente con lo observado en la caracterizacion
microscopica (Tabla 9). La cepa se identifico fenotipicamente con un 99.9% de
identidad, que corresponde a una muy buena calidad de identificacion para el
taxon L. paracasei ssp. paracasei 1 (Tabla 10). Esta incongruencia puede estar
relacionada con defectos en el sistema APl 50CH puesto que la morfologia del
microorganismo se corrobor6 y correspondia a cocos en cadena. Algunos autores
sefialan que la identificacién de bacterias lacticas no es satisfactoria cuando se
emplean sistemas miniaturizados (kits) (Garvie, 1984). Una desventaja importante
que tienen los métodos de identificacidbn que emplean este tipo de sistemas es que
la posible identificacion del aislado se hace con relacion a una base de datos
conformada por microorganismos de referencia limitada. Cuando se trata de un
microorganismo aislado de origen distinto al de la cepa de referencia, el programa
(en este caso Apiweb, BioMeérieux) asigna una identificacibn basada en dicho
acervo restringido, resultando de poca precision.

Al introducir la secuencia de la cepa Leuconostoc citrovorum CFQ drivac a la base
de datos del NCBI se encontr6 una homologia relativamente baja (97%) para el
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Enterococcus faecalis cepa 3-12 (Tabla 11) lo cual es inconsistente con la
caracterizacion fenotipica y tampoco concuerda con la clasificacion del cepario.
Este fue el Unico caso en el estudio en el que la caracterizacion genotipica fue
errada en género y especie.

La Figura 22 corresponde al &rbol filogenético que se construyd para esta cepa.
Con el programa para la construccion de dicho arbol filogénetico se obtuvo un
valor de bootstraping de 97 para la rama que corresponde a la especie
Enterococcus faecalis. Este valor se refiere al nUmero de ocasiones en que dentro
del arbol filogenético se mantiene dicha topologia de un total de 100. Esto indica
que el arbol presenté buena robustez y hay relacion filogenética entre ambas

cepas.

EU439432 L. fallax

1{3l¥

L. citrovorum

CFQ drivac
fieie:

Lﬂyi FJ749378 E. faecalis

FJ749561 L. lactis

FJ378894 E. faecium

EU7984735 Enterococcus sp.

Figura 22. Arbol filogenético de la secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa
Leuconostoc citrovorum CFQ drivac (negritas) y las secuencias parciales de
las cepas con mayor similitud depositadas en la base de datos de NCBI. El
numero de accesion precede al nombre de cada una de las secuencias de
referencia.
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Se infiere que esta cepa no pudo ser identificada adecuadamente debido a una
combinacion de factores que incluyeron defectos en el sistema API 50CH, alguna

alteracién fenotipica y un error en la clasificacién del cepario.
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Para la cepa Pediococcus cerevisiae ATCC 8042 se encontraron inconsistencias
taxondmicas entre la clasificacion del cepario y los resultados obtenidos por medio
de los dos métodos de identificacion. Esto se debe a que las revisiones
taxonomicas indican la reclasificacion de la cepa Pediococcus cerevisiae a
Pediococcus acidilactici (Garrity, et al., 2004) y el cepario aun registraba la
clasificacion anterior. La bibliografia reporta a Pediococcus acidilactici como cocos
en tétradas Gram-positivos, caracteristica que pudo ser corroborada mediante el
andlisis microscopico (Tabla 9). Se describe como una bacteria lactica
homofermentativa estricta que fermenta esculina, arabinosa, celobiosa, fructosa,
galactosa, manosa, ramnosa, ribosa, salicina, trealosa y xilosa y no fermenta la
lactosa (Robinson, 1990; Garvie, 1984; Holt, et al., 2000), el resultado obtenido del
perfil de fermentacion de sustratos contenido en el Apéndice 9.4 concuerda con
dicha descripcién. La cepa se identific6 fenotipicamente con un 99.9% de
identidad, que corresponde a una excelente identificacion (Tabla 10). Al realizar la
identificacion in silico de la secuencia obtenida del gen ARNr 16S se identificd con
un 100% de homologia como un Pediococcus acidilactici, lo que ratifica el
resultado obtenido mediante la caracterizacion fenotipica (Tabla 11). La Figura 23
corresponde al arbol filogenético que se construyé para esta cepa. Con el
programa para la construccién de dicho arbol filogénetico se obtuvo un valor de
bootstraping de 100 en la rama que corresponde a la especie Pediococcus
acidilactici lo que indica excelente robustez en la topologia de dicho arbol y una

estrecha relacion filogenética entre ambas cepas.
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,”17 FJ844959 F. pentosaceus

il ; AB272369 Pediococcus sp.

74 FJ844984 F. acidilactici

o |
] P. cerevisiae ATCC 8042

] l AM709786 F. argentinicus

AJB21555 P claussenii

Figura 23. Arbol filogenético de la secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa
Pediococcus cerevisiae ATCC 8042 (negritas) y las secuencias parciales de
las cepas con mayor similitud depositadas en la base de datos de NCBI. El
numero de accesion precede al nombre de cada una de las secuencias de
referencia.

Para esta cepa se obtuvieron altos porcentajes de identificacion y correlacién entre
ambos meétodos, asi como congruencia con la clasificacion del cepario. Se
recomienda actualizar la nomenclatura para este microorganismo asi como crear

un archivo que documente las diferentes revisiones taxonémicas que ha tenido.
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En cuanto a la cepa Streptococcus cremoris CFQ ST3 el cepario aun tenia
registrado el nombre obsoleto. Las revisiones taxonémicas reclasificaron en 1979
a dicha cepa en el nuevo género Lactococcus como la especie lactis ssp. cremoris
(Hutkins, 2006). La bibliografia reporta a Lactococcus lactis ssp. cremoris como
cocos en cadenas Gram-positivos, caracteristica que pudo ser corroborada
mediante el analisis microscopico (Tabla 9). Se describe como una bacteria lactica
homofermentativa estricta que fermenta lactosa, ribosa y en algunos casos
esculina, salicina y trealosa (Robinson, 1990; Holt, et al., 2000); el resultado
obtenido del perfil de fermentacion de sustratos contenido en el Apéndice 9.4
concuerda con dicha descripcion. Se obtuvo una muy buena identificacion con un
99.8% de identidad pero para otro taxon, L. paracasei ssp. paracasei 3 (Tabla 10).
La morfologia del microorganismo fue corroborada con el fin de descartar la
posibilidad de tener una clasificacion erronea y se observé que correspondia a
cocos ovoides en cadena, por lo que dicha inconsistencia se atribuye a un defecto
del sistema API 50CH. La literatura sugiere que para el género Lactococcus, un
nivel de propiedades fenotipicas generales no es particularmente Util. Este es un
género en el cual una bateria de pruebas selectas proporcionaria una
identificacion mas exacta (Garvie, 1984). Algunas pruebas complementarias que
podrian realizarse con el fin de corroborar la caracterizacién fenotipica y hacer
mas exhaustivo el estudio serian el crecimiento a 40°C, el crecimiento con 4% de
NaCl y la hidrdlisis de arginina (Garvie, 1984; Holt, et al., 2000). Ahora bien, la
identificacion genotipica para esta cepa mostré un 99% de homologia para el
taxon Lactococcus lactis ssp. lactis, observando que la subespecie no
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correspondio a la esperada, sin embargo este método, a diferencia del fenotipico,
si permitié identificar la cepa a nivel de género y especie. Se confirma asi que las
discrepancias se deben a las fallas inherentes al sistema APl 50CH que fueron
previamente discutidas en la pagina 95 (Tabla 11). Algunos autores reportan que
muchas especies de bacterias lacticas poseen gran similitud de secuencias en el
gen ARNr 16S (Schillinger, et al., 2006; Randazzo, et al., 2009; Benito, et al.,
2008) y que la secuenciacion de dicho gen carece del poder de resolucién para
diferenciar organismos al nivel de especie y subespecie (Madigan, et al., 2004),
sin embargo Axelsson, 1998 reportdé el uso del gen para diferenciar entre
subespecies lactis y cremoris de Lactococcus. Es importante enfatizar que en el
presente trabajo se emplearon cebadores universales y estos suelen mostrar
menor resolucion que los cebadores especificos. El uso de estos Ultimos permitiria
llevar a cabo una identificacion mas fina que logre discernir entre las subespecies.
La Figura 24 corresponde al &arbol filogenético que se construy6 para esta cepa.
Se obtuvo un valor de bootstraping de 53 en la rama que corresponde a la especie
Lactococcus lactis ssp. lactis indicio de poca robustez en la topologia de este arbol

filogenético.
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53[— FJ749378 E. faecalis
|— FJ749561 L. lactis

i

FJ378894 E. faecium

] —m{} {— S. cremoris CFQ ST3

53‘— EU794735 Enterococcus sp.

FJ861090 E. faecalis

Figura 24. Arbol filogenético de la secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa
Streptococcus cremoris CFQ ST3 (negritas) y las secuencias parciales de las
cepas con mayor similitud depositadas en la base de datos de NCBI. El
numero de accesion precede al nombre de cada una de las secuencias de
referencia.

Esta cepa pudo ser identificada correctamente a nivel de género y especie
Gnicamente por medio del método genotipico, encontrando una discrepancia a
nivel de subespecie con respecto a la clasificacién del cepario. Para las bacterias
de este género en particular se recomienda llevar a cabo analisis fenotipicos mas

exhaustivos. Asi mismo se sugiere actualizar la nomenclatura del microorganismo.
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Al igual que con el microorganismo anterior, el cepario registraba la clasificacion
obsoleta Streptococcus cremoris CFQ B035 en vez del nuevo taxon Lactococcus
lactis ssp. cremoris (Hutkins, 2006). Las caracteristicas microscopicas Yy
bioguimicas que la literatura reporta para la cepa en cuestibn se mecionaron
anteriormente para la cepa S. cremoris CFQ ST3 en la pagina 100 y se observa
gue concuerdan con los resultados obtenidos experimentalmente para esta cepa
(Tabla 9; Apéndice 9.4). Con respecto a la identificacion fenotipica, esta fue para
el taxdn P. pentosaceus 1 con un 92.4% de identidad que corresponde a una
buena identificacion (Tabla 10) en lo que seguramente constituye un caso de
identificacion erronea debida a los defectos propios del sistema API 50CH
anteriormente discutidos (pagina 95) y al resto de los resultados de fermentacién
de sustratos obtenidos en la galeria. Al igual que con la cepa anterior se
recomienda llevar a cabo algunas pruebas selectas complementarias con el fin de
corroborar la caracterizacion fenotipica (Garvie, 1984; Holt, et al., 2000). En la
identificacion de la secuencia del gen ARNr 16S se obtuvo un 98% de homologia
con un Lactococcus lactis ssp. lactis (Tabla 11) observando que la subespecie no
correspondio a la esperada, sin embargo este método, a diferencia del fenotipico,
si permitié identificar la cepa a nivel de género y especie. Se confirma asi que las
discrepancias se deben a las fallas del programa APl 50CH y nuevamente se
recomendaria el uso de cebadores especificos con el fin de alcanzar una mejor

resolucién entre las subespecies.
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La Figura 25 corresponde al arbol filogenético que se construyd para esta cepa.
Se obtuvo un valor de bootstraping de 46 para la rama que corresponde a la

especie Lactococcus lactis ssp. lactis indicando poca robustez en el arbol.

FJ463817 Enterococcus sp.

A o .FJ7T49378 E. faecalis
104 &

SI
|
4' [ __ FJ378894 E. faecium

FJ749561 L. /actis

o))
o

FJ861090 E. faecalis

S. cremoris CFQ B035

Figura 25. Arbol filogenético de la secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa
Streptococcus cremoris CFQ B035 (negritas) y las secuencias parciales de
las cepas con mayor similitud depositadas en la base de datos de NCBI. El
numero de accesion precede al nombre de cada una de las secuencias de
referencia.

Al igual que en el caso anterior, solo se logré identificar correctamente a esta cepa
empleando el enfoque genotipico y la subespecie encontrada no fue la esperada.
Para este género en particular se recomienda llevar a cabo pruebas fenotipicas
complementarias con el fin de llevar a cabo una mejor identificacion fenotipica y el

empleo de oligonucle6tidos especificos que permitan discernir entre subespecies.
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La cepa Streptococcus lactis CFQ ST18 drivac se encontraba clasificada bajo el
taxon arcaico siendo el nombre actualizado Lactococcus lactis ssp. lactis (Hutkins,
2006). La bibliografia reporta a dicha bacteria como diplococos Gram-positivos,
caracteristica que pudo ser corroborada mediante el analisis microscopico (Tabla
9). Se describe como una bacteria lactica homofermentativa estricta que fermenta
lactosa, maltosa, ribosa y en ocasiones esculina, arabinosa, salicina, sacarosa,
trealosa y xilosa (Robinson, 1990; Holt, et al., 2000); el resultado obtenido del
perfil de fermentacion de sustratos contenido en el Apéndice 9.4 concuerda con
dicha descripcion. La cepa fue identificada fenotipicamente correctamente incluso
a nivel de subespecie sin embargo el porcentaje de identidad fue relativamente
bajo (81%) y la calidad de la identificacion fue aceptable (Tabla 10). Algunas
pruebas complementarias que podrian realizarse con el fin de corroborar la
caracterizacion fenotipica serian el crecimiento a 40°C, el crecimiento con 4% de
NaCl y la hidrolisis de arginina (Garvie, 1984; Holt, et al., 2000). La comparacion
de datos obtenida con las secuencias depositadas en la base de datos de NCBI
mostré para este microorganismo un 99% de homologia como un Lactococcus
lactis ssp. lactis, lo que ratifica el resultado obtenido mediante la caracterizacion
fenotipica con un porcentaje mas confiable (Tabla 11).

La Figura 26 corresponde al arbol filogenético que se construyd para esta cepa.
Con el programa para la construccion de dicho arbol filogénetico se obtuvo un
valor de bootstraping de 47 en la rama que corresponde a la especie Lactococcus

lactis ssp. lactis que es un valor bajo, indicando poca robustez en el arbol.
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Figura 26. Arbol filogenético de la secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa
Streptococcus lactis CFQ ST18 drivac (negritas) y las secuencias parciales
de las cepas con mayor similitud depositadas en la base de datos de NCBI.
El nUmero de accesion precede al nombre de cada una de las secuencias de
referencia.

El resultado de la identificacion fenotipica para esta cepa fue el esperado sin
embargo el porcentaje de identidad no resultaba del todo satisfactorio. No
obstante, la caracterizacion genotipica permitié corroborar el resultado obtenido y
aunque el valor de bootstraping es menor al esperado, es la informacion arrojada

por los dos métodos lo que permite asegurar la identidad de la cepa.
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Para el caso de la cepa Streptococcus durans CFQ B046 dicho taxdon ha sido
reclasificado y la nueva clasificacion corresponde a Enterococcus durans (Garrity,
et al., 2004). La bibliografia lo reporta como cocos en cadenas Gram-positivos,
caracteristica que pudo ser corroborada mediante el analisis microscopico (Tabla
9). Se describe como una bacteria lactica homofermentativa estricta que fermenta
maltosa, lactosa, trealosa, salicina y esculina (Demeter, 1969; Holt, et al., 2000); el
resultado obtenido del perfil de fermentacion de sustratos contenido en el
Apéndice 9.4 concuerda con dicha descripcion. La cepa se identifico
fenotipicamente con un 52.5% de identidad para el taxén significativo Lactococcus
lactis ssp. lactis 1 por lo cual se decidi6 repetir la prueba partiendo de un cultivo
liofilizado. Sin embargo, se volvié a obtener el mismo taxén aunque con mayor
porcentaje de identificacion, 73.7% que corresponde a una baja discriminacion
(Tabla 10). Este pudo ser un indicio de que la cepa se encontraba mal clasificada
0 que el sistema APl 50CH no mostr6 la sensibilidad adecuada pues
probablemente el resto del perfil de sustratos fermentados correspondié mejor con
el taxdn arrojado por el programa. En contraparte los resultados obtenidos
mediante la secuenciacion del gen ARNr 16S homologaron a un 100% con un
Enterococcus durans (Tabla 11), lo que confirma que la caracterizacion fenotipica
no mostro la sensibilidad adecuada por las razones que han sido expuestas
previamente. Nuevamente se recomendaria llevar a cabo algunas pruebas
especificas que ayudarian a afinar la identificacion fenotipica tales como tipo de
hemolisis, crecimiento a pH 9.6, crecimiento en presencia de NaCl y de azul de
metileno.
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La Figura 27 corresponde al arbol filogenético que se construyd para esta cepa.
Con el programa para la construccion de dicho arbol filogénetico se obtuvo un
valor de bootstraping de 100 en la rama que corresponde a la especie
Enterococcus durans indicando excelente robustez y una clara relacion

filogenética entre ambas especies.

FJ749876 L. fermentum

7Y E— S. durans CFQ B046

| To L AB454505 E. munditii

3T
k EU887814 E. faecium

FJ749540 L. lactis
130

FJ844983 E. durans

Figura 27. Arbol filogenético de la secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa
Streptococcus durans CFQ B046 (negritas) y las secuencias parciales de las
cepas con mayor similitud depositadas en la base de datos de NCBI. El
numero de accesion precede al nombre de cada una de las secuencias de
referencia.

Este microorganismo fue identificado adecuadamente so6lo por medio del método

genotipico y es recomendable la realizacion de pruebas complementarias que

permitan la correcta identificacion fenotipica del mismo.
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La bibliografia reporta a Lactobacillus plantarum como bacilos largos en cadenas
cortas Gram-positivos, caracteristica que pudo ser corroborada mediante el
analisis microscopico para las 2 cepas de Lactobacillus plantarum, la ATCC 8014
(CFQ L10) y la CFQ L9 (Tabla 9). Se describe como una bacteria lactica
homofermentativa facultativa que fermenta esculina, amigdalina, celobiosa,
fructosa, galactosa, lactosa, maltosa, manitol, manosa, melibiosa, rafinosa, ribosa,
salicina, sorbitol, sacarosa y trealosa (Robinson, 1990). Los resultados obtenidos
del perfil de fermentacion de sustratos se encuentran en el Apéndice 9.4 y
concuerdan con esta descripcion. Ambas cepas se identificaron fenotipicamente
con un 99.9% de identidad, que corresponde a una excelente identificacién (Tabla
10). El analisis de la secuencia del ADNr 16S indic6 que para las dos cepas de
Lactobacillus plantarum, la cepa CFQ L9 y la ATCC 8014 (CFQ L10) se obtuvo un
100% de identidad que ademdas correspondi6 con el resultado de la
caracterizacion fenotipica (Tabla 11). Las Figuras 28 y 29 corresponden a los
arboles filogenéticos que se construyeron para estas cepas. Con el programa para
la construccion de dichos arboles se obtuvieron valores de bootstraping iguales de
64 para la rama que corresponde a la especie Lactobacillus plantarum indicando
una robustez relativamente baja en la topologia del arbol. Se observa similitud en

los arboles construidos para ambas cepas.
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Figura 28. Arbol filogenético de la secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa

Lactobacillus plantarum ATCC 8014 (CFQ L10) (negritas) y las secuencias
parciales de las cepas con mayor similitud depositadas en la base de datos
de NCBI. El numero de accesion precede al nombre de cada una de las

secuencias de referencia.
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Figura 29. Arbol filogenético de la secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa
Lactobacillus plantarum CFQ L9 (negritas) y las secuencias parciales de las
cepas con mayor similitud depositadas en la base de datos de NCBI. El
numero de accesion precede al nombre de cada una de las secuencias de

referencia.
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Estas dos cepas fueron identificadas correctamente por medio de ambos métodos
y con altos porcentajes de identidad encontrando correlacion entre ambas
aproximaciones asi como correspondencia con la clasificacion registrada en el

cepario.
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La bibliografia reporta a Lactobacillus rhamnosus como bacilos largos en cadenas
cortas Gram-positivos, caracteristica que pudo ser corroborada mediante el
analisis microscopico para la cepa de Lactobacillus rhamnosus CFQ (Tabla 9). Se
describe como una bacteria lactica homofermentativa facultativa que puede
fermentar amigdalina, celobiosa, esculina, gluconato, manitol, melezitosa, ribosa,
sorbitol y sacarosa (Hammes y Vogel, 1995; Holt, et al., 2000). Los resultados
obtenidos del perfil de fermentacion de sustratos se encuentran en el Apéndice 9.4
y se observa una inconsistencia para el caso del carbohidrato melezitosa. La cepa
se identific6 fenotipicamente con un 89.9% de identidad para el taxon
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 2, que corresponde a una muy buena
identificacion en el género (Tabla 10). Dicho resultado refleja que el sistema no
posee la sensibilidad necesaria para discernir entre ambas especies. Algunos
autores reportan que la diferenciaciéon entre especies del género Lactobacillus
requiere cierta experiencia pues muchas de las pruebas dan reacciones débiles y
dependen de la composicién del medio y de las condiciones exactas de cultivo
(Holt, et al., 2000; Kao, et al., 2007).

Al realizar la identificacion in silico de la secuencia obtenida del gen ARNr 16S se
identific6 con un 99% de homologia para el taxon esperado (Tabla 11)
confirmando que el sistema API s6lo permite identificar correctamente a la cepa a
nivel de género. La Figura 30 corresponde al arbol filogenético que se construy6
para esta cepa. Con el programa para la construccién de dicho arbol filogénetico

se obtuvo un valor de bootstraping de 100 en la rama que corresponde a la
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especie Lactobacillus rhamnosus lo cual indica una muy buena robustez del

mismo y elevada correspondencia filogenética entre ambas cepas.

L. rhamnosus CFQ

il

FJ409226 L. rhamnosus

i e FJ861115 L. rhamnosus

FJ844937 L. casei

i l FJ607301 L. paracasei

FJ462890 Lactobactlius sp.

Figura 30. Arbol filogenético de la secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa
Lactobacillus rhamnosus CFQ (negritas) y las secuencias parciales de las
cepas con mayor similitud depositadas en la base de datos de NCBI. El
numero de accesion precede al nombre de cada una de las secuencias de
referencia.

Esta cepa fue identificada fenotipicamente de forma correcta solo a nivel de
género empleando el sistema API 50 CH, sin embargo la aproximacién genotipica

si permitio la correcta identificacion a nivel de especie de la misma.
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El andlisis microscépico para la cepa de Lactobacillus rhamnosus NRRL B-442 dio
como resultado una morfologia bacilar, de células largas agrupadas en cadenas
cortas Gram-positivas, dicho resultado concuerda con lo que la bibliografia reporta
para dicha especie (Tabla 9). Los resultados obtenidos del perfil de fermentacion
de sustratos se encuentran en el Apéndice 9.4 y se observa discrepancia con
respecto a dos carbohidratos, el gluconato y la sacarosa, reportados en la
bibliografia como se mencioné con anterioridad para la cepa Lactobacillus
rhamnosus CFQ en la péagina 112. No obstante la cepa se identificd
fenotipicamente con un 99.9% de identidad, que corresponde a una excelente
identificacion (Tabla 10). La aproximacion genotipica presentd un 97% de
homologia con un Lactobacillus rhamnosus, lo que ratifica el resultado obtenido
mediante la caracterizacion fenotipica (Tabla 11). La Figura 31 corresponde al
arbol filogenético que se construyé para esta cepa. Con el programa para la
construccion de dicho arbol filogénetico se obtuvo un valor de bootstraping de 100
en la rama correspondiente a la especie Lactobacillus rhamnosus indicando

buena robustez y estrecha relacién filogenética entre ambas cepas.
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1 \— AB3B2762 L. paracasei

L. rhamnosus NRRL B-442

AF349937 Lactobaciftus sp.

_ | FJ861115 L. rhamnosus

FJ409226 L. rhamhnosus

Figura 31. Arbol filogenético de la secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa
Lactobacillus rhamnosus NRRL B442 (negritas) y las secuencias parciales
de las cepas con mayor similitud depositadas en la base de datos de NCBI.
El nUmero de accesion precede al nombre de cada una de las secuencias de
referencia.

Para este microorganismo se encontré correspondencia entre ambos métodos de

identificacion asi como congruencia con la clasificacion del cepario.
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La bibliografia reporta a Lactobacillus pentosus como bacilos largos en cadenas
cortas Gram-positivos, caracteristica que pudo ser corroborada mediante el
analisis microscopico para la cepa de Lactobacillus pentosus NRRL B-227 (Tabla
9). Se describe como una bacteria lactica homofermentativa facultativa y entre los
carbohidratos que fermenta estan la amigdalina, arabinosa, celobiosa, gluconato,
manitol, melibiosa, rafinosa, ribosa, sorbitol, sacarosa, xilosa y en ocasiones
melezitosa (Hammes y Vogel, 1995; Holt, et al., 2000). Los resultados obtenidos
del perfil de fermentacién de sustratos se encuentran en el Apéndice 9.4 y se
observa discrepancia para tres de los carbohidratos: melibiosa, rafinosa y xilosa.
La cepa se identificd fenotipicamente con un 99.9% de identidad, que corresponde
a una buena identificacion (Tabla 10) para el taxon L. rhamnosus (L. casei ssp.
rhamnosus) Esto puede estar relacionado con una discrepancia en las
clasificaciones, puesto que esta cepa era de reciente adquisicién y se partio de un
liofilizado del Agricultural Research Service Culture Collection, siendo minimas las
posibilidades de alteraciones en el fenotipo y/o error en la clasificaciéon. Al realizar
la identificacion in silico de la secuencia obtenida del gen ARNr 16S se identifico
con un 100% de homologia para el taxon L. rhamnosus lo cual corresponde con lo
obtenido por medio de la caracterizacion fenotipica y confirma que existe una
discrepancia en las tipificaciones con respecto a lo que reportaba el Agricultural
Research Service Culture Collection (Tabla 11). La Figura 32 corresponde al arbol
filogenético que se construyé0 para esta cepa. Con el programa para la

construccion de dicho arbol filogénetico se obtuvo un valor de bootstraping de 100
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para la rama correspondiente la especie L. rhamnosus indicando buena robustez

del arbol y estrecha relacion filogenética entre ambas cepas.

AB473624 L. paracollinoides

éﬂﬁ[i

i \— L. pentosus NRRL B-227

iy
o

FJ861115 L. rhamnosus

L

FJ462690 Lactobacillus sp.

FJ844937 L. casei

FJB07302 L. paracasei

Figura 32. Arbol filogenético de la secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa
Lactobacillus pentosus NRRL B227 (negritas) y las secuencias parciales de
las cepas con mayor similitud depositadas en la base de datos de NCBI. El
numero de accesion precede al nombre de cada una de las secuencias de
referencia.

Esta bacteria se identific6 con altos porcentajes de identidad encontrando

consistencia entre ambos métodos pero no con la clasificacion del cepario.
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Por medio de un analisis microscopico de la cepa de Lactobacillus delbrueckii
subespecie delbrueckii NRRL B-763 se pudo corroborar la morfologia del
microorganismo que la bibliografia reporta como bacilos largos en cadenas cortas
Gram-positivos (Tabla 9). Se describe como una bacteria lactica homofermentativa
facultativa que fermenta fructosa, manosa y sacarosa mientras que no puede
fermentar amigdalina, galactosa, lactosa, manitol, melibiosa, rafinosa y salicina
(Hammes y Vogel, 1995; Robinson, 1990; Holt, et al., 2000). Los resultados
obtenidos del perfil de fermentacion de sustratos se encuentran en el Apéndice 9.4
y concuerdan con lo reportado en la bibliografia. La cepa se identificd
fenotipicamente con un 96.8% de identidad, que corresponde a una excelente
identificacion (Tabla 10). Al realizar la identificacion in silico de la secuencia
obtenida del gen ARNr 16S se identificé con un 100% de homologia para el taxén
esperado, lo que ratifica el resultado obtenido mediante la caracterizacion
fenotipica (Tabla 11). La Figura 33 corresponde al arbol filogenético que se
construy6 para esta cepa. Con el programa para la construccion de dicho arbol
filogénetico se obtuvo un valor de bootstraping de 100 para la rama que
corresponde a la especie Lactobacillus delbrueckii subespecie delbrueckii que

indica muy buena robustez y estrecha relacion filogenética entre ambas cepas.

118



g FJ749732 L. delbrueckii ssp. bulgaricus

o \_ AY 421720 L. delbrueckiissp. indicus

AYT773950 L. delbrueckii ssp. lactis

AY 165006 Lactobaciifus sp.

L. delbrueckiissp. delbrueckii NRRLB-763

ABQO8207 L. delbrueckiissp. defbrueckii

Figura 33. Arbol filogenético de la secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa
Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii NRRL B763 (negritas) y las
secuencias parciales de las cepas con mayor similitud depositadas en la
base de datos de NCBI. El nUmero de accesion precede al nombre de cada
una de las secuencias de referencia.

Para esta cepa se obtuvieron muy altos porcentajes de identidad para ambos
métodos de identificacion y hubo correlacién entre los resultados obtenidos por

medio de ambas aproximaciones, asi como congruencia con el taxén esperado.
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La cepa de Lactobacillus casei CFQ L3 se encuentra descrita en la bibliografia
como una bacteria lactica homofermentativa facultativa que fermenta esculina,
amigdalina, celobiosa, fructosa, galactosa, maltosa, manitol, manosa, melezitosa,
ribosa, salicina, sorbitol, sacarosa y trealosa (Robinson, 1990; Holt, et al., 2000).
Los resultados obtenidos del perfil de fermentacién de sustratos se encuentran en
el Apéndice 9.4 y se observa que son congruentes con lo descrito. Son bacilos
cortos en cadena Gram-positivos, caracteristica que pudo ser corroborada
mediante el analisis microscépico (Tabla 9). La cepa se identificd fenotipicamente
con un 99.7% de identidad como L. paracasei ssp. paracasei 1, que corresponde a
una muy buena identificacion (Tabla 10). Al realizar la identificacion in silico de la
secuencia obtenida del gen ARNr 16S se identifico con un 98% de homologia para
el taxon L. paracasei (Tabla 11) dicho resultado es consistente con la
caracterizacion fenotipica. Se observa que aun haciendo uso de métodos
genotipicos es dificil llevara a cabo la diferenciacion entre especies del género
Lactobacillus; Kao, et al., 2007 reportd no poder discernir entre las cepas L. casei,
L. paracasei y L. rhamnosus aun haciendo uso de cebadores especie especificos.

La Figura 34 corresponde al arbol filogenético que se construy6 para esta cepa.
Con el programa para la construccion de dicho arbol filogénetico se obtuvo un
valor de bootstraping de 61 en la rama que corresponde a la especie Lactobacillus
paracasei que aunque es un valor mas bajo que el esperado, indica mayor

robustez para esta especie que para Lactobacillus casei (bootstraping de 59).
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FJ844937 L. casei
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|— FJB07301 L. paracasei

FJ462690 Lactobacillus sp.

i

FJ861115 L. rhamnosus

L. caseiCFQL3

Figura 34. Arbol filogenético de la secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa
Lactobacillus casei CFQ L3 (negritas) y las secuencias parciales de las
cepas con mayor similitud depositadas en la base de datos de NCBI. El
numero de accesion precede al nombre de cada una de las secuencias de
referencia.

Para esta cepa se encontraron altos porcentajes de identidad y correlacién entre
ambos métodos, no obstante la identificacién fue inconsistente con la clasificacion

del cepario.
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Las caracteristicas microscopicas que exhibié la bacteria lactica aislada de un
producto lacteo fermentado (Lalacult) fueron bacilos largos y delgados en cadenas
Gram-positivos (Tabla 9). Los resultados obtenidos del perfil de fermentacion de
sustratos se encuentran en el Apéndice 9.4 La cepa se identificd fenotipicamente
con un 99.6% de identidad como L. paracasei ssp. paracasei 1, que corresponde a
una muy buena calidad de identificacion (Tabla 10). La literatura reporta que diche
cepa fermenta amigdalina, celobiosa, esculina, gluconato, manitol, melezitosa,
ribosa, sacarosa y en ocasiones sorbitol (Hammes y Vogel, 1995). El perfil
obtenido muestra discrepancia solo para el caso de la amigdalina. Al realizar la
identificacion in silico de la secuencia obtenida del gen ARNr 16S se identificé con
un 99% de homologia como un L. paracasei, lo que ratifica el resultado obtenido
mediante la caracterizacion fenotipica (Tabla 11). Este microorganismo es muy
utilizado en este tipo de producto lacteo fermentado pues imparte efectos
benéficos a la salud humana incluyendo control de alteraciones gastrointestinales,
inmunomodulacion, disminucion en los niveles de colesterol asi como el efecto

probiético (Hall, et al., 2001; Khedid, et al., 2009; Ouwehand, 1998).

La Figura 35 corresponde al arbol filogenético que se construy6 para esta cepa.
Con el programa para la construccion de dicho arbol filogénetico se obtuvo un
valor de bootstraping de 64 para la rama que corresponde a la especie L.
paracasei ssp. paracasei. El valor de boostraping indica una menor robustez con

el género arrojado por el API 50CH pero mayor con L. rhamnosus.
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Figura 35. Arbol filogenético de la secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa
de bacteria lactica aislada de un producto lacteo fermentado (Lalacult)
(negritas) y las secuencias parciales de las cepas con mayor similitud
depositadas en la base de datos de NCBI. El numero de accesién precede al
nombre de cada una de las secuencias de referencia.

Se identific6 a esta cepa de manera consensual por medio de ambas

aproximaciones.
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La cepa de la bacteria lactica aislada de un producto lacteo fermentado (Yakult),
era declarada por el fabricante como Lactobacillus casei shirota. La bibliografia
reporta a Lactobacillus casei shirota como bacilos largos en cadenas cortas Gram-
positivos, caracteristica que pudo ser corroborada mediante el analisis
microscopico (Tabla 9). Se describe como una bacteria lactica homofermentativa
facultativa (Holt, et al., 2000) que fermenta los carbohidratos que se describieron
para la cepa L. casei CFQ-L3 (pagina 120). Los resultados obtenidos del perfil de
fermentacién de sustratos se encuentran en el Apéndice 9.4 y con excepcién de la
melezitosa corroboran con lo reportado. La cepa se identifico fenotipicamente con
un 92.5% de identidad para el taxén L. paracasei ssp. paracasei 1, que
corresponde a una excelente identificacion en el género (Tabla 10). Dicho
resultado refleja que el sistema carece de la sensibilidad para discernir entre
ambas especies. La secuencia de esta bacteria fue identificada con un 100% de
homologia para el taxén esperado, Lactobacillus casei (Tabla 11) confirmando asi
lo declarado por el fabricante y que el sistema APl no posee la sensibilidad
requerida para discernir correctamente entre las especies casei y paracasei. La
Figura 36 corresponde al arbol filogenético que se construy6 para esta cepa. Con
el programa para la construccion de dicho arbol filogénetico se obtuvo un valor de
bootstraping de 62 para la rama de la especie Lactobacillus casei, que indica una

robustez relativamente baja con el género esperado.
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Figura 36. Arbol filogenético de la secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa
de bacteria lactica aislada de un producto lacteo fermentado (Yakult)
(negritas) y las secuencias parciales de las cepas con mayor similitud
depositadas en la base de datos de NCBI. El numero de accesién precede al
nombre de cada una de las secuencias de referencia.

La cepa fue identificada a nivel de género y especie correspondiendo con lo
reportado por el fabricante por medio del método genotipico mientras que el

método fenotipico solo la identificd correctamente a nivel de género.

Con los resultados obtenidos para las dos ultimas cepas se deduce que es factible
aplicar la metodologia empleada en el presente trabajo para llevar a cabo la
identificacion de aislados de bacterias provenientes de productos lacteos
fermentados comerciales, en los cuales es de suma importancia contar con
técnicas analiticas rapidas y precisas que permitan tener un control de calidad y

monitoreo adecuado de las cepas probiodticas (Kao, et al., 2007).
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La Figura 37 corresponde al arbol filogenético general que incluye todas las
secuencias de las cepas analizadas en este estudio asi como algunas cepas de
referencia que fueron incluidas con el fin de observar las relaciones filogenéticas
entre estos microorganismos.

Lactobacillus y Pediococcus forman parte de un solo grupo que esta dividido en
dos subgrupos: 1) el grupo de Lb. delbrueckii que incluye a muchos de los
lactobacilos homofermentativos estrictos y algunos lactobacilos
heterofermentativos facultativos y 2) el grupo Lb. casei-Pediococcus que
comprende al resto de los homofermentativos estrictos, todos los
heterofermentativos y la mayoria de los heterofermentativos facultativos. En la
rama superior del arbol se observa el agrupamiento de los Pediococcus junto con
los Lactobacillus plantarum.

Los géneros Lactococcus Yy Streptococcus estan mas relacionados
filogenéticamente entre ellos que a cualquier otro género dentro del grupo de las
bacterias lacticas y esto se puede apreciar en la topologia del arbol pues ambos
géneros se encuentran agrupados dentro de la misma rama, en la cual también se
localizan los Enterococcus (Axelsson, 1998; Schleifer y Ludwig, 1995).

Asi mismo se aprecia como el Lactobacillus delbrueckii se encuentra posicionado
en una rama independiente.

Las ramas inferiores del arbol comprenden al resto de los microorganismos del
género Lactobacillus analizados en el estudio.

Se observa que en general el arbol presenta valores altos de bootstraping
indicando muy buena robustez y la asociacion de las ramas es congruente en
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género y especie. Asi mismo también se observa congruencia con respecto a los
arboles elaborados de manera individual para cada cepa.
Para todas las cepas empleadas en el estudio, el agrupamiento de los géneros en

las distintas ramas corrobora lo descrito en la bibliografia.
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Figura 37. Arbol filogenético general que incluye las secuencias parciales del

ADNr 16S de todas las cepas estudiada
parciales de las cepas con mayor simili

s (negritas) asi como las secuencias
tud depositadas en la base de datos

de NCBI. El numero de accesion precede al nombre de cada una de las

secuencias de referencia.
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7. CONCLUSIONES

En el caso de la identificacion por medio de criterios fenotipicos, se observo que
todas las cepas estudiadas exhibieron caracteristicas morfocoloniales,
microscoépicas y bioquimicas reportadas en la literatura. En contraposicion, la
identificacion arrojada por el programa APl 50CH al ingresar los patrones de
fermentacién de sustratos obtenidos mostré discrepancias para algunas de las

cepas a nivel de especie y/o género.

La caracterizacidbn genotipica demostré ser una herramienta de identificacion

mucho mas confiable y certera.

La técnica de PCR se ejecuta rutinariamente con el fin de discriminar a nivel de
género y especie. En algunos de los casos fue posible identificar incluso la
subespecie de la cepa analizada.

Si bien las técnicas de caracterizacion genética proveen el tipo de identificacién
mas confiable incluso a nivel de subespecie, las pruebas fenotipicas juegan un
papel funcional importante. Los resultados mas precisos en estudios taxonémicos
se obtienen al emplear atributos tanto fenotipicos como genotipicos para llevar a

cabo la identificacion.

Durante el presente trabajo se observé que fue el uso de la informacion que
ambos métodos proporcionaron lo que permitié asegurar la identidad de las cepas
analizadas.

Finalmente, en la Tabla 12 se presenta la reclasificacion recomendada de acuerdo

al estudio realizado en el presente trabajo.
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Tabla 12. Reclasificaciéon sugerida para las bacterias lacticas pertenecientes
a la coleccion del cepario de la Facultad de Quimica, UNAM.

Cepa Método de
Clasificacién anterior Reclasificacion sugerida identificacion

Leuconostoc mesenteroides Leuconostoc Fenotipico
NRRL F-512 mesenteroides
Leuconostoc citrovorum CFQ - Ninguno
drivac
Pediococcus cerevisiae ATCC Pediococcus acidilactici Ambos
8042
Streptococcus cremoris CFQ Lactococcus lactis ssp. Genotipico
ST3 lactis
Streptococcus cremoris CFQ Lactococcus lactis ssp. Genotipico
B035 lactis
Streptococcus lactis CFQ ST18 Lactococcus lactis ssp. Ambos
drivac lactis
Streptococcus durans CFQ Enterococcus durans Genotipico
B046
Lactobacillus plantarum ATCC Lactobacillus plantarum Ambos
8014 (CFQ L10)
Lactobacillus plantarum CFQ Lactobacillus plantarum Ambos
L9
Lactobacillus rhamnosus CFQ Lactobacillus rhamnosus Genotipico
Lactobacillus rhamnosus NRRL Lactobacillus rhamnosus Ambos
B-442
Lactobacillus pentosus NRRL Lactobacillus rhamnosus Ambos
B-227
Lactobacillus delbrueckii Lactobacillus delbrueckii Ambos
subespecie delbrueckii NRRL subespecie delbrueckii
B-763
Lactobacillus casei CFQ L3 Lactobacillus paracasei Ambos
Bacteria lactica aislada de Lactobacillus paracasei Ambos
Lalacult
Bacteria lactica aislada de Lactobacillus casei Genotipico

Yakult
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8. PERSPECTIVAS

Debido a las discrepancias que se encontraron en la caracterizacion fenotipica, se
sugiere llevar a cabo pruebas complementarias con base en la bibliografia para

afinar la identificacion.

Actualizar la clasificacion del cepario conforme a los resultados arrojados por este

trabajo.

Llevar a cabo una segunda fase de identificacion en la cual se empleen cebadores

especificos para este grupo de bacterias en particular.
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10.APENDICES

10.1 Composicion del medio APT (Difco)

Ingrediente g/l
Extracto de levadura 7.5
Digerido pancreético de caseina | 12.5
Dextrosa 10.0
Citrato de sodio 5.0
Hidrocloruro 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
Agar 15.0
pH 6.7 £0.2

Medio empleado para cultivar bacterias lacticas heterofermentativas y otros
organismos que requieran altas concentraciones de tiamina. La peptona es fuente
de carbono, nitrégeno, vitaminas y minerales. El extracto de levadura provee
vitaminas del complejo B que estimulan el crecimiento bacteriano. La dextrosa es
la fuente de carbohidratos. El cloruro de manganeso, sulfato de magnesio y sulfato
ferroso provee iones empleados por los lactobacilos en la replicacion. El

polisorbato 80 es fuente de acidos grasos (Hall, et al., 2001; Deibel, et al., 1957).
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10.2 Tincién de Gram

Los fundamentos de la técnica se basan en las diferencias en la estructura fisica y

quimica de la pared celular en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.

La pared celular de las bacterias Gram-positivas posee una gruesa capa de
peptidoglucano, ademas de dos clases de acidos teicoicos: Anclado en la cara
interna de la pared celular y unido a la membrana plasmatica, se encuentra el
acido lipoteicoico, y mas en la superficie, el &cido teicoico que esta anclado

solamente en el peptidoglucano (también conocido como mureina)

Por el contrario, la capa de peptidoglucano de las Gram-negativas es delgada, y
se encuentra unida a una segunda membrana plasmatica exterior (de composicion
distinta a la interna) por medio de lipoproteinas. Tiene una capa delgada de
peptidoglicano unida a una membrana exterior a través de lipoproteinas. La

membrana exterior estd hecha de proteina, fosfolipido y lipopolisacarido.

Por lo tanto, ambos tipos de bacterias se tifien diferencialmente debido a estas
diferencias constitutivas de su pared. La clave es el peptidoglicano, ya que es el
material que confiere su rigidez a la pared celular bacteriana, y las Gram-positivas

lo poseen en mucha mayor proporcion que las Gram-negativas.

La diferencia que se observa en la resistencia a la decoloracién, se debe a que la
membrana externa de las Gram-negativas es soluble en solventes organicos,

como por ejemplo la mezcla de alcohol/acetona. La capa de peptidoglucano que
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posee es demasiado delgada como para poder retener el complejo de cristal
violeta/yodo que se formd previamente, y por lo tanto este complejo se escapa,
perdiéndose la coloracion azul-violacea. Pero por el contrario, las Gram-positivas,
al poseer una pared celular mas resistente y con mayor proporcion de
peptidoglicanos, no son susceptibles a la accién del solvente organico, sino que
este actla deshidratando los poros cerrandolos, lo que impide que pueda
escaparse el complejo cristal violeta/yodo, y manteniendo la coloracién azul-

violacea. Se describe a continuacion la metodologia empleada.

e Preparar los frotis bacterianos.

e Teiiir con cristal violeta 1min.

e Lavar con abundante agua el exceso de colorante.

e Cubrir con Lugol 1min.

e Lavar con agua el exceso de lugol.

e Decolorar con alcohol-acetona o simplemente con alcohol hasta que la
preparacion deje de perder color (30 seq)

e Lavar con abundante agua para eliminar el resto de disolvente.

e Teiir con safranina 1min.

e Lavar con agua para eliminar el colorante de contraste.

e Secar la preparacion.

e Examinar al microscopio.
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10.3 Prueba de la catalasa (método del portaobjetos)

La catalasa es una enzima cuya funcién es proteger a las células del efecto toxico
del peroxido de hidrégeno producido en distintas reacciones redox,
descomponiéndolo en agua y oxigeno molecular. Se describe a continuacion la

metodologia empleada.

e Con el asa de siembra recoger el centro de una colonia pura de 18-24 horas y
colocar sobre un portaobjetos limpio de vidrio.

e Agregar con gotero o pipeta Pasteur una gota de H,O, al 30% sobre el
microorganismo sin mezclarlo con el cultivo.

e Observar la formacién inmediata de burbujas (resultado positivo) (Demeter,

1969).
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10.4 Perfiles de fermentacion de sustratos para las cepas empleadas

Perfil de fermentacion de sustratos para la cepa Leuconostoc mesenteroides
NRRL F-512 obtenido con la galeria API 50 CH.

24h | 48h
0 - - 0
GLY - - 1
ERY - - 2
DARA - - 3
LARA + + 4
RIB + + 5
DXYL + + 6
LXYL - - 7
ADO - - 8
MDX - - 9
GAL - - 10
GLU + + 11
FRU + + 12
MNE + + 13
SBE - - 14
RHA - - 15
DUL - - 16
INO - - 17
MAN + + 18
SOR - - 19
MDM - - 20
MDG + + 21
NAG + + 22
AMY - - 23
ARB + + 24
ESC + + 25
SAL + + 26
CEL - - 27
MAL + + 28
LAC + + 29
MEL + + 30
SAC + + 31
TRE + + 32
INU - - 33
MLZ - - 34
RAF + + 35
AMD - - 36
GLYG - - 37
XLT - - 38
GEN - 39
TUR + + 40
LYX - - 41
TAG - - 42
DFUC - - 43
LFUC - - 44
DARL - - 45
LARL - - 46
GNT + + 47
2KG + + 48
5KG + + 49
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Perfil de fermentacion de sustratos para la cepa Leuconostoc citrovorum
CFQ drivac obtenido con la galeria API 50 CH.

24h | 48h
0 - - 0
GLY + + 1
ERY - - 2
DARA - - 3
LARA - - 4
RIB + + 5
DXYL - - 6
LXYL - - 7
ADO - - 8
MDX - - 9
GAL + + 10
GLU + + 11
FRU + + 12
MNE + + 13
SBE - - 14
RHA - - 15
DUL - - 16
INO + + 17
MAN + + 18
SOR - - 19
MDM - - 20
MDG - - 21
NAG + + 22
AMY + + 23
ARB + + 24
ESC + + 25
SAL + + 26
CEL + + 27
MAL + + 28
LAC + + 29
MEL - - 30
SAC + + 31
TRE + + 32
INU - - 33
MLZ + + 34
RAF - - 35
AMD + + 36
GLYG - - 37
XLT - - 38
GEN + + 39
TUR - - 40
LYX - 41
TAG + + 42
DFUC - - 43
LFUC - - 44
DARL - - 45
LARL - - 46
GNT + + 47
2KG - - 48
5KG - - 49
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Perfil de fermentacion de sustratos para la cepa Pediococcus cerevisiae
ATCC 8042 obtenido con la galeria API 50 CH.

24h | 48h
0 - - 0
GLY - - 1
ERY - - 2
DARA - - 3
LARA + + 4
RIB + + 5
DXYL + + 6
LXYL - - 7
ADO - - 8
MDX - - 9
GAL + + 10
GLU + + 11
FRU + + 12
MNE + + 13
SBE - - 14
RHA + + 15
DUL - - 16
INO - - 17
MAN - - 18
SOR - - 19
MDM - - 20
MDG - - 21
NAG + + 22
AMY + + 23
ARB + + 24
ESC + + 25
SAL + + 26
CEL + + 27
MAL - - 28
LAC - - 29
MEL - - 30
SAC - - 31
TRE + + 32
INU - - 33
MLZ - - 34
RAF - - 35
AMD - - 36
GLYG - - 37
XLT - 38
GEN + + 39
TUR - - 40
LYX - - 41
TAG + + 42
DFUC - - 43
LFUC - - 44
DARL - - 45
LARL - - 46
GNT + - 47
2KG - - 48
5KG - - 49
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Perfil de fermentacion de sustratos para la cepa Streptococcus cremoris
CFQ ST3 obtenido con la galeria API 50 CH.

24h | 48h
0 - - 0
GLY + + 1
ERY - - 2
DARA - - 3
LARA - - 4
RIB + + 5
DXYL - - 6
LXYL - - 7
ADO - - 8
MDX - - 9
GAL + + 10
GLU + + 11
FRU + + 12
MNE + + 13
SBE - - 14
RHA - - 15
DUL - - 16
INO + + 17
MAN + + 18
SOR - - 19
MDM - - 20
MDG - - 21
NAG + + 22
AMY + + 23
ARB + + 24
ESC + + 25
SAL + + 26
CEL + + 27
MAL + + 28
LAC + + 29
MEL - - 30
SAC + + 31
TRE + + 32
INU - - 33
MLZ + + 34
RAF - - 35
AMD - - 36
GLYG - - 37
XLT - - 38
GEN + + 39
TUR - - 40
LYX - - 41
TAG + + 42
DFUC - - 43
LFUC - - 44
DARL - - 45
LARL - - 46
GNT + + 47
2KG - - 48
5KG - - 49
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Perfil de fermentacion de sustratos para la cepa Streptococcus cremoris
CFQ B035 obtenido con la galeria API 50 CH.

24h | 48h
0 - - 0
GLY + + 1
ERY - - 2
DARA - - 3
LARA - - 4
RIB + + 5
DXYL - - 6
LXYL - - 7
ADO - - 8
MDX - - 9
GAL + + 10
GLU + + 11
FRU + + 12
MNE + + 13
SBE - - 14
RHA - - 15
DUL - - 16
INO + + 17
MAN + + 18
SOR - - 19
MDM - - 20
MDG - - 21
NAG + + 22
AMY + + 23
ARB + + 24
ESC + + 25
SAL + + 26
CEL + + 27
MAL + + 28
LAC + + 29
MEL - - 30
SAC + + 31
TRE + + 32
INU - - 33
MLZ + + 34
RAF - - 35
AMD - - 36
GLYG - - 37
XLT - - 38
GEN + + 39
TUR - - 40
LYX - - 41
TAG + + 42
DFUC - - 43
LFUC - - 44
DARL - - 45
LARL - - 46
GNT + + 47
2KG - - 48
5KG - - 49
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Perfil de fermentacion de sustratos para la cepa Streptococcus lactis CFQ
ST18 drivac obtenido con la galeria API 50 CH.

24h | 48h
0 - - 0
GLY - - 1
ERY - - 2
DARA - - 3
LARA 4
RIB + + 5
DXYL - - 6
LXYL - - 7
ADO - - 8
MDX - - 9
GAL + + 10
GLU + + 11
FRU + + 12
MNE + + 13
SBE - - 14
RHA - - 15
DUL - - 16
INO - - 17
MAN - - 18
SOR - - 19
MDM - - 20
MDG - - 21
NAG + + 22
AMY + + 23
ARB + + 24
ESC + + 25
SAL + + 26
CEL + + 27
MAL + + 28
LAC + + 29
MEL + + 30
SAC + + 31
TRE + + 32
INU - - 33
MLZ - - 34
RAF - - 35
AMD - - 36
GLYG - - 37
XLT - - 38
GEN + + 39
TUR - - 40
LYX - - 41
TAG + + 42
DFUC - - 43
LFUC - - 44
DARL - - 45
LARL - - 46
GNT - - 47
2KG - - 48
5KG - - 49
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Perfil de fermentacion de sustratos para la cepa Streptococcus durans CFQ
B046 obtenido con la galeria API 50 CH.

24h | 48h
0 - - 0
GLY - - 1
ERY - - 2
DARA - - 3
LARA 4
RIB + + 5
DXYL - - 6
LXYL - - 7
ADO - - 8
MDX - - 9
GAL + + 10
GLU + + 11
FRU + + 12
MNE + + 13
SBE - - 14
RHA - - 15
DUL - - 16
INO - - 17
MAN - - 18
SOR - - 19
MDM - - 20
MDG - - 21
NAG + + 22
AMY + + 23
ARB + + 24
ESC + + 25
SAL + + 26
CEL + + 27
MAL + + 28
LAC + + 29
MEL + + 30
SAC + + 31
TRE + + 32
INU - - 33
MLZ - - 34
RAF - - 35
AMD - - 36
GLYG - - 37
XLT - - 38
GEN + + 39
TUR - - 40
LYX - - 41
TAG + + 42
DFUC - - 43
LFUC - - 44
DARL - - 45
LARL - - 46
GNT - - 47
2KG - - 48
5KG - - 49
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Perfil de fermentacion de sustratos para la cepa Lactobacillus plantarum
ATCC 8014 (CFQ L10) obtenido con la galeria API 50 CH.

24h | 48h
0 - - 0
GLY - - 1
ERY - - 2
DARA - - 3
LARA + + 4
RIB + + 5
DXYL - - 6
LXYL - - 7
ADO - - 8
MDX - - 9
GAL + + 10
GLU + + 11
FRU + + 12
MNE + + 13
SBE - - 14
RHA + + 15
DUL - - 16
INO - - 17
MAN + + 18
SOR + + 19
MDM + + 20
MDG + + 21
NAG + + 22
AMY + + 23
ARB + + 24
ESC + + 25
SAL + + 26
CEL + + 27
MAL + + 28
LAC + + 29
MEL + + 30
SAC + + 31
TRE + + 32
INU - - 33
MLZ + + 34
RAF + + 35
AMD - - 36
GLYG - - 37
XLT - - 38
GEN + + 39
TUR - - 40
LYX - - 41
TAG - - 42
DFUC - - 43
LFUC - - 44
DARL - - 45
LARL - - 46
GNT + + 47
2KG - - 48
5KG - - 49
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Perfil de fermentacion de sustratos para la cepa Lactobacillus plantarum
CFQ L9 obtenido con la galeria APl 50 CH.

24h | 48h

0 - - 0
GLY - + 1
ERY - 2
DARA - - 3
LARA 4
RIB 5
DXYL - - 6
LXYL - - 7
ADO - 8
MDX - - 9
GAL + + 10
GLU + + 11
FRU + + 12
MNE + + 13
SBE B - 14
RHA + + 15
DUL - - 16
INO - - 17
MAN + + 18
SOR + + 19
MDM + + 20
MDG + + 21
NAG + + 22
AMY + + 23
ARB + + 24
ESC + + 25
SAL + + 26
CEL + + 27
MAL + + 28
LAC + + 29
MEL + + 30
SAC + + 31
TRE + + 32
INU - - 33
MLZ + + 34
RAF - + 35
AMD - - 36
GLYG - 37
XLT - - 38
GEN + + 39
TUR - - 40
LYX - - 41
TAG - - 42
DFUC - - 43
LFUC - 44
DARL + + 45
LARL - - 46
GNT + + a7
2KG 48
5KG - - 49
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Perfil de fermentacion de sustratos para la cepa Lactobacillus rhamnosus
CFQ obtenido con la galeria API 50 CH.

24h | 48h
0 - - 0
GLY - - 1
ERY - - 2
DARA - - 3
LARA 4
RIB + + 5
DXYL - - 6
LXYL - - 7
ADO + + 8
MDX - - 9
GAL + + 10
GLU + + 11
FRU + + 12
MNE + + 13
SBE + + 14
RHA - - 15
DUL - - 16
INO - - 17
MAN + + 18
SOR + + 19
MDM - - 20
MDG + + 21
NAG + + 22
AMY + + 23
ARB + + 24
ESC + + 25
SAL + + 26
CEL + + 27
MAL + + 28
LAC - - 29
MEL - - 30
SAC + + 31
TRE + + 32
INU - - 33
MLZ - - 34
RAF - - 35
AMD - - 36
GLYG - - 37
XLT - - 38
GEN + + 39
TUR + + 40
LYX - - 41
TAG + + 42
DFUC - - 43
LFUC - - 44
DARL - - 45
LARL - - 46
GNT + + 47
2KG - - 48
5KG - - 49
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Perfil de fermentacion de sustratos para la cepa Lactobacillus rhamnosus
NRRL B-442 obtenido con la galeria API 50 CH.

24h | 48h
0 - - 0
GLY - - 1
ERY - - 2
DARA - - 3
LARA 4
RIB + + 5
DXYL - - 6
LXYL 7
ADO - - 8
MDX - - 9
GAL + + 10
GLU + + 11
FRU + + 12
MNE + + 13
SBE + + 14
RHA + + 15
DUL - - 16
INO - - 17
MAN + + 18
SOR + + 19
MDM - - 20
MDG + + 21
NAG + + 22
AMY + + 23
ARB + + 24
ESC + + 25
SAL + + 26
CEL + + 27
MAL + + 28
LAC + + 29
MEL - - 30
SAC - - 31
TRE + + 32
INU - - 33
MLZ + + 34
RAF - - 35
AMD - - 36
GLYG - - 37
XLT - - 38
GEN - + 39
TUR + + 40
LYX - - 41
TAG + + 42
DFUC - - 43
LFUC - - 44
DARL - - 45
LARL - - 46
GNT - - 47
2KG - - 48
5KG - - 49
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Perfil de fermentacion de sustratos para la cepa Lactobacillus pentosus
NRRL B-227 obtenido con la galeria API 50 CH.

24h | 48h
0 - - 0
GLY - - 1
ERY - - 2
DARA + + 3
LARA + + 4
RIB + + 5
DXYL - - 6
LXYL - - 7
ADO - - 8
MDX - - 9
GAL + + 10
GLU + + 11
FRU + + 12
MNE + + 13
SBE - - 14
RHA + + 15
DUL - - 16
INO - - 17
MAN + + 18
SOR + + 19
MDM - - 20
MDG - - 21
NAG + + 22
AMY + + 23
ARB + + 24
ESC + + 25
SAL + + 26
CEL + + 27
MAL + + 28
LAC + + 29
MEL - - 30
SAC + + 31
TRE + + 32
INU - - 33
MLZ + + 34
RAF - - 35
AMD - - 36
GLYG - - 37
XLT - - 38
GEN + + 39
TUR - - 40
LYX - - 41
TAG + + 42
DFUC - - 43
LFUC + + 44
DARL - - 45
LARL - - 46
GNT + + 47
2KG + + 48
5KG - - 49
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Perfil de fermentacion de sustratos para la cepa Lactobacillus delbrueckii
subespecie delbrueckii NRRL B-763 obtenido con la galeria API 50 CH.

24h | 48h
0 - - 0
GLY - - 1
ERY - - 2
DARA - - 3
LARA - - 4
RIB + + 5
DXYL - - 6
LXYL - - 7
ADO - - 8
MDX - - 9
GAL - - 10
GLU + + 11
FRU + + 12
MNE + + 13
SBE - - 14
RHA - - 15
DUL - - 16
INO - - 17
MAN - - 18
SOR - - 19
MDM - - 20
MDG - - 21
NAG + + 22
AMY - - 23
ARB - - 24
ESC + + 25
SAL - - 26
CEL - - 27
MAL - - 28
LAC - - 29
MEL - - 30
SAC + + 31
TRE - - 32
INU - - 33
MLZ - - 34
RAF - - 35
AMD - - 36
GLYG - - 37
XLT - - 38
GEN - - 39
TUR - - 40
LYX - - 41
TAG - - 42
DFUC - - 43
LFUC - - 44
DARL - - 45
LARL - - 46
GNT - - 47
2KG - - 48
5KG + + 49
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Perfil de fermentacion de sustratos para la cepa Lactobacillus casei CFQ L3
obtenido con la galeria API 50 CH.

24h | 48h
0 - - 0
GLY - - 1
ERY - - 2
DARA - - 3
LARA 4
RIB + + 5
DXYL - - 6
LXYL 7
ADO - - 8
MDX - - 9
GAL + + 10
GLU + + 11
FRU + + 12
MNE + + 13
SBE + + 14
RHA - - 15
DUL + + 16
INO - - 17
MAN + + 18
SOR + + 19
MDM - - 20
MDG + + 21
NAG + + 22
AMY + + 23
ARB + + 24
ESC + + 25
SAL + + 26
CEL + + 27
MAL + + 28
LAC + + 29
MEL - - 30
SAC + + 31
TRE + + 32
INU + + 33
MLZ + + 34
RAF - - 35
AMD - - 36
GLYG - - 37
XLT - - 38
GEN + + 39
TUR + + 40
LYX - - 41
TAG + + 42
DFUC - - 43
LFUC - - 44
DARL - - 45
LARL - - 46
GNT + + 47
2KG - - 48
5KG - - 49
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Perfil de fermentacion de sustratos para la cepa de bacteria lactica aislada de
un producto lacteo fermentado (Lalacult) obtenido con la galeria API 50 CH.

24h | 48h
0 - - 0
GLY - - 1
ERY - - 2
DARA - - 3
LARA 4
RIB + + 5
DXYL 6
LXYL 7
ADO - - 8
MDX - - 9
GAL + + 10
GLU + + 11
FRU + + 12
MNE + + 13
SBE + + 14
RHA - - 15
DUL - - 16
INO - - 17
MAN + + 18
SOR + + 19
MDM - - 20
MDG - - 21
NAG + + 22
AMY - - 23
ARB + + 24
ESC + + 25
SAL + + 26
CEL + + 27
MAL + + 28
LAC + + 29
MEL - - 30
SAC + + 31
TRE + + 32
INU + + 33
MLZ + + 34
RAF - - 35
AMD - - 36
GLYG - - 37
XLT - - 38
GEN + + 39
TUR + + 40
LYX - - 41
TAG + + 42
DFUC - - 43
LFUC - - 44
DARL - - 45
LARL - - 46
GNT + + 47
2KG - - 48
5KG - - 49

159



Perfil de fermentacion de sustratos para la cepa de bacteria lactica aislada de
un producto lacteo fermentado (Yakult) obtenido con la galeria APl 50 CH.

24h | 48h
0 - - 0
GLY - - 1
ERY - - 2
DARA - - 3
LARA 4
RIB + + 5
DXYL 6
LXYL - - 7
ADO + + 8
MDX - - 9
GAL + + 10
GLU + + 11
FRU + + 12
MNE + + 13
SBE + + 14
RHA - - 15
DUL - - 16
INO - - 17
MAN + + 18
SOR + + 19
MDM - - 20
MDG + + 21
NAG + + 22
AMY + + 23
ARB + + 24
ESC + + 25
SAL + + 26
CEL + + 27
MAL + + 28
LAC + + 29
MEL - - 30
SAC + + 31
TRE + + 32
INU - - 33
MLZ - - 34
RAF - - 35
AMD - - 36
GLYG - - 37
XLT - - 38
GEN + + 39
TUR + + 40
LYX - - 41
TAG + + 42
DFUC - - 43
LFUC - - 44
DARL - - 45
LARL - - 46
GNT + + 47
2KG - - 48
5KG - - 49
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10.5 Secuencias parciales del ADNr 16S de la cepas empleadas en formato
FASTA

AAGCGATTGCAAGCGGTTTCTTAAGTCAGATGACCAAGCCCCCGGCTCCC
CGGGGAGGGTCATTGGAAATTGGGATGATGAGTGCCAAAGAGGAGAGTGG
AATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTG
GCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGG
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT
GCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAA
GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG
AAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCT
TTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTA
GTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCG
GAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCA

Secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa Leuconostoc citrovorum CFQ
drivac en formato FASTA empleando el programa BioEdit.
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TGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATG
GGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAT
TACTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTA
AGTAATCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAAGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGC
GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAACCTAAGAGATTAGGC
GTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACT
AGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC
TACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTCGCGAAACCGCGAGGTT

Secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa Pediococcus cerevisiae ATCC
8042 en formato FASTA empleando el programa BioEdit.
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TTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGC
GAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGC
TAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGC
ACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTCCCCACTCTAGAGATAGAGCTTT
CCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGT
TGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGA
GGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATG

Secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa Streptococcus cremoris CFQ ST3
en formato FASTA empleando el programa BioEdit.
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CCGGGGAGGGGGATGGAAATTGGGGTGATGAGTGCCAAAGAGGAGAGTGG
AATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTG
GCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGG
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT
GCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAA
GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG
AAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCT
TTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTA
GTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCG
GAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT

Secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa Streptococcus cremoris CFQ
B035 en formato FASTA empleando el programa BioEdit.
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GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAG
TGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGT
GGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA
GTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATT
AAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAG
CTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGT
TAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCAAAGTCGCGAGGC

Secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa Streptococcus lactis CFQ ST18
drivac en formato FASTA empleando el programa BioEdit.
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AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCA
ACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAG
TGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCG
TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATG
AGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCAT
TAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC
GCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGA
GCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTG
TTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG

Secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa Streptococcus durans CFQ B046
en formato FASTA empleando el programa BioEdit.
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TAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGC
TGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTG
GAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCT
GGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGC
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTAC
CAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGG
GACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCAT
TAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG

Secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa Lactobacillus plantarum CFQ L9
en formato FASTA empleando el programa BioEdit.

TGCGGGGAAATGGTGCATATATATATGGAAAAACACCAGTGGGGAAGGCG
GCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGT
TGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGC
CTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT
ACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCG
GGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGC

Secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa Lactobacillus rhamnosus CFQ en
formato FASTA empleando el programa BioEdit.
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TAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTT
AACCGAGGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACA
GTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCATGCATATATGTAAGAACACA
ACTGCAGAGGGGAAGGCGGGTGTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCG
AAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGAAA
ACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCCCCCTTCAGTGCCGCAGCTA
ACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGA
GATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
TTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGT

Secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa Lactobacillus rhamnosus NRRL
B-442 en formato FASTA empleando el programa BioEdit.

GTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACC
AGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGC
ATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGAT
GAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCA

Secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa Lactobacillus pentosus NRRL B-
227 en formato FASTA empleando el programa BioEdit.
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TGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCA
GTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCA
TGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATG
AGCGCTAGGTGTTGGGGACTTTCCAGTCCTCAGTGCCGCAGCAAACGCAT
TAAGCGCTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC
GCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTGCGCTACACCTAGAGATAGG
TGGTTCCCTTCGGGGACGCAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCT
TTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAAGAGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGGCAGTACAACGAGAAGCGAACCCGCGAGG

Secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa Lactobacillus delbrueckii
subespecie delbrueckii NRRL B-763 en formato FASTA empleando el

programa BioEdit.
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TTGTAGCCCCTTTTTCGGCTGATGTCCATTTCTCGGCTTAGCCAGGAACG
TGTCAGAAACTGGAAAACTGAAGTGCAAAGAGGACAGTGGAACTCCATGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTT
GGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCC
TGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGLCLCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA
CCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGG
GGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCA
TTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTG
GGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC
TACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTC
TTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAG

Secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa Lactobacillus casei CFQ L3 en
formato FASTA empleando el programa BioEdit.
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AAGGTGTCACAAAACTGGAAAACTTGAGTGCAAAAAAGGACAGTGGAACT
CCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAG
CGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTA
GGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCAT
TCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCC
CTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTG
CCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGG
AAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCT

Secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa de bacteria lactica aislada de un
producto lacteo fermentado (Lalacult) en formato FASTA empleando el
programa BioEdit.
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TCAAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCA
GTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCA
TGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATG
AATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCAT
TAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC
GCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAG
GTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGA
CTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGG

Secuencia parcial del ADNr 16S de la cepa de bacteria lactica aislada de un
producto lacteo fermentado (Yakult) en formato FASTA empleando el

programa BioEdit.
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