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1. Resumen

La pieza de queso Cotija regién de origen analizada tenia forma cilindrica de aprox. 26 cm de
diametro por 16.5 cm de alto y habia sido madurada por 3 meses. Esta fue dividida en 4 zonas
de 3 cm de espesor comenzando por el centro y la corteza fue considerada la zona 5 con un
espesor de 0.5 cm.

El objetivo de este trabajo fue describir la composicion bacteriana de los principales géneros
responsables de actividades metabodlicas de interés en el queso Cotija en funcién de la
existencia de gradientes de composicion fisicoquimica. Ya que se trabajoé con un queso de gran
formato, se esperaba que existieran estratos definidos.

La caracterizacion fisicoquimica incluyd la determinacion de actividad acuosa (aw), cloruros, pH,
acidez, calcio, potencial redox (Eh), perfil electroforético de proteinas (solubles y caseinas) y
perfil de acidos grasos totales vy libres.

Con el fin de definir la ubicacidén espacial de los microorganismos fue necesaria la aplicacion de
la metodologia de hibridacién /in situ, debido a la imposibilidad de cultivar la microbiota
bacteriana completa en condiciones de laboratorio. Las sondas para FISH se disefiaron a nivel
de género de acuerdo a reportes bibliograficos o mediante alineamientos y tuvieron como
blanco regiones variables del gen ribosomal 16S de Bacillus spp., Staphylococcus spp., y
Enterococcus spp. todos ellos con actividad metabdlica proteolitica y/o lipolitica importantes.

La especificidad fue evaluada /n sifico en las principales bases de datos y en cepas puras. Se
optimizaron las condiciones de permeabilizacién enzimatica asi como las condiciones de
hibridacion en cepas puras y posteriormente se realizaron hibridaciones en el paquete celular
extraido de las 5 diferentes zonas.

Se comprobd la existencia de gradientes en la composicién del queso Cotija que indicaron una
mayor concentracion de cloruros, calcio y mayor pH en las zonas cercanas a la corteza y que
disminuyeron hacia el centro. Contrario a la acidez y el ay que fueron mayores en zonas
centrales y que se vieron disminuidas hacia la corteza. El Eh fue negativo en toda la matriz del
queso, lo que indicé una atmdsfera pobre en oxigeno.

Los perfiles electroforéticos de proteinas se encontraron muy similares entre zonas, sélo en la
corteza se observd un incremento significativo de la hidrdlisis de caseinas. Se observo liberacion
de acidos grasos en todas las zonas, con predileccion por C13:0 y C18:2, pero no por butirico.

Los gradientes fisicoquimicos observados se deben principalmente a la pérdida de humedad
gradual que ocurre a partir de la exposicion de la superficie de la pieza a la atmdsfera. A pesar
de ser un queso de gran formato, los gradientes no tuvieron intervalos tan grandes como para
hacer una seleccién de la microbiota dentro del producto, lo que se ve reflejado en que los
perfiles de protedlisis y lipdlisis, sean semejantes en su interior asi como la distribucion de cada
uno de los géneros estudiados donde aparentemente ninguno de ellos es dominante. Estos
representaron solo el 11% de la microbiota bacteriana presente en esta pieza de queso Cotija.




2. Introduccion

El queso Cotija es un alimento nacional de produccién otofal, originario de la sierra que se
encuentra entre Jalisco y Michoacan (sierra de Jalmich), de gran importancia en la region de
origen y que ha ganado fama debido a que es reconocido internacionalmente por su sabor y
calidad (queso Cotija regién de origen, ganador del premio internacional como mejor queso
extranjero en el certamen celebrado en Cremona, Italia, en el ano 2006 (18)). Su particularidad
es que al ser un producto elaborado a partir de leche cruda de vaca, su maduracion ocurre
mediante la interaccién de la microbiota natural del producto que cambia libremente durante un
tiempo minimo de tres meses y que puede prolongarse hasta varios afios. Los microorganismos
que interactian en un ambiente también cambiante, pueden provenir ya sea de la sal
adicionada, de la atmdsfera del local en el que se lleva a cabo la maduracién, del material de
queseria, del contacto con el quesero, etc.

El proceso de maduracion en los quesos se explica por la actividad enzimatica presente, cuya
mayor parte es de origen microbiano. Por ello, todos los factores que influyen sobre el
desarrollo de los microorganismos, la produccidon de enzimas y su actividad seran determinantes
en este proceso. Entre éstos sobresalen la actividad acuosa, el pH, el potencial redox, la
temperatura y el contenido de sal entre otros.

La maduracion del queso inicia a partir de una pasta homogénea y culmina con la obtencién de
un producto que ha sufrido cierto grado de deshidratacion superficial evidente por la formacion
de la costra caracteristica y cambios en su composicién microbiolégica. Aunque pareciera ser
homogéneo en cuanto a sus caracteristicas de textura, color y olor, podria existir un gradiente
de concentracion de sus componentes que genere microambientes, por lo que resulta
interesante dilucidar cdmo es la distribucion espacial de la microbiota en el producto final asi
como algunos aspectos clave de la composicion en estratos de la pieza, que es de gran formato.

Estudiar una comunidad con tales caracteristicas por métodos tradicionales que implican
aislamiento y/o enriquecimiento en medios de cultivo, seria sumamente laborioso y la
informacién que se obtendria seria limitada, por lo que en este trabajo acudimos al empleo de
métodos independientes de cultivo para el esclarecimiento de la distribucion espacial de la
microbiota en el alimento.

El objetivo de este trabajo es el de esclarecer, como una aproximacion general, la composicién
espacial fisicoquimica y la distribucién bacteriana en una pieza de queso Cotija a través de la
hibridacién con sondas fluorescentes especificas (FISH) para tres géneros bacterianos de interés
por sus actividades metabdlicas proteolitica y lipolitica que han sido identificados con mayor
frecuencia en otras piezas de queso Cotija. Tales son: Bacillus spp., Staphylococcus spp. y
Enterococcus spp.




3. Marco Teodrico

El queso Cotija ha sido estudiado ampliamente en el grupo de trabajo de la Facultad de Quimica
de la UNAM. Una de las aportaciones desde el punto de vista microbioldgico fue la
comprobacion de la disminucion drastica de coliformes en el producto terminado, aunque hayan
sido detectados en etapas tempranas del proceso (1), tal y como lo muestra la Figura 3.1.1.

Ademas, la maduracién de la pasta durante un tiempo minimo de 100 dias, permite el desarrollo
de bacterias lacticas, algunas de las cuales con capaces de degradar la pared celular de
microorganismos patdgenos como Staphylococcus aureus (2). Asimismo se dan cambios en los
valores de aw y pH que finalmente llevan a la seleccién de una microbiota que es capaz de
resistir ante condiciones acidas y de baja disponibilidad de agua.
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Fig. 3.1.1. Relacién de la cuenta de coliformes, ay, pH y %acidez, respecto al tiempo en una muestra de queso Cotija
proveniente de la region de origen (1).

Pero las aportaciones van mas alld del aspecto de inocuidad y caracterizacién microbioldgica,
pues se han realizado a la par estudios fisicoquimicos, (3), que podrian ayudar a la
estandarizacion de los componentes del alimento puntualizandola en funcion al tiempo de
maduracion, con lo que se aporta informacién valiosa y necesaria para la descripcion del
producto.




Con estos antecedentes, se plantea realizar la caracterizacion fisicoquimica y de la microbiota
bacteriana en funcion de la distribucion espacial en una pieza completa, para lo cual se han
implementado metodologias en el laboratorio tales como la determinacion del potencial redox
directamente sobre el queso y la aplicacion del método de hibridacién /n sitv  con sondas
fluorescentes para la deteccion de bacterias.

3.1 Caracterizacion fisicoquimica

Es necesario combinar los métodos moleculares de analisis de poblaciones microbianas con la
caracterizacion fisicoquimica para conocer el ambiente que determina su desarrollo, pues
parametros como la actividad acuosa, condiciones de aerobiosis o anaerobiosis y el pH, entre
otros, impiden el crecimiento de ciertos microorganismos y favorecen el de otros.

De los parametros antes mencionados, la actividad de agua y el contenido de sal son
probablemente los mas importantes tanto para el desarrollo de microorganismos, como para la
velocidad a la que ocurren determinadas reacciones quimicas o bioquimicas, ademas de que
modulan incluso las propiedades de textura (4).

Actividad de agua (aw) y contenido de sal

La actividad acuosa representa la disponibilidad de agua que requiere un sistema para las
diferentes reacciones que precisan una fase acuosa. Se representa por la relacién entre la
presion de vapor del agua presente en un sistema (P) y la presion del agua pura (Po) a la
misma temperatura y presion atmosféricas (5):

P/Po = ay 0< ay <1

El aw es un factor muy importante en el desarrollo de los microorganismos y en la actividad
enzimatica, ya que la mayoria de las bacterias requieren una actividad de agua aproximada de
0.92 para crecer (6). En quesos, la actividad acuosa viene determinada por dos parametros
esenciales: el contenido de agua y la cantidad de sal (7), aunque existen diferentes factores que
pueden modificarlo:

1.- La pérdida de humedad por evaporacion debida a que la superficie del queso se encuentra
expuesta a la atmosfera.

2.- El aumento en el contenido de nitrdgeno soluble durante la maduracién, en virtud de que los
péptidos y aminoacidos producidos por protedlisis ligan agua en cada enlace hidrolizado.

3.- Conforme aumenta la cantidad de solutos en el medio, disminuye su actividad de agua
debido a que una parte importante de estas moléculas participa en la solvatacion de los iones
de la sal disuelta.

El contenido de sal interviene en la imparticion de sabor en queso y limita el desarrollo de
microorganismos indeseables regulando la humedad de la cuajada. Una disminucion en el ay
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reduce la actividad enzimatica, aumenta la duracion de la fase de latencia de los
microorganismos y acorta selectivamente la velocidad de crecimiento, por esta razon es que los
quesos himedos se maduran mas rapidamente que los quesos muy desuerados.

Microorganismos haldfilos o halotolerantes pueden desarrollarse en un medio con baja actividad
acuosa (y/o alta concentracion de sal), mientras otros, por el contrario, son inhibidos por
descensos sutiles en el ay (4).

El término “haldfilo” viene del griego, donde “halo” es “sal” y “filo” es “amante de”, es decir,
“amante de la sal”. Sin embargo no todos los microorganismos haldfilos tienen los mismos
requerimientos de sal, por lo que tienden a agruparse en funcién del intervalo de concentracién
de sal que necesitan para tener un crecimiento Optimo (Figura 3.1.2.). El criterio no esta
universalmente unificado pero en general se consideran dos tipos de haldfilos propiamente
dichos:

- Haldfilos moderados, cuando presentan un crecimiento éptimo en medios que contienen
entre 5 y 20% de NaCl. Ejemplos de ellos son algunas especies de Pseudomonas, y
Bacillus.

- Haldfilos extremos, si crecen dptimamente en medios que presentan una concentracion
de entre el 20-30% de NaCl. Tal es el caso de Halobacterium salinarum.

Halotolerante  Haléfilo
Ejemplo: Ejemplo:
Staphylococcus Vibrio fischeri  Ejemplo:

aureus Halobacterium
/ salinarum
Crecimiento / :

jemplo: / ’

Escherichia |/

coli

0 15 30
%NacCl

Fig. 3.1.2. Crecimiento bacteriano en funcién a la concentracién de sal. (Imagen disponible por
http://www.ugr.es/~eianez/Microbiologia. Ultima fecha de acceso: 24/02/2012).

No obstante, algunos autores también utilizan el término haldfilos débiles para designar a
aquellos microorganismos que viven en ambientes con una salinidad préxima a la del agua de
mar (Optimo entre 2 a 5% de NaCl). Adicionalmente, existe un grupo de organismos
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denominados halotolerantes, que aunque habitualmente viven mejor sin sal, admiten cierta
concentracion de ella en su medio ambiente, un ejemplo de estos es S. aureus (8). Algunas
bacterias haldfilas crecen mejor con ay = 0.80.

En la mayoria de los quesos, la concentracion de sal se sitla entre 4-5% (4).

Acidez y potencial de hidrégeno

La lactosa es el principal azicar que se encuentra en la leche, y es un disacarido compuesto de
un residuo de glucosa y uno de galactosa unidos por enlace p 1-4 tal como se esquematiza en la
Figura 3.1.3:

CH,OH CH,OH
0 H O H
Ho /| oA S
OH H BH OH H /5y
H
H OH H OH

Fig. 3.1.3. Estructura de la lactosa.

(Imagen disponible por http://www.uhu.es/prochem/wiki/images/8/87/Lactosa.jpg. Ultima fecha de acceso:
24/02/2012)

Aproximadamente el 96% de la lactosa en la leche se encuentra en el suero como lactosa o
lactato, sin embargo, la cuajada fresca contiene una considerable cantidad de este azlcar, cuya
fermentacion tiene un efecto significativo sobre la calidad del queso. La concentracion de
lactosa en la cuajada fresca depende de su contenido de humedad, el grado de fermentacion
antes de moldear, y si la cuajada se lava con agua o no (6).

Al inicio del proceso de elaboracion del queso, los cultivos iniciadores de bacterias acido lacticas
(BAL) crecen rapidamente para producir acido lactico a partir de lactosa. Las BAL iniciadoras
pueden ser identificadas como aquellas cepas que producen suficiente acido lactico para reducir
el pH de la leche a menos de 5.4 en 6 horas a 30-37°C. Ejemplos de éstas son bacterias del
género Lactobacillus, Lactococcus'y Streptococcus.

Las BAL no iniciadoras son lactobacilos y pediococos mesofilos que representan gran proporcion
de la microbiota en muchas variedades de quesos durante su maduracion. No son parte de la
microbiota iniciadora que se utiliza normalmente a nivel industrial, generalmente no crecen bien
en leche y no contribuyen a la produccion de acido. Su papel tiene que ver estrictamente con la
maduracion del queso debido a sus actividades proteolitica, lipolitica y antagdnica con otros
microorganismos no deseables y su potencial probidtico (9).

Puesto que las BAL no contienen un sistema de citocromo funcional, su metabolismo de los
azUcares es fermentativo y la produccién de ATP ocurre por fosforilacion a nivel de sustrato en
lugar de fosforilacion oxidativa. A pesar de su falta de un sistema del citocromo, la mayoria de
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BAL son aerotolerantes y crecen muy bien en presencia de aire, aunque no pueden desarrollarse
sin la presencia de un azlcar que sirva como fuente de energia.

La fermentacion de los azlcares en las BAL puede ocurrir por la via de la glucdlisis o por la via
de fosfocetolasa (PK). El lactato es el producto final de la glucdlisis, mientras que el lactato,
etanol y CO, son los productos finales de la via de PK (6).

El acido lactico contiene un carbono asimétrico y por lo tanto, puede existir como isomero D y L
(Figura 3.1.4.)

COOH COOH
| |
H—C—OH HO—C—H
: r
CH, CH;

Fig. 3.1.4. Estructura del D-acido lactico (izquierda), y el L-acido lactico (derecha).

El isdmero del lactato producido es til en la identificacion de los diversos géneros y especies de
cultivos iniciadores de BAL. Por ejemplo, Leuconostocy L. delbrueckii producen sdlo el isdmero
D, Lactococcusy S. thermophilus produce sélo la forma L, y L. helveticus produce una mezcla
de los isomeros D y L, debido a la presencia de dos deshidrogenasas de lactato en la célula.

Antes de que la lactosa pueda ser metabolizada, debe ser transportada dentro en la célula. Las
BAL iniciadoras pueden utilizar dos sistemas diferentes para este fin: la permeasa y la
fosfotransferasa (PTS), los cuales requieren de energia.

La energia para el sistema de permeasa se deriva del ATP, y la lactosa se transporta sin ser
transformada. En el sistema PTS, la energia se deriva del fosfoenolpiruvato (PEP) en una serie
compleja de reacciones que involucran a dos enzimas, la EI y la EIII, y una proteina estable al
calor, HPr. Durante el transporte, el fosfato de alta energia en el PEP se transfiere a la lactosa
para formar lactosa-fosfato (lactosa-P) en lugar de lactosa. Lactococcus es el Unico BAL que
utiliza el sistema PTS para el transporte de la lactosa, mientras que el resto de los
microorganismos presentes en cultivos iniciadores utilizan el sistema de permeasa.

La enzima inicial involucrada en el metabolismo de la lactosa depende del sistema de transporte
utilizado. En el sistema PTS, la lactosa-P se hidroliza por la fosfo-p-galactosidasa (P-p-gal) en
glucosa y galactosa-6-P, mientras que en el sistema de transporte permeasa, la lactosa es
transportada intacta y es hidrolizada por la p-galactosidasa (p-gal) en glucosa y galactosa.

En los lactococos, la fermentacion de la glucosa es por la via glucolitica y la galactosa-6-P se
metaboliza a través de derivados de tagatosa, gliceraldehido-3-P y dihidroxiacetona fosfato (6).

Los productos de ambas vias son muy diferentes. En la glucdlisis, un mol de lactosa se
transforma en 4 moles de acido lactico (6 2 en el caso de las cepas que excretan la galactosa),
mientras que en la via de PK, un mol de lactosa se transforma en 2 moles de cada metabolito:
lactato, etanol y CO,.




La produccién de ATP por la fermentacién es mucho menos eficiente que la produccién por via
respiratoria. En la glucdlisis, se producen 4 moles de ATP por cada mol de lactosa fermentada,
en comparacion con un posible de hasta 76 moles producidos por via respiratoria, por lo tanto,
para producir la misma cantidad de ATP por fermentacion, como por la respiracion, se requiere
de una gran cantidad de azlcar, lo que se traduce en grandes cantidades de acido lactico
producido por BAL.

El crecimiento de algunas cepas de lactococos en presencia de galactosa o niveles bajos de
glucosa conduce a la produccién de otros compuestos a partir del piruvato, ademas de lactato,
tales como etanol, acetato y acetaldehido (Figura 3.1.5).

Los productos finales de la fermentacion de la lactosa son principalmente acidos y, a menos que
se excrete, acidifica el citoplasma de la célula, por esta razdn, las BAL tienen dos mecanismos
para excretar lactato y protones. Uno de ellos implica la proteina transmembranal FoF;-ATPasa y
es responsable de la secrecidon de protones. El segundo consiste en la secrecion simultanea de
aniones lactato y protones en simporte unos con otros. Este mecanismo se utiliza sobre todo
cuando la concentracién de lactato externa es baja y la concentracion interna es alta, lo que
permite la creacion de una fuerza protdn-motriz.
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NADH NAD
NAD
o-ACETOLACTATO - - ~ - - — - PIRUVATO L-LACTATO
. R
' CoA
ACETOINA
FORMATO
-
ACETIL-CoA
NADH ¥
. Pi 1
NAD !
CoA 1
' CoA
ACETALDEHIDO ACETIL-P
1
]
NADH : ADP
1
Nap* ' ATP
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Fig. 3.1.5. Rutas del metabolismo de piruvato en bacterias acido lacticas

Las variaciones en la concentracion de lactosa en la cuajada afectan el pH final del queso,
modificando su textura, la actividad enzimatica, el desarrollo de la microbiota no iniciadora asi




como el sabor caracteristico a queso por alteraciones en la concentracion de los acidos
organicos como el lactico y el acético.

Si la concentracion de lactosa en la cuajada es demasiado alta, la concentracion de Ca-lactato
supera su limite de solubilidad y se cristaliza en la superficie del queso. Para evitar este defecto
y controlar el pH final del producto, la concentracién de lactosa en la cuajada de diversas
variedades como Gouda y Edam, se reduce mediante la sustitucion de una parte del suero con
agua caliente. En estos quesos de cuajada lavada, el desarrollo de sabor es mas lento.

Otra consecuencia importante derivada de la presencia de lactosa residual o de sus
componentes monosacaridos en el queso es que puede ocasionar pardeamiento no enzimatico o
de Maillard, sobre todo si el queso se calienta (por ejemplo, como un ingrediente alimentario).
La lactosa por si misma es poco probable que sea un problema, excepto cuando se utiliza la
cuajada de queso muy joven para elaborar queso fundido.

Es mas probable que el pardeamiento no enzimatico sea un problema en los quesos elaborados
con microorganismos termofilos, donde la galactosa residual puede causar oscurecimiento
indeseable en quesos como el Mozzarella, que se somete a calentamiento considerable durante
la coccion de alimentos como la pizza; asi como en quesos rallados como el Parmesano vy el
Grana, que tienen un bajo contenido de humedad y cuya actividad de agua es éptimo para
reaccion de Maillard (~0.6). La presencia de carbonilos (por ejemplo, el diacetilo), que son muy
activos en la reaccion de Maillard también favorecen el oscurecimiento (6).

Potencial redox y presencia de oxigeno

Otro parametro de importancia es el potencial redox o potencial de oxidacidon-reduccién (redox),
mismo que se expresa en milivoltios (mV) y se designa como “Eh”. En este sentido, la oxidacién
es la pérdida de electrones, mientras que la reduccién es sindnimo de ganancia de electrones.
La pérdida o ganancia de electrones puede o no incluir la transferencia de oxigeno o hidrégeno.

El potencial redox de un sistema esta determinado por la cantidad total de especies oxidantes y
reductoras ([Ox]+[Red]) (10). El valor de Eh generalmente se mide utilizando un electrodo de
platino acoplado a un electrodo de referencia de calomel. Valores positivos indican un ambiente
oxidativo, mientras que valores negativos indican un ambiente o estado reductor (11).

La leche fresca obtenida en condiciones normales, exhibe un potencial medido con electrodo de
oro o de platino de entre +200 y +300 mV que se atribuye principalmente a la cantidad de
oxigeno disuelto. En el momento de la secrecion, la leche se encuentra practicamente libre de
oxigeno, pero después de que se ha establecido un equilibrio con el aire, se incorpora alrededor
de 0.3 mmol de O,/L. La remocidn del oxigeno mediante burbujeo con nitrégeno disminuye el
potencial hasta valores de -120 mV.

Cuando se presenta crecimiento bacteriano en la leche, el potencial redox en general, tiende a
disminuir hacia valores negativos. Un cambio rapido en este parametro suele ocurrir cuando las
bacterias aerobias han consumido gran parte del oxigeno disuelto.




Ninguno de los componentes principales de la leche, ademas del agua, como son el material
lipidico, azlcares y proteinas, tiene influencia sobre el potencial redox. Las especies
responsables de establecer el valor de Eh en el sistema son lactato-piruvato, ascorbato y
riboflavina (10).

El potencial redox es modificado en alimentos fermentados debido al metabolismo de
microorganismos involucrados con el desarrollo de sabores y olores caracteristicos. En queso
esta bien establecido que la anaerobiosis y el decremento del Eh participan en el desarrollo
balanceado de sabor (12).

No esta claro el mecanismo exacto mediante el cual el potencial redox en queso disminuye, pero
es muy probable que se relacione con la fermentacidon de lactosa a acido lactico durante el
desarrollo de microorganismos iniciadores, asi como con la reduccién de pequenas cantidades
de O, a H,0. Debido a este tipo de reacciones es que los quesos (en particular aquellos que
sufren algun grado de madurez) son esencialmente sistemas anaerobios en los cuales se
desarrollan facilmente microorganismos anaerobios o anaerobios facultativos. El valor tipico de
Eh de un queso madurado es de aproximadamente -240 a -250 mV (6).

Segun las necesidades de oxigeno los microorganismos se clasifican en:

- Aerobios estrictos: Requieren oxigeno para desarrollarse, no se multiplican en ambientes
anaerobios. Ejemplo: especies de los géneros Pseudomonas, Micrococcus, Bacillus, y hongos.

- Anaerobios estrictos: Microorganismos que solo crecen en atmdsferas con una tension de
oxigeno inferior a 0.5%. Ejemplo de estos son Clostridium'y Propionibacterium.

- Anaerobios facultativos: No necesitan oxigeno para su desarrollo normal, pero si esta presente
lo pueden utilizar metabdlicamente, es decir que crecen bajo condiciones tanto aerdbicas como
anaerdbicas utilizando el oxigeno como aceptor final de electrones. Ejemplos de estas son
Escherichia coli'y bacterias del género Staphylococcus.

- Microaerofilos: Crecen en presencia de tensiones de oxigeno minimas y lo metabolizan
utilizandolo como aceptor final de electrones. Ejemplo: Lactobacillusy Streptococcus.

- Anaerobias aerotolerantes: Toleran el oxigeno hasta un 8% pero son incapaces de utilizarlo
para su metabolismo. Ejemplo de estos son algunas especies de clostridias como Clostridium
carnis, Clostridium histolyticumy Clostridium tertium.

La tolerancia al oxigeno de estas bacterias esta dada por la presencia de enzimas superoxido
dismutasa (SOD), catalasa y peroxidasa que catalizan la conversion de radicales superoxido a
peroxido de hidrégeno, menos tdxico, y a oxigeno molecular. Las reacciones son las siguientes:

0, + € — 0, (radical superdxido)
0, + € + 2H" — H,0, (perdxido de hidrégeno)
H,0, + € + H" — H,0 + OH (radical hidroxilo)
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Estos productos son extremadamente toxicos porque son agentes oxidantes poderosos y
provocan destruccién de constituyentes celulares rapidamente. Los neutrofilos y macréfagos
utilizan estos productos toxicos del O, para destruir los patdgenos invasores. Muchos
microorganismos poseen enzimas que los protegen de estos productos tdxicos del oxigeno que
catalizan las siguientes reacciones:

20," + 2H" 5 0, + H,0, (1 = superdxido dismutasa)
2H,0, % 2H,0 + O, (2 = catalasa)

Los organismos anaerobios estrictos carecen totalmente de estas enzimas (13).

En alimentos no homogéneos, el valor de potencial redox puede variar de forma importante de
un sitio a otro debido a cambios en la concentracién de pares de especies redox o nutrientes.
Los gradientes de Eh pueden generarse de la superficie al centro del alimento cuando la difusion
de gases en el mismo se encuentra restringida. Como consecuencia, los microorganismos
aerobios estaran limitados a crecer en la superficie del producto cuando éste tiene una
composicion heterogénea (12).

El papel del calcio

El calcio y el fosfato afectan casi todos los aspectos de la produccion de queso. La concentracion
de Ca** y PO,> en la leche es de cerca de 117 y 203 mg/100g, de los cuales aproximadamente
68 y 46%, respectivamente, estan en forma insoluble a pH 6.6. Este calcio y fosfato enlazados
se transfieren a la cuajada pero se disuelven gradualmente a medida que baja el pH; por
ejemplo, a pH 5.3, que es muy similar al pH de quesos tales como Cheddar, Chihuahua,
Mozzarella y Oaxaca al final de su fabricacidn, practicamente todo el fosfato de la leche esta
solubilizado, mientras que cerca del 14% del calcio sigue presente dentro de las micelas de
caseina (14).

Mas alld de los cambios estructurales, el contenido final de calcio y fosfato en un queso
contribuye significativamente al rendimiento. Por ejemplo, estos minerales representan cerca del
1.6 % de la masa del queso Cheddar y cerca del 1.9 % de la masa del queso Gouda. Si se
eliminaran, el rendimiento calculado a humedad constante disminuiria cerca de 2.9 y 3.2 %,
respectivamente (15).

Los quesos blancos elaborados sin fermentos ni acidificacion de otro tipo (a pH alrededor de
6.2-6.5) retienen en proporcion mayor cantidad de estos minerales que un queso Gouda y, en el
otro extremo, quesos altamente acidos como el Cottage y el Quarg retienen menor proporcion
que un queso Cheddar (16).

La adicidn de calcio en forma de CaCl, aumenta ligeramente la firmeza mecanica de la cuajada,
siempre y cuando la concentracién no sea mayor de 10 mM, equivalente a 40 g de calcio/100 L
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de leche. En ausencia de tratamientos térmicos especiales, lo usual es anadirle a la leche 20 g
de cloruro de calcio/100 L, que equivale a cerca de 7 g de calcio/100 L. Por otro lado, la
acidificacion de la leche aumenta la actividad de los iones Ca**, disminuyendo el tiempo de
coagulacion y aumentando también la firmeza mecanica de la cuajada (14).

El efecto inicial del corte en la x-caseina es una reduccion drastica en la carga eléctrica negativa
de la superficie de las micelas, que permite el acercamiento entre si de las micelas modificadas
y facilita asi la segunda fase de su agregacién para formar un gel. En esta fase de formacién de
la estructura basica, el calcio juega un papel importante como acelerador del proceso (16).

La actividad del ion Ca*™™ aumenta la sinéresis, mientras que el fosfato de calcio coloidal
disminuye la sinéresis. Por supuesto, la disminucion de pH causa disolucién del fosfato coloidal y
un aumento en la actividad del Ca**. Por eso, si la leche ha sido acidificada antes de cuajarla, la
velocidad de sinéresis es mayor (17).

Proteinas constitutivas del queso

El coagulo producido por la accién del cuajo es una entidad dinamica, que en términos estrictos
nunca alcanza un estado final de equilibrio. El proceso mediante el cual la cuajada va
adquiriendo firmeza, involucra la formacidn de interacciones entre las micelas de caseina, dando
lugar a una red cada vez mas fuerte, lo que hace que el gel proteinico se encoja gradualmente,
expulsando lactosuero y atrapando y distorsionando los gldbulos de grasa. (16).

La leche bovina contiene dos grupos de proteinas marcadamente diferentes: las caseinas, que
son fosfoproteinas (contienen grupos fosfato esterificados a residuos de serina), insolubles a pH
4.6 y 20°C; y las proteinas del suero que si son solubles a este pH. Las primeras representan
aproximadamente el 80% del nitrdgeno total, y dentro de ellas se distinguen 4 tipos principales
denominados caseinas primarias: as;, asy, P Y ¥ en una relacion 40:10:35:12 aproximadamente
(18).

El segundo grupo se encuentra en el suero de la leche, que contiene aproximadamente 0.6% de
proteinas, constituidas por B-lactoglobulina (54%), a-lactoalbumina (21%), seralbimina (10%),
inmunoglobulinas y otras proteinas. Los componentes del suero son proteinas globulares que
estan libres en solucion acuosa, presentan estructuras cuaternarias, son insensibles al Ca** y no
estan fosforiladas.

Las caseinas de la leche se encuentran en forma de micelas que a su vez estan constituidas de
submicelas. El nlcleo de estas ultimas esta compuesto de o, s Yy B-caseinas, las cuales son
notablemente hidrofdbicas. La x-caseina es la responsable de estabilizar la micela, pues forma
una capa hidrofilica alrededor del nicleo. Esta se encuentra en cantidades variables
principalmente en la superficie de la submicela; asi aquellas submicelas deficientes de k-caseina
estan localizadas en el centro de las micelas, mientras que las ricas estan concentradas en la
superficie.
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Las submicelas estan unidas entre si por microcristales de fosfato de calcio, puentes de
hidrégeno, y probablemente por enlaces hidrofdbicos. Todas las caseinas, especialmente la B,
tienen altos niveles de prolina, que evita la formacion de estructuras secundarias y terciarias, lo
que tiene como consecuencia que sean mas susceptibles a protedlisis, hecho que juega un papel
importante en la maduracion del queso (6).

De acuerdo a lo publicado en el libro de Reglas de Uso, elaborado por la organizacién Queso
Cotija, Region de Origen, el cuajo adicionado a la leche cruda desnatada o no, debe ser natural,
de origen animal, elaborado higiénicamente por los mismos productores de queso, a partir del
cuajo de rumiantes jovenes; o en su defecto, se podra utilizar cuajo comercial que no sea de
origen microbiano cuya composicion corresponda a la mezcla enzimatica proveniente del
extracto de estdmago de rumiantes (19).

Entre las proteasas que se adicionan en forma de cuajo, las principales son quimosina y
pepsina, responsables de la primera fase de la coagulacion de la leche, a la que se le llama fase
enzimatica, y que consiste en la hidrdlisis de la x-caseina en el enlace Phe;gs-Metyge, rindiendo
dos péptidos de distinto tamaiio: el segmento 1-105 corresponde a la k-paracaseina ligada a las
caseinas as y B, permanece integrada dentro de la micela pero ha perdido la propiedad
estabilizante en presencia de calcio que caracteriza a la kx-caseina integra; y el segmento 106-
169 llamado caseinomacropéptido es el que se separa de la micela, es polar, poco estable y
contiene todas las modificaciones postraduccionales de la x-caseina original (fosforilaciones y
glucosilaciones de N-acetil galactosamina, galactosa y acido N-acetil murdmico formando
cadenas de 3 o 4 unidades).

Alrededor de un 34% de la x-caseina no esta glucosilada, y el resto se glucosila al azar, lo que
genera microheterogeneidad cuando se somete a electroforesis en condiciones
desnaturalizantes y reductoras. El grado de glucosilacién disminuye la eficiencia de la x-caseina
como sustrato para la quimosina. Sélo una fraccién de las caseinas se hidroliza durante la
primera etapa de la coagulacién (18).

La liberacion del caseinomacropéptido y su paso al suero (debido a su composicion de
aminoacidos y su contenido de azlcares que lo hace fuertemente polar), determinan una
disminucion importante de la carga de las micelas asi como posiblemente su grado de
hidrataciéon, pudiendo establecer enlaces intermicelares por interacciones hidrofdbicas entre
restos de «x-paracaseina y la formacién de puentes salinos por interaccion con el calcio que
conducen a la formacion del gel (4).

Los pesos moleculares de las caseinas que forman parte del macrocomplejo micelar tienen los
valores expuestos en la Tabla 3.1.1.

Tabla 3.1.1. Pesos moleculares de las diferentes tipos de caseinas presentes en la leche de vaca (4).
Os1 Os2 B K

23.6 25.2 24.0 19.0

Peso molecular
(kDa)

Las y-caseinas son componentes minoritarios del sistema de caseinas. Se trata de fragmentos
del extremo carboxilo terminal de la B-caseina producidos por la accién de la plasmina (enzima
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proteolitica endégena de la leche). El fragmento amino terminal es conocido como fraccién
proteosa-peptona (6).

Como ya se menciond, el andlisis de caseinomacropéptido mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de agentes reductores y desnaturalizantes (PAGE-SDS), muestra la
aparicion de un grupo de bandas en un estrecho intervalo de valores de peso molecular
aproximadamente de 18 kDa que excede el valor esperado de 6.5 kDa debido a la voluminosa
naturaleza de su parte glucosidica. La x-paracaseina se esperaria observar con un peso
molecular aproximado de 13.5 kDa cuando no se encuentre asociada a o y B caseinas (18).

En un perfil electroforético de proteinas extraidas de queso se esperaria observar todos los tipos
de caseinas en diferentes proporciones (incluyendo x-caseina residual) y otros péptidos de
menor peso molecular producto de la hidrodlisis de las mismas. Ademas, podrian encontrarse en
menor proporcién proteinas del suero como o-lactoalbimina (14.4 kDa), B-globulinas (18.3
kDa), seroalbiminas (66.2 kDa) e inmunoglobulinas de alto peso molecular (20).

Enzimas proteoliticas de origen microbiano

Las enzimas proteoliticas o proteasas son un grupo de biocatalizadores capaces de romper el
enlace peptidico de las proteinas. Estas enzimas se clasifican en funcién al sitio por el cual
cortan la cadena peptidica en:

- Endopeptidasas o proteinasas, que hidrolizan las proteinas en sitios especificos dentro de
la cadena de aminoacidos, produciendo péptidos de distintos tamafios.

- Exopeptidasas o peptidasas, que actlan en la zona final de la cadena polipeptidica
rompiendo ya sea en el extremo amino terminal originando la liberacion de aminoacidos
libres (aminopeptidasas), dos aminoacidos (dipeptidasas) o de tres aminoacidos
(tripeptidasas); o pueden actuar rompiendo por el extremo carboxilo terminal liberando
igualmente un Unico aminoacido (carboxipeptidasas) o dos aminoacidos (peptidil-
dipeptidasas).

Las endoproteasas se pueden dividir teniendo en cuenta su mecanismo catalitico o sustrato
especifico: serina-, cisteina-, aspartico-, carboxi- y metalo-endopeptidasas.

Un ejemplo de serin-proteasa es la plasmina, que degrada principalmente la caseina B rindiendo
caseinas vy y la fraccion proteosa-peptona; y un ejemplo de endopeptidasas son las enzimas
coagulantes del cuajo, conformado por quimosina (80%) y pepsina (20%) (4).

Las proteasas son utilizadas por los microorganismos para degradar las proteinas del medio y
asi obtener nutrientes para su crecimiento. La degradacion es iniciada por endopeptidasas
secretadas al medio, seguida de una nueva hidrdlisis por exopeptidasas extra o intracelulares
(21). A lo largo de la maduracién, los microorganismos liberan en la cuajada enzimas
extracelulares y enzimas intracelulares al momento de morir (4).
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Protedlisis en queso

La protedlisis es el principal factor responsable de los cambios de textura y de la mayor
contribucion de sabor y aroma del queso. Desafortunadamente, cuando la protedlisis es
excesiva, puede llegar a producir péptido pequenos que dan notas amargas, y que si llegan a
presentarse en concentraciones significativas daran lugar a un defecto comdn en quesos (6).

Los principales agentes involucrados en la protedlisis del queso son:

- Las enzimas nativas de la leche (tales como la plasmina y la proteasa acida), las cuales
son particularmente importantes en quesos elaborados con leche bronca,

- Las enzimas del cuajo (quimosina, pepsina o proteasas de origen microbiano),

- Las enzimas provenientes de cultivos iniciadores, y las de los cultivos no iniciadores (22).

Durante la maduraciéon del queso, las caseinas son atacadas por proteasas que dan lugar a
péptidos, que a su vez son sustrato para otras proteasas y peptidasas, dando lugar a péptidos
cada vez mas pequefios y aminoacidos, que por medio de reacciones quimicas y metabdlicas
daran lugar a compuestos de sabor tales como acido fenilacético, metiltiol, feniletanol y otros
compuestos de tipo cetdnico (23)

Las enzimas de origen microbiano desempefian el papel mas importante en la maduracién, ya
que la cantidad de microorganismos en el queso es elevada, especialmente en aquellos
elaborados con leche cruda. Los microorganismos que llevan a cabo tanto hidrdlisis de proteinas
como fermentacion acida son los llamados acido-proteoliticos tales como Enterococcus faecalis
y Micrococcus caseolyticus (24).

En la Figura 3.1.6 se ilustra el perfil electroforético de varios quesos madurados. Al compararse
se observan diferencias debidas a la variedad de microorganismos presentes en cada uno de
ellos.

123 45 6 7 8 9 10111213 1415
—— — — .

35 P b BT
e

Fig. 3.1.6. Electroforesis de urea-PAGE de la fraccion soluble de distintos quesos: 1) caseinato de sodio, 2-4)
Cheddar, 5-7) Emmental, 8) Massdamer, 9) Jarlsberg, 10-12) Edam, 13-15) Gouda (6).
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Si se observa detenidamente la imagen, es posible identificar diferencias en los perfiles
electroforéticos entre muestras del mismo tipo, sobre todo entre 20-25 kDa, asi como bandas
que son comunes en todos los carriles y que aparecen preferentemente debajo de los 20 kDa.
Esto implica grados y patrones de degradacion distintos ain entre quesos del mismo tipo.

En especies de bacterias acido lacticas (BAL) tales como L. /actis, L. bugaricus, L. acidophylus,
S. thermophylus y L. helveticus, se han encontrado peptidasas prolino especificas capaces de
liberar oligopéptidos ricos en prolina a partir de caseina. £. faecalis produce una proteasa
exocelular. En cuanto a £. faeciumy E. durans, ambos estan dotados de actividad extracelular
comparable con la de los estreptococos lacticos (25).

Lipdlisis en el queso

Cuando un alimento es rico en material graso, los triacilgliceroles puros causan una sensacién
grasosa en la boca carente de sabor en el sentido estricto. Sin embargo, los lipidos tienen un
efecto importante en el sabor y la textura de los alimentos al que contribuyen de tres formas
distintas:

1. Son fuente de acidos grasos libres (AGL), especialmente de acidos grasos de cadena
corta que tienen sabor y olor caracteristicos bien definidos. Estos acidos grasos se
producen mediante la accién de lipasas.

2. Los acidos grasos, especialmente aquellos poliinsaturados son susceptibles de oxidacion,
lo que lleva a la formacion de varios aldehidos insaturados que son los responsables de
sabores amargos que se consideran como defecto y que son caracteristicos de la
rancidez oxidativa. La oxidacion en quesos parece estar limitada probablemente debido
al bajo potencial redox caracteristico del mismo (hasta -250 mV).

3. La fraccion lipidica funge ademas como solvente de compuestos de sabor y olor producto
no sodlo de los lipidos, sino del metabolismo microbiano de proteinas y lactosa.

De las posibles contribuciones de los lipidos al perfil de sabor del queso, la lipdlisis y
modificacidn de los acidos grasos resultantes son los fendmenos mas significativos.

Las lipasas del queso pueden provenir de la leche, de la preparacién de cuajo (pasta) y de
bacterias del cultivo iniciador o no iniciador. En general, la lipolisis se acentia mas en
variedades de queso en los que hay mohos involucrados en la maduracion en comparacion de
aquellos en los que es mediada principalmente por bacterias, esto debido posiblemente ya sea a
la excrecién de una mayor cantidad de enzimas o debido a que las mismas son mas eficientes
en el primer caso (6).
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Lipasas v lipdlisis

Las lipasas son hidrolasas capaces de romper enlaces éster de acidos carboxilicos. Estas tienen
efecto minimo sobre ésteres solubles, es decir, prefieren actuar en la interface aceite-agua de
ésteres emulsificados.

Las lipasas pueden exhibir varios tipos de especificidad: Usualmente son especificas para los
enlaces éster exteriores del tri o diglicérido (posiciones snl y sn3). Inicialmente se hidrolizan los
triglicéridos a 1,2- y 2,3-diglicéridos y por ultimo a los 2-monoglicéridos. El acido graso
prevaleciente en la posicién sn2 migra a cualquiera de las posiciones vacantes en snl 6 sn3 para
ser luego liberado por la lipasa (Figura 3.1.7.). En la mayoria de los quesos, la lipolisis
probablemente no va mas alla del primer paso (6).

Las lipasas generalmente presentan especificidad por acidos grasos de cierta longitud. Algunas
otras lipasas hidrolizan especificamente el enlace éster que une acidos grasos insaturados.

Lactococcus spp. Yy Lactobacillus spp. tienen niveles mas bajos de actividad lipolitica que otras
bacterias como Pseudomonas. La actividad lipasa y esterasa de las bacterias acido lacticas
parece ser intracelular en su totalidad, con actividad maxima a pH 6-8 y a 37°C. Estas lipasas no
presentan actividad sobre triacilgliceroles que contengan acidos grasos de cadena larga (mayor
a 10 carbonos).
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Fig. 3.1.7. Accién de lipasas sobre acilgliceroles (6).
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Micrococcus, que constituye parte de la microbiota no iniciadora en quesos, especialmente en la
superficie, produce lipasas que pueden contribuir a la lipdlisis durante la maduracion. La
microbiota no iniciadora de queso puede incluir también a Pediococcus spp. que es débilmente
esterolitica y lipolitica.

En la Tabla 3.2.1. se presentan algunos ejemplos de la proporcidn de acidos grasos libres (AGL)
en quesos madurados.

Tabla 3.2.1. Concentracién de acidos grasos en algunas variedades de queso madurado (6).

. Acidos grasos libres
Variedad (ma/kg)
Edam 356
Mozzarella 363
Camembert 681
Cheddar 1,028
Gruyére 1,481
Provolone 2,118
Parmesano 4,993
Roquefort 32,453

La proporcidén de AGL en cada tipo de queso es variable. Entre mayor proporcion de AGL haya
en un producto es mas probable que predomine la actividad lipolitica sobre la actividad de
degradacion de los mismos que lleva a la formacidon de alcoholes, lactonas y ésteres. Por el
contrario, una baja proporcion de AGL implicaria ya sea una baja actividad lipolitica o una alta
degradacion del producto de hidrolisis. El equilibrio entre estas dos actividades (liberacion de
AGL y su degradacién a otros compuestos), incidira directamente sobre el tipo de producto en
cuanto a perfiles de sabor, olor y textura.

Los compuestos volatiles que aportan al perfil de aroma y sabor del producto son de naturaleza
muy variada y se han identificado cientos de ellos. Los acidos grasos de cadena corta tienen un
impacto considerable en las caracteristicas finales al originar aromas deseables, pero la lipolisis
intensiva y desmedida puede causar problemas de rancidez. Estos acidos grasos son sustrato de
reacciones enzimaticas como la B-oxidacion y descarboxilacién, mediante las cuales se producen
metilcetonas y alcoholes secundarios, y por esterificacion de hidroxiacidos se producen lactonas.
Adicionalmente los acidos grasos pueden reaccionar con grupos alcohol y formar ésteres tales
como el etilbutanato, etilhexanato o metildecanoato (Figura 3.1.8).
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Fig. 3.1.8. Reacciones quimicas que ocurren durante la maduracion del queso a partir del material lipidico (23).
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3.2. Microbiota bacteriana del queso Cotija
Las bacterias empleadas en cultivos iniciadores realizan una o mas de las siguientes funciones:

1. Metabolismo de la lactosa. La produccion de acido lactico merma en el desarrollo de
microorganismos patdgenos y de descomposicion en el queso.

2. Produccion de otros compuestos antimicrobianos que disminuyen aun mas la
probabilidad de sobrevivencia y proliferacion de patégenos.

3. Produccion de compuestos responsables de sabor que contribuyen a las propiedades
sensoriales del alimento.

4. Produccién de una amplia gama de enzimas proteoliticas que juegan un papel activo en
la generacién del perfil de sabor durante la maduracion del queso.

5. Presencia de microorganismos que puedan promover las propiedades funcionales del
queso.

Estas propiedades tienen un impacto significativo en las caracteristicas del producto final,
sobretodo en cuanto al perfil de sabor. Por ejemplo, la cantidad de acido lactico producido
durante la maduracién determinara el grado de pérdida de humedad, el pH final y la cantidad de
lactosa residual en el queso (10).

En quesos elaborados con leche cruda, el cultivo iniciador no estd precisamente descrito, pues
se compone de la mezcla de microorganismos caracteristicos de la regién y depende del manejo
que se le da a la materia prima asi como de las medidas de higiene y buenas practicas con las
que se elabora el producto.

Antecedentes dentro del grupo de trabajo

En 2006, Garcia-Saturnino trabajo con microorganismos con actividad lipolitica, basando su
estudio en el aislamiento y caracterizacion de bacterias y levaduras por medio de la
secuenciacion parcial del gen ribosomal 16S y por pruebas bioquimicas. Las muestras de las que
se partid en este trabajo fueron de queso Cotija con un tiempo de maduracién superior a 6
meses y en algunos casos superior a un ano, donde se lograron identificar por secuenciacion a
las bacterias: Bacillus pumilus, y Staphylococcus xylosus, S. piscifermentans, S. condimenti, S.
carnosus y S. saprophyticus, y por pruebas bioquimicas Bacillus pumilus, Staphylococcus
xylosus, S. simulans y S. saprophyticus. Todos los microorganismos fueron capaces de
metabolizar acidos grasos de cadena corta asi como de cadena larga (26).

En el 2007, Hernandez-Mejia, realizd el aislamiento y caracterizacion de bacterias proteoliticas
por métodos moleculares (amplificacidn, analisis por ARDRA y secuenciacion de la region V3 del
ADNr 16S) en queso Cotija rendido (mas de 6 meses de maduracion), afejo (de 3 a 6 meses de
maduracion) y oreado (menos de 3 meses de maduracion). En este trabajo, Unicamente en el
primer tipo de muestra se pudieron aislar colonias, que resultaron pertenecer a Staphylococcus
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sciuri, S. lentus, S. fleuretti o S. xylosus, asi como a Bacillus subtilis, B. licheniformis, B.
pumilus, B. megaterium o flexus'y Enterococcus faecalis (27).

Un ano después, Bravo-Mendoza trabajé con queso Cotija recién elaborado y simuld las
condiciones de maduracion para monitorear la evolucidon de la microbiota en la muestra.
Después de alrededor de 2 meses y medio de maduracién, se aislaron y caracterizaron por
pruebas bioquimicas cepas de bacterias acido lacticas. Los resultados indicaron que las cepas
pertenecian a Lactobacillus pentosusy Enterococcus faecium (1).

El analisis de la microbiota completa del queso por la técnica de PCR-DGGE fue realizada en
2009 por Zuniga-Bustos. En este trabajo se estudio la diversidad, dominancia relativa y dinamica
de desarrollo monitoreando la maduracién de las piezas durante 7 meses. La técnica permitio la
identificacion de los géneros Enterococcus, Marinilactibacillus y Vagococcus (28).

En el mismo afo, Estrada-Hernandez llevd a cabo en su tesis de licenciatura la identificacion de
microorganismos patégenos mediante la técnica de PCR punto final, la cual permitié identificar
en queso Cotija (con un tiempo minimo de maduracion de tres meses), la presencia de
Salmonella typhi en dos de las diez muestras analizadas, y de Staphylococcus aureus en tres de
ellas. Todas dieron resultados negativos para Listeria monocytogenesy Brucella abortus (29).

También en 2009, Cortés-Diaz trabajé con diez muestras de queso Cotija que cumplian con el
tiempo minimo de maduracion para salir a la venta (3 meses), las cuales fueron analizadas con
el fin de detectar bacterias acido lacticas (BAL) por amplificacion por PCR de distintos genes. Las
bacterias del género Lactobacillus se encontraron con una frecuencia del 100% en las muestras,
Enterococcus faecium en un 70% y Lactococcus lactis en el 30% de las muestras. Streptococcus
thermophilus no se detectd en ninguna (30).

Para el afo 2010, la busqueda de bacterias acido lacticas haldfilas en muestras de queso y sal
se realizd por Gdmez-Castelo. En su trabajo de tesis de licenciatura reportd la identificacién por
PCR-DGGE de los géneros Enterococcus, Vagococcusy Lactobacillus (31).

Caracteristicas generales de los microorganismos identificados

A continuacidn se presenta una revision de las caracteristicas de los microorganismos
identificados en queso Cotija.

L. Género Bacillus: son bacilos Gram positivos, esporulados, dependiendo de la especie
aerobios 0 anaerobios facultativos. Si bien la mayoria son mesodfilos, los hay psicrétrofos y
termofilos. El género incluye sdlo dos patdgenos: B. anthracis (agente causal del carbuco) y 5.
cereus (causante de infecciones alimentarias por produccidn de enterotoxina) (12).
Frecuentemente de 0.5-1.5 X 2-6 um, tipicamente movil. Se encuentran, por ejemplo, como
saprofitos en la tierra y el agua (32). Productor caracteristico de proteasas y peptidasas
responsables de alteracion en alimentos (33).

II. Género Staphylococcus. Cocos Gram positivos, de aproximadamente 1 pm de didametro,
frecuentemente en agrupaciones, algunos contienen pigmentos carotenoides color naranja o
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amarillo; inmdviles y aerobios-anaerobios facultativos. Entre sus fuentes de carbono se
encuentran varios azlcares. Se les reconoce como proteoliticos y lipoliticos. Son catalasa
positivos, normalmente halotolerantes. Los estafilococos se dividen en cepas coagulasa positivos
y coagulasa negativos; entre los primeros se encuentran S. aureus 'y S. intermedius, mientras
que en las Ultimas esta S. epidermis. Se encuentran por ejemplo como comensales y patdgenos
del hombre y otros animales (32).

Dentro de este género, se encuentra S. aureus, uno de los patdbgenos mas comunes causantes
de toxi-infecciones alimentarias cuya presencia se asocia directamente a una inadecuada
manipulacién o al empleo de materias primas contaminadas (34). Tiene una amplia gama de
determinantes de virulencia, que abarca componentes de pared celular y una gran variedad de
exoproteinas que contribuyen en su habilidad para colonizar y causar enfermedad en
mamiferos. Sin embargo, la Food and Drug Administration (FDA) establece que la sola presencia
de grandes cantidades de S. aureus en los alimentos no constituye evidencia suficiente para
incriminar un alimento como causante de infeccidn, sino que es necesario ademas, evaluar la
produccion de enterotoxinas en los aislados (35).

III.  Género Streptococcus. Son cocos Gram positivos, no esporulados y es habitual
encontrarlos encapsulados, anaerobios facultativos o estrictos, catalasa negativos, normalmente
fermentativos, metabolizan habitualmente los azlcares formando gas. Se encuentran, por
ejemplo, como comensales del hombre y otros animales.

Una identificacion mas precisa de los estreptococos fue creada por Rebecca Lancefield. Esta
clasificacion en serogrupos esta basada en las diferencias antigénicas de los carbohidratos de la
pared celular. Los antigenos de grupo son rapidamente extraibles e identificables por reacciones
de precipitacién usando antisueros especificos. Los estreptococos que carecen de antigeno de
grupo reconocible son identificados por caracteristicas fenotipicas (reacciones de fermentacion,
produccion de enzimas) y por hibridacion del ADN. Los grupos de Lancefield se denominan A, B,
C, hasta Vv (36).

Una serie de especies que anteriormente pertenecian al género Streptococcus han sido
transferidas a otros géneros. Por ejemplo, S. faecalisy S. faecium han sido transferidas desde
1984 al género Enterococcus como E. faecalis y E. faecium. Este género pertenece al grupo D
de Lancefield, pueden ser o, B 0 no hemoliticos. Crecen normalmente a 10 y a 45°C, sobreviven
a 60°C durante 30 minutos, y pueden crecer en 6.5% de sal (NaCl) y pH 9.6. E. faecalis puede
obtener energia a partir de piruvato, citrato y malato, pero E£. faecium, no (32).

El género Enterococcus constituye 28 especies de células ovoides, Gram positivas, anaerobias
facultativas, producen acido lactico sin generacidén de gas, normalmente de alrededor de 1 pm
de didametro que se presentan aisladas, en pares o en cadenas cortas. Al ser colonizador natural
de los intestinos en el hombre, se le considera indicador de contaminacion fecal. Por otro lado,
se ha visto que los enterococos tienen la propiedad de producir bacteriocinas, llamadas
enterocinas, las cuales son péptidos pequefos con actividad antimicrobiana contra bacterias
alterantes Gram positivas relacionadas e incluso contra patdgenas como Listeria (37).
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S. lactis ha sido transferido al género Lactococcus como L. /actis. Los lactococos son células
esféricas u ovoides, moviles que se encuentran aislados, en parejas o en cadenas. Crecen a
10°C pero no a 45°C. Los organismos son fermentativos, siendo el acido L(+) lactico el principal
producto de metabolismo de glucosa. Los lactococos se encuentran, por ejemplo, en productos
lacteos. Han sido admitidas cuatro especies (L. /actis, L. garvieae, L. plantarum y L.
raffinolactis), y tres subespecies de L. /actis (/actis, cremorisy hordniae) (12, 42). L. lactis subsp
lactis es capaz de producir una de las bacteriocinas de amplio espectro mas representativas a
nivel de industria de alimentos, la nisina, que es capaz de actuar en alimentos como encurtidos,
quesos y otros productos lacteos contra Clostridium, Staphylococcus, Bacillus y L.
monocytogenes (38).

Iv. Género Lactobacillus. son bacilos o cocobacilos Gram positivos, catalasa negativos que
con frecuencia se presentan aislados o en cadenas largas. Normalmente no moviles.
Quimiorganoheterdtrofos,  utilizan  distintos azlcares como fuente de carbono.
Caracteristicamente fermentativos, forman acido lactico a partir de glucosa por fermentacion
homolactica o por fermentacidon heterolactica sin produccion de gas (32). Si bien los que se
encuentran en los alimentos son microaerofilicos, existen algunas cepas anaerobias estrictas, en
especial en las heces del hombre y en los intestinos. Caracteristicamente se encuentran en la
mayoria de las hortalizas junto con algunas de las demas bacterias acido lacticas, asi como en el
suelo, el agua, las plantas, animales, en la cavidad oral, tracto gastrointestinal y en el tracto
genital femenino. Su presencia en alimentos de origen lacteo es comun. Se les reconoce como
probidticas.

Los miembros de este género juegan un papel predominante en la fermentacién y desarrollo de
sabor en muchos alimentos y bebidas tradicionales, por lo que son frecuentemente utilizados
como iniciadores en productos lacteos como queso y yogurt. Lactobacillus para paracasei tiene
la capacidad de producir bacteriocinas contra E£. coli enterohemorragica y Sa/monella entérica
serovar typhi entre otros (38).

V. Género Marinilactibacillus: bacilo corto Gram positivo, crece aislado, en pares o formando
cadenas cortas; anaerobio facultativo, catalasa negativo, no esporulado y puede ser no movil o
moévil con flagelos peritricos, claramente halotolerante (intervalo éptimo de crecimiento a
concentracion de NaCl de alrededor del 2%, con un intervalo de tolerancia que va de 0 a 12-
20% dependiendo de la cepa); crecen en intervalos de pH preferentemente alcalinos, pero su
crecimiento se observa en pH de 6-9. El intervalo de temperatura de crecimiento se encuentra
entre 37-40°C (algunos psicrotolerantes crecen hasta a -1.8 °C). Producen acido lactico como
principal producto metabdlico. Este género comprende a la fecha solo dos especies: M.
piezotolerans 'y M. psychrotolerans. Se encuentran presentes en sedimentos marinos, donde al
parecer juegan un papel importante en la transformacion de la materia organica (39, 40).

VI. Género Vagococcus. son cocos moviles por medio de flagelos peritricos, Gram positivos,
catalasa negativos, anaerobios facultativos, productores de acidez y no formadores de esporas.
Crecen aislados, en pares o formando cadenas cortas y se desarrollan a 10°C pero no a 45°C.
Crecen en medios con una concentracion de NaCl hasta del 4% (algunos como V. carniphilus
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crece en medios hasta con 6.5% de NaCl (41)) y no crecen en pH 9.6. El peptidoglucano de su
pared celular es Lis-D-Asp. Al menos una especie produce H,S. Se encuentran en el pescado, en

las heces y en el agua (12). Algunos como V. /utrae son productores de acetoina y de acido a
partir de glucosa (42).

El género Vagococcus fue descrito por Collins et a/, en 1989 como un coco del grupo N de
Lancefield, filogenéticamente distinto a los lactococos. La primera especie caracterizada fue V.
fluvialis en 1974. Cinco especies mas han sido asignadas al género Vagococcus desde entonces:
V. salmonarum, V. fesuss, V. lutrae, V. carnijphilus, y por Ultimo V. elongatus (43).

Todas las bacterias son Gram positivas y aerobias o anaerobias facultativas (Tabla 3.2.1).

Tabla 3.2.1. Resumen de caracteristicas destacables de los microorganismos encontrados en queso Cotija.

Ml’croorgamsn?o Caracteristicas metabdlicas destacables
(género/especie)
. Esporulado. Actividad principalmente proteolitica. Aerobio o
Bacillus spp ; h
anaerobio facultativo
Staphylococcus spp Actividad proteolltlga y I|poI|t|ca., Aerobio o anaerobio facultativo.
aureus Potencialmente patogena. Halotolerante.
Enterococcus S Actividad proteolitica extracelular. Acido lactica. Halotolerante.
PP Anaerobia facultativa. Productora de enterocinas.
Lactococcus spp __Acido lactica. Productora de bacteriocinas.
| actobacillus casel __Acido lactica. Probictica. Produce bacteriocinas.
paracasei Acido lactica. Probidtica. Productora de bacteriocinas.
Marinilactibacillus spp Halotolerante. Lactica marina.
Vagococcus spp Halotolerante. Produce acidez.

Los géneros que se han encontrado con mayor frecuencia han sido Bacillus spp., Staphylococcus

spp. Y Enterococcus spp., todos ellos con actividades enzimaticas lipolitica y proteolitica
importantes.
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3.3. Técnicas moleculares en el estudio de poblaciones microbianas

Para entender la presencia y el crecimiento de los microorganismos en alimentos se reconoce en
la actualidad la importancia de su estudio con un enfoque ecoldgico. Los conceptos ecoldgicos
constituyen las bases tanto para el control de microorganismos indeseables como para el uso
racional de los mismos en la produccidon de alimentos fermentados y su uso como probidticos
(44).

La necesidad de cultivar y aislar a los microorganismos para su identificacion por métodos
tradicionales ha limitado la comprension de la diversidad microbiana, puesto que mas del 90%
de los que existen en ambientes naturales no pueden ser cultivados (45), ademas de la
imposibilidad de obtener cepas puras de ciertos microorganismos debido a que su desarrollo
depende de las actividades metabdlicas de otros o porque no se conocen sus condiciones de
cultivo.

Una alternativa para la determinacién de la estructura microbiana en alimentos es aislar
microorganismos Y tipificarlos; otra es utilizar métodos independientes de cultivo en los que se
extraen acidos nucleicos directamente del alimento para casi siempre someterlos a amplificacion
por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Figura 3.3.1.) (44).
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Fig. 3.3.1. Evaluacién de comunidades microbianas en alimentos fermentados (44).
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Las técnicas basadas en PCR ponen a disposicion la deteccion rapida y sensible de
microorganismos independientemente de que sean o no cultivables; de cualquier forma, estas
técnicas proveen informacion limitada sobre el nimero y la disposicion espacial de los mismos,
sin tomar en cuenta los sesgos que implica la extraccién del material genético directamente de
la muestra, pues no es igual la lisis de todas la células; ademas, es posible que ocurra la
amplificacion preferencial de algunas secuencias sobre otras, la formacién de productos
quiméricos, problemas con impurezas en la muestra que merman en la eficiencia de la
polimerasa, etc. (46).

Por estas razones surge la necesidad de desarrollar una técnica microscdpica similar a la tincién
de Gram e independiente de PCR. La técnica tendria que ser tan sensible como las ya bien
establecidas técnicas de inmunofluorescencia, pero en lugar de marcar antigenos, deberia
basarse en acidos nucleicos. El anadlisis comparativo de secuencias homologas de &acidos
nucleicos, mas notablemente en moléculas de ARN ribosomal (ARNr) y los genes que lo
codifican, ha resuelto el planteamiento anterior y se ha aprovechado la amplitud de la base de
datos de secuencias existente. Desde su primer aplicacion como marcadores filogenéticos en
1989 (47), las sondas de oligonucledtidos etiquetadas con fluorescencia dirigidas a ARNr, se han
convertido en una herramienta comun para la identificacion directa e independiente de cultivo
de células bacterianas individuales (48).

El ARNr es la molécula blanco principal en FISH por varias razones: se encuentra en todos los
organismos Vivos, es relativamente estable y se encuentra en un alto nimero de copias
(usualmente del orden de varios cientos por célula en cada replicacion en microorganismos
metabdlicamente activos), ademas de que incluye dominios variables y altamente conservados
(49).

La molécula de ARNr

Existen varios tipos de ARN que difieren en tamaio, estructura y funcion especifica. Todos ellos
son sintetizados a partir de secuencias de ADN que sirven como molde.

El ARNr constituye alrededor del 80% del ARN celular total. Sus moléculas son monocatenarias y
de gran longitud (varios miles de nucledtidos). Algunos de ellos presentan horquillas y bucles
con secuencias internas complementarias. Se encuentran en el citoplasma, donde, en asociacién
con diferentes proteinas, forman parte estructural de los ribosomas.

El ribosoma es la maquinaria macromolecular que se encarga de la sintesis de proteinas y se
compone de al menos tres moléculas de ARN y mas de 50 diferentes proteinas, que conforman
una estructura con masa molecular que rebasa los 2.5 megadaltones (MDa). Comparada con la
velocidad de replicacion del ADN que va de 200 a 1,000 nucledtidos por segundo, la traduccion
ocurre a razon de solo 2-20 aminoacidos por segundo (50).

La estructura del ribosoma esta conformada por dos unidades compuestas de ARN y proteinas
conocidas como subunidad grande y subunidad pequefia. La subunidad grande contiene el
centro peptidiltransferasa, que es responsable de la formacion del enlace peptidico, mientras
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que la subunidad pequefia contiene el centro decodificador, en el que se carga el ARN de
transferencia (ARNt) que contiene el anticoddn del ARN mensajero (ARNm).

Por convencion, las subunidades grande y pequefia son denominadas de acuerdo a la velocidad
a la que sedimentan cuando son expuestas a una fuerza centrifuga. La unidad que se utiliza
para medir la velocidad de sedimentacion es el Svedberg (S; valores mas altos del valor S,
indica mayor velocidad de sedimentacion y por lo tanto una molécula mas grande), en honor al
inventor de la ultracentrifuga, Theodor Svedberg.

En bacterias las subunidad grande tiene una velocidad de sedimentacion de 50 unidades
Svedberg, por lo que se denomina subunidad 50S, mientras que la subunidad pequefia es
llamada 30S. El ribosoma procarionte intacto es referido como ribosoma 70S. Noétese que 70S es
menos que la suma de 50S y 30S, la explicacion a esta aparente discrepancia es que la
velocidad de sedimentacion estd dada tanto por el tamafio como por la forma de la molécula y
no es una medida exacta de la masa.

El ribosoma eucarionte es un poco mas grande (Figura 3.3.2), se compone de las subunidades
60S y 40S, y juntos conforman al ribosoma 80S (50).

Las subunidades grande y pequefia estan constituidas por uno o mas ARN, conocidos como
ARNr y muchas proteinas ribosomales. Las unidades Svedberg también son utilizadas para
distinguir entre ARNr. En bacterias, la subunidad 50S contiene un rRNA 5S y un rRNA 23S,
mientras que la subunidad 30S contiene un solo rRNA 16S.

70S 80S

PM 2,500, 000

PM 4,200, 000

o & ¥ §

PM 1 500 000 PM 900,000 PM 2,800 000 PM 1 ,400,000
5S ARNr 235 ARNr 16S ARNr 55 ARNr 285 ARNr 5.8S ARNr 18S ARNr
= (= — ; =
120 120 160 900
nucleétidos 2900 1540 nucleétidos nucledtidos leStid
nucleétidos nucleétidos nucledtidos
4700
nucledtidos
34 proteinas 21 proteinas ~49 proteinas ~33 proteinas
RIBOSOMA PROCARIONTE RIBOSOMA EUCARIONTE

Fig. 3.3.2. Composicion del ribosoma procarionte y eucarionte.

Aun cuando hay muchas mas proteinas ribosomales que ARNr en cada subunidad, mas de dos
terceras partes de la masa del ribosoma procarionte es ARN. Esto debido a que las proteinas
ribosomales son muy pequeias (alrededor de 15 kDa en promedio). En contraste, los ARNr 16S
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y 23S son grandes, y cada nucleétido tiene una masa molecular promedio de 330 Da, por lo que
por si mismo, sélo el ARNr 23S con sus 2,900 nucledtidos, tiene una masa molecular de casi
1,000 kDa.

El principal indicio de la importancia del ARN en la estructura y funcién del ribosoma es que la
mayoria de las proteinas ribosomales se encuentran en la periferia del ribosoma y no en su
interior. Los dominios funcionales del ribosoma (el centro peptidil transferasa y el centro de
decodificacion), estan compuestos casi en su totalidad por ARNr. Porciones de algunas proteinas
ribosomales que alcanzan el interior de las subunidades, parecen tener Unicamente la funcion de
estabilizar el ARNr que se encuentra fuertemente empaquetado, interactuando con las cargas
negativas propias del enlace azlcar-fosfato de su estructura.

El ARNr, juega un papel primordial en la funcién de la subunidad pequefia del ribosoma. El asa
anticodon del ARNt y los codones del ARNm, contactan el ARNr 16S, no las proteinas
ribosomales de la subunidad pequefia. Ademas, este ARNr es de gran importancia en el inicio de
la transcripcion, ya que el ensamble del ribosoma en un ARNm ocurre en un principio en la
subunidad pequefa y en procariontes esta asociacion estd mediada por la interaccién entre las
bases que conforman el sitio de unién al ribosoma (sitio RBS por sus siglas en inglés ), que es
una secuencia consenso en el ARNm, y el ARNr 16S. Cuando el sitio RBS se encuentra
posicionado a una distancia ideal, la subunidad pequena se ensambla en el ARNm de modo que
el coddn de inicio AUG coincide justo con el sitio P de entrada del primer ARNt en la subunidad
grande del ribosoma cuando ésta se une al complejo. De esta forma inicia el proceso de sintesis
de proteinas o traduccion (50).

Técnica de hibridacion in situ con fluorescencia (FISH)

En la mayoria de los trabajos de hibridacidon /n situ, las sondas se disefian para marcar
fragmentos del ARNr 16S (ver Anexo 5). Las bases de datos publicas contienen las secuencias
de los genes ribosomales 16S de la mayoria de los microorganismos cultivables asi como de
numerosas secuencias obtenidas directamente del analisis del medio ambiente. Las sondas son
disefiadas utilizando la informacion disponible en las bases de datos asi como programas
computacionales.

Un protocolo tipico de FISH incluye cuatro pasos: la fijacién, hibridacién, lavados para remover
la sonda no unida y la deteccién de células marcadas por microscopia (48). En algunos casos,
por ejemplo para bacterias Gram positivas, se lleva a cabo un tratamiento adicional con
lisozima, lisostafina 0 una mezcla de enzimas para abrir la capa de peptidoglucano antes de
llevar a cabo la hibridacién.

La hibridacion debe ser llevada a cabo en condiciones astringentes que propicien el alineamiento
de la sonda con la secuencia complementaria dentro de la célula. Para este paso crucial, se
realiza un precalentamiento del buffer de hibridacidon que contiene la sonda marcada. La
hibridacion tiene lugar en una cadmara oscura con humedad controlada usualmente a
temperaturas de entre 37 y 50°C, y puede tomar entre 30 min y varias horas (51). Después de
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los lavados pertinentes, los portaobjetos pueden ser secados y montados en agentes
antidecolorantes que estan disponibles comercialmente para evitar la pérdida de fluorescencia.

En la seleccion de las sondas para la técnica de FISH, se debe considerar especificidad,
sensibilidad y facil penetracién a la célula (52). Estas generalmente tienen de 15-30 nucleétidos
de longitud, son disefiadas para hibridar contra regiones variables del gen ribosomal 16S vy
generadas en un sintetizador automatico. Las sondas cortas generalmente presentan facil
acceso a su secuencia blanco, pero pueden acarrear problemas de baja especificidad (48).

Existen diferentes formas de marcar o etiquetar, el marcaje directo en la sonda es el mas
utilizado y el mas rapido, barato y facil, pues no requiere de muchos pasos para llevar a cabo la
deteccion después de la hibridacion. Una o mas moléculas fluorescentes son unidas
directamente al oligonucledtido mediante sintesis quimica a través de un enlace amino en el
extremo 5’ de la sonda, o enzimaticamente utilizando la transferasa terminal para colocar el
fluoréforo en el extremo 3’ (52). Un incremento en la sefal de fluorescencia se ha reportado
cuando el oligonucledtido se marca en ambos extremos, una molécula fluorescente en el
extremo 3’y cuatro moléculas en el extremo 5’, utilizando espaciadores apropiados para evitar
apagamiento (53). En algunos casos la identificacion indirecta es Util, la sensibilidad de la
técnica puede ser incrementada cuando se utilizan moléculas reporteras unidas a la sonda tales
como la digoxigenina (DIG), que es luego detectable por un anticuerpo fluorescente. Las sondas
pueden almacenarse a -20°C en oscuridad durante varios meses. Distintos tipos de marcaje se
ilustran en la Figura 3.3.3. (52).

a) Marcaen 5’ {(\

e
b} Marca en 3' —_— L

¢] Molécula reportera _/-DIG
QU _,-fg-;{;rsA
d) Marcaje enzimatico _j HRP

L
f@*@%ﬁff al & w #
e} Sonda de * * *
poliribonucledtido * & & & L ]

Fig. 3.3.3. Marcaje de sondas directo en a) y b), e indirecto de c) a e) utilizando digoxigenina (DIG), peroxidasa de
rabano (HRP) y amplificacion de senal de tiramida (TSA).

Los fluoréforos mas cominmente utilizados para marcar en 5 incluyen a la fluorescina,
tetrametilrodamina, rojo Texas y carbocianinas como Cy3 y Cy5. Fluorocromos con distinta
longitud de onda de maxima excitacion y emision pueden ser utilizados para la deteccion de dos
0 mas microorganismos simultdneamente. Para la observacién microscdpica simultanea de FISH
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multicolor, se pueden utilizar filtros que permitan el paso de distintas longitudes de onda a la
vez. En la combinacion de los fluorocromos debera tomarse en cuenta la forma de los picos de
emisidn para prevenir espectros sobrelapados entre sondas y asi eliminar problemas de
interferencia entre ellas (52).

Las sondas pueden disenarse para discernir a nivel taxondmico, entre bacterias y arqueas, o a
niveles género especificas o especie especificas en funcidn de la regidén del ARNr a la que vaya
dirigida. Si el objetivo es identificar un grupo taxonédmico no muy estrecho, las sondas pueden
ser adaptadas para orientarse hacia sitios menos variables de la molécula de ARNr.

Las sondas deben probarse en distintas bases de datos disponibles en linea asi como contra
cepas puras para corroborar su especificidad (46).

El proceso de fluorescencia (54)

La fluorescencia es el resultado de un proceso que conlleva tres estados en ciertas moléculas
(generalmente hidrocarburos poliaromaticos o heterociclos). Dicho proceso se ilustra por el
diagrama de estado electrdnico de Jablonski que se presenta en la Figura 3.3.4.

Estado 1: Excitacién. Un fotédn de energia hvex es donado por una fuente externa como por
ejemplo una lampara incandescente o laser y absorbido por el fluoréforo creando un estado
electronico excitado singulete (S;"). Este proceso distingue la fluorescencia de la
quimiluminiscencia en el sentido de que el estado excitado es mediado por una reaccidn
quimica.

S
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Fig. 3.3.4. Diagrama de Jablonski que ilustra el proceso por el cual el fluoréforo alcanza un estado electrénico
excitado singulete por absorcién dptica y la subsecuente emisién de fluorescencia. 1) Excitacién, 2) Estado excitado,
3) Emisidn de fluorescencia (54).

Estado 2: Tiempo de vida del estado excitado. El estado excitado existe por un tiempo finito que
normalmente va de 1-10 nanosegundos. Durante este tiempo el fluoréforo sufre cambios
conformacionales y es objeto de milltiples interacciones con su ambiente molecular. Este
proceso tiene dos consecuencias importantes: primero, la energia de S;' es parcialmente
disipada, llevando a un estado relajado (S;) del cual se origina la fluorescencia; segundo, no
todas las moléculas inicialmente excitadas por la absorcion en el estado 1 regresan al estado
basal (Sy) por emision de fluorescencia. Otros fendmenos como el apagamiento por colision, la
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transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET) y el entrecruzamiento en el
sistema pueden disminuir la poblacion de moléculas en estado S;. El rendimiento de la
fluorescencia, que es la relacion del nimero de fotones fluorescentes emitidos (estado 3) entre
el nimero de fotones absorbidos (estado 1), es una medida del grado relativo en que estos
procesos ocurren.

Estado 3: Emision de la fluorescencia. Un fotdn con energia hvegy es emitido, regresando al
fluordforo a su estado basal So. Como existe disipacion de energia durante el tiempo de vida del
estado excitado, la energia de este fotdn es menor y por ende de longitud de onda mas larga
que el fotdn de excitacion hvey. La diferencia de energia o de longitud de onda se denomina
desplazamiento de Stokes. Este parametro es fundamental para la sensibilidad de las técnicas
basadas en fluorescencia.

El proceso completo de fluorescencia es ciclico y a menos que el fluoréforo sea irreversiblemente
destruido en el estado excitado (fendmeno conocido como fotoblanqueamiento), el mismo
fluordforo pude ser excitado repetidamente y detectado. El hecho de que una sola molécula de
fluoréforo pueda generar cientos de fotones detectables es fundamental para la alta sensibilidad
de las técnicas de deteccion de la fluorescencia.

Espectros de excitacion y emision

Para moléculas poliatdmicas en solucién, la transicidén electronica representada por hvex y hvem
en la Figura 2.3.4, se sustituye por un mas amplio espectro de energia llamado espectro de
excitacioén y emision de fluorescencia. Los anchos de banda de estos espectros son parametros
de particular importancia para la deteccidon simultanea de dos o mas fluorodforos. El espectro de
excitacion de un solo fluoréforo en solucién diluida es usualmente idéntico al espectro de
absorcion. Este ultimo puede ser utilizado como un sustituto del espectro de excitacion.

La intensidad de la emisidn es proporcional a la amplitud del espectro de excitacién a la longitud
de onda de excitacion (Figura 3.3.5).
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Fig. 3.3.5. Excitacién de un fluoréforo a tres diferentes longitudes de onda (EX 1, EX 2, EX 3) no cambia el perfil de
emision pero produce variaciones en la intensidad de la fluorescencia de emisién (EM1, EM2, EM3) (54).

Las muestras bioldgicas marcadas con fluorescencia, tipicamente contienen mas de una especie
capaz de emitir una sefial detectable (como fluordforos intrinsecos o autofluorescentes),

31



haciendo mas complejo el aislamiento de las mismas. Lo anterior se complica ain mas cuando
se utilizan 2 o mas fluordéforos a la vez (Figura 3.3.6).

Las sefales de absorcidon causadas por autofluorescencia de células, tejidos y fluidos bioldgicos
se minimizan con el uso de sondas que se excitan a longitudes de onda de mas de 500 nm.
Mas aun, a longitudes de onda mayores, la dispersion de luz por los medios densos como los
tejidos, es muy reducida, lo que resulta en una mejor penetracion de la luz de excitacion (55).

Intensidad

EX S1 S2 Senales

Longitud de onda (A)

Fig. 3.3.6. Deteccion de fluorescencia de una mezcla de especies. La excitacién (EX) en traslape con las bandas de
absorcion Al yA2 produce dos especies fluorescentes con los espectros E1 y E2. Los filtros opticos aislan las sefiales
de emision cuantificables S1 y S2 (54).

La experimentacion con marcaje multicolor implica la introduccion deliberada de dos o mas
sondas simultaneamente para monitorear distintas funciones bioldgicas. Esta técnica es
socorrida principalmente en citometria de flujo, secuenciacién de ADN, hibridacidon in situ y
microscopia de fluorescencia. El aislamiento de la sefal y el analisis de datos se facilitan
maximizando la separacidon de los espectros de las multiples emisiones (E1 y E2 en la figura
anterior). Consecuentemente los fluoréforos con espectros de emisidn en los que las bandas son
estrechas, son muy Uutiles en la aplicacion de multicolor. Una combinacién ideal de fluoréforos
sera aquella en la que ambas sondas compartan una fuerte absorcién a la misma longitud de
onda, pero que presenten espectros de emisidn bien separados (56).

Otras caracteristicas importantes de lo fluordéforos son el coeficiente de extincion molar y el
rendimiento cuantico. El coeficiente de extincién molar es una medida de la eficiencia con la cual
un fluoréforo absorbe la luz de una fuente de excitacion y la cantidad de luz fluorescente que
sera capaz de generar: un alto coeficiente resultara en fluoréforos mas brillantes.

La intensidad de fluorescencia de un fluoréforo estd directamente relacionada con su
rendimiento cuantico, el cual es la fraccion del nimero de fotones absorbidos que son
convertidos en el nimero de fotones emitidos. Rendimientos cuanticos altos resultan en altas
intensidades de fluorescencia (54).
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Fendmenos de apagamiento (57)
Apagamiento por FRET

La transferencia de energia por resonancia de fluorescencia o transferencia de energia tipo
Forster, es un mecanismo mediante el cual la energia es transferida entre dos moléculas.
Durante este proceso, un fotdn proveniente de un fluoréforo energéticamente excitado (el
donador) lleva a un electron en otra molécula (el aceptor) a niveles vibracionales superiores del
estado excitado singulete. Como resultado el nivel energético del fluoréforo donador regresa al
estado basal sin haber emitido fluorescencia. Este mecanismo depende de la orientacion del
dipolo de ambas moléculas y esta limitado por la distancia entre ellas. Tipicamente, la distancia
efectiva entre el donador y el aceptor se encuentra en el intervalo de 10-100 A, que
corresponde a la distancia que hay aproximadamente entre 3 y 30 nucledtidos localizados en
una doble hélice de DNA. Otro requerimiento es que el espectro de emision de la molécula
donadora se sobrelape con el espectro de absorcidon de la molécula receptora.

El aceptor puede ser otro fluoréforo o incluso una molécula no fluorescente. Si el aceptor es un
fluordforo, la energia de transferida puede emitirse como fluorescencia a la longitud de onda de
emision caracteristica de esa molécula. En caso de que el aceptor sea una molécula no
fluorescente, la energia absorbida se perdera en forma de calor y no se observara emision de
fluorescencia de ese complejo.

Apagamiento por contacto

El apagamiento, disminucion o pérdida de la sefial de fluorescencia puede ocurrir como
resultado de la formacion de un complejo no fluorescente ya sea entre un fluoréforo y otro o
con una molécula que no fluoresca. Este mecanismo es conocido como apagamiento por
contacto, apagamiento estatico o formacidon de complejo de estado basal.

En el apagamiento por contacto, dos moléculas interactuan por transferencia de electrones y
protones mediante la formacion de puentes de hidrédgeno. En medio acuoso, las fuerzas
electrostatica, hidrofdbicas y estéricas controlan la formacién de dichos puentes. Cuando estos
complejos absorben energia en forma de luz, el estado excitado inmediatamente regresa al
estado basal sin emitir fotones.

Una caracteristicas del apagamiento por contacto es el cambio en el espectro de absorcion de
las dos moléculas cuando se encuentran formando parte del complejo, en comparacién con el
mecanismo FRET, donde los espectros de absorcidn de las moléculas no cambia.

Apagamiento por colision

También conocido como apagamiento dinamico, ocurre cuando un fluoréforo que ha alcanzado
el estado excitado es desactivado al contacto con otra molécula en la misma solucion. Al
contacto, el fluoréforo regresa al estado basal si la emision de fotones. El grado de apagamiento
dependera de la naturaleza del fluordforo, su estructura, y la manera en la que interactte con
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la otra molécula. Ejemplos de moléculas que podrian actuar como apagadores colisionales son el
oxigeno, haldégenos y aminas.

Deteccion de fluorescencia

Cualquier sistema de deteccion de fluorescencia, independientemente de la aplicacién, debe
contar con cuatro elementos esenciales: 1) una fuente de luz de excitacion, 2) el fluoréforo, 3)
filtros de longitud de onda para aislar los fotones de emisidon de los de excitacién y 4) un
detector capaz de registrar los fotones de emisién y producir un dato almacenable, usualmente
como una senal eléctrica (54).

El sistema de deteccion mas usado en la técnica de FISH es el microscopio confocal debido a la
versatilidad de longitud de onda de excitacidon cuya fuente de luz es capaz de emitir, ademas de
que permite la obtencion de imagenes en distintos planos focales.

Microscopio confocal (58)

El principio del microscopio confocal de exploracion laser de epi-fluorescencia se esquematiza en
la Figura 2.3.7. La luz emitida por el sistema laser (fuente de excitacién) con una longitud de
onda adecuada, pasa a través de la apertura del colimador que esta situada en plano conjugado
(confocal). El laser es reflejado por el espejo dicromatico y escinde sobre la preparacién en un
plano focal definido. La fluorescencia secundaria emitida por puntos definidos del especimen (en
el mismo plano focal), pasa de regreso a través del espejo dicromatico y es enfocada como un
punto confocal hacia la apertura del colimador que se encuentra frente al detector.

La cantidad significativa de fluorescencia emitida que se proyecta sobre y debajo del plano del
objetivo focal no es confocal con el colimador (los denominados rayos de luz fuera de foco en la
Figura 3.3.7). Como solo una fraccién pequefa de la fluorescencia emitida fuera de foco pasa a
través de la apertura del colimador, la mayoria de esta luz ajena no es detectada por el
fotomultiplicador y no contribuye a la imagen resultante.

Reorientando el objetivo en un microscopio confocal, se modifican los puntos de excitacion y
emision sobre el especimen a un nuevo plano que se vuelve confocal con respecto a la apertura
del colimador de la fuente de luz y del detector, lo que permite la observacion de la misma
preparacion en diferentes planos.
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Fig. 3.3.7. Esquema de la ruta dptica y componentes principales de un microscopio confocal con escaner laser.

Especimen

En un microscopio tradicional de epifluorescencia, la preparaciéon completa es objeto de una
intensa iluminacion por una lampara de descarga de arco de mercurio o xendn, lo que resulta en
la generacion de una imagen a partir de la emisidon del especimen que puede ser visualizada
directamente con los oculares o proyectada en una superficie de detecciéon de arreglo
electronico o sobre una pelicula plana tradicional. En contraste con este concepto, la generacion
de la imagen en el microscopio confocal es fundamentalmente distinta.

El fotomultiplicador

En cualquier sistema de microscopia de fluorescencia, la recoleccion y medida de la emisién
secundaria por el objetivo puede ir acompafada de muchas clases de detectores fotosensibles,
incluyendo fotomultiplicadores, fotodiodos, etc. En microscopia confocal, la fluorescencia emitida
atraviesa directamente la abertura del colimador colocado cerca del plano de la imagen para
excluir la luz de estructuras fluorescentes localizadas lejos del plano focal del objetivo,
reduciendo la cantidad de luz disponible para la formacién de la imagen.

Los fotomultiplicadores o TFM (Figura 3.3.8) son el detector de eleccion en la mayoria de los
microscopios confocales comerciales. Estos contienen una superficie fotosensible que captura los
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fotones incidentes y produce una corriente de fotoelectrones que genera una carga eléctrica
amplificada. Estos detectores contienen un elemento critico llamado fotocatodo, que es capaz de
emitir electrones a través de la senal fotoeléctrica (la energia de un electron absorbido es
transferida a un electron), cuando se expone a un flujo de fotones.

Entrada de

fotdn \ ventana
Electrodos

Fotocatodo

Electrodo de
enfoque

Fuente

de salida

Fig. 3.3.8. Esquema de un fotomultiplicador.
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4. Justificacion

Este trabajo es una primera aproximacién al estudio de los principales géneros bacterianos
identificados con anterioridad en queso Cotija, en funcién de la distribucidon espacial en una
pieza en la que se generan gradientes de composicion y por lo tanto, la formacion de
microambientes.

Al tratarse de una pieza que ha sido sometida a cierto tiempo de maduracion (3 meses), el
resultado sera una “fotografia” de la comunidad bacteriana que ocupa dicho espacio hasta ese
momento.

Los estratos fisicoquimicos que se logren definir y la caracterizacién bacteriana de cada uno de
ellos permitiran analizar la relaciéon entre los microorganismos colonizadores y el microambiente
que habitan. Para esto fue necesario acudir al montaje de metodologias de tipo molecular
debido a la imposibilidad de cultivar la microbiota bacteriana completa en condiciones de
laboratorio.

El analisis de la microbiota bacteriana se enfocd en la caracterizacion a nivel de género de tres
de los microorganismos encontrados con mayor frecuencia en queso Cotija y que poseen
actividades metabdlicas de protedlisis y lipdlisis importantes.

Por Ultimo la importancia de generar informacion interesante con respecto a un producto
nacional de manufactura artesanal, permite ampliar la visidn sobre la diversidad y riqueza de los
alimentos elaborados en nuestro pais que gozan de excelentes caracteristicas sensoriales y de
calidad, mismas que han sido reconocidas en certamenes de talla internacional.
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5. Hipotesis

Si los gradientes fisicoquimicos que se establezcan en una pieza de queso Cotija son lo
suficientemente claros como para generar microambientes distintos en cada zona, entonces se
vera afectada la distribucién de tres de los géneros bacterianos encontrados con mayor
frecuencia, lo que podria verse reflejado en los perfiles de acidos grasos libres y de proteinas en
cada zona producto de sus actividades proteolitica y lipolitica.

6. Objetivos:

Objetivo general:

Establecer si existe relacion entre las caracteristicas fisicoquimicas de una pieza de queso Cotija
con los microorganismos presentes en ésta en funcidn de la distribucién espacial.

Objetivos particulares:

Identificar la formacién de gradientes fisicoquimicos de pH, actividad acuosa, potencial redox y
acidez en la pieza.

Comparar los perfiles de proteinas y lipidos como herramientas para establecer diferencias sobre
la hidrdlisis de estos componentes en cada estrato.

Caracterizar la distribucién y abundancia espacial de la microbiota bacteriana compuesta por los
géneros Enterococcus spp., Staphylococcus spp. y Bacillus spp. en la pieza de queso por la
técnica de hibridacién /n situ con sondas fluorescentes (FISH) optimizada para este sistema.
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7. Estrategia experimental

La fase experimental de este trabajo consistid basicamente en dos grande bloques: el andlisis
fisicoquimico y el microbioldgico. Del segundo bloque se omiten varios experimentos que fueron
clave en el montaje de la técnica de FISH pero que se mencionan en el texto (Figura 7.1.).

Analisis Analisis de bacterias por
fisicoquimico FISH

Perfil de

Perfil de ac.

grasos proteinas M Enterococcus spp Bacillusspp

Staphylococcus spp

Fig. 7.1. Esquema general de experimentacion

El queso objeto de este estudio es una pieza completa de forma cilindrica de aproximadamente
26 cm de diametro por 16.5 cm de alto que se desmorona al corte.

El producto se considera de tipo afiejo puesto que fue sometido a un proceso de maduracion de
3 meses. Fue adquirido en la feria del queso de Cotija celebrada en 2010 y trasladado al
laboratorio del Conjunto E de la Facultad de Quimica, UNAM, donde se mantuvo en congelacion
a -70°C hasta su analisis.

La pieza fue dividida en 4 zonas o estratos de 3 cm de espesor cada una comenzando por el
centro y se tomd a la corteza como zona 5, misma que fue cortada con un espesor de 0.5 cm
aproximadamente tal y como lo muestra la Figura 7.2.

Cada uno de los cortes fue almacenado en bolsas de sallado hermético y colocado en
refrigeracion hasta el momento de su analisis fisicoquimico.

En el primer bloque, la caracterizacion fisicoquimica incluyd la determinacién de actividad
acuosa, cloruros, pH, acidez, calcio y potencial redox, asi como la evaluacion de sustratos y
productos de interés metabdlico, donde se incluyd la determinacion del perfil electroforético de
proteinas y el perfil de acidos grasos totales y libres.
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Fig. 7.2. Estratificacion de la muestra en 5 zonas distintas.

En cuanto al analisis microbioldgico, se llevd a cabo la determinacion de las cinéticas de
crecimiento, pruebas de permeabilizacion y optimizacion de las condiciones de hibridacion en
cepas puras antes de trabajar sobre el paquete celular extraido de queso para proceder con la
cuenta de sefales positivas.

Se realizaron pruebas de especificidad con las sondas correspondientes y la sonda universal
como controles positivos y pruebas cruzadas con el resto de las sondas en todos los
microorganismos como controles negativos.

Se cortd el queso en tres regiones distintas correspondientes a cada zona y se homogeneizaron
juntas para extraer el paquete celular, sobre el cual se realizaron tres hibridaciones

independientes con cada sonda especifica y la universal.
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8. Metodologias

8.1.  Determinacion de actividad acuosa (aw)

Se homogeneizd muestra suficiente (5 g) para cubrir la superficie de la placa del equipo
aWQuick (Rototronic Instrument Corp). Cuando la lectura fue estable e indicada por el equipo
como una doble alarma, se registr6 directamente el valor de actividad acuosa.

8.2  Determinacion de cloruros (59)

Se pesaron 10 g de muestra en balanza analitica y se agregaron 40 mL de agua a 50°C en un
matraz Erlenmeyer. Este fue incubado durante 30 minutos con agitacion a 200 rpm para extraer
el material soluble.

Se decantd y el sdlido fue filtrado con gasa y lavado con agua hasta juntar un volumen de
aprox. 100 mL

El pH del liquido obtenido fue ajustado a 7 y aforado a 100 mL. De alli se tomé una alicuota de
20 mL a la que se adiciond 1 mL de solucion al 10% p/v de K,CrO,. La mezcla se tituld con
AgNOs; 0.1 N hasta observar una coloracidon rojo ladrillo estable por 20 segundos. Al mismo
tiempo se tituld blanco de agua pH 7.

K,CrO4 + AgNO; + CI" — AgCl (sdlido blanco) + NOs;™ + K,CrO4
2 AgNO; + K,CrO4 — Ag,CrO, (sdlido rojo) + 2KNO;

%NaCl = (mL AgNO; mtra — mL AgNO; blco) X N AgNO; X 5.85
g mtra X alicuota (mL)
Aforo (mL)

8.3  Determinacién de pH (60)

Se pesaron 9 g de muestra en balanza analitica y se colocaron en matraz Erlenmeyer de 250
mL, al que se agregaron 100 mL de agua destilada pH 7 a temperatura ambiente y se someti6 a
agitacién a 200 rpm durante 15 min a 30°C.

El contenido se filtré con gasa hasta obtener una disolucion sin grumos ni gldbulos grasos y se
midi6 directamente el pH con electrodo de Ag/calomel.

8.4  Determinacion de acidez (61)

A partir del filtrado anterior, se tomd una alicuota de 25 mL con pipeta volumétrica y se
transfirid a matraz Erlenmeyer de 250 mL, al que se adicionaron 0.5 mL de fenolftaleina al 1%
p/Vv en solucién alcohdlica.
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Se tituld con NaOH 0.1 N con agitacidon continua hasta que se observé el vire a color rosa claro
que se mantuvo por 30 segundos.

% Acido lactico = (mL NaOH X N NaOH X 0.09 meg) X 100
g muestra

8.5 Determinacion de contenido de calcio (62)

Se pesaron de 2-3 g de queso en crisol de porcelana y se obtuvieron las cenizas en mufla a
5500°C. Una vez frias, se adiciond de 1-2 mL de agua destilada y 0.5 mL de H,SO, concentrado.

La dispersidon se trasvasd a matraz Erlenmeyer de 250 mL y se enjuagd el crisol con agua
destilada hasta que se obtuvo un volumen de aproximadamente 50 mL.

Se adicionaron de 15-20 mL de EDTA 0.1 M valorada mas 8 mL de NaOH 4 M, mas 100 mg de
indicador a-hidroxinaftol (Sigma). En los casos en los que no se observd coloracion azul, se
adiciond mas EDTA medido con bureta.

Enseguida se adicionaron entre 15-20 mL de soluciéon de CaCl, 0.02 M hasta observar el vire de
la disolucién a rojo brillante. En ese momento, la disolucién se titul6 con EDTA hasta observar
coloracién azul que permanecia por 60 segundos.

El contenido de calcio fue calculado de la siguiente manera:

%Ca = [(mL totales de EDTA)(M EDTA) — (mL CaCl,)(M CaCl,)] X 40.08 X 100
muestra pesada (mg)

8.6.  Determinacion de potencial redox (Microelectrodos disefiados por el Dr. José de
JesuUs Garcia Valdés)

En la Figura 8.1 se muestra un esquema de los electrodos de referencia (electrodo de plata) y
de lectura (electrodo de platino).

El electrodo de referencia se construyo a partir de un alambre de plata que se puso en contacto
con una solucién de KCl 3 M, que hace las veces de puente salino entre el alambre y la
membrana de vidrio colocada en la punta del sistema. Esta membrana entr6 en contacto directo
con el queso.

El electrodo de platino se construyd a partir de un alambre de este material protegido con acero
inoxidable y una capa de teflon entre ambos metales. Por la parte inferior del tubo de acero
sobresalieron aprox. 2 cm de alambre que entraron en contacto con la muestra.

El sistema completo fue probado antes de intentar hacer mediciones en la muestra mediante
titulaciones redox de permanganato/oxalato para determinar la obtencién de valores
reproducibles y que funcionara correctamente (Anexo 1).
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Fig. 8.1. Esquema del sistema de medicion del potencial redox utilizando microelectrodos acoplados a un
potenciémetro (11).

Para realizar las lecturas directamente en la pieza, ésta se cubrid de plastico auto-adherente
para evitar que al agrietarse se incorporara aire al sistema. Se inserté una varilla de acero a una
profundidad de 7 cm desde la cara plana del queso para abrir camino sin dafar los electrodos y
garantizar que las lecturas fueran tomadas lo mas cercanas a la parte media de la pieza. A
continuacién el electrodo fue insertado en el mismo hueco permitiendo que la punta del
dispositivo abriera 1 cm mas de camino para asi minimizar la entrada de aire al momento de la
lectura.

El sistema tardd alrededor de 15 a 20 segundos en estabilizar las lecturas. El potenciémetro
acoplado a los electrodos fue el Beckman phi34 con nimero de serie 247434.

Las lecturas se llevaron a cabo por quintuplicado en cada una de las zonas. Se omitieron las
lecturas de la corteza debido a que el potencidmetro no logrd estabilizarse.

8.7.  Perfil de proteinas (63)
Extraccion de proteina soluble y electroforesis

Se homogeneizaron 5 g de queso con 25 mL de buffer de fosfatos pH 7 durante 5 min utilizando
Ultraturrax a 8,000 rpm.

Una vez terminada la homogeneizacion, el pH se ajusté a 4.4 con HCl con la finalidad de
precipitar las caseinas. La suspension se filtrd y el sobrenadante se recuperd para determinar la
concentracion de proteina por el método de Lowry (curva de calibracién en Anexo 2) después de
reajustar el pH a 7. Se ajustd la concentracion a 6 pg/uL, lo que permitid cargar 120 pg de
proteina en cada pozo y se realizd electroforesis SDS-PAGE T=12.5% de acuerdo al manual de
BioRad.
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Los geles se corrieron a 100 V (fuente de poder Power/Pac Basic 300 de BioRad) hasta que el
frente de corrida salio del gel. En cada uno se cargd un pozo con 5 pL de marcador Fermentas
#SMO0431 conteniendo las proteinas que se enumeran en la Tabla 8.1.

Tabla 8.1. Péptidos contenidos en mercador de peso molecular Fermentas.

Peso molecular (kDa) Proteina Fuente
116.0 B-galactosidasa E. coli
66.2 Albdmina sérica bovina Plasma bovino
45.0 Ovalbimina Huevo blanco de gallina
35.0 Lactato deshidrogenasa Musculo porcino
25.0 REasa Bsp 98I E. coli
18.4 B-lactoglobulina Leche bovina
14.4 Lisozima Huevo blanco de gallina

Los geles se escanearon en un equipo HP Sacanjet G4050 y fueron analizados con el software
Quantity One 4.2.1 de BioRad.

Extraccion de caseinas y electroforesis

Se homogenizaron 0.6 g de queso en 12.5 mL de urea 8M (pH 8) y la mezcla se incubd a 37°C
durante 2h.

A continuacion se centrifugd a 10,000 rpm (16,770 G) durante 30 min a 4°C. El sobrenadante se
filtrd y luego se dializd durante 24 h a 5°C contra una solucion de buffer de fosfatos pH 7 con
una membrana de 1 kDa que permitié la salida de la urea.

Al extracto se le determind la concentracién de proteina por el método de Lowry (curva de
calibracion en Anexo 2).

Se ajustd la concentracion de proteina igual que en el caso anterior y se realizd electroforesis en
las mismas condiciones.

8.8.  Perfil de acidos grasos
Acidos grasos totales (64)

Los acidos grasos se extrajeron con una mezcla de cloroformo-etanol (1:1) y se evapord el
solvente a sequedad en bafio maria a 60°C.

A la muestra reconstituida se adiciond acido valérico como estandar interno y 2 mL de NaOH en
metanol al 2% p/v, se sometid a ebullicion en bafio maria por 10 min y una vez frio a
temperatura ambiente, se adiciond 1 mL de BF; en metanol al 14% v/v.

Se colocd nuevamente a ebullicién por 2 min y se adicionaron 5 mL de heptano, para continuar
en ebullicidon 2 minutos mas. Una vez frio a temperatura ambiente, se colocaron 3 mL de
solucion saturada de NaCl y se sometid a centrifugacion. Se extrajo la fase organica y se lavd
con heptano.
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Se filtré en papel con Na,SO, y se evapord el filtrado a sequedad. Se reconstituyé en 1 mL de
hexano y se inyectd 1 pL del extracto en un cromatdgrafo de gases Varian CP-3380, con
inyector automatico con detector de flama y columna capilar marca Agilent modelo HP-
INNOWax, compuesta 100 de pelicula de polietilenglicol de 0.25 pm, una longitud de 30 m y
didmetro interno de250 pm. Se utilizd N, como gas acarreador. La temperatura de inyeccion fue
de 2200°C, y la del detector de 275°C. El programa de temperatura de columna inicié en 150°C
que se mantuvo durante 1 min. La primera rampa fue un aumento de 15°C/minuto hasta
alcanzar 225°C, temperatura a la que se mantuvo durante 5 minutos. Posteriormente, en la
segunda rampa, la temperatura aumentd 5°C/min hasta alcanzar 230°C, manteniéndose asi
durante 17 minutos. El tiempo total del analisis fue de 29 minutos.

Se utilizd el software Instrument 1 Online 6890N para llevar a cabo la recoleccion de datos. La
mezcla de estandares utilizada fue Supelco FAME mix C6-C22, que contiene una mezcla de los
acidos grasos de la Tabla 8.2.

Tabla 8.2. Acidos grasos metilados contenidos en la mezcla de estandar.

Acido graso metilado | % (p/p) Acido graso metilado| % (p/p)

metil octanoato (C8:0) 1.9 metil estearato (C18:0) 6.5

metil decanoato (C10:0) 3.2 metil cis-9-oleato (C18:1) 19.5

metil laurato (C12:0) 6.4 | metil trans-9-elaidato (C18:1) 2.7

metil tridecanoato (C13:0) 3.2 metil linoleato (C18:2) 13

metil miristato (C14:0) 3.2 metil linolenato (C18:3) 6.4

metil miristoleato (C14:1) 1.9 metil araquidato (C20:0) 1.9

metil pentadecanoato (C15:0) 1.9 metil eicosenoato (C20:1) 1.9

metil palmitato (C16:0) 13 metil behenato (C22:0) 1.9

metil palmitoleato (C16:1) 6.4 metil erucato (C22:1) 1.9
metil heptadecanoato (C17:0) 3.2

Ademas, se utilizd acido valérico (C5:0) (SIGMA) como estandar interno, y acido butirico (C4:0)
(SIGMA) para completar la serie de estandares.

Acidos grasos libres (65)

Para separar los acidos grasos libres, se transfirieron 2.5 mL de extracto lipidico en éter a un
tubo con 100 mg de resina Amberlys A 26 almacenada en metanol, previamente lavada con
NaOH 1M. El tubo se colocd en agitacion a 150 rpm durante una hora, se elimind el solvente y
la resina se lavd 5 veces con 3.5 mL de éter-metanol (2:1). El extracto se evapord a sequedad a
temperatura ambiente en una atmdsfera de nitrégeno.

Se adiciond 1 mL de agente metilante (se goted 1 mL de cloruro de acetilo en 10 mL de metanol
anhidro), en cada tubo y se incubd durante toda la noche a 30°C en oscuridad con 4 esferas de
tamiz molecular (44, Sigma).
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Después de la metilacion se adiciond 1 mL de hexano y 1 mL de soluciéon de NaCl saturada. La
capa de hexano se retird con pipeta Pasteur y se colocd en un vial para su analisis por
cromatografia de gases en las condiciones antes descritas.

8.9.  Pruebas microbioldgicas en cepas puras

Para estandarizar la carga de microorganismos de cepas puras utilizadas en las pruebas de
permeabilizacion y de especificidad de las sondas, se llevd a cabo la determinacion de las
cinéticas de crecimiento de cada género y su relacion con las unidades formadoras de colonia
(UFC) en cada caso.

Cinéticas de crecimiento

Todas las cinéticas de crecimiento se construyeron a partir de cepas puras aisladas de queso
Cotija, (ver Tabla 8.3), conservadas en chaquiras y almacenadas a -70°C.

Se colocaron de 2 a 3 chaquiras en 20 mL de medio MRS en matraz Erlenmeyer de 50 mL y se
incubd a 37°C a 250 rpm durante 24 h en el caso de Enterococcus. En el caso de
Staphylococcus 'y Bacillus se colocaron de 2 a 3 chaquiras en 10 mL de medio BHI en un tubo
de ensayo con tapa de rosca y se incubd a 37°C en estufa estatica durante 24 h.

Tabla 8.3. Cepas puras utilizadas

Microorganismo Origen Trabajo

S. psifermentans Queso Cotija Garcia-Saturnino, 2006

B. pumilus Queso Cotija Cortés-Diaz, 2009

E. faecium Queso Cotija ZUiiga-Bustos, 2009

E. faecalis Queso Cotija Serrano-Maldonado, 2010

Una vez transcurrido este tiempo se hizo un pase del 2% v/v de preindculo en matraz
Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 50 mL de medio y se incubd en las condiciones adecuadas.

Se tomaron lecturas de densidad dptica (D.O.) a A= 600 nm cada hora. Cuando la D.O. rebasd
la unidad, se llevaron a cabo diluciones y se corrigio el valor de absorbancia para graficar tiempo
contra absorbancia o tiempo contra el logaritmo natural de D.O.

Determinacion de UFC/mL por micrométodo

En funcién del comportamiento observado en la cinética de crecimiento se eligieron al menos
cuatro puntos de muestreo para hacer cuenta en placa. Estos incluyeron t=0, al inicio de la fase
log, a la mitad y al final.
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Se llevaron a cabo diluciones que iban de 10" a 10™° en solucién salina al 0.85% p/v pH 7
estéril. Se prepararon cajas Petri con medio sdlido de agar y se dividié cada caja en 3 sectores.
Cada sector correspondia a una dilucién, y cada caja a un tiempo.

Se tomaron 20 pL de la dilucién correspondiente y se colocaron por triplicado en el sector
designado. Se permitid su absorcién durante algunas horas y se incubaron las cajas a 37°C
durante 24 h.

Se contabilizaron las UFC/20 L utilizando como criterio discriminativo valores de UFC de entre
20 y 200. Se realizd el calculo del promedio y la multiplicacion por el factor de dilucion
correspondiente para obtener UFC/mL.

Se graficd UFC/mL contra D.O. y se realizd el ajuste de regresién lineal. Para ver los resultados
consultar el Anexo 3.

Cuenta en placa de bacterias

Se realizd cuenta en placa de los paquetes celulares obtenidos tratando una muestra de queso
como se indica en el punto 8.13 de este apartado hasta el punto antes de la adicion de
paraformaldehido.

A partir de este pellet, se realizaron diluciones decimales en solucién salina al 0.85% p/v, pH 7,
estéril y se inoculd por duplicado, 1 mL de la dilucion correspondiente en cada caja. Se
agregaron de 18 a 20 mL del medio agar cuenta en placa fundido y mantenido a 45 °C. Para
homogenizar, se mezclaron dentro de la campana de flujo laminar mediante 6 movimientos de
derecha a izquierda, 6 en el sentido de las manecillas del reloj, 6 en sentido contrario y 6 de
atras a adelante, sobre una superficie lisa y horizontal hasta lograr la completa incorporacion del
indculo en el medio; cuidando que el medio no mojara la cubierta de las cajas.

Las cajas se dejaron solidificar y se incubaron en posicidn invertida durante 48 h a 35+2 °C. Se
incluyé una caja sin indculo por cada lote de medio y diluyente preparado como testigo de
esterilidad.

Se tomaron en cuenta las cajas con las diluciones que contuvieran entre 25 y 250 UFC

8.10. Técnica de hibridacién /n situ con fluorescencia (49).
Fijacidn

Se prepard una solucion de paraformaldehido al 4% p/v en buffer PBS (NaCl 8.9 g/L, KCl 0.2
g/L, Na,HPO, 1.44 g/L, NaH,PO, 0.24 g/L, pH 7.2-7.4). Para lograr la disolucion completa del
paraformaldehido en el buffer, se realizd un calentamiento a 60°C y se adicionaron de 3 a 5
gotas de sosa. Después la solucién se refrigerd hasta su uso.
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Un volumen de suspension de células fue mezclado con tres volimenes de solucion fria de
paraformaldehido al 4% p/v en buffer PBS estéril. La solucién fijadora fue recién preparada, de
no mas de 24 horas.

La mezcla se incubd durante 16 h a 4°C. Una vez transcurrido este tiempo, las células fueron
concentradas por centrifugacion en microcentrifuga a 12,000 rpm (13,300 G) durante 2 min a
40C,

El pellet se lavo con buffer PBS para remover la solucion fijadora y fue vuelto a centrifugar en
las condiciones descritas. El pellet lavado se resuspendié en un volumen suficiente para llegar a
una concentracién de 10® a 10° células/mL en solucién PBS-etanol (1:1) y se almacend a -20°C
hasta su uso por no mas de 3 semanas.

Hibridacion

Se colocaron 20 pL de la suspension de células fijas en PBS en un portaobjetos cubierto de poli-
L-lisina y se secd en horno a 46°C durante 10 min.

El especimen fue deshidratado por enjuagues sucesivos en 50 L de soluciones de etanol al 50,
80 y 100% v/v durante 3 minutos cada una y se dejo secar al aire entre una y otra. En este
punto los portaobjetos podian ser almacenados a temperatura ambiente por tiempo indefinido.

Una vez que el etanol se hubo evaporado, se llevo a cabo un tratamiento enzimatico que constd
de dos pasos:

1. Los frotis celulares se cubrieron con 20 pL de una solucién de lisozima (Sigma, en buffer
100 mM Tris-HCl y 50 mM de EDTA, pH 8.0) a la concentracién éptima para cada
microorganismo y se incubd durante 5 min a temperatura ambiente (66). Transcurrido
este tiempo, se realizd un paso de lavado con buffer PBS enfriado en bafo de hielo
esteéril.

2. Se llevod a cabo el segundo paso de tratamiento enzimatico se llevé a cabo con 10 L de
proteinasa K (Roche, en buffer 10 mM Tris-HCI, pH 7.5), a la concentracion éptima, y se
dejé incubar a 37°C durante 10 min. Nuevamente la reaccion enzimatica se detuvo con
un paso de lavado con PBS enfriado en bafo de hielo.

A partir de este momento, todos los pasos se llevaron a cabo en cuarto oscuro.

Se colocaron sobre el portaobjetos 30 pL de buffer de hibridaciéon (25% v/v de formamida, 0.9
M de NaCl, 0.01% p/v de SDS y 20 mM de Tris-HCI, pH 7.2), conteniendo 4 pL de sonda
universal 6 6 YL de sonda especifica para la deteccion en cultivo puro. En paquete celular
extraido de queso Cotija se utilizaron 6 uL de sonda universal 6 10 L de sonda especifica.

Los portaobjetos se incubaron en camara oscura con humedad controlada (se estabilizd la
humedad con una solucidn de NaCl 1M, que es aproximadamente isotonica a la solucion de
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hibridacién), a una temperatura de 42°C durante 5 horas para cultivos puros y durante toda la
noche en muestras provenientes de queso.

Lavado

Una vez transcurrido el tiempo de hibridacién, se realizd un paso de enjuague con agua
destilada estéril y se dejo secar a temperatura ambiente en oscuridad.

Los especimenes fueron montados en una solucién de glicerol al 50% v/v en buffer PBS y
fueron observados inmediatamente.

8.11. Oligos utilizados en la técnica de FISH

En la Tabla 8.4 se muestran las secuencias de las sondas utilizadas, asi como su marcaje en 5"y
la referencia a partir de la cual se obtuvo. Todas ellas fueron sintetizadas y marcadas por
Applied Biosystems.

Tabla 8.4. Secuencias y marcaje de las sondas utilizadas en la técnica de FISH

Microorganismo | Nombre Secuencia (5'>3") Referencia
Bacteria EUB338 | NED-GCTGCCTCCCGTAGGAGT (63,84,90,91,92)
Enterococcus spp. Escent | PET-AAAGAGGAGTGGCGAACGGG Este trabajo
Staphylococcus spp | Escsta | 6FAM-GGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATA Este trabajo
Bacillus spp. Porwal | PET-ACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTA (93)

8.12. Pruebas de permeabilizacion celular

Se evaluaron distintas condiciones de tratamiento enzimatico y los especimenes se tifieron con
safranina durante 1 min. Se enjuagaron con agua destilada para observar al microscopio éptico
con el fin de identificar pérdida de morfologia.

Se realizd una prueba preliminar con el tratamiento enzimatico en las siguientes condiciones:

1. 20 pL de solucién de lisozima, 1mg/mL, 5 min, temperatura ambiente.
2. 10 pL de solucion de proteinasa K, 10 mg/mL, 10 min, 37°C.

Se utilizd en primer lugar lisozima porque al ser una N-acetilmuramidasa, es capaz de romper el
enlace B-1,4-glicosidico entre el acido N-acetilmuramico y la N-acetilglicosamina que conforman
el peptidoglicano de la pared celular. En segundo lugar se adiciona la proteinasa K, que es una
serinproteasa (su centro catalitico contiene el aminoacido serina acompanado por lo regular de
histidina y acido aspartico) capaz de romper el enlace peptidico que une por el grupo carboxilo
aminoacidos alifaticos, aromaticos o hidréfobos en general, que son constituyentes
caracteristicos de proteinas embebidas en membrana (67).
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En los casos en los que en la prueba preliminar se observd pérdida de la morfologia celular, se
realizaron ensayos en las siguientes condiciones haciendo todas las combinaciones posibles:

1. 20 L de solucidn de lisozima, 0.1 6 0.5 6 1 mg/mL, 5 min, temperatura ambiente.
2. 10 pL de solucién de proteinasa K, 1 6 5 6 10 mg/mL, 10 min, 37°C.

Y cuando la morfologia se mantuvo, las condiciones del ensayo fueron las siguientes
nuevamente haciendo todas las combinaciones posibles:

1. 20 pL de solucion de lisozima, 1 6 5 6 10 mg/mL, 5 min, temperatura ambiente.
2. 10 pL de solucién de proteinasa K, 1 6 5 6 10 mg/mL, 10 min, 37°C.

Se considerd tratamiento dptimo cuando la morfologia se mantuvo intacta a las condiciones mas
drasticas posibles.

8.13. Extraccion de paquete celular (28)

La pieza de queso Cotija se descongeld en refrigeracién a 4°C durante 72 h y se pesaron 15 g
en la campana de flujo laminar dentro de bolsas para Stomacher (Seward).

Se adiciond a cada muestra 40 mL de citrato de sodio al 2% p/v, pH 8.0 previamente estéril y
se homogenizo en el Stomacher durante 2 min a alta velocidad para llevar a cabo la ruptura
mecanica de la matriz del queso.

Se adicion6 1 mL de solucién de Neutrasas (Novo Nordisk) con el fin de romper la red proteinica
del queso y se mezclé a alta velocidad dentro del Stomacher durante 5 min.

Se incubd a 45°C durante 1 h a 100 rpm. Terminado este tiempo, la mezcla se dividid en dos
tubos Falcon estériles de 50 mL y se centrifugd a 3,500 rpm (2,160 G) durante 7 min a 4°C para
separar las fracciones proteinica y grasa de las células de microorganismos.

Se elimind la capa de grasa de la superficie del tubo con un hisopo estéril y se transfirid la fase
intermedia (la cual contenia las células) a un tubo de 50 mL estéril con ayuda de una
micropipeta de 5 mL con puntas estériles.

Se centrifugd a 12,000 rpm (22,050 G) durante 10 min a 4°C. Se deseché el sobrenadante y se
lavo el pellet 3 veces con solucion salina al 0.85% p/v, pH 7.0, estéril, centrifugando en cada
ocasioén a las condiciones mencionadas en este punto.

El pellet lavado se resuspendio en 1 mL de solucién salina y se transfirié a un tubo Eppendorf de
2 mL. Se centrifugd a 12,000 rpm (13,300 G) en microcentrifuga durante 5 min y se eliminé el
sobrenadante.
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El pellet fue resuspendido en 0.5 mL de solucién salina y se agregd 1.5 mL de solucién de
paraformaldehido al 4% p/v para llevar a cabo la fijacién como lo describe el paso de fijacion en
el punto 8.10.

Tratamiento previo a la observacién

Con la finalidad de eliminar la mayor cantidad posible de particulas autofluorescentes de la
suspension de células, se realizd el siguiente tratamiento después de la fijaciébn con
paraformaldehido.

Una vez lavado, el pellet se transfirié a un tubo Falcon de 15 mL donde se resuspendio en 5 mL
de PBS precalentado a 50°C y se anadieron 90 pL de tritdn X100 al 0.05% v/v. La mezcla se
incubd con agitacion a 300 rpm durante 40 min a 50°C para tratar de solubilizar el material
graso residual proveniente de queso.

La mezcla fue filtrada con equipo Millipore a vacio en prefiltros de la marca Millipore para
eliminar las particulas mas grandes y por ultimo el liquido fue centrifugado a 12,000 rpm
(13,300 G) durante 5 min a 4°C y se elimind el sobrenadante.

Los paquetes celulares fueron resuspendidos en 600 pL de una mezcla 1:1 de etanol-PBS frio y
almacenados a -20°C hasta su uso.

8.14. Microscopia confocal

Para la visualizacidon de todas las preparaciones se utilizé un microscopio confocal Olimpus FV10-
ASW [Versién 1.6] ubicado en la Unidad de Microscopia de la USAI de la Facultad de Quimica de
la UNAM.

Se determind experimentalmente la longitud de onda de maxima emision de todos los
fluoréforos con el fin de optimizar la captacion de sefial. Se colocaron 2 pL de oligo
resuspendido en buffer sin diluir, en un portaobjetos de vidrio sin cobertura de poli-L-lisina y se
observé directamente en el microscopio confocal. Se llevé a cabo un barrido de 450 a 700 nm y
se obtuvieron los espectros (Figuras 8.2 a 8.5)
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Fig. 8.5. Pico de emisién maxima para Escsta marcado con 6-FAM
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Los espectros de ambas sondas marcadas con PET son idénticos, y los correspondientes a los
fluoréforos NED y PET se traslapan, por lo que es posible verlos a ambos en un intervalo de
longitud de onda de 560 a 600 nm.

Para garantizar la visualizacion Unicamente de sefal emitida por el fluoréforo, se ajusté la
lectura con ayuda de controles negativos, es decir, preparaciones de células sin hibridar que se
visualizaron siendo expuestas a la longitud de onda de excitacion, lo que permitid eliminar la
autofluorescencia de fondo de las imagenes, ver Anexo 7.

Se analizaron alrededor de 30 campos por cada hibridacion con el objetivo 100X del microscopio
confocal y se realizaron 3 hibridaciones independientes, de las cuales se contaron las células
que presentaron sefal positiva. Se calcularon promedios y desviaciones estandar asi como la
eficiencia de la hibridacion en todos los casos.
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9. Resultados y discusion

9.1  Resultados andlisis fisicoquimico
Actividad acuosa (aw)

Este parametro es uno de los mas importantes para el desarrollo de los microorganismos vy la
accion enzimatica, por lo que ejerce una importante influencia sobre la maduracion del
producto.

Es posible observar la existencia de un gradiente que tiene su valor maximo en la zona central y
minimo en la zona 4. En la Figura 9.1.1 se muestra el comportamiento de la actividad acuosa en
la pieza de queso, y en la Tabla 9.1.1 el promedio de tres determinaciones y la desviacion
estandar en cada caso.
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Fig. 9.1.1. Actividad acuosa en cada estrato.
Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa a.=0.05.

Tabla 9.1.1. Promedio de tres repeticiones de valores de ay.
Zona | Promedio SD

1 0.914° 0.004
2 0.906° 0.002
3 0.892° 0.002
4 0.866° 0.001

5 0.870° 0.004
Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa a=0.05

Después de hacer el andlisis estadistico por comparacién de promedios individuales (Duncan,
desglosado en el Anexo 4), se llegd a la conclusion de que todos los valores son
estadisticamente diferentes entre si con un nivel de confianza del 95%.
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Este comportamiento indica que la zona central es la que tiene el valor mas alto de actividad
acuosa y que disminuye de forma pronunciada hacia las zonas superficiales, lo cual tiene l6gica
si se toma en cuenta que durante la maduracion, la pieza se deshidrata de afuera hacia adentro.
Llama la atenciéon que el valor minimo de ayw no corresponde a la corteza, sino a la zona
inmediata (zona 4), es decir que posiblemente debido a que tiene contacto con la humedad
ambiental se podria generar un equilibrio en esa zona que produzca un ay ligeramente mas
elevado.

Si se considera que la mayoria de las bacterias requieren una actividad de agua aproximada de
0.92 para crecer (6), la microbiota de este alimento sera seleccionada en primer lugar por este
parametro. El valor maximo de actividad acuosa en la zona central no alcanza el valor de 0.92
(Tabla 9.1.1).

Los valores obtenidos para las zonas centrales (0.906-0.914), se prestan para el desarrollo de
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus y Bacillus, que son microorganismos
que se han identificado en trabajos anteriores en queso Cotija. En las zonas medias, los valores
se encuentran en el intervalo de 0.866-0.892, donde se podrian desarrollar bacterias
halotolerantes, por ejemplo del género Staphylococcus asi como levaduras, lo mismo que en la
superficie. Se ha reportado miembros de los géneros Lactobacillus y Lactococcus que son
halotolerantes (68).

Contenido de sal

El contenido de cloruro de sodio se determind en funcion al contenido de cloruros en la muestra
por método volumétrico.

Al igual que en el caso de la actividad acuosa, en este caso la pieza de queso presenta un
gradiente de concentracion de cloruros muy claro que se muestra en la Figura 9.1.2. En la Tabla
8.1.2 se encuentran los promedios de tres repeticiones con la respectiva desviacion estandar.

Con un nivel de confianza del 95%, los valores de contenido de sal obtenidos para cada estrato
son estadisticamente diferentes entre si. Es decir, existe un gradiente de contenido de sal en la
pieza.

En el queso Cotija, de acuerdo a lo especificado por la Asociacién Regional de Productores de
Queso Cotija (19), el salado ocurre en un solo paso al adicionar sal de mar en el momento de
amasar la pasta recién desuerada, por lo que al inicio de la maduracién se obtiene de una
mezcla homogénea que después de tres meses de maduracion termina por formar un gradiente
de sal. Este fendmeno tendria que estar necesariamente asociado a la pérdida de humedad, es
decir, el gradiente se forma a partir de la difusion del soluto desde zonas de mayor
concentracion hacia zonas de menor concentracion, a la vez que se pierde humedad desde la
superficie.
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Fig. 9.1.2. Cuantificacion de NaCl en cada estrato.
Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa a=0.05.

Tabla 9.1.2. Promedio de tres repeticiones de valores de NaCl.

Promedio
Zona (%) SD
1 3.40° 0.03
2 3.46° 0.03
3 3.92¢ 0.02
4 4.704 0.06
5 4.32¢ 0.02

Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa a.=0.05

A mayor pérdida de humedad, la sal se concentra en la superficie y comienza a migrar hacia
zonas de menor concentracion, hasta alcanzar un equilibrio, que nunca llega a estabilizarse
debido a la continua pérdida de agua. Cabe mencionar que el fenédmeno de difusién ocurre a
menor rapidez que la pérdida superficial de humedad.

Nuevamente la corteza presenta un comportamiento distinto que se puede asociar al aumento
de actividad acuosa analizado en la seccion anterior.

En cuanto a la diversidad microbiana, en general en todo el alimento la concentracion de sal se
encuentra en el intervalo de 3.4 a 4.7%, valores que permitirian el desarrollo de bacterias
haldfilas débiles y halotolerantes, tales como algunos géneros de Staphylococcus. Estos valores
corresponden a la salinidad proxima del agua de mar (éptimo entre 2 a 5% de NaCl), (8) y a la
concentracion de sal de la mayoria de los quesos madurados (4.5%), (4).
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Potencial de hidrogeno

En la pieza de queso se pudo constatar la presencia de un gradiente de pH en el interior con
una gran diferencia con respecto a lo observado en la superficie. En la Figura 9.1.3 se muestran
los resultados obtenidos y en la Tabla 9.1.3 el promedio de tres determinaciones, cuyo analisis
estadistico reveld diferencia significativa entre los promedios de todas las zonas con un nivel de

confianza del 95%.

El gradiente establecido en este caso va de la mano con la presencia de bacterias lacticas (BAL).
Se espera que a mayor profundidad, donde las condiciones de anaerobiosis y actividad acuosa
se vean favorecidas, y donde se obtiene el menor pH, se favorezca la presencia de este tipo de

microorganismos asi como mayor actividad proteolitica.
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Fig. 9.1.3. Cuantificacion de pH cada estrato.
Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa a.=0.05.

Tabla 9.1.3. Promedio de tres repeticiones de valores de pH.

Zona Promedio SD
1 5.139° 0.009
2 5.158° 0.002
3 5.173¢ 0.006
4 5.202¢ 0.001
5 6.229° 0.015

Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa a=0.05

Aunque el intervalo de pH para las zonas centrales permite el desarrollo de una amplia variedad
de microorganismos, en el queso Cotija las bacterias lacticas de mayor importancia son

Enterococcus'y Lactobacillus.
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El pH en la corteza es sustancialmente mas alto debido seguramente a la menor cantidad de
bacterias productoras de acido lactico y la posible colonizacion por otro tipo de bacterias
aerobias no productoras de acidez.

El pH se modifica por la accion de enzimas con actividad proteolitica y lipolitica. La protedlisis
tendria como consecuencia general un aumento en el pH, mientras que la lipolisis lo disminuiria

(6).

Acido lactico
El contenido de esta especie en cualquier muestra de origen lacteo es producto del metabolismo

de BAL que transforman la lactosa en acido lactico capaz de modificar el pH del entorno
afectando asi el desarrollo de la microbiota en dicha zona.
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Fig. 9.1.4. Cuantificacion de acidez cada estrato.
Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa a.=0.05.

Tabla 9.1.4. Promedio de tres repeticiones de valores de % acido lactico.

Promedio
Zona (%) SD

0.39° 6.8 X10
0.38° 5.7 X10®
0.37° 5.7 X10®
0.37° 5.8 X103
5 0.15° 1.0 X102
Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa a=0.05

DIWIN [

En la Figura 9.1.4 se muestran los resultados, mismos que después de ser sometidos a analisis
estadistico arrojan la presencia de un gradiente pero en este caso menos pronunciado de lo que
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se habia observado con los parametros anteriores. En la Tabla 9.1.4 se muestran los promedios
y desviacion estandar calculados en cada estrato.

De acuerdo a la prueba de Duncan, sélo es posible distinguir tres estratos: el centro de la pieza
que abarca las zonas 1y 2, la zona media (zonas 3 y 4) y por Ultimo la corteza que corresponde
a la zona 5.

Esto podria deberse a que la acidez titulable se calcula por adicion de hidréxido de sodio a una
concentracion conocida hasta que se han neutralizado todas la especies acidas en suspension.
Esta determinacion se podria ver afectada no sélo por la presencia de acidos organicos, sino por
el equilibrio existente con los grupos funcionales de restos aminoacidos que forman parte de las
abundantes proteinas en el medio, lo que podria amortiguar hasta cierto punto la neutralizaciéon
de especies dando valores parecidos entre zonas cercanas.

De cualquier forma, la presencia de lactato en el queso muestra un gradiente de concentracion
y se ve claramente disminuido en la corteza, donde se esperara una disminucion en la carga de
bacterias acido lacticas.

Contenido de calcio

El contenido de calcio en la muestra sera el que haya estado presente en la materia prima con
la que fue fabricado el queso y que no se haya perdido durante el desuerado, pues este
componente no es enriquecido en ninglin momento de la elaboracion.

A continuacion en la Figura 9.1.5 se muestra el contenido de calcio en la muestra en funcién del
estrato muestreado, y en la Tabla 9.1.5, el promedio de tres determinaciones y su respectiva
desviacion estandar. Es claro que en este caso existe diferencia entre los datos obtenidos, pues
el analisis estadistico muestra un comportamiento similar al observado para los datos de acidez,
es decir, estadisticamente existen solo tres estratos bien definidos donde el centro (zonas 1y 2)
corresponde a la minima concentracidon de calcio, seguido del estrato medio (zonas 3 y 4) y por
ultimo el externo (correspondiente a la corteza o zona 5), con el mayor contenido de calcio.

El calcio en la muestra se encuentra ligado por interacciones idnicas con estructuras de carga
neta negativa proveniente de las caseinas fosfatadas que se exponen después de la accién del
cuajo durante el proceso de coagulacion de la leche, lo que contribuye a estabilizar la red y al
proceso de desuerado. La mayor concentracion de calcio en la corteza se puede explicar debido
Unicamente a la pérdida de humedad en las zonas mas cercanas a la superficie.
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Fig. 9.1.5. Cuantificacion del contenido de calcio en cada estrato.
Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa «.=0.05.

Tabla 9.1.5. Promedio de tres repeticiones de valores de %Calcio.

Promedio
Zona (%) SD

0.92912 0.0902
0.8895° 0.0348
1.2861° 0.0179
1.1994° 0.0178

5 1.9492°¢ 0.1909
Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa a=0.05

DIWIN (=

Potencial redox (Eh)

Este parametro permite la obtencidén de informacion acerca del tipo de atmdsfera a la que se
encuentran expuestos los microorganismos (aerobiosis o anaerobiosis), en términos
cuantitativos, lo que permite predecir el tipo de microbiota que se vera favorecida en la matriz
del queso.

Se presentan en la Tabla 9.1.6 los resultados del promedio de 5 repeticiones para cada zona asi
como el grafico que ilustra su comportamiento (Figura 9.1.6).

Todos los valores de potencial redox corresponden a valores negativos que van desde -116
hasta -140 mV aproximadamente. Esto indica que la atmosfera dentro de la pieza es deficiente
de oxigeno, es decir que predomina un ambiente reductor debido a la disminucién de este gas
como resultado de metabolismo de bacterias aerobias en primer lugar, asi como la generacién
de especies reductoras producto de su metabolismo.
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En quesos madurados se han reportado valores tipicos de alrededor de -240 a -250 mV (6),
valor que todavia dista de los obtenidos en este ensayo probablemente debido a que la pasta
del queso no es totalmente compacta (friable), lo que probablemente implique la formacion de
“microcanales” que favorezcan la entrada de aire ya que la corteza no es lo suficientemente
impermeable.
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Fig. 9.1.6. Determinacion del potencial redox.
Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa a.=0.05.

Tabla 9.1.6. Promedio de tres repeticiones de potencial redox.

Promedio
Zona (mV) SD
1 -139.6° 7.2
2 -130.1° 3.4
3 -123.8° 2.9
4 -116.8¢ 3.0

Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa a=0.05

La existencia del gradiente se puede explicar poniendo de manifiesto que entre mas cercano a la
corteza haya sido el muestreo, la zona se encontrard mas expuesta a la difusién de oxigeno
ambiental. La consecuencia inmediata seria una mayor prevalencia de microorganismos
preferentemente anaerobios facultativos y microaerofilicos en el centro de la pieza, sobre
aquellos aerobios en la superficie. De cualquier forma, como todas las cepas de interés son
anaerobios facultativos y el intervalo de valores de potencial redox permiten el desarrollo de
todos ellos, es probable que el Eh no sea un factor determinante en su distribucion.

En estas condiciones se puede esperar la presencia de microorganismos anaerobios facultativos:
que crecen bajo condiciones tanto aerdbicas como anaerdbicas tales como enterobacterias y
estafilococos; asi como de bacterias microaerofilas que crecen en tensiones de oxigeno minimas
y lo metabolizan utilizdndolo como aceptor final de electrones, por ejemplo Lactobacillus y
Streptococcus (incluyendo a Enterococcus).
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Fue imposible registrar las lecturas en la corteza debido a que estas fluctuaban demasiado, ya
que los electrodos debieron insertarse no mas de 0.5 cm en la superficie, o que los dejaba
expuestos al contacto con el aire ambiental.

Perfil electroforético

Diferentes proteasas son capaces de actuar conjuntamente sobre la matriz del queso,
incluyendo las enzimas del cuajo que permanecen activas durante la maduracién, asi como las
proteasas nativas de la leche y proteasas bacterianas procedentes de la microbiota.

Como punto de partida, se presenta a continuacién en la Figura 9.1.7a el perfil electroforético
de las proteinas de una muestra de leche cruda (69), en el que se observan tefidas con mayor
intensidad las bandas correspondientes a las caseinas, cuyos valores de peso molecular se
encuentran entre 19 y 25 kDa (as;, os;, B Yy K caseinas de 23.6, 25.2, 24 y 19 kDa
respectivamente). El resto de las bandas tenues que se observan alrededor de 14 kDa
probablemente correspondan a las proteinas del lactosuero, entre las se encuentran como
mayoritarias a-lactalbumina y B-lactoglobulina (14.4, 18.4 kDa respectivamente).

Por Ultimo, las trazas que se observan en pesos moleculares de aproximadamente 60 kDa
corresponderian a la presencia de albimina, cuyo peso molecular es de 66.5 kDa.
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Fig. 9.1.7a. SDS-PAGE de 8 muestras de leche de vaca con la misma concentracién de proteina por pozo. En carril 1
marcador de peso molecular. Tincion con Coomassie. (87).
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Cabe mencionar que aun cuando todas las muestras provienen de la misma matriz alimentaria,
se observan diferencias en los perfiles electroforéticos que podrian relacionarse con diferencias
en la forma de alimentacidn de las vacas, la época de la ordefia, la raza de los animales, etc.

Al comparar contra el perfil electroforético de las proteinas totales de cada zona de queso Cotija
analizado en este trabajo, (Figura 9.1.7b), se observa la aparicién de bandas por debajo de 20
kDa que podrian corresponder segmentos generados por hidrdlisis de las caseinas.

En primer lugar, salta a la vista la presencia de tres bandas muy intensas entre 25 y alrededor
de 40 kDa en todos los carriles. Se esperaria que estas tres bandas, por ser las mas abundantes
correspondan a las as,, B, Y as; caseinas en ese orden de mayor a menor peso molecular,
mismas que se esperaria observar en 25.2, 24 y 23.5 kDa respectivamente, aunque de acuerdo
al marcador de peso molecular, estas bandas corresponden a proteinas de mayor peso, en cuyo
caso, las bandas corresponderian (de mas ligera a mas pesada) a comigraciones de o y B
caseinas alrededor de 25 kDa vy las dos siguientes, de entre 35 y 40 kDa podrian corresponder a
asociaciones de asi, as; O B con k-paracaseina, lo cual presentaria pesos moleculares de 37.1,
38.7 y 37.5 kDa respectivamente (4).
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Fig. 9.1.7b. SDS-PAGE al 12% de proteinas de queso de cada zona de queso Cotija.
120 pg de proteina/pozo. Tincién con plata.

Estas asociaciones son posibles debido a interacciones hidrofdbicas de las caseinas.

Por debajo de 25 kDa se observan 4 bandas bien definidas, que analizandolas de la mas ligera a
la mas pesada, podrian corresponder a caseinomacropéptido no glucosilado (6.5 kDa), k-
paracaseina libre (13.5 kDa), k-caseina residual (19 kDa) y caseinomacropéptido glucosilado
(alrededor de 20 kDa dependiendo el grado de glucosilacién) (18).
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Ademas, se observan otras bandas tenues de alto peso molecular que pudieran ser proteinas
provenientes del suero tales como cadenas pesadas de inmunoglobulinas de arriba de 60 kDa,
seroalbuminas (66.2 kDa) y/o lactoferrinas de alrededor de 88 kDa (70).

Para completar el andlisis, se evaluaron por separado el estado de hidrdlisis de la fraccion
soluble del extracto protéico del queso y la fraccion de caseinas. De este modo se espera poner
de manifiesto diferencias en los perfiles.

Evaluacién de proteina soluble y caseinas

La cantidad de proteina soluble presente en cada uno de los estratos podria ser un indicativo del
grado de protedlisis que la muestra ha sufrido, por esta razon se evalué independientemente.

En la Figura 9.1.8 se muestra el comportamiento de la concentracién de proteina soluble en
cada estrato determinada por el método de Lowry (para ver curva de calibracion ir a Anexo 2), y
en la Tabla 9.1.7, el promedio de tres determinaciones y su respectiva desviacion estandar.

La concentracion de proteina soluble se eleva de forma significativa Unicamente en la zona 5, lo
que podria indicar un incremento de la actividad proteolitica en la corteza del queso, mientras
que en el resto de las zonas esta concentracion se mantiene estadisticamente constante.

Esto indica una mayor actividad proteolitica en la corteza dada ya sea por una mayor variedad
de microorganismos proteoliticos o por una mayor cantidad de los mismos. Esto sorprende
porque es en esta zona donde se presenta la menor actividad de agua y la mayor concentracién
de sal, lo que se esperaria repercutiera de forma negativa en la actividad enzimatica.
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Fig. 9.1.8. Cuantificacién proteina soluble por el método de Lowry.
Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa «.=0.05.
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Tabla 9.1.7. Promedio de tres repeticiones de proteina soluble.

Promedio
Zona (mg/mL) DS
1 6.2° 0.66
2 6.4° 1.70
3 5.6° 0.19
4 7.12 0.38
5 13.5° 1.41

Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa a=0.05.

Para evaluar el estado de las proteinas que integran la fraccion soluble del queso, se realizd el
andlisis electroforético mostrado en la Figura 9.1.8a. donde se observa que el perfil de proteinas
en todas las zonas es similar. Solo en la zona 5 se observa un incremento en la intensidad de las
bandas.

Es decir que la protedlisis diferencial observada en la cuantificacion de proteina soluble, no esta
ocurriendo sobre las proteinas que conforman la fraccion soluble.

Con el fin de establecer donde se encuentra la diferencia de protedlisis de la zona 5, se extrajo
la fraccién de caseinas por precipitacién y se realizd un nuevo analisis electroforético (Figura
9.1.8b). En este gel se observa en el carril correspondiente a la zona 5, una disminucion en la
intensidad de las bandas mayoritarias correspondientes a las caseinas y la completa
desaparicion de la banda de 25 kDa que se encuentra debajo de las caseinas mas abundantes
(correspondiente probablemente a «-caseina aunque aparece a 25 kDa y no a 20 donde se
esperaria).

Fig. 9.1.8a. Electroforesis SDS-PAGE (12%) de fraccion Fig. 9.1.8b. Electroforesis SDS-PAGE (12%) de caseinas
soluble tefiido con Coomassie. 120 g de proteina/pozo. tefiido con Coomassie. 120 g de proteina/pozo.

Esto podria indicar hidrdlisis sobre este componente de la caseina, caracteristico de
endopeptidasas exocelulares como las que podrian liberar lactococos, lactobacilos o
enterococos, todos anaerobios facultativos (25).
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Aparecen también en este carril dos bandas que no estan presentes en el resto de los carriles
(indicadas con flechas azules en la Figura 9.1.8b.), que podrian ser productos de la degradacion
de otras proteina de mayor peso molecular.

Lo anterior indica degradacion diferencial en la corteza con respecto al resto de las zonas debido
posiblemente a una mayor actividad proteolitica aunada a una mayor carga microbiana en la
zona mas expuesta al ambiente y a la manipulacién del alimento, lo que es congruente con la
cuantificacion de proteina soluble.

La similitud en los perfiles electroforéticos indica que la hidrdlisis de las proteinas mayoritarias
en el queso (caseinas), ocurre dentro de la matriz de forma homogénea sin importar el
gradiente de actividad de agua o la concentracion de sales, lo que implica que en todos los
casos existen condiciones favorables para el desarrollo de microorganismos proteoliticos asi
como para su actividad enzimatica.

Los microorganismos que llevan a cabo tanto hidrolisis de proteinas como fermentacién acida
son los llamados acido-proteoliticos tales como Enterococcus faecalis y Micrococcus caseolyticus.

Se ha detectado que E. faecalis produce una proteasa exocelular. En cuanto a £. faeciumy E.
durans, ambos estan dotados de actividad extracelular comparable con la de los estreptococos
lacticos (25).

Se esperaria encontrar a los microorganismos responsables de actividad proteolitica distribuidos
homogéneamente dentro de la matriz del queso.

Analisis de acidos grasos

En la industria de productos lacteos, las lipasas desempeiian un papel importante en la
maduracion de quesos, ya que los acidos grasos liberados por la accidén hidrolitica de estas
enzimas contribuyen a la aparicién de sabores y olores caracteristicos.

Se tienen antecedentes de la presencia de actividad lipolitica en cepas de Staphylococcus spp. y
Bacillus pumilus aisladas de queso Cotija.

Acidos grasos totales (AGT)

Se obtuvieron datos sobre la composicién de los acidos grasos presentes en el material lipidico,
poniendo de manifiesto que los AGT es la suma de los acidos grasos libres (AGL) mas los que
estan unidos a gliceroles.

Este andlisis resultd en la siguiente composicion de acidos grasos totales (Figura 9.1.9a), que
estadisticamente es la mismo en todas las zonas. No se esperaba diferencia entre cada una de
ellas, pues no hay razén alguna para que la composicion varie si se parte de la misma materia
prima, @ menos que existiera en alguna de ellas la degradacién total de los acidos grasos y por
ende su desaparicion.
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Fig. 9.1.9a. Composicion de acidos grasos totales de queso Cotija.
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Fig. 9.1.9b. Composicion de acidos grasos de leche bronca (71).

En la Figura 9.1.9b, se presenta el perfil de acidos grasos ideal en leche cruda de vaca Holstein
de acuerdo a la American Dairy Science Association en el 2002 (71). Este pefrfil
proporcionalmente es muy parecido al de la Figura 9.1.9a, lo cual es légico, pues esta materia
prima es la Unica fuente de grasa en el queso Cotija.

Al igual que en el queso Cotija, en este material lipidico los acidos grasos mas abundantes son
palmitico, oléico, miristico y estearico.
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Acidos grasos libres (AGL)

Una vez que se conoce el perfil completo de acidos grasos del queso, es posible con este
analisis observar la liberacién de acidos grasos en la pieza.

A continuacion se muestra en el Figura 9.1.10, el perfil de acidos grasos libres en cada una de
las zonas expresado en mg de acido graso por cada 100 mg del total de acidos grasos libres.
Este analisis es independiente del rendimiento de la extraccion en cada zona (ver Tabla 9.1.8),
puesto que el ajuste se realizd tomando en cuenta la proporcion de acidos grasos de acuerdo al
total extraido. El porcentaje de recuperacion del estandar es tan bajo debido a la excesiva
manipulacién de la muestra que implica la metodologia. Se adicionaron 50 pL de estandar,
equivalentes a 50.5 mg (0 = 1.01 g/mL), a cada muestra de grasa antes de someter a
metilacién y se partié de aproximadamente 100 mg de grasa para metilar.

35 A
30 A
25 | |

' I
20 A

15 4

o Acido graso libre (pfp)

10 4 .'_

{C4:0) (C10:0) (C12:0) (C13:0) (C14:0) (C14:1) (C15:0) (C16:0) (C16:1) (C17:0) (C18:0) (C18:1) (C18:2) (C18:3)

E7ona 1 M 7ona 2 M70ona 3 E7ona 4 E7ona 5

Fig. 9.1.10. Composicion de la mezcla de acidos grasos libres.

Tabla 8.1.8. Recuperacién de estandar interno.

Zona Concentracion de ac. Recuperacion del
valérico (mg/mL) estandar (%)"
1 0.0004 1.2781
2 0.0003 0.9665
3 0.0006 1.3075
4 0.0004 1.4277
5 0.0006 1.4406

“En funcidn a los miligramos de material lipidico pesado antes de la extraccién de AGL.

Para todos acidos grasos estudiados, la concentracion de cada uno de ellos resultd ser
estadisticamente igual en todas las zonas, exceptuando el acido butirico, que pudo detectarse
Unicamente en la zona 1. A este respecto, el C:4 ocupa alrededor del 5% de composicién de los
acidos grasos totales, aunque como acido graso libre no se detecta mas que en una zona y es
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menor al 1 %. Esto podria explicarse pensando que todo o casi todo el acido butirico de la grasa
de queso sigue esterificado después de 3 meses de maduracién o, al ser un acido graso de
cadena corta y muy volatil, es posible que se haya perdido durante la manipulaciéon de las
muestras y que no lo hayamos visto en el extracto.

Llama la atencidn que el acido graso libre C13:0 aparece entre el 7 y el 12%, comparado con el
perfil de acidos grasos totales, donde no rebasa el 2%. La liberacion preferencial del acido
tridecandico podria explicarse debido a que probablemente se encuentre en posiciones 1 o 3 del
triacilglicerol, que son las posiciones preferenciales en las que ocurre la lipdlisis (6).

En ninguna zona se pudo identificar el pico correspondiente al acido octandico (C8:0) ni el de
los acido grasos de cadena de mas de 18 carbonos, debido posiblemente a que no son sustratos
para las lipasas que pudieran concontrarse en el queso, por lo que estarian esterificados.

Otro caso que llama la atencién es el del C18:2, que en el andlisis de acidos grasos totales
ocupa menos del 5% (del 2 a 3 %), mientras que en el analisis de acidos grasos libres alcanza
una proporcién del 5%, lo que nos lleva a pensar que es uno de los sustratos preferentes. Otros
sustratos preferentes por abundancia serian el C16:0 (acido palmitico), C18:0 (acido estearico) y
C18:1 (acido oléico).

La liberacidon de acidos grasos ocurre dentro de la matriz del queso y en la corteza de forma
homogénea sin importar el gradiente de actividad de agua, pH o la concentraciéon de sales, lo
que implica que en todos los casos existen condiciones favorables para el desarrollo de
microorganismos lipoliticos asi como para su actividad enzimatica.

Dentro de grupo de trabajo se caracterizd una lipasa de Bacillus pumilus aislado de queso
Cotija, misma que resultd tener preferencia por sustratos de acidos grasos de cadena corta
partiendo de una muestra de grasa butirica. Esta lipasa liberaba preferentemente acido butirico
(C4:0) y en menor medida acido hexandico (C6:0) (83). Como en este ensayo no se observo
prevalencia por la liberacién de acidos grasos de cadena corta, es probable que las condiciones
ambientales no sean las dptimas para la produccién de esa enzima o su actividad.
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9.2  Analisis de hibridacion in situ

Disefio de sondas marcadas con fluoréforos para la técnica de FISH

El disefio se sondas se llevd a cabo con base en articulos donde se hubieran publicado
secuencias especificas para la técnica de FISH para los microorganismos de interés. Estas
secuencias fueron comparadas a través del algoritmo BLAST con las bases de datos del National
Center of Biotechnology Information (NCBI) (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) asi como en el
Ribosomal Database Project (RDP) (http://rdp.cme.msu.edu/probematch/search.jsp) y en la
pagina de Probebase (http://131.130.66.200/cgi-bin/probecheck/probecheck.pl) con el fin de
evaluar su especificidad. Cuando no hubo reportes de secuencias publicadas, el diseio se realizo
por cuenta propia mediante alineamientos del ARNr 16S.

Sonda universal para bacterias

El oligo universal contiene una secuencia que permite hibridar con cualquier microorganismo
perteneciente al dominio de las bacterias. La secuencia mas utilizada se denomina EUB338 (63,
84, 72, 73, 74) cuya secuencia fue la siguiente:

5"— GCT GCC TCC CGT AGG AGT- 3’

La hibridacién con esta sonda permitid visualizar en su totalidad a la poblacién bacteriana, a
partir de lo cual nos fue posible inferir a qué porcentaje de ésta correspondia cada género asi
como la fraccidon de la misma que no pertenecia a ninguno de los géneros establecidos.

Para este oligo el valor de expectancia (E) es de 0.870' de acuerdo al BLAST contra Genbank.
Este es relativamente alto, tal como se esperaba, pues la sonda debe ser capaz de hibridar con
cualquier bacteria presente en la muestra.

Sonda para el género Bacillus spp.

En 2009, Porwal et al publicaron secuencias especificas que forman parte del gen ribosomal
16S de Bacillus, que permiten la identificacion incluso a nivel de especie (75). Estos oligos
fueron de utilidad para el disefio de sondas para la técnica de hibridacion /in situ debido a su
tamano y especificidad. La sonda de interés hibridd con el ARNr de B. subtilis y B. pumilus:

5"— ACT TGT TCT TCC CTAACAACAGAGCTTTA -3’

La especificidad de la sonda, evaluada a través del algoritmo BLAST, (NCBI), indica un 100% de
identidad y valor E = 1X10® con varias especies de Bacillus, entre ellas: B. subtilis, B. pumilus,
B. endophyticus, B. amylolicuefaciens y varios Bacillus sp. En la base de datos del RDP la sonda

! El valor de expectancia indica el calculo estadistico que representa el niimero de alineamientos que
podria esperarse ocurrieran Unicamente al azar. Entre mas bajo sea su valor, se considera menos
probable que ocurra un alineamiento azaroso.
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presenta identidad con un total de 8,041 firmicutes, de las cuales el 89% corresponde al género
Bacillus. Entre las especies que se mencionan en la lista aparecen B. subtilis, B. pumilus, B.
pseudomegaterium, B. licheniformis, B. alcalophylus, B. fumarioliy varios Bacillus sp.

El sitio de hibridacion del primer nucledtido de la sonda Porwal corresponde a la posicion 428 y
hasta la 457 del gen ribosomal 16S de E. colj, que se encuentra en la regién variable V3. En la
Figura 9.2.1. se encuentran los resultados del analisis computacional en las diversas bases de
datos.

Hits for (ACTTGTTCTTCCCTRACAACAGAGCTTTA) 10 out of 9715 shown.

HName Acc, MM WM AG  Pos. Compl. Sequence

UARAGCUCUGUTGTUAGGEARGRRCRRG

Bacillus sp. [SIGIE Apo17520 0 3130 428 1 UUCEGRNCE GCCBUCAR
Bacillus subtilis [SIGI[El spotz4zs 0 3130 428 1 UUCGRRUCE ACCEUUCGR
Bacillus sp. EIGIE aoz01a7 0 -3130 428 1 UUCEERUCE ACCGEAGES
uncultured compost bacterium 411 BIGI[E] AB024705 0 3130 428 1 UUCGRRUCE ACCEGAGTR
Bacillus sp. 135 EIGIE 4043840 0 -3130 428 1 UUCEERUCE GCUAUUCEE
Bacillus sp. C-59-2 [SIE]E ABo43s4s 0 31300 428 A CERRUCE GCURITICAL
Bacillus sp. Y [SI[GI[El sposs095 0 3130 428 1 COERUCE GCEAGRGUR
Bacillus sp. CH20-1 [SIGIE Apossas1 0 3130 428 1 UUCEGRNCE ACCEUTCER
Bacillus vietnamensis [SI[GI[El spoga7os 0 3130 428 1 DUCERRNCS GCOEUTCER
Bacillus halmapalus SIGIE 111938 0 3130 428 1 UUCEGSUCE GUEAGRETA
| previous || Page |1 Eof9?2| next |
Sequences producing significant alignments:

. - Max Total Query E Max

LT ‘ ey o ‘ score score ‘ coverage |— value ‘ ident

IN558839.1  Bacilus amyloliquefaciens strain MH18B1 165 ribosomal RNA gene, parf  38.0 38.0 100% le-06 100%

IN596247.1 | Bacillus sp. TMR1.17 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 38.0 38.0 100% 1e-06 100%

IN586246.1 | Bacillus sp. TMR1.6.2 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 58.0 38.0 100% 1e-06 100%

IN596245.1  Bacilus sp. TMNR3.3 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 58.0 38.0 100% 1e-06 100%

IN396244.1  Bacilus sp. TMNR2.7.2 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 28.0 38.0 100% le-06 100%

IN596243.1 | Bacilus sp. TMNR2.7.1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 58.0 38.0 100% 1e-06 100%

IN247731.1 | Bacillus subtilis strain RM 16 165 ribosomal RNA gene, partial sequence  58.0 58.0 100% 1e-06 100%

JF427781.1  Uncultured Bacillus sp. isolate DGGE gel band Kw35B23 165 ribosomal  58.0 38.0 100% 1e-06 100%

IN412657.1  Bacilus amyloliguefaciens strain XF136 165 ribosomal RNA gene, partia  58.0 38.0 100% 1e-06 100%

IN411092.1  Bacilus amyloliguefaciens strain D29 16S ribosomal RNA gene, partial s 58.0 38.0 100% 1e-06 100%

IN411091.1  Bacilus sp. AM1(2011) 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 58.0 58.0 100% 1e-06 100%

IN411090.1  Bacillus sp. D16(2011) 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 28.0 38.0 100% 1e-06 100%

IN411089.1  Bacilus sp. H8(2011b) 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 38.0 38.0 100% 1e-06 100%

IN409994.1  Bacilus pumilus strain NMO3 165 ribosomal RNA gene, partial sequence  38.0 38.0 100% le-06 100%

IN573636.1  Uncultured bacterium clone EML11 165 ribosomal RNA gene, partial sec  38.0 38.0 100% le-06 100%

IN566125.1  Bacilus pseudofirmus strain MCO2 165 ribosomal RNA gene, partial sec  58.0 38.0 100% 1e-06 100%

HO651050.1 | Bacillus pumilus strain CL1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence | 38.0 38.0 100% 1e-06 100%

HOG94309.1 | Bacillus pumilus strain AIMST 1.B12.1 165 ribosomal RNA gene, partial  38.0 38.0 100% le-06 100%

HQ694304.1 | Bacillus pumilus strain AIMST 11.K24.1 165 ribosomal RNA gene, partiec  38.0 38.0 100% 1e-06 100%

HO684303.1 | Bacillus subtilis strain AIMST 10.724.1 165 ribosomal RNA gene, partial  58.0 38.0 100% 1e-06 100%

HO694302.1 | Bacillus pumilus strain AIMST 9.P24.1 165 ribosomal RNA gene, partial 38.0 38.0 100% 1e-06 100%

CP002468.1  Bacillus subtilis BSnS, complete genome 28.0 579 100% le-06 100%

HO658860.1 | Bacillus sp. enrichment culture clone VBUMS 165 ribosomal RNA gene, | 38.0 38.0 100% 1e-06 100%

HO588347.1 | Bacillus subtilis strain KIBGE-IB17 165 ribosomal RNA gene, partial seq  38.0 38.0 100% 1e-06 100%

HO684010.1 | Bacillus subtilis strain AIMST 1.Mi.16 165 ribosomal RNA gene, partial s 38.0 38.0 100% 1e-06 100%

HOG683999.1 | Bacillus vireti strain AIMST 3.Co.1 165 ribosomal RNA gene, partial seq 38.0 38.0 100% le-06 100%

HO683986.1 | Bacillus flexus strain AIMST 1.7c.1 165 ribosomal RNA gene, partial seq  38.0 38.0 100% 1e-06 100%
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Probe Match Result

[ start aver | help | options |

Display depth:IAuto Errors Allowed: | 0 Probe: s'acTzeTICTICCCT

Target: 5'TARRGCTCIGIIGTT

Lineage (click node to return it to hierarchy view):

Root (10965/1921179) ; Bacteria (10965/1847604) ; "Firmicutes” (10956/581405) ; "Bacilli" (10951/347373) ; Bacilales
(10949/206482) ; Bacillaceae (10885/40013)

Hierarchy View:
¥ genus Bacillus (9947/29764) (hits/total searched) [list results for this node]

5000000213 Bacillus sp.; DSM 8724; X76448

5000000656 Bacillus sp. NCIB12289; ABO55097

S000001146 Bacillus fumarioli; LMG 18418; AJ250059
5000001363 Bacillus subtilis subsp. subtilis; Lactipan; AJ277905
5000001559 Bacillus halmapalus (T); DSM 8723; X76447
5000002098 Bacillus sp. BACZ; AF346491

5000002434 Bacillus sp. SD521; AB055096

5000002968 Bacillus sp.; TGS537; ABOZ0196

S000003466 Bacillus fumarioli; LMG 17492; 41250057
5000003473 Bacillus subtilis (T); DSM10; AJ276351

5000003772 Bacillus sp.; TGS650; ABOZ0197

5000004057 Bacillus sp. TAT105; ABO#6342

5000004434 Bacillus sp. KSM-KP43; AB055093

5000005955 Bacillus sp. XE22-4-1; AF326122

5000006331 Bacillus sp. ¥: AB0O55095

5000006847 Bacillus mojavensis (T); IFO15718; AB0Z1191
5000007422 unidentified Hailaer soda lake bacterium F6; AF2753705
5000007628 Bacillus carboniphilus (T); JCM9731; AB021182
5000008091 Bacillus alcalophilus (T); DSM 485 T; X76436
S000008094 uncultured eubacterium; 5-28; AJ222833

Fig. 9.2.1. Resultados del analisis del oligo Porwal para Bacillus spp., al ingresar la secuencia en
las bases de datos de Probebase, BLAST contra el Genbank y RDP respectivamente.

Sonda para el género Enterococcus spp.

El oligo especifico para enterococos se disend en este trabajo a partir de alineamientos entre las
secuencias del gen ribosomal 16S de Enterococcus faecium con faecalis (no se muestran los
alineamientos). La secuencia obtenida fue la siguiente:

5" — AAA GAG GAG TGG CGA ACG GG - 3’

De acuerdo al BLAST contra el Genbank, esta sonda se alinea con secuencias especificas
presentes en Enterococcus mundtii y E. faecium, asi como varias bacterias no cultivables con
100% de identidad y E= 0.061.

El sitio de hibridacidon corresponde de la posicion 93 a la 113 de la regién variable V1 del gen
ribosomal 16S en E. coli. Se presentan en la Figura 9.2.2. los resultados de busqueda en cada
una de las bases de datos.
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Hits for (AAAGAGGAGTGGCGAACGGG) 10 out of 889 shown.

Name Acc. MM WM AG Pos. Compl. Sequence
ARAGAGGAGUGGCGRACGES

Enterococcus saccharolyticus [S/[6I[El sFoE1004 0 -24.90 93 0 UUCAUUGGA UGAGURACA
Enterocaccus saccharolyticus EIGIE 2J301839 0 2490 93 0 UUCAUUGGA UGAGUAACA
Enterococcus saccharalyticus [BI[GI[E pa411816 0 -24.90 93 0 UUCAUUGGEA UGAGUAACA
uncultured bacterium [SICIE Eussn7ea 0 2490 93 0 UUCAUCGEA: TGAGUAACA
uncultured bacterium [SI[EI[E] Eussns21 0 -24.90 93 0 UUCRUCGGR UGAGUARCR
uncultured bacterium [SIGI[E euss0859 0 -24.90 93 0 UUCAUCGAA UGAGUAACA
uncultured bacterium [SI[CIE Eussna7a 0 2480 93 0 UUCAUCGRA TGAGUAACA
uncultured bacterium [SIGI[E Eusea7ss 0 2490 93 0 UUCRUCGGA UGAGUAAC
Enterococcus saccharolyticus [SI[GI[E v418357 0 -24.90 93 0 CRUUGGA: TUGAGUARCE
Enterococcus faecium DO [SI[GI[E] 2asK03000004 O -24.90 93 0 CCACCGEAM UGRGURACA

| previous || Page |1

‘ofs9 | next |

Sequences producing significant alignments:

IN257085.1

NR 042054.1

JF680879.1
JF680027.1
JF679271.1
JF678381.1
JF578354.1
JF678007.1
JF677744.1
JF677392.1
JF676843.1
JF675602.1
JF675473.1
JF675388.1
JF675363.1
JF674385.1
JF574261.1
JF674223.1
JF673913.1
JF673070.1
JF672360.1
JF671268.1
JF670841.1
JF670634.1
JF669627.1
JF669131.1
JF668488.1

Enterococcus mundtii strain Ag5 165 ribosomal RNA gene, partial sequ
Enterococcus faecium strain LMG 11423 165 ribosomal RNA, partial se¢
Uncultured bacterium clone GDICZIK01DBOZL 16S ribosomal RNA gené
Uncultured bacterium clone GDIC2IK01B8UXN 165 ribosomal RNA gene
Uncultured bacterium clone GDIC2IK01B8BIQ 165 ribosomal RNA gene
Uncultured bacterium clone GDIC2IK01AJ89M 16S ribosomal RNA gene
Uncultured bacterium clone GDIC2IKO1EHRHS 165 ribosomal RNA gene
Uncultured bacterium clone GDIC2IKO1DNIHD 165 ribosomal RNA gene
Uncultured bacterium clone GDIC2IK01B0T94 165 ribosomal RNA gene
Uncultured bacterium clone GDIC2IK01A728H 165 ribosomal RNA gene
Uncultured bacterium clone GDIC2IK01C9A21 165 ribosomal RNA gene,
Uncultured bacterium clone GDIC2IKO1DYPFC 165 ribosomal RNA gene
Uncultured bacterium clone GDIC2IK01DVGI5 165 ribosomal RNA gene
Uncultured bacterium clone GDIC2IK01EUGQ7 165 ribosomal RNA gene
Uncultured bacterium clone GDIC2IK01CCXQT 165 ribosomal RNA gene
Uncultured bacterium clone GDIC2IK01BXFK9 165 ribosomal RNA gene
Uncultured bacterium clone GDICZIKO1CPKNG 165 ribosomal RNA gene
Uncultured bacterium clone GDIC2IKO1B7KAW 165 ribosomal RNA gen
Uncultured bacterium clone GDICZIKO1BY4RV 165 ribosomal RNA gene
Uncultured bacterium clone GDIC2IKO1CHGRE 165 ribosomal RNA gene
Uncultured bacterium clone GDIC2IK01BBU2G 16S ribosomal RNA gené
Uncultured bacterium clone GDIC2IKO1EOADW 16S ribosomal RNA gen
Uncultured bacterium clone GDIC2IK01DS7AS 16S ribosomal RNA gene
Uncultured bacterium clone GDIC2IK01CIH57 165 ribosomal RNA gene,
Uncultured bacterium clone GDIC2IKO1EQOWV 16S ribosomal RNA gen
Uncultured bacterium clone GDIC2IKO1EW75G 165 ribosomal RNA gen
Uncultured bacterium clone GDIC2IK01B8SG9 165 ribosomal RNA aene

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
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Probe Match Result

[ start over | help | options ]

Lineage (click node to return it to hierarchy view):

Root (1073/1921179) ; Bacteria (1073/1847604) ; “Firmicutes” (1072/581405) ; "Bacilli" (1068/347373); "Lactobacillales”
(1067/140326) ; "Enterococcaceae” (1065/7555)

Hierarchy View:
W genus Enterococcus (1057/6929) (hits/total searched) [list results for this node]

5000002717 Enterococcus faecium (T); LMG 11423; AJ301830
5000002718 Enterococcus saccharolyticus; NCDO 2594T, Y18357
5000005098 Enterococcus pseudoavium; LMG 11426; AJ301837
S000008500 Enterococcus hirae; DSMZ0160; AJZT6356
5000008880 Enterococcus saccharolyticus; LMG 11427; 4J301839
5000009243 Enterococcus canis (T); LMG12316; X76177
5000009626 Enterococcus mundtii; NCFB 2375T; Y18340
S000010023 Enterococcus faecium; NCFB 942T; Y18294
5000011197 Enterococcus faecium; W149; 41291731
S000011848 Enterococcus faecium; AF039901

S000011952 Enterococcus faecium; W 07; AJZ91732
5000014252 Enterococcus faecium; DSMZ0477; AJ276355
5000015344 Enterococcus hirae; MCFB 1258T; Y18354
5000016049 Enterococcus hirae; LMG 6399; AJ301834
5000016413 Enterococcus hirae (T); DSM 201603 ¥17302
5000030465 Enterococcus mundtii; THI1556; AF241576
S000092870 Enterococcus faecium; 3D; AJ490513

5000092872 Enterococcus faecium; 8B; AJ490519

S000092873 Enterococcus faecium; 8G; AJ490521

S000096880 Enterococcus faecium; 8C; AJ490520

Fig. 9.2.2. Resultados del analisis del oligo Escent contra Enterococcus spp. al ingresar la secuencia en
las bases de datos de Probebase, BLAST contra el Genbank y RDP respectivamente

Sonda para el género Staphylococcus spp.

Para la identificacion de Staphylococcus a nivel de género no se encontrd reporte en la
bibliografia, por lo que fue necesario llevar a cabo el disefio de la sonda. Para esto, se realizo el
alineamiento de las secuencias del gen 16S de las especies de S. xylosus, S. simulans, S.
saprophyticus y S. piscifermentans (no se muestran los alineamientos). De este modo fue
posible identificar secuencias en comun a partir de las cuales se realizaron ensayos en las bases
de datos para evaluar especificidad, en cuyo analisis fue importante que la sonda no hibridara
con S. aureus, pues al tratarse de un patdgeno, su busqueda se realizara por separado en otro
trabajo.

La secuencia con los mejores resultados fue la siguiente:
5" — GGT GAG TAA CAC GTG GGT AACCTACCT ATA-3'

Los resultados del BLAST contra Genbank indican que este oligo se alinea con un 100% de
identidad y un valor E=3X10" con secuencias del gen ribosomal 16S de las siguientes especies
de Staphylococcus. S. saprophyticus, S. xylosus, S. sciuri, S. equorum'y S. haemolyticus entre
otros estafilococos. En la base de datos del RDP se obtuvo alineamiento con 10,590
estafilococos, entre los cuales se encuentran S. carnosus, S. saprophyticus, S. piscifermentans,
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S. lutrae, S. hominis, S. condimenti], S. xylosusy S. simulans entre otros. Lo importante es que
ninguna de las bases de datos arroja S. aureus como resultado.

La sonda Escsta tiene su sitio de hibridacién de la posiciéon 111 a la 141 del gen ribosomal 16S
de E. colien la region variable V1. Se presentan los resultados del analisis computacional en la
Figura 9.2.3.

Hits for (GGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATA) 10 out of 4159 shown.

Name Acc, MM WM AG Pos. Compl. Sequence

GGUGAGUARCACGUGGEUARCCUACCUAUA

Staphylococcus piscifermentans Sl[Gl[El 2po02g4z 0 -3362 111 0 CGGCGGACG- AGACUGGAR
Staphylococcus equorum subsp [EIEl[E »Bo0ggza 0 -3362 111 0 CGGCGGACG- AGACUGGAR
Staphylococcus sp. J33 BEIEI[El sp167056 0 <3362 111 0 CGGCGGACG- AGACUGGAR
Staphylococcus arlettae [El[6][E] 4po0o99z3 0 3362 111 0 CGGCGGACE- AGACUGGAR
Staphylococcus lugdunensis [5IGl[E] ~Bo0g9s1 0 3362 111 0 CGGCGGACE AGACTUGSEGA
Staphylococcus cohnii subsp. u [SIGI[El 4Bo0gazs 0 3362 111 0 CGGCGGACS AGACUGGAR
Staphylococcus koosii [5/GI[E] ~Bo09240 0O -3362 111 0 CGGCGGACG- AGACUGGAR
Staphylococcus camosus subsp S/GI[E] 4009234 0 3362 111 0 CGECGGACGE- AGACUGGAA
Staphylococcus vitulinus [5IGI[El ~Bo0ga4z 0 -3362 111 0 CGECGGACE AGACTUGSEGA
unidentified bacterium EIGIE ABo04755 0 3362 111 0 CGGCGGACG AGACUGGEA
| previous H Page J'! ‘o416 | next |
Sequences producing significant alignments:
Accession R | | N | oo [Auike |

HMO26222.1 | Staphylococcus sp. MIBC34 16S ribosomal RNA gene, partial sequence  £0.0 60.0 100% 3e-07 100%

AB662963.1 | Staphylococcus sp. NCCP-197 gene for 16S rRNA, partial sequence §0.0 60.0 100% 3e-07 100%

AB662960.1 | Staphylococcus sciuri subsp. sciuri gene for 165 rRNA, partial sequence  80.0 60.0 100% 3e-07 100%

IN257097.1 | Staphylococcus sp. Ag7 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 60.0 60.0 100% 3e-07 | 100%

IN230423.1 | Staphylococcus sp. KMSZP2 165 ribosomal RNA gene, partial sequence  60.0 60.0 100% 3e-07 100%

NR _041328.1 Staphylococcus sciuri subsp. rodentium strain GTC 844 165 ribosomal  80.0 60.0 100% 3e-07 100%

NR 041327.1 Staphylococcus sciuri subsp. carnaticus strain GTC 1227 165 ribosomz  60.0 60.0 100% 3e-07 100%

NR 041326.1 Staphylococcus fleurettii strain GTC 1999 165 ribosomal RNA, partial &1 §0.0 60.0 100% 3e-07 100%

NR 041324.1 Staphylococcus saprophyticus subsp. bovis strain GTC 843 16S riboso  §0.0 50.0 100% 3e-07 100%

HO323432.1 | Staphylococcus saprophyticus strain A20 16S ribosomal RNA gene, pat  50.0 60.0 100% 3e-07 100%

HOG690108.1 | Staphylococcus sp. 10/63 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 0.0 60.0 100% 3e-07 100%

HO204326.1 | Staphylococcus haemolyticus strain M56 165 ribosomal RNA gene, part  80.0 60.0 100% 3e-07 100%

HQG604213.1 | Staphylococcus arlettae strain RS83 165 ribosomal RNA gene, partial s 80.0 60.0 100% 3e-07 100%

ER712730.1 | Micrococcus sp. 84MP partial 165 rRNA gene, strain 84MP, clone 12 60.0 60.0 100% 3e-07 100%

FR719726.1 | Micrococcus sp. 82MP partial 165 rRNA gene, strain 82MP, clone 8 60.0 60.0 100% 3e-07 100%

FR719723.1 | Staphylococcus sp. A7 partial 165 rRNA gene, strain A7, clone 5 60.0 60.0 100% 3e-07 100%

FR719722.1 | Micrococcus sp. 67MP partial 165 rRNA gene, strain 67MP, clone 4 60.0 60.0 100% 3e-07 100%

HO699551.1 | Staphylococcus haemolyticus strain 1E 16S ribosomal RNA gene, partiz  60.0 60.0 100% 3e-07 100%

HO728328.1 | Staphylococcus sp. SXVI4(2011) 165 ribosomal RNA gene, partial sequ  80.0 60.0 100% 3e-07 100%

CP002438.1 | Staphylococcus pseudintermedius HKU10-03, complete genome 60.0 358 100% 3e-07 100%

HO641334.1 | Staphylococcus cohnii strain BDALO 165 ribosomal RNA gene, partial st 60.0 60.0 100% 3e-07 | 100%

GU361680.1 | Staphylococcus sp. b40B(2010) 165 ribosomal RNA gene, partial seque  £0.0 60.0 100% 3e-07 100%

GU361679.1 | Staphylococcus sp. b2A(2010) 16S ribosomal RNA gene, partial sequer  £0.0 60.0 100% Je-07 100%

HO450216.1 | Staphylococcus delphini strain GS5-104 16S ribosomal RNA gene, partia  80.0 60.0 100% 3e-07 100%

HO450215.1 | Staphylococcus delphini strain GS-57 165 ribosomal RNA gene, partial  60.0 60.0 100% 3e-07 100%
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Probe Match Result

[ start over | help | options |

Display depth: | Auto Errors Allowed: I 0 -I:-‘;?:;:, ;Ef:

Lineage (click node to return it to hierarchy view):

Root (36751/1921179) ; Bacteria (36751/1847604) ; "Firmicutes” (36743/581405) ; "Bacilli” (36738/347373); Bacillales
(36689/206482) ; "Staphylococcaceae™ (36672/153351)

Hierarchy View:
¥ genus Staphylococcus (36280/143312) (hits/total searched) [list results for this node]

* 5000000262 Staphylococcus sp.; 05-41; X86633
5000008953 Staphylococcus lutrae (T); X84731
S000010870 Staphylococcus hasmolyticus (T); CCM2737; X66100
S000011120 psychrophilic marine bacterium PS35; AFZ00217
5000013394 Bacillus sp. 0519Z; AJ251713
5000013943 Staphylococcus sp.; 1F-23; X86640
S000014058 Staphylococcus sciuri (T); DSM 20345T; AJ421446
$000016099 Staphylococcus hominis (T); DSM 20328; X66101
S000016103 Staphylococcus sp.; AG-30; X86641
S000016678 Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus; NT75; LZ0250
5000021378 Staphylococcus sp.; $5-96; X86650
$000022936 Staphylococcus sp.; 1F-22; X86639
$000024954 Staphylococcus sp.; S2-12; X86644
$000024957 Staphylococcus sp.; $5-95; X86649
5000024958 Staphylococcus sp.; $5-91; X86645

* 5000026006 Staphylococcus sp.; 55-92; XBe646
5000026168 Staphylococcus sciuri subsp. sciuri; NCTC 12103; 226901
S000026174 Staphylococcus cohnii subsp. cohnii; DSM 20261; 226893
$000026176 Staphylococcus equorum subsp. equorum; DSM 20674; 726895
$000026182 Staphylococcus caprae; CCM 3573; 226890

Fig. 9.2.3. Resultados del analisis del oligo Escsta contra Staphylococcus spp. al ingresar la secuencia en
las bases de datos de Probebase, BLAST contra el Genbank y RDP respectivamente.

En la Tabla 9.2.1 se resume la informacion de los oligonucledtidos utilizados como sondas.
Todas fueron sintetizadas y marcadas en el extremo 5’ con los fluoréforos de la Tabla 9.2.2 por
Applied Biosystems.

Tabla 9.2.1. Resumen de las caracteristicas de hibridacion de cada sonda.

Microorganismo | Nombre Se;’u_e);f:la Pos/';'\(;n* Referencia
Bacteria EUB338 | NED-GCTGCCTCCCGTAGGAGT 337/RPV | (63,84,90,91,92)
Enterococcus spp. Escent | PET-AAAGAGGAGTGGCGAACGGG 93/V1 Este trabajo
Staphylococcus spp| Escsta | 6FAM-GGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATA 111/v1 Este trabajo
Bacillus spp. Porwal |PET-ACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTA 428/V3 (93)

* Posicion de hibridacion del primer nucleétido de la sonda en el gen ribosomal 16S de E. coli, RV: regién variable,
RPV: region poco variable.

La longitud de onda de maxima excitacion de todos los fluoréforos se encuentra dentro del
intervalo al que el laser del microscopio confocal es capaz de trabajar y que va de 405-640 nm.
Para la visualizacién de todas las preparaciones se utilizé un microscopio confocal Olimpus FV10-
ASW.

Se determind experimentalmente la longitud de onda de maxima emisién en todos los casos con
el fin de optimizar la captacion de sefial (Tabla 9.2.2). Las diferencias entre los valores tedrico y
experimental pueden deberse al medio en el que se encuentra el fluoréforo, que en este caso
en buffer TE. Los espectros se encuentran en la seccidon 8.14 de las metodologias.
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Tabla 9.2.2. Caracteristicas de los fluoréforos disponibles por Applied Biosystem.

Fluordforo A excitacion | A emision teo | A emision exp
6-FAM 494 523 515
NED 546 575 575
PET 558 595 580

Pruebas de permeabilizacion

Algunos reportes en los que se ha realizado FISH sobre microorganismos Gram positivos, por lo
general se reporta tratamiento con lisozima y/o proteinasa k asi como el establecimiento
experimental de condiciones optimas con el fin de garantizar que la sonda marcada se
introduzca en la célula y pueda ponerse en contacto con la secuencia blanco, mientras que
cuando se ha reportado esta misma técnica con Gram negativos se omite de tratamiento
enzimatico.

Las cepas puras fueron expuestas a distintas concentraciones de lisozima y de proteinasa K para
identificar las condiciones déptimas que permitieran la entrada del oligo sin pérdida de la
morfologia. Se trabajé con B. pumilus, E. faecalis y S. psifermentans, todas ellas aisladas de
queso Cotija. Resultados en Tablas 9.2.3 a 9.2.5, respectivamente.

Las preparaciones fueron tefiidas con safranina para facilitar la visualizacion de las células y
como auxiliar en la evaluacién de la integridad de la pared celular.

Tabla 9.2.3. Resultados pruebas de permeabilizacién para B. pumilus.

Lisozima | Proteinasa Fotografia Observaciones
(mg/mL) | K (mg/mL) 9
W3 ) ., L
0.1 1 & . Se mantiene la morfologia intacta. Buena tincion.
0.1 5 Practicamente no se observan células, soélo algunos
' . fragmentos de ellas. Practicamente sin tefir.
N %
N3 5 - $
e \\ e
01 10 - g;;,-’ Pérdida de morfologia celular. Se aprecian fragmentos
' celulares en la preparacion. Ligera tincion
0.5 1 & | Pérdida total de la morfologia. Se observan fragmentos
’ o f’ & ‘ celulares en la preparacion bien tefidos.
N
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0.5 5 Casi imposible identificar células en la preparacion.
0.5 10 Practicamente no se observan células. Muy mala
' tincion.
. |
1.0 1 Pérdida total de morfologia celular. Se observan pocos
' fragmentos celulares. Practicamente sin tefir.
1.0 5 P : Pérdida total de la morfologia. Se observan fragmentos
) JRNY SR <% celulares ligeramente tefiidos.
Rt A
& =
| -
P
1.0 10 3 Pérdida total de morfologia. Se observan fragmentos

celulares dispersos. Practicamente sin tefiir.

Para este microorganismo las condiciones dptimas resultaron ser las menos drasticas y en las
que se mantuvo la morfologia sin dafar, ya que el resto de las combinaciones fueron demasiado
agresivas. Las condiciones optimas son 0.1 mg/mL de lisozima y 1 mg/mL de proteinasa K.

Tabla 9.2.4. Resultados pruebas de permeabilizacion para £. faecalis.

Lisozima | Proteinasa Fotografia Observaciones
(mg/mL) | K(mg/mL)
< 15
1 1 Morfologia intacta. Muy buena tincién.
1 5 Morfologia intacta. Muy buena tincion.
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1 10 | : g - Morfologia intacta. Muy buena tincién.

5 1 Morfologia intacta. Buena tincién.
4
5 5 Morfologia intacta. Buena tincion.
5 10 Morfologia intacta. Buena tincion.
10 1 > Pérdida severa de morfologia. Tincion deficiente.
=

Pérdida severa de morfologia. Se observan algunas

10 > células rotas. Tincion deficiente.

Pérdida severa de la morfologia. Bordes muy difusos.

10 10 Tincion deficiente.

En todos los casos en que E. facalis fue tratado con 10 mg/mL de lisozima, las células sufrieron
fuerte dafo, pero cuando se trataron con 5 mg/mL de lisozima éstas siempre se mantuvieron
intactas. Se eligié el tratamiento con 5 mg/mL de lisozima con la concentracion mas alta de
proteinasa K (10 mg/mL).
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Tabla 9.2.5. Resultados pruebas de permeabilizacion para S. psifermentans.

Lisozima | Proteinasa Fotografia Observaciones
(mg/mL) | K(mg/mL)
0.1 1 Morfologia intacta. Muy buena tincién.
0.1 5 Morfologia intacta. Buena tincion.
0.1 10 Morfologia intacta. Buena tincion.
0.5 1 Morfologia intacta. Muy buena tincién.
'o"«aw;-
0.5 5 ' Morfologia intacta. La tincion comienza a ser deficiente.
Morfologia ligeramente defiada. Se aprecian algunas
0.5 10 . - !
células rotas. Tincion deficiente.
1.0 1 Células claramente danadas. Tincidon muy deficiente.
1.0 5 Pérdida total de morfologia. Buena tincion.
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1.0

10

Pérdida total de morfologia. Buena tincidn.

Este microorganismo conserva su estructura cuando se mantiene la concentracion de lisozima
por debajo de 0.5 mg/mL, por lo que se combind con 1 mg/mL de proteinasa K.

Las condiciones de tratamiento enzimatico dptimo para cada microorganismo (Tabla 9.2.6) nos
imposibilitd el hacer hibridaciones simultaneas debido a que cada microorganismo requirio

condiciones distintas de permeabilizacion.

Tabla 9.2.6. Tratamientos enzimaticos dptimos para cepas puras.

Microorganismo Lisozima Proteinasa K
(mg/mL) (mg/mL)
B. pumilus 0.1 1
E. faecalis 5.0 10
S. psifermentans 0.5 1

Se muestra en las siguientes imagenes (Figura 9.2.4.) la entrada de la sonda universal en las
células gracias a la eficiencia del tratamiento enzimatico en el paso de permeabilizacion.
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Enterococcus EUB338 : Enterococcus EUB338
] " i

Staphylococcus_EUB338 Staphylococcus_EUB338

Fig.9.2.4. Hibridacion de cepas puras contra sonda universal. Paneles A y B, Bacillus pumilus contra EUB338 campo
oscuro y campo claro respectivamente. Paneles C y D, Enterococcus faecalis contra EUB338 campo oscuro y campo
claro respectivamente. Paneles E y F, Staphylococcus psifermentans contra EUB338 campo oscuro y campo claro
respectivamente.
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Optimizacién de las condiciones de hibridacion

Una vez determinadas las condiciones de permeabilizacién se establecieron experimentalmente
las de hibridacion, probando diferentes grados de astringencia en el buffer asi como tiempos de
lavado.

Se probaron tres concentraciones de formamida distintas: 0, 10 y 25% (v/v), y dos condiciones
de lavado a 42°C, durante 10 6 5 minutos en buffer de lavado (20 mM de Tris-HCI (pH 7.2),
0.01% (p/v) SDS, 40 mM de NaCl y 5 mM de EDTA), de acuerdo a las referencias consultadas.

En todos los casos la sefial de las sondas especificas se perdié por completo cuando la
preparacion fue sometida a lavado. Solo la sonda universal mantuvo la senal fluorescente a
todas las concentraciones de formamida, con y sin lavado. Es decir, que una vez que ocurre el
apareamiento de bases entre el ARNr de la célula y el oligo, el apareamiento con las sondas
especificas es tan débil que ésta se resuspende en el buffer de lavado aunque el enjuague se
realice por poco tiempo.

Por esta razon el paso de lavado fue excluido de la metodologia y después de la incubacién, se
llevd a cabo un solo paso de enjuague con agua destilada antes de la visualizacion.

Se realizaron ensayos para determinar la especificidad de los oligos, donde células de cultivos
puros se hibridaron contra las sondas disefiadas para los géneros Enterococcus, Staphylococcus
y Bacillus. En todos los casos se comprobd la inexistencia de hibridaciones cruzadas entre los
géneros (Ver Anexo 8). En la Tabla 9.2.7 se muestran las condiciones evaluadas y en negritas
se destaca la dptima, que corresponde a la sefial positiva para el microorganismo blanco y es
siempre negativa para el resto. Se tomaron de tres a cuatro campos independientes que
corresponden a cada signo en la tabla.

Tabla 9.2.7. Resultados de condiciones de hibridacion evaluadas.

Microorganismo Escent Escsta Porwal EUB338 Condiciones
- () ND ND +++ () 25%F, S/L
+++ (+) - () - () +++ (4) 10%F, S/L
Enterococcus +- () -SI () - () +++ (+) S/L
- () SI+-- (5) === (=) +++ (4) 0%F 10 min
- () SI-- (-) - () +++ (+) 20 min
ND +++ (+) ND +++ (+) 25%F, S/L
- (-) - () --(-) ++ (4) 10%F, S/L
Staphylococcus - () SI- (-) - () ++ (4) S/L
-SI(-) SI-SI (5) - () +++ (4) 0%F 10 min
- () - (-) --- (=) +++ (+) 20 min
-- () - () - () +++ (4) 25%F, S/L
--(-) - () -+- () +++ (4) 10%F, S/L
Bacillus ) - (=) +++ (+) +++ (+) S/L
SI () - () - () +++ (4) 0%F 10 min
- () - (=) --- (=) +++ (+) 20 min

- Negativo, + Positivo, SI Sefial inespecifica, () Conclusion, ND No Determinado, S/L sin lavado, F concentracion de
formamida en % v/v.
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La formamida es un agente desnaturalizante cuyo papel en el buffer de hibridacion es el de
desestabilizar apareamientos de cualquier tipo, es decir, afecta tanto a los duplex formados
entre los oligos, como a estructuras secundarias dentro de los mismos, asi como a las horquillas
caracteristicas dentro del ARNr y a la formacion de los hibridos, disminuyendo la Tm
(temperatura de fusion).

A mayor concentracion de formamida en el buffer, el efecto astringente o desestabilizador en el
hibrido sera mas notorio cuando el tamaio del oligo asi como su contenido de GC disminuyan.

Un valor termodinamico Util que se puede interpretar como una medida de la estabilidad es el
AGP° (o energia libre), mientras mas negativo es el valor, mas estable es el duplex.

Se realizd un analisis /n silico sobre la probabilidad de formacion de estructuras secundarias en
las sondas que pudiera interferir en la hibridacion, esto con ayuda del programa Oligo7 (2010)
(ver Tabla 9.2.8.).

Tabla 9.2.8. Andlisis de estabilidad de los hibridos y estructuras secundarias.

Sonda Tm AG GC Formamida | Tamaiio AG°
(°C)! | (kcal/mol)? | (%) (%)3 (nt) (kcal/mol)*

Escsta 62.3 -33.6 46.6 25 30 -8.5

Escent 59.1 -24.9 60.0 10 20 -2.5

Porwal 58.9 -31.3 37.9 0 29 -6.3

EUB338 60.8 -22.8 67.0 10 18 -5.6

1. El calculo de Tm se basa en la formula de Nearest-Neighbor con concentracion de NaCl 50 mM y concentracion de
hebra sencilla de 250 pM. Calculado mediante el programa computacional Oligo7 (Version 7, 2010).

2. El valor de AG referente a la estabilidad del diplex sonda-ARNr, fue calculado a una concentracion de NaCl 1M y a
la temperatura de hibridacion de trabajo (42°C) mediante probeCheck, del sitio ProbeBase disponible por
http://131.130.66.200/cgi-bin/probecheck/probecheck.pl.

3. Concentracién optima de formamida determinada experimentalmente.

4. AGO correspondiente al duplex mas estable que se forma entre oligos con la misma secuencia calculado en
condiciones de concentracion de NaCl 1M, a 25°C y pH 7. Datos calculados por el programa computacional Oligo7.

En la Figura 9.2.5. se presentan los resultados del analisis de la sonda especifica para
estafilococos (Escsta). Esta es la que presenta la mayor cantidad de estructuras secundarias
internas probables, tres de ellas con valores de AG® negativos y dos mas con valores positivos,
es decir, es poco probable que estas Ultimas se formen espontaneamente; y dos estructuras
duplex que comprometen 7 puentes de hidrégeno, ambas con valores de AG° de -8.5 kcal/mol.
Esto explica en parte que sea necesaria una alta concentracion de formamida en el buffer que
permita linealizar la sonda.

Por otro lado, es también la que presenta el AG de hibridacion mas negativo de todos, lo que se
traduce en alta estabilidad del hibrido, lo que le permite soportar condiciones de alta
astringencia de hibridacién. Todo lo anterior se relaciona positivamente con las condiciones
optimas de concentracion de formamida necesarias en el buffer de hibridacion.
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[21; Duplexes
File: MewDatabase odb
Oligonuclectide [1]

The most stable F-dimer: # of hydrogen bonds = 14; AG = -8.5 kealimol, T, = 8.1°C

5 ATATCCATCCAATGGCTGCACAATGAGT G 3!

Ll
3 GLETGAGTAACACGTGGLTAACCTACCTATA 5!

The most stable dimer overall: # of hydrogen bonds = 14, AG = -8.5 kealimal, T, = 8.1°C
5 ATATCCATCCAATGGGTGCACAATGAGTGG 3!

Ll
3 GETGAGTAACACGTGGLTAACCTACCTATA 5!

[El; Hairpin Stems
File: MewDatabase.odb
Oligonuclectide [1]

1. # of paired bases = 7, loop = 6 nt; &G =-1.5 koalinal, T, =409 °C

5 l.i:lllilLTCEAATG 14 S'ATATCCATCCMTGGGT:I
30 GGTGAGTAAC 21 3'GLETGAGTAACACG

2. # of paired bases = 4, loop = 3 nt; AG =-1.0 kcalimol, T, =417 °C

5 I|ZLH!LT =3 S'ATATCCATC—E:
15 GGETA 12 3 ' GGTGAGTAACAC GTGHGTAL

3. # of paired bazes = 5, loop = 2 nt; AG =-0.2 kcalimol, T, = 27.4 °C

E I|:I|:J|!.ATGGGTG 13 S'ATATCCILTCCILATGGGTGC]
30 GETGAGTALC =21 3' GOTAGTAACA

4. ¥ of paired bages = 4; loop = 3 nt; AG = 0.2 kealimal, T, =206 °C
& CATCC 10 5'ATATC I:ATCCA—‘&
15 GTGGE 14 3 GETGAGTAACACGTGLET

3. # of paired bazes = 3; loop = 5 nt; AG = 0.6 kealimal, T, =131 °C

19 CAC Z1 E'ATATCCRTCCAATGGGTG??EZM—_.T
29 GTG 27 3 GETGAG

Fig. 9.2.5. Estructuras secundarias y duplex de acuerdo al programa Oligo7 para la sonda Escsta.

La sonda especifica para enterococos es la Unica que no presenta estructuras secundarias
estables y es capaz de formar sélo un duplex estabilizado Unicamente con cuatro puentes de
hidrégeno (AG°=-2.5 kcal/mol), tal como lo muestra la Figura 9.2.6.

24 Duplexes
File: MewyDatabase odb
Oligonucledtide [1]

Free 3'-end

The most stable dimer overall # of hydrogen bonds = 4; AG = -2.5 kealimal
5! GGLGCAAGCGGTGAGGAGRARR 3!

3' ALAGAGGAGTGGCGLACGGE 5
(84 Hairpin Stems

File: MewDatabase odh
Oligonucledtide [1]

Mo stems found.

Fig. 9.2.6. Estructuras secundarias y duplex de acuerdo al programa Oligo7 para la sonda Escent.
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Escent posee ademas un AG de hibridacion menor al de la sonda Escsta pero muy parecido al
de la sonda universal. Con este oligo se obtiene buena sefial a concentracién de formamida del
10%.

El oligo marcado para identificar a Bacillus spp., asi como la sonda universal para bacterias,
pueden formar cada uno dos estructuras de horquilla y dos estructuras duplex.

Tal como lo muestra la Figura 9.2.7., se esperaria una concentraciéon de formamida
relativamente alta para llevar a cabo la desestabilizacion de los duplex que se forman
espontaneamente con la sonda Porwal, cuya estructura mas estable tiene un AG°=-6.3
kcal/mol, ademas de que el valor de AG de hibridacién es el segundo mas alto, sin embargo, en
presencia de formamida, la sefal siempre fue nula.

8 Duplexes
File: MewDatabase odb
Oligonuclectide [1]

The most stable 3'-dimer: & of bydrogen bonds = 4; AG = -0.3 kealimol
5" ATTTCGAGACAACAATCCCTTCTTGTICA 3'

3" ACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTITL 5'

The most stable dimer overall: # of hydrogen bonds = 10; AG = -6.3 kealinal
5 ATTTCGAGACLACARTCCCTTICTTGTTCA 35'

LLLL] (1111
3' ACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTA 5

[B4 Hairpin Stems
File: MewDatabase odl
Oligonucletide [1]

1. # of paired bazes = 5; loop = 7 nt; AG = -1.5 kealfmaol, T, =439°C

11 jlﬂlillﬂl!.jli 15 E'AIIICGAGAC;?.?Elh?.FlkTCC—&
27 TTGTT 23 3'ACTTHTTCTT

2. % of paired bazes = §; loop = 4 nt; AG = -1.0 kealfmal, T, =403 °C

9 ;?.?;H.CM 15| 5'ATT ICGAGACMCMTC]
26 TGTTCTT 20 S'ACTTGTTCTTCC

Fig. 9.2.7. Estructuras secundarias y diplex de acuerdo al programa Oligo7 para la sonda Porwal.

En cambio, la sonda universal cuyas estructuras secundarias y de duplex son mas faciles de
desestabilizar con respecto a las que forma la sonda Porwal, (AG°=-5.6 kcal/mol), y cuyo valor
de AG de hibridacién es el menos negativo, siempre dio sefal positiva en ausencia de
formamida y aun a las concentraciones mas altas del agente desnaturalizante.

La Figura 9.2.8. corresponde a las estructuras secundarias que la sonda universal es capaz de
formar consigo misma.
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54 Duplexes
File: MewDatabase odb
Oligonuclectide [1]

The most stable 3'-dimer; # of hydrogen bondz = 2, AG = -2.1 kcalimol
5! TGAGGATGCCCTCCGTCG 3!

3' GCTGCCTCCCGTAGGAGT 5

The most stable dimer overal: # of hydrogen bonds = 8; AG = -5.6 kcalimal
5 TRAGGATGCCCTCCGTCG 5

3' GCTGCCTCCCGTAGGAGT &'
[El4 Hairpin Stems
File: MewDatabase odh
Oligonucledtide [1]

1. # of paired hases = 4; loop = 4 nt; AG = -1.5 kcalimal, T, = 466 °C

2 GAGEH 5 5'TGI|&[|}[|}AT:I
13 CTCC 10 3'GCTGCCTCCCG

2. ¥ of paired bases = 3; loop = 3 nt; AG = 0.3 kealinol; T, =181 °C

4 GGE 6 5'TGA[|%[|H|&TG—[|:
14 CCT 12  3'GCTGCCTCC-

Fig. 9.2.8. Estructuras secundarias y diplex de acuerdo al programa Oligo7 para la sonda EUB338.

Ademas de las dificultades que representa para la técnica la formacion de orquillas y duplex
dentro del oligo, otro obstaculo en la unién de la sonda puede deberse a la estructura
secundaria del ribosoma, que incluye interacciones ARNr-ARNr, asi como las interacciones de las
proteinas ribosomales con el ARNr. Fuchs, (76) realizd un analisis sobre la disponibilidad de
hibridacién de varias regiones del ARNr considerando la accesibilidad a las diferentes regiones.

Desafortunadamente, las regiones de mas dificil acceso abarcan algunos de los sitios de mayor
variabilidad del ARNr 16S, que son de gran importancia en el disefio de las sondas por su
especificidad (76). Como ya se menciond, la formamida es un agente desnaturalizante que
afecta también a la estructura secundaria del ARNr, por lo que es un factor importante en la
exposicion de los sitios de hibridacidn. En la Tabla 9.2.9 se presenta la ubicacién de las sondas
que se utilizaron en este trabajo, de acuerdo a la clasificacion de los sitios de union al gen
ribosomal 16S segln Fuchs (Ver Anexo 6).

Tabla 9.2.9. Andlisis de estabilidad de los hibridos.

Sonda Color* Clasificacion % Formamida
Escsta Amarillo Clase III: 41-60% 25
Escent Naranja Clase II: 61-80% 10
Porwal Verde Clase 1V: 21-40% 0
EUB338 Naranja Clase II: 61-80% 10

*Ver Anexo 6.

El color corresponde a diferente clasificacion de nivel de sefial de acuerdo a la “brillantes” en
una escala que se divide en seis clases (Clase I 81-100%; Clase II 61-80%; Clase III 41-60%;
Clase 1V 21-40%; Clase V 6-20%; Clase VI 0-5% ), relativa al maximo observado con la sonda
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que presentd mejor sefial en ese trabajo y que se relaciona directamente con la probabilidad de
que el oligo encuentre su sitio blanco de hibridacion.

De acuerdo a esta clasificacion, las sondas cuyo sitio blanco se encuentra en regiones de mas
facil acceso son las de clase II, Escent (para Enterococcus spp.) y EUB338, que son también las
que tienen mayor contenido de GC (60 y 67% respectivamente), lo que permite que el hibrido
formado entre la sonda y el ARNr sea estable. La sonda especifica para enterococos trabaja bien
con 10% de formamida porque esta concentracién le permite desestabilizar estructuras
secundarias asi como exponer la secuencia blanco.

El sitio blanco de la sonda Escsta (para Staphylococcus spp.), corresponde a la clase III, que es
una zona de mediana facilidad de acceso, lo que implica la necesidad de una mayor
concentracion de agente desnaturalizante que permita exponer la zona de hibridacién. Esto
acorde al hecho de que es también la que presenta la mayor cantidad de estructuras
secundarias y las mas estables.

Por ultimo, la region de hibridacion para la sonda Porwal (especifica para Bacillus spp.) entra en
la clase 1V, es decir la de mas dificil acceso, lo que justificaria la presencia de una gran cantidad
de agente desnaturalizante que permita la apertura de la horquilla en el ARNr. Este oligo es
también capaz de formar una de las estructuras secundarias mas estables, y el que posee de los
AG de hibridacion mas negativos después de Escsta. De acuerdo a esto se esperaria una mejor
respuesta en concentraciones altas de formamida. Cabe mencionar en este punto que esta
sonda fue siempre la que presentd la sefial mas baja y la mas problematica durante la
visualizacion de cepas puras. Lo anterior puede asociarse a la posibilidad de que la formamida
resultara contraproducente al desestabilizar el hibrido si la correspondencia con la secuencia
blanco no fuera totalmente homodloga. Esto podria ocurrir si las secuencias del ARNr 16S de las
bacterias del género Bacillus presentes en el queso fueran distintas en algin nimero pequefio
de bases, lo cual permitiria un apareamiento laxo e inestable. Lo anterior implica que el AG de
hibridacion de esta sonda sea mas positivo del que se obtuvo tedricamente. Posiblemente sea
necesario optimizar el disefio de este oligo con base en las secuencias de especies de Bacillus
aisladas de queso Cotija con el fin de afinar el analisis.

En la Figura 9.2.9. se muestran las imagenes en campo claro y oscuro correspondientes a las
hibridaciones de cada cepa pura con su sonda especifica a las condiciones dptimas.
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Fig. 9.2.9. Hibridacidn positiva de cepas puras contra su respectiva sonda especifica. Paneles A y B, Bacillus pumilus
contra Porwal en campo oscuro y claro respectivamente. Paneles C y D, Staphylococcus psifermentans contra Escsta
en campo oscuro y claro respectivamente. Paneles E y F, Enterococcus faecalis contra Escent en campo oscuro y claro

respectivamente.
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En las imagenes anteriores se observan marcas de sefial inespecifica, y que se refiere a la
presencia de senal que no corresponde a la morfologia de célula alguna y que puede deberse a
la presencia de particulas extranas que autofluorescen y que no deben confundirse como falsos
positivos. De aqui se derivaron los criterios que permitieron identificar lo que se consideré una
célula con senal positiva en las muestras provenientes de queso:

1.- La sefial debia encontrarse dentro del limite de la morfologia de la célula.

2.- El tamafio de la célula tendria que ser proporcional, es decir, si se observaba un contorno
con sefal que fuera demasiado grande o demasiado pequefo (mucho menor a 1 pm) como
para considerarse una bacteria, no se tomd en cuenta.

Es posible en la obtencidon de imagenes que no todas las células que se observan en campo
claro tengan sefal fluorescente al sobreponer la misma imagen en campo oscuro. Esto puede
deberse principalmente a factores asociados al enfoque cuando las células no se encuentran
formando una monocapa homogénea o a la posibilidad de que algunas bacterias emitan sefial
demasiado débil por causas como por ejemplo baja concentracion de ARNr.

De cualquier forma, es dificil que la hibridacidon aun en cepas puras ocurra en todas las células
presentes en la muestra posiblemente debido a diferencias en la difusidn de la sonda en la
preparacion. Para puntualizar la eficiencia de la hibridacion, se realizaron calculos determinando
el porcentaje de células que no emitieron sefial (Tabla 9.2.10).

Tabla 9.2.10. Eficiencia de la hibridacion

Cuenta total * | Con sefal | % sin seiial |Prom | SD
Baill 490 409 17
acillus vs
EUB338 821 766 7 8.6 7.1
75 73 3
Staphylococcus 1490 1304 12
VS 980 840 14 129 | 1.2
EUB338 1817 1601 12
Ent 1021 841 18
nterococcus vs
FUB338 1036 879 15 14,5 | 3.6
719 643 11
_ 76 64 16
Bacillus vs 151 127 16 17.5 | 2.9
Porwal
149 118 21
Staphylococcus 1078 862 20
VS 675 604 11 14.7 | 4.9
Escsta 1042 901 14
£ 662 565 15
nterococcus Vs 464 386 17 16.0 | 1.2
Escent
560 468 16

* Cada cuenta total corresponde a la suma de células con y sin sefial en tres campos independientes.

En todos los casos, el porcentaje de células sin sefal es muy parecido (ver desviacién estandar)
y oscila entre 8.6 y 17.5%. Estos porcentajes representan la tasa de senales subestimadas al
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hacer las hibridaciones. Como todos los valores son muy parecidos entre ellos, podemos inferir
que la subestimacion no ocurre de manera preferencial para ninguna de las sondas especificas.

Este calculo sera de utilidad para corregir el conteo en los paquetes celulares provenientes de
muestras de queso Cotija.
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Resultados de FISH en queso

Para que fuera posible la visualizacion de células bacterianas extraidas de queso, fue necesario
hacer un tratamiento al paquete celular fijo, previo a la visualizacion, (Figura 9.2.10.), hasta que
se logrd eliminar las sefiales autofluorescentes provenientes del alimento.

= L P - - - s = =g -
: T : - = 5 ‘ > 4 . v 9 .
» "= » £ £ ’ ’
. . ¢ s : ) o - 7,
- g -
o . - : ) - 7
‘ B v Ao Pt ?
- - . 3
- - »
on o ~ ~ » by . » <V
'. > - ¥
. W - N - . 7
Sie . el 5 R P ‘
B > £ : y
5 - \
= v of, 7> ‘.‘ L . ’ L s
o ’ 5. g I
ST s .y ‘X ' “Siieed ) '_‘,/.' 1
- ” v f - e P > - 7\ ) P 4 i
» 7 <" 3
- v - e < A \ > N
3 . “ e “ .
- R . P | - g i -,
p - 5 B T ”~ .
¥ irn s s R 3 - - 2 . , ; 2 3 p
- " - | — o~
PSS pwi . vy e o 71 T, s S =
- o .1 | B . 1 ot o &) o o FEN 5 & = &
Y o ‘e 3 t \~>».5 e O Sy 3 At A
- A ) » - - » - r -\ A ¢ ) ' v '
DR ¢ T re'* . i ' 9—\-\ a ¢t { ®
- I o - o . - % ! ‘\_u\“ ) 7 SR \\\
<4 X o * s A - . v \ y = & |

Fig. 9.2.10. Izq. Paquete celular sin tratamiento de lavado antes de la observacion. Der. Paquete celular con
tratamiento de lavado antes de la observacion (ver punto 7.13 de Metodologias). Tincién con safranina.

Cuando se tuvieron los paquetes celulares limpios y fijos, se procedié a montar en portaobjetos
cubiertos de poli-L-lisina y a hibridar en las condiciones establecidas para cada microorganismo.

Se analizaron alrededor de 30 campos por cada hibridacion con el objetivo 100X del microscopio
confocal y se realizaron 3 hibridaciones independientes, de las cuales se contaron las células
que presentaron sefal positiva (ver Tabla 9.2.11.).

En la siguiente serie de imagenes (Figuras 9.2.11. a 9.2.15.), se muestran ejemplos en cada
zona de lo que se considerd senal positiva indicada con flechas blancas.
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Zona 1_EUB338 5 I'I 11 Zona 1_EUB338

Fig. 9.2.11. Ejemplos de hibridaciones positivas en paquete celular extraido de Zona 1 contra sondas especificas y
sonda universal. Paneles Al y A2, hibridacion con sonda Escsta (especifica para Staphylococcus spp.) en campo
oscuro y campo claro respectivamente. Paneles B1 y B2, hibridacion con sonda Porwal (especifica para Bacillus spp.)
en campo oscuro y campo claro respectivamente. Paneles C1 y C2, hibridacion con sonda Escent (especifica para
Enterococcus spp.) en campo 0scuro y campo claro respectivamente. Paneles D1 y D2, hibridacion con sonda EUB338
(universal para bacterias) en campo oscuro y campo claro respectivamente.
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Zona 2_EUB338 5 7ona 2_EUB338
Fig. 9.2.12. Ejemplos de hibridaciones positivas en paquete celular extraido de Zona 2 contra sondas especificas y
sonda universal. Paneles E1 y E2, hibridacion con sonda Escsta (especifica para Staphylococcus spp.) en campo
oscuro y campo claro respectivamente. Paneles F1 y F2, hibridacién con sonda Porwal (especifica para Bacillus spp.)
en campo oscuro y campo claro respectivamente. Paneles G1 y G2, hibridacion con sonda Escent (especifica para

Enterococcus spp.) en campo 0scuro y campo claro respectivamente. Paneles H1 y H2, hibridacion con sonda EUB338
(universal para bacterias) en campo oscuro y campo claro respectivamente.
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Fig. 9.2.13. Ejemplos de hibridaciones positivas en paquete celular extraido de Zona 3 contra sondas especificas y
sonda universal. Paneles I1 e 12, hibridacién con sonda Escsta (especifica para Staphylococcus spp.) en campo oscuro
y campo claro respectivamente. Paneles J1 y J2, hibridacién con sonda Porwal (especifica para Bacillus spp.) en
campo oscuro y campo claro respectivamente. Paneles K1 y K2, hibridacion con sonda Escent (especifica para
Enterococcus spp.) en campo oscuro y campo claro respectivamente. Paneles L1 y L2, hibridacién con sonda EUB338
(universal para bacterias) en campo oscuro y campo claro respectivamente.
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Zona 4 _Escent Zona 4 _Escent

Zona 4_EUB333 Zona 4_EUB333

Fig. 9.2.14. Ejemplos de hibridaciones positivas en paquete celular extraido de Zona 4 contra sondas especificas y
sonda universal. Paneles M1 y M2, hibridacion con sonda Escsta (especifica para Staphylococcus spp.) en campo
oscuro y campo claro respectivamente. Paneles N1 y N2, hibridacion con sonda Porwal (especifica para Bacillus spp.)
en campo oscuro y campo claro respectivamente. Paneles N1 y N2, hibridacién con sonda Escent (especifica para
Enterococcus spp.) en campo oscuro y campo claro respectivamente. Paneles O1 y 02, hibridacion con sonda EUB338
(universal para bacterias) en campo oscuro y campo claro respectivamente.
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Fig. 9.2.15. Ejemplos de hibridaciones positivas en paquete celular extraido de Zona 5 contra sondas especificas y
sonda universal. Paneles P1 y P2, hibridacién con sonda Escsta (especifica para Staphylococcus spp.) en campo
oscuro y campo claro respectivamente. Paneles Q1 y Q2, hibridacion con sonda Porwal (especifica para Bacillus spp.)
en campo oscuro y campo claro respectivamente. Paneles R1 y R2, hibridaciéon con sonda Escent (especifica para
Enterococcus spp.) en campo oscuro y campo claro respectivamente. Paneles S1 y S2, hibridacién con sonda EUB338
(universal para bacterias) en campo oscuro y campo claro respectivamente.
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La identificacion /n situ de las células individuales por la técnica de FISH puede verse
obstaculizada por las diferencias en la accesibilidad de los sitios de destino de la sonda y la
permeabilidad limitada de la pared celular (76), esto aunado a que el nimero de ribosomas por
célula es muy variable tanto entre especies y dentro de las células de cualquier especie,
dependiendo de la tasa de crecimiento (77).

En todos los experimentos realizados en cepas puras con el fin de optimizar las condiciones, se
trabajo con cultivos que se encontraba a mitad de la fase logaritmica, situacion que no
necesariamente fue tal en la microbiota extraida de la muestra; donde las poblaciones
bacterianas se encontraban en distintas fases de crecimiento, lo cual implicoé diferencias en el
estado de la pared celular asi como en el la cantidad de ARNr que pudieran contener.

Hibridaciones en fase estacionaria tendrian como consecuencia que, debido a que en esta fase
de crecimiento la pared celular es mas gruesa gracias a la baja tasa de reproduccion, la entrada
de la sonda fuera menos eficiente. Ademas, a baja tasa de crecimiento, el nimero de copias de
ARNr en la célula disminuye, afectando la cantidad de sefial emitida.

Otro obstaculo en este caso en particular, fue la presencia de moléculas autofluorescentes que
no pudieron ser totalmente eliminadas de la suspension de células, lo que dificultd la
visualizacion de sefales positivas afectando la calidad de las imagenes.

Una vez que se llevo a cabo el conteo, se ajustd de acuerdo al calculo de subestimacién con los
datos de la Tabla 9.2.10 y se realizd el analisis estadistico para discriminar diferencias
comparando entre zonas (Tabla 9.2.11 y Figura 9.2.16.).
Tabla 9.2.11. Conteo de células con sondas especificas en 20 pL de suspension de células de
paquete celular extraido de cada zona de queso Cotija.

Zona | Microorganismo | H1* | H2* | H3* | Promt | SD |Eficiencia|Ajuste®
Bacillus 307 | 485 | 869 554° 287 17.5% 651
Staphylococcus | 938 | 450 678 689° 244 14.7% 790
Enterococcus | 561 | 531 | 521 | 538 21 16.0% 624
Bacillus 204 | 877 | 470 517° 339 17.5% 607
Staphylococcus | 991 | 912 129 677 477 14.7% 777
Enterococcus 100 | 323 673 365° 289 16.0% 424
Bacillus 421 | 627 591 546° 110 17.5% 642
Staphylococcus | 508 | 572 491 524 43 14.7% 601
Enterococcus 172 | 474 358 335 152 16.0% 388
Bacillus 242 | 368 | 411 340° 88 17.5% 400
Staphylococcus | 298 | 294 71 221° 130 14.7% 253
Enterococcus 131 | 421 692 415 281 16.0% 481
Bacillus 600 | 956 | 1015 | 857 225 17.5% 1007
Staphylococcus | 865 | 1687 | 1569 | 1374° | 444 14.7% 1576
5 Enterococcus 904 | 840 | 1428 | 1057° 323 16.0% 1227

* Hn=Evento independiente de hibridacién. + Misma letra indica que no existe diferencia significativa con
una a=0.05. A Valores dados en células/20uL de suspension celular.
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Fig. 9.2.16. Proporcion de cada género en las diferentes zonas.
Misma letra indica que no existe diferencia significativa con una a.=0.05.

Se observd que tanto Staphylococcus spp., Enterococcus spp. y Bacillus spp. se encuentran
distribuidos de forma homogénea en toda la matriz del queso sin preferencia por ninguno de los
géneros en una u otra zona. Posiblemente las necesidades nutricionales y de presencia de
oxigeno de los géneros estudiados son muy parecidas entre si y entran en los intervalos de
gradientes observados en el analisis fisicoquimico, lo que se vio reflejado en que las actividades
enzimaticas de protedlisis y lipdlisis son semejantes en todas las zonas del queso.

Cuando se analizo6 la presencia de cada género por zona, no se encontré una superioridad
numeérica clara de ninguno de ellos, es decir que ninguno resulté ser dominante. Esto es acorde
con el trabajo de la tesis de maestria de Zuniga-Bustos (2009) (28), que por métodos
moleculares concluye que Enterococcus no es un género dominante en queso Cotija pero que se
mantiene presente durante todo el proceso de maduracidn y hasta el final del mismo (3 meses).

Por otro lado, la diferencia en el perfil electroforético de las proteinas de la corteza, donde las
condiciones cambian drasticamente (sobre todo en cuanto a la disponibilidad de oxigeno),
seguramente esta asociado al aumento en la cuenta bacteriana y su diversidad en esa zona y no
a la predominancia de alguno de los grupos estudiados.

Los gradientes fisicoquimicos observados se deben principalmente a la pérdida de humedad
gradual que ocurre a partir de la exposicion de la superficie de la pieza a la atmdsfera, pues en
el queso Cotija, a pesar de ser de gran formato, los gradientes no tienen intervalos tan grandes
como para hacer una seleccién de la microbiota dentro del producto, al menos de los tres
géneros estudiados.

El conteo con la sonda universal (Tabla 9.2.12.), permitié estimar la carga microbiana en el
queso (Figuras 9.2.11 a 9.2.15, paneles D, H, L, O y S) en unidades de células por gramo a
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partir del promedio del valor ajustado del nimero total de células con sefal positiva en los
paquetes celulares extraidos de queso, hibridados con la sonda universal. El cdlculo se realizd a
sabiendas de que el nimero de células correspondia al contenido en una alicuota de 20 pL
tomada de un volumen total de 600 uL de suspension de células que a su vez contenia el
paquete celular extraido a partir de 15 g de queso.

Tabla 9.2.12. Conteo de células con sonda universal en 20 pL de suspension de células
de paquete celular extraido de cada zona de queso Cotija.

Zona| H1* | H2* | H3* | Prom SD | Eficiencia® | Ajuste
1.6 1.1 1.6 |1.4X10%|0.3X10* 12% 1.6X10*
2.7 1.6 1.2 |1.8X10%|0.8X10* 12% 2.1x10*
1.7 1.4 1.6 |1.6X10%|0.2X10* 12% 1.8X10*
1.3 1.0 1.2 |1.2X10%|0.2X10* 12% 1.3X10*

3.3 2.0 1.9 |2.4x10%|0.8x10* 12% 2.7X10*

* H=Evento independiente de hibridacion.
co Calculada del promedio de eficiencia de hibridacion de la sonda universal contra los tres géneros analizados.

| WIN|—=

Al final se obtuvo el nimero de 3.8X10* células/g de queso Cotija. Este valor es menor en un
orden de magnitud al obtenido en la misma pieza por método tradicional, (7.1X10°> UFC/qg), al
sembrar diluciones decimales de suspension de queso en solucion salina al 0.85% p/v pH 7
estéril en agar cuenta en placa. Esta pérdida se puede explicar en los pasos de lavado previo a
la observacion. Con este tratamiento se garantizo la disminucion de particulas autofluorescentes
que, de haberse omitido, hubieran imposibilitado la obtencién de imagenes confiables para el
analisis; aunque la manipulacion produjo una pérdida considerable de paquete celular.

Por otro lado, el calculo de la carga bacteriana en el queso permitié examinar qué porcentaje de
la cuenta total representan los géneros analizados en la poblacién bacteriana total del queso.
Los siguientes calculos se realizaron a partir de los valores de la Tabla 9.2.11. Por ejemplo, del
promedio de la cuenta en las cinco zonas, se obtienen 661 células/20 pL de células de Badcillus,
que corresponde a 1,322 células/g de queso, es decir, el 3.5% del total. En cuanto al género
Staphylococcus, el promedio de la cuenta es de 799 células/20uL, lo que equivale a 1,598
céluas/g de queso, aportando 4.2%. Y por ultimo, el promedio de enterococos es de 629
células/20 L, 6 1,258 células/g de queso, es decir el 3.3% de la cuenta total calculada con la
sonda universal.

En resumen, el aporte numérico de los tres géneros estudiados corresponde Unicamente al 11%
de la microbiota total de acuerdo a la suma de la cuenta de microorganismos en las cinco zonas
(Bacillus mas Staphylococcus mas Enterococcus). Esto equivale a decir que desconocemos el
comportamiento del 89% de la comunidad bacteriana en esta pieza de queso Cotija. El resto de
los microorganismos podrian pertenecer a los géneros identificados con anterioridad por el
grupo de trabajo tales como Lactobacillus spp, Lactococcus sp, Vagococcus spp Yy
Marinilactibacillus spp o a una mezcla de géneros que no han sido todavia detectados por los
métodos empleados.
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El porcentaje tan alto de microbiota bacteriana inexplorada podria relacionarse con el hecho de
que la mayoria de los trabajos anteriores donde se utilizan técnicas moleculares, se basan en la
extraccion del material genético total y la subsecuente amplificacién de genes especificos. En
estas metodologias el protocolo utilizado para lisar las células y extraer su ADN puede introducir
muchos sesgos, por ejemplo, procedimientos demasiado drasticos fracturan el ADN y alteran los
genes de interés, mientras que métodos mas suaves pueden ser insuficientes para romper las
células mas resistentes dentro de la comunidad, por lo que el ADN utilizado para amplificacién o
clonacion termina por representar solo una parte de la poblacién bacteriana.

Los protocolos basados en la PCR tienen sus propias desventajas no soélo debido a la posibilidad
de formacion de moléculas quiméricas, sino también a causa de cebado selectivo que conduce a
la amplificacion diferencial y la posible presencia de sustancias inhibidoras que afectan la
reaccion de PCR (46).

Entre los métodos moleculares mas utilizados en el analisis de poblaciones dentro del grupo de
trabajo, destaca la electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) con la
amplificacion de regiones variables del gen ribosomal 16S. Cabe mencionar que no todas las
bandas obtenidas han sido secuenciadas.

En cuanto a los trabajos basados en métodos tradicionales de cultivo, el sesgo se debe
principalmente al desconocimiento de las condiciones de cultivo de las bacterias denominadas
“no cultivables” (44).

Los problemas antes mencionados son un obstaculo real en los trabajos de diversidad
microbiana. El nUmero de especies de procariontes validamente nombrados es actualmente un
poco mas de 6200. Sin embargo, sobre la base de caracterizacion de la subunidad pequefia del
ADNr de comunidades completas y otros enfoques, el nimero mas exacto de especies presentes
se puede deducir que es por lo menos dos érdenes de magnitud mayor.

Lo anterior explica por qué las secuencias de ADNr 16S obtenidas directamente del ambiente
casi siempre difieren de aquellas presentes en las bases de datos de secuencias de especies
procariontes nombradas; solo muy raramente ocurre que una secuencia recuperada del entorno
coincida completamente con el de una especie conocida (77).

El gran nimero de secuencias nuevas obtenidas por secuenciacion llevaron a la conclusion de
que el nimero de especies procariontes descritos sea a lo sumo de 1-2% del nimero real de
especies bacterianas existentes. Algunas estimaciones son aln mas bajas y sugieren que la
cantidad de especies de bacterias cultivables a partir de un entorno determinado es de menos
de 0,1% (78, 79, 80, 81).

De acuerdo a Amann (1995) (46), el porcentaje de procariontes cultivables en diferentes
habitats es el siguiente: en agua de mar 0.001-0.1%; en agua dulce 0.25%; en lagos
mesotroficos 0.1-1%; en aguas de estuarios no contaminadas 0.1-3%; en lodos activados 1-
15% y en suelo alrededor del 0.3%.

Un ejemplo claro de esta falta de conocimiento en ecologia bacteriana es el de un alfa-
proteobacteria cuyo filotipo fue designado como SAR11, identificado por primera vez en el mar
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oligotréfico de los Sargazos (82). Este organismo representa un tercio o mas de las células
presentes en las aguas superficiales del mar y cerca de una quinta parte de las células presentes
en la zona del océano mesopeldgico. Los miembros del grupo SAR11 pueden representar hasta
un 50% de la comunidad microbiana total en algunas regiones. El papel biogeoquimico del
grupo SAR11 sigue siendo incierto, pero este grupo microbiano obviamente se encuentra entre
los organismos mas exitosos de la Tierra. Recientemente SAR11 ha podido cultivarse utilizando
un enfoque novedoso, pero la densidad de células obtenidas es extremadamente baja (83).

Como en el caso anterior, muchos de los procariontes mas abundantes en la naturaleza todavia
no se han podido cultivar, lo que entorpece el reconocimiento de nuevos géneros y la
descripcion de poblaciones microbianas en su totalidad.

El analisis de poblaciones microbianas presentes en un alimento fermentado sera mas completo
al integrar la informacion que aporta la utilizacién de métodos dependientes e independientes
de cultivo contrastando aquella con la que contribuyen las técnicas que implican una PCR inicial
con las que no. Toda la informacion obtenida es valiosa, lo importante es integrarla.
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9. Conclusiones

Existen gradientes en la composicion del queso Cotija que indican una mayor concentracion de
sal y calcio y mayor pH en las zonas cercanas a la corteza y que disminuyen en el centro.
Contrario al ay y la acidez, que incrementan en el centro de la pieza y que se ven disminuidas
hacia la corteza.

El potencial redox es negativo en toda la matriz del queso, lo que indica una atmdsfera
deficiente de oxigeno el cual aumenta a mayor cercania con la corteza.

Los perfiles electroforéticos obtenidos de cada zona sugieren que ocurre protedlisis de forma
homogénea dentro de la matriz del queso. Unicamente en la corteza se observa un cambio en el
perfil de hidrdlisis de las caseinas.

Se observd liberacion acidos grasos cualitativa y cuantitativamente equivalente en todas las
zonas, donde hay predileccion por C13:0 y C18:2 pero no por butirico.

Fue posible establecer por el método molecular de FISH que la carga bacteriana en esta pieza
de queso Cotija es de 3.8x10* UFC/q.

Los tres géneros estudiados en este trabajo representan Unicamente el 11% de la poblacion
bacteriana total.

Los gradientes fisicoquimicos observados se deben principalmente a la pérdida de humedad
gradual que ocurre a partir de la exposicion de la superficie de la pieza a la atmdsfera. Estos no
tienen intervalos tan grandes como para hacer una seleccion de la microbiota dentro del
producto, al menos de los tres géneros estudiados.

Se encontrd una distribucidon uniforme de Bacillus spp., Staphylococcus spp., Y Enterococcus
spp. sin dominancia de ninguno de ellos en cada zona, lo que concuerda con los resultados del
analisis de los perfiles de proteinas y lipidos.

La alta variabilidad en los conteos indica que la técnica no esta totalmente optimizada para este
sistema.
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Anexo 1. Pruebas de reproducibilidad del sistema de microelectrodos

Se pesaron aproximadamente 0.0335 g de oxalato, se disolvieron en matraz Erlenmeyer con 25
mL de agua destilada y se adicionaron 5 mL de H,SO, 9N. Se adicionaron volimenes de
permanganato de potasio y se tomd la lectura en cuanto ésta se estabilizd. La mezcla se
mantuvo a 80°C durante toda la titulacion.

A continuacion se presentan los datos de las titulaciones efectuadas por cuadruplicado asi como
la gréfica de los mismos.

L ML E M3 V4

0.1 726.8 745.5 754.1 756.3

0.5 729.8 744.5 750.2 755.2

1.0 730.2 742.3 744.5 752.7

15 729.8 741.4 749.9 753.8 1400 -

2.0 733.1 742.4 751.7 754.5

2.5 735 745.4 755.7 754.7

3.0 737.4 751.7 760.2 755.8 1200 - ——
3.5 739.5 755.4 764.5 757.5

4.0 745.7 763.5 776.7 763.2 ——mz
4.2 745.3 768.7 780.6 765.5|| % 1000 - M
2.4 745 777.7 785.7 768.9 —d
a5 744.3 791.4 795.1 772.7

46 750.8 797.2 801.2 777.8 800 4

4.7 765.1 810.8 807.9 954.3

a3 965.4 1080.1 815.7 1050.3

4.3 1199.7 1216.5 1222.7 1255.3 00 , , , ,
5.0 1227.5 1241.1 1255.6 1263.1 o 2 4 6 8
5.1 1240.2 1259.5 1269 1293.5 KMnO4 (mL)

5.2 12511 1269.7 1278.6

5.3

5.4 1265.6 1282.7 1289.2

5.6

5.8

6.0 1263.4 1299.3 1305.1

Para observar de forma clara el punto de inflexién de las curvas, se obtuvo la primera derivada
y el calculo de la normalidad del permanganato asi como su desviacion estandar, lo que nos
asegura que los datos fueron reproducibles.

4500
M1 M2 M3 M4
3750 - Ptos eq (mLKMnO4)|  4.8000 4.7000 4.3000 4.3000
Oxalato (g) 0.0337 0.0337 0.0337 0.0337
3000 4 N KMn04 0.1047 0.1063 0.1047 0.1047
- ;
% 1 rom 0.1052
;E..HSG | — sD 0.0011
-
=+=M3 | N =g oxalato/(0.06701)(mL KMnO4)
1500
/14
750 4
0 e + - oty
a 1 2 3 4 5 3
KMnO4 (mL)
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Anexo 2.

Método de Lowry para medir proteina

Reactivo A: 2% de Na,CO; en NaOH 0.1 N
Reactivo B: 0.5% de CuSO4*5H,0 en tartrato doble de sodio y potasio al 1%

Reactivo C: Mezclar 50 mL de reactivo A con 1 mL de reactivo B

Reactivo D: Reactivo de Folin diluido 1:5

Se mezcld 1 mL de muestra con 1 mL de reactivo C y se dejé reposar durante 10 min. Se
adiciond 0.5 mL de reactivo D y se dejé reposar en oscuridad al menos 30 min. Se leyd la
muestra frente a blanco de reactivos a 750 nm.

La curva patron se prepard de albumina bovina con 5 puntos que incluyeron concentraciones de
5-100 pg/mL.

Para la curva patrén se prepard la solucién stock de 100 pyg/mL pesando 1 mg de albumina

bovina y aforando en matraz de 10 mL.

Tubo [Albamina] | Volumen de stock | Volumen H,O dest Volumen final
(pg/mL)* (pL) (pL) (mL)
Blco 0 0 1,000 1
1 6 50 950 1
2 24 200 800 1
3 60 500 500 1
4 90 750 250 1
5 120 1,000 0 1

*E| peso real de albimina fue de 1.2 mg.

[proteina] (ug/mL) Abs (750nm})

0 0
020 - 0 0
0 0
_ 016 6 0.019
£ 6 0.018
5 5 0.022
w

2 012 24 0.041
2 24 0.046
0.08 y = 0.0015x + 0.007 34 0818
R® = 0.9939 o bpis

0.04 g
60 0.108
90 0.137
000 , : . 90 0137
0 50 100 150 90 0.136
’ 120 0.179
Proteina (ug/mL) 120 0.181
120 0179
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Anexo 3. Cinéticas de crecimiento y relacion UFC/mL para cepas puras
Datos de Sergio Matamoros Ortega
Bacillus pumilus Staphylococcus aureus Enterococcus foecalis
[t(horas)  [D.0. F.D. D.0. corragicLn(D.0.)  UFC/mL  |D.O. F.D. D.0. corregida Ln(D.0.) UEC/mL  |t(h) D.0. Ln(D.0.) UFC/mL
0 0.042 1 0.042 -3.170  2.83E+08 0 1 0 0 0
1 0.116 1 0.116 -2154  5.50E+08 0.053 1 0.053 -2.937 2 0.225 -1.492 3.92E407)
2] 0.373 1 0.373 -0.986 0.140 1 0.14 -1.966 4 0.741 -0.300 2.34E+08
3 0.957 1 0.742 -0.298  9.17E+10 0.289 1 0.289 -1.241  1.49E+08 i 1.525 0422 5.31E+08
4 1.066 1 1.066 0.064  4.37E+12] 0.657 1 0.657 0420 3.26E+08 8 3.177 1.156 7.28E+08
5 0.686 2 1.372 0.316 0.543 2 1.086 0.083  4.20E+08] 10 4.820 1.573 1.51E+09
B 0,704 2 1.408 0.342 0.853 2 1,706 0,534 8.75E+08 12 6,184 1.822 2.09E+09
71 0,818 2 1,336 0.608 14 6,690 1,801 2.15E+09
8 0.529 2 1,858 0.620 16 1714 2,043 3.00E+03
9 0.693 2 1.396 0.334 18 8.105 2.092 3.43E4+09
20 112 2.044
2 1.975 2.076
4 1818 2.056
1.000 1.000 2500 4
0500 0500 | 2.000 |
0.000 T s T T 1 0.000 1 1.500
-0.500 : 4 & 8 Lo -0.500 4 Lo 1.000 A
S 1.000 - S 1.000 S 0300
1=} 2 2
= -1.500 - = -1.500 = 0.000 T T T T 1
-2.000 - -2.000 A1 -0.500 o 5 2 = 2
-2.500 - -2.500 A -1.000 A
-3.000 p' -3.000 A -1.500 A
-3.500 - ‘) -3.500 - ) -2.000 - )
1008413 . 1008409 4.008:08 -
o] e s | yaomes
1.00E+11 AP =053 + o008 e 3002408 | o
2 1.00E+10 2 5008108 S 2308409 1 -
N, § 5008408 / T 2.008:09 | /
S 1.00E+03 S 4.00E+08 .,/ . g 1 5064+09 | P
1.00E+08 zzs:z: / 1 00E+08 4 /./
1.00E+07 1 00E+08 o 5.00E+08 | -
1.00E+06 T T T 1 0.00E+00 T T T T 0.00E+00 12 T T T T T T T 7
0 03 06 0s 12 02 06 1 14 18 12 3 4 5 & 7 8 9
D.0. (600nm) D.0. (600nm) 500508 - D.0. (500nm)
Los calculos de UFC/mL son resultado de la cuantificacién por triplicado de las colonias
contenidas en 20 pL de medio de cultivo.
Microorganismo . F ase log . Mitad de D.O. UFC/mL
Inicia | Termina | fase log (h)
Bacillus spp. t=0 t=4 2 0.373 6.09X10°
Staphylococcus spp. t=0 t=6 4 0.657 3.08X108
Enterococcus spp. t=0 t=12 5 1.143 2.57X10°
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Anexo 4. Analisis estadistico de Duncan

Ejemplo del andlisis estadistico que se realizd a todos los resultados del analisis fisicoquimico
con el fin de determinar diferencias significativas entre cada estrato. Resultados para el analisis
de actividad acuosa.

aw
Zona M1 M2 M3
1 0.910 0.918 0.913
2 0.908 0.906 0.905
3 0.890 0.893 0.892
4 0.866 0.866 0.867
5 0.866 0.873 0.870

19 ordenar promedios de menor a mayor

ZONA 4 5 3 2 1
T.V T.IV T.III T.II T.I
PROM 0.866 0.870 0.892 0.906 0.914
209 Calculo de Sy Sy=raiz(MCE/n)
Tratamiento o zona: 1 2 3 4 5
0.910 0.908 0.890 0.866 0.866
0.918 0.906 0.893 0.866 0.873
0.913 0.905 0.892 0.867 0.870
suma trat= 2.741 2.719 2.675 2.599 2.609
T.=13.343

Suma de cuadrados total= 11.875
T..*T../15= 11.869

SCtotal= 0.005

suma de cuadrados trat= 35.623
SCfac= 0.005

SCE= 0.00007

MCE= 0.000007

Sy= 0.0012

3° Rangos significantes. Lectura de tablas (Duncan, 1955)
ra(plf) a = 0.05

p = de 2 hasta 5 tratamientos
f = gl(error) = 10
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roos10= 3.15
r 0.053,10= 3.30
I 0.054,10)= 3.37
I 0.05(5,10= 3.43

4° Rangos muiltiples
RP= ro(pn X Sy
R2=0.0037
R3= 0.0038
R4=0.0039
R5=0.0040

50 Construccion de la matriz de diferencia

TV T.IV T.III T.II T.I
TV vs R5
T.IV vs R4
T.III vs R3
T.II vs R2
T.I
Comparando:
Contra R5: 0.048>R5 entonces: T.I£T.V
Contra R4: 0.040>R4 entonces: T.II#T.V
0.044>R4 entonces: T.I#T.IV
Contra R3 0.026>R3 entonces: T.III#T.V
0.036>R3 entonces: T.II£T.IV
0.022>R3 entonces: T.I#T.III
Contra R2 0.004>R2 entonces: T.IV£T.V
0.022>R2 entonces: T.III#T.IV
0.014>R2 entonces: T.II#T.III
0.008>R2 entonces: T.I#T.II

6° Conclusion:
El aw en cada una de las zonas de queso Cotija es estadisticamente diferente con un nivel de confianza
del 95% (a.=0.05).
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Anexo 5. Estructura del gen ribosomal 16S y zonas de hibridacion de las sondas
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Anexo 6. Accesibilidad en zonas de hibridacion del gen ribosomal 16S (76).

. class I: 81-100%

- . class II: 61-B0%
D class 111: 41-60%
I s 1v: 21405
. classV:  6-20%

B o
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Anexo 7. Controles de autofluorescencia

»
..
- .
-
.
» - - »
»
.f »
- . »
.
»
.
.
s
Control negativo PET Control negativo PET m

Figura A7.1. Ajuste de eliminacion de senal de autofluorescencia en Enterococcus a la longitud de onda de
maxima excitacion del fluordforo PET.

Control negativo 6-FAM ’ | 10pm|

Figura A7.2. Ajuste de eliminacion de sefial de autofluorescencia en Staphylococcus a la longitud de onda
de maxima excitacion del fluoréforo 6-FAM.
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1 | __
Control negativo NED Control negativo NED

Figura A7.1. Ajuste de eliminacion de senal de autofluorescencia en Enterococcus a la longitud de onda de
maxima excitacion del fluoréforo NED.
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Anexo 8. Controles negativos de hibridaciones cruzadas

Badillus_Escent J Badillus_Escent

Figura A8.1. Ejemplo de hibridacion negativa de la sonda especifica para Enterococcus (Escent) en
Bacillus. Las condiciones de hibridacion fueron 10% de formamida en el buffer.

Figura A8.2. Ejemplo de hibridacién negativa de la sonda especifica para Staphylococcus (Escsta) en
Bacillus. Las condiciones de hibridacion fueron 25% de formamida en el buffer.
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Enterococcus_Porwal Enterococcus_Porwal

Figura A8.3. Ejemplo de hibridacion negativa de la sonda especifica para Bacillus (Porwal) en
Enterococcus. Las condiciones de hibridacion fueron 0% de formamida en el buffer.

~r

Enterococcus_Escsta Enterococcus_Escsta

Figura A8.4. Ejemplo de hibridacién negativa de la sonda especifica para Staphylococcus (Escsta) en
Enterococcus. Las condiciones de hibridacion fueron 25% de formamida en el buffer.
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Staphylococcus_Escent — - Sy e

Figura A8.5. Ejemplo de hibridacion negativa de la sonda especifica para Enterococcus (Escent) en
Staphylococcus. Las condiciones de hibridacion fueron 10% de formamida en el buffer.

Staphylococcus_Porwal Staphylococcus_Porwal

Figura A8.6. Ejemplo de hibridacion negativa de la sonda especifica para Bacillus (Porwal) en
Staphylococcus. Las condiciones de hibridacion fueron 0% de formamida en el buffer.
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