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RESUMEN

En la region del valle de Tulancingo se procesan aproximadamente 219 millones de
litros de leche al afio en mas de 56 queserias; el producto que més se fabrica es el
gueso tipo Oaxaca, perteneciente a la familia de quesos de pasta filata. La mayoria de

los quesos tipo Oaxaca se elaboran con leche cruda.

Actualmente se desconoce la microflora del queso tipo Oaxaca elaborado con leche
cruda, no existen estudios al respecto, por lo que se considera de gran importancia
saber que bacterias acido lacticas conforman el mencionado queso para conocer su

calidad, asi como para proponer cultivos iniciadores.

En este trabajo se estudiaron quesos elaborados con leche cruda provenientes de 8
industrias diferentes, aislandose un total de 160 cepas utilizando como medio de
cultivo MRS. Posteriormente a estas cepas se les hizo pruebas de Gram, catalasa,
oxidasa con objeto de seleccionar las presuntas bacterias acido lacticas (BAL),
obteniéndose 79 cepas que poseian las siguientes caracteristicas (Gram +, catalasa —

y oxidasa -).

Para identificar las presuntas cepas de BAL a nivel especie se llevaron a estudiar al
Departamento de Higiene y Tecnologia de los Alimentos de la universidad de Leon
(Espafa), en donde a las cepas se les determinaron pruebas bioquimicas utilizando el
Sistema Vitek en combinacibn con las tarjetas para la identificacion de

microorganismos gram positivos (GPI).

Las 79 cepas aisladas fueron adscritas por el Sistema Vitek a las siguientes especies;
Streptococcus equinus (29%), Enterococcus durans (14%), E. faecium (6%), E.
gallinarum (3%), S. mitis (1%). Sin embargo, el 47% de las cepas aisladas no pudieron
ser adscritas a ninguna especie por este sistema de identificacion. Por este motivo, se
decidié utilizar una técnica genética, el Ribotipado, para la identificacion de las

mismas. Con la mencionada técnica, el 52% de las cepas no identificadas se



adscribieron al género Lactobacillus, en concreto a las especies Lactobacillus

plantarum y Lactobacillus paracasei, supsb. paracasei.

Finalmente, el 34% de las cepas analizadas no fueron identificadas por ninguna de las

dos técnicas utilizadas en este estudio.

Este estudio muestra un perfil caracteristico de las bacterias acidos lacticos del queso

Oaxaca elaborado en el Estado de Hidalgo con leche cruda.



SUMMARY

In the Mexican region of ‘Valle de Tulancingo’ approximately 219 million liters of milk
per year are processed in more than 56 cheese local factories; the most popular
product being Oaxaca cheese, which is a cheese belonging to the filata paste cheese

family and made in most cases from raw milk.

At the moment the microbiology of raw milk Oaxaca cheese has scarcely been studied.
Specially, it is considered of great importance the knowledge about the lactic acid
bacteria (LAB) in the mentioned cheese in order to know its quality, as well as to a
further development of starter cultures for be used in pasteurized-milk Oaxaca cheese

elaboration.

In this work, raw milk cheeses originating from 8 different industries were studied. A
total counts in MRS agar were obtained and 160 strains were isolated from the MRS
plates. These isolates investigated with the Gram, catalase and oxidase tests in order
to select the presumptive LAB, obtaining 79 isolates showing the expected
characteristics (Gram +, catalasa - and oxidasa -). To identify the presumptive LAB
isolated at species level they were studied in the Department of Hygiene and
Technology of Foods of the ‘Universidad de Leon’ (Spain), where the biochemical
characteristics of the strains were determined using the Vitek System equiped with
cards for the identification of positive microorganisms gram (GPI). The 79 isolated
stocks were assigned by the Vitek System to the following species: Streptococcus
equinus (29%), Enterococcus durans (14%), and faecium (6%), and gallinarum (3%),
S. mitis (1%). Nevertheless, 47% of the isolated stocks could not be assigned to any
specie by this system of identification. For this reason, it was decided to use a genetic
analysis, the Ribotyping, for the identification of the unidentified strains. With
Ribotyping, 52% of the tested strains were assigned to the genus Lactobacillus,
specifically to L. plantarum and L. paracasei, supsb. paracasei. A total of 34% of the
presumptive LAB strains isolated from the cheese were not identified by any of the two
techniques. This study shows a characteristic profile of the LAB in the raw milk Oaxaca

cheese made in the State of Hidalgo.

Vi



Introducciodn

I. INTRODUCCION

El queso es un alimento nutritivo y versatil que juega un papel importante en
una dieta saludable. Aunque el consumo de los productos lacteos en todo el
mundo esta en descenso, el queso es una excepcion esto puede ser debido a
diversas causas; i) los beneficios que otorga el queso para la salud, ii) a la
variedad de quesos que existen en el mundo — mas de 600 variedades — vy iii) a la
gran aceptabilidad de este como ingrediente en la industria de la hosteleria y
culinaria, (O’Connor y O’Brien, 2000).

En la region del valle de Tulancingo, se procesan aproximadamente 800 mil
litros de leche al dia para la elaboracion de quesos (Comision Estatal de la Leche,
2006). En esta region se elabora una gran diversidad de productos lacteos,
principalmente el queso denominado tipo “Oaxaca”.Sin embargo la elaboracion de
este queso se lleva a cabo de forma empirica, ya que la mayoria de las empresas
que fabrican los quesos son de tamafo pequefio a mediano (2000 y 30,000L) esta
circunstancia ha ocasionado diversos problemas; i) una baja tecnificacion de las
industrias lacteas de la region ii) una falta de cumplimiento con las normas
sanitarias establecidas y ii) en ocasiones un uso inadecuado de aditivos,(Caro,

comunicacién personal).

El queso tipo Oaxaca es un queso que pertenece a la familia de los quesos
de pasta “hilada” en cuyo proceso de fabricacion, la pasta se acidifica hasta
alcanzar un pH cercano a 5.2-5.4. Este pH permite la formacién de las correas y
trenzado de las mismas, caracteristicas distintivas del queso tipo Oaxaca,
(Palacios, 2006).

La acidificacion del queso tipo Oaxaca en la mayoria de las industrias
lacteas de la region se lleva acabo mediante una acidificacion lactica espontanea

(que no se utilizan cultivos lacticos comerciales), provocando, por un lado, una
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mala calidad del queso y por otro lado, una proliferacion de bacterias patdgenas.

La falta del uso de los cultivos lacticos comerciales se debe a que estos,
son una mezcla de bacterias acido lacticas (BAL) que no tienen las aptitudes
tecnologicas — capacidad de acidificacion y formacién de las correas — necesarias
para la elaboracion de este queso, provocando una fusién “apelmazamiento” de
las correas y una disminucion de la calidad del queso, (Caro, comunicacion

personal).

Actualmente y de acuerdo a la bibliografia consultada no existen trabajos
sobre la identificacion de las especies de BAL aisladas en quesos mexicanos, mas
aun de las especies de bacterias acido lacticas presentes en el queso tipo

Oaxaca.

Una de las principales razones de este estudio es identificar las BAL
presentes en este queso. Por otra parte conocer la capacidad antimicrobiana de
las BAL presentes en el queso tipo Oaxaca frente a diversos patdgenos —

Sthaphylococcus aureus, Listeria inocua y Bacillus cereus.



Objetivo

[I.LOBJETIVO GENERAL DEL TRABAJO

Identificar las bacterias acido lacticas aisladas de quesos artesanales tipo Oaxaca,

elaborados en el Valle de Tulancingo Hidalgo.



Revisién de Literatura

[ll. REVISION DE LITERATURA

3.1.- Definicién de los Quesos de Pasta Filata

Los quesos de pasta filata se distinguen por el proceso, el cual incluye un
tratamiento de amasado de la cuajada con agua caliente una vez que fue
acidificada. Este tratamiento convierte a la cuajada en una masa fundida que
después de ser estirada adquiere su textura (Fox et al., 2000). Los quesos de
pasta filata son muy populares en varios paises de Europa Mediterranea y
Latinoamérica, incluyéndose quesos de pastas blandas o semi-blandas, dentro de
las cuales el queso Mozzarella o el Scarmorze, siendo el primero el mas popular
en el ambito mundial, y semiduras o duras en las que el queso se ha sometido a

una larga maduracion, como el Caciocavallo o el Provolone (Franco, 1998).

3.2.- Definicion del Queso Tipo Oaxaca e Importancia de este Queso en la

Region

El queso Oaxaca es conocido solo en México y se fabrica en todo el pais,
se conoce con otros nombres como son: quesillo, queso de hebra y queso
asadero, aunque no esta claro si son o no variedades diferentes. Pertenece a la
familia de quesos de pasta filata, en donde su tecnologia o proceso de elaboracion
la pasta se acidifica para obtener un pH de 5.3 a 5.2 en cuyo proceso se moldea y
se le da forma. El moldeado se hace en forma de correas mediante estiramiento
de la cuajada aun caliente y se trenzan, como se puede observar en el diagrama

de flujo del queso tipo Oaxaca (Figura 1).

En Tulancingo varias fabricas se dedican a la produccion de queso Oaxaca,
es dificil contarlas y aun con mayor dificultad evaluar su volumen de produccion,
su mercado y su rentabilidad, la mayoria de las producciones de queso Oaxaca,

se elabora con leche cruda. La secretaria de salud “acepta” al queso Oaxaca
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elaborado con leche cruda como “queso pasteurizado” tomando en cuenta que se
emplea agua caliente para el fundido de la pasta (malaxado), (Silva, 1991). La
composicion fisico quimica del queso tipo Oaxaca se muestra en la Tabla 1
(Garcia, 2006).

Tabla 1. Composicion fisico-quimica (%), pH y aw del queso tipo Oaxaca
elaborado en el Estado de Hidalgo.

Caracteristicas fisico-

quimicas Media £DE

Humedad 50.82

Materia Grasa 22.4
Proteina 21.3
Cenizas 3.6
Lactosa 0.1
pH 5.02

aw 0.973

(Garcia -Islas 2006)

aw: actividad de agua

En la regiéon del valle de tulancingo se procesan 219 millones de litros de
leche al afio en méas de 56 queserias, el producto que mas se elabora es el queso
tipo Oaxaca, la producciéon de este queso es de forma artesanal, y la calidad del
producto es heterogénea dependiendo de la calidad de la leche (SAGARPA,
2003).

3.3.- Antecedentes de la Produccion

El objetivo basico de la elaboracion de los quesos es prolongar la vida de
anaquel y conservar los componentes nutritivos de la leche. Y tras la coagulaciéon
de la leche y corte del coagulo, los procesos de calentamiento en tina y agitacion,
unidos a la acidificacion, promueven la sinéresis del suero de los granos de
cuajada (Walstra et al., 2001).
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Figura 1. Diagrama de Flujo de Elaboracion del Queso Tipo Oaxaca
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3.4.- Microbiologia de los Quesos

La microflora de la leche a temperatura ambiente produce de forma
espontanea acido lactico, siendo esta acidificacién el comienzo del proceso de
elaboracion de la mayoria de los quesos elaborados con leche cruda. Cuando se
usa leche pasteurizada, gran parte de la microflora se destruye por el calor y por
este motivo se agregan cultivos iniciadores acidificantes (BAL) para que
produzcan el decremento del pH.

El queso es un ecosistema en cambio continuo tanto en cuanto a los
factores externos de conservacion-maduracion como a los intrinsecos como la
composicion 'y la microbiologia. El queso contiene elevados contenidos
microbianos que juegan un papel importante en sus caracteristicas de calidad
(Cogan, 2000).

En el queso se producen reacciones bioquimicas e interacciones
microbianas, la presencia de las bacterias en los quesos depende de la
contaminacion microbiana de la leche, la acidificacion de la misma previa a la
elaboraciéon del queso, los tratamientos térmicos de la leche, el uso de cultivo
iniciador, las condiciones del proceso, principalmente en cuanto a tiempos,
temperaturas y condiciones higiénicas. La investigacion en queseria se ha
enfocado en desarrollar tecnologia designada a controlar el crecimiento

microbiano y sus efectos en la calidad del queso (Pelaez y Requena, 2005).

Como se ha mencionado anteriormente los quesos se pueden elaborar con
leche cruda, en cuyo caso la flora presente es la que llega a la leche del ambiente
y se desarrolla en la misma. También se pueden elaborar con leche pasteurizada,
en cuyo caso, la microflora del queso puede ser dividida en 2 grupos: flora acido
lactica utilizada como estarter y flora secundaria, que consiste en flora resistente a

la pasteurizacion que llegé a la leche del medio ambiente (Beresford et al., 2001).
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Las poblaciones microbianas en el queso son mas complejas, en los
qguesos elaborados con leche cruda, que en los de leche pasteurizada lo que hace
que los quesos sean diferentes (Grappin y Beuvier, 1997). La diversidad
microbiana que exista en un determinado queso, asi como la interaccion entre las
poblaciones microbianas es uno de los principales factores que contribuyen al
flavor, por medio de la produccion de sustancias sapidas y aromaticas fruto del
desarrollo microbiano, y a la textura del queso, por medio de la acidificacion y la
produccion de exopolisacaridos (Leroy y De Vuyst, 2004; Peldaez y Requena,
2005).

De acuerdo a la bibliografia consultada al momento de la realizacién de
este trabajo, la microbiologia del queso Oaxaca ha sido poco estudiada.
Recientemente (Palacios, 2006) realizo un estudio microbiolégico del queso tipo
Oaxaca proveniente de diversas empresas del Valle de Tulancingo Hgo. Este
estudio muestra una elevada cantidad de FAPV y BAL (Tabla 2), lo que indica que
el proceso del queso tipo Oaxaca elaborado con leche cruda se lleva a cabo

mediante una fermentacion lactica.

Tabla. 2 Recuentos de los principales grupos microbianos del queso tipo Oaxaca
(Log 10 ufc /g)

Grupo microbiano MediazDE
FAMV 7.63 £0.76
FAPV 6.78 £0.91

BAL 6.52 +0.85
MY L 4.82 + 252
Coliformes 4.08 +1.41
E. coli 3.61 +/-1.21

(Palacios-Vargas 2006)

FAMV: flora aerobia mesofila viable
FAPV: flora aerobia psicrotrofa viable
BAL: bacterias acido lacticas

My L: Mohos y Levaduras

DE: Desviacion estandar
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3.5.- Microbiologia de los Quesos de Pasta Filata

La microflora de los quesos de pasta filata ha sido descrita en diversos

trabajos, los autores dejan muy claro los siguientes aspectos.

o En primer lugar, los recuentos de microflora total en el dia de elaboracion
del queso suelen ser bajos (del orden de 105 ufc/g) debido
presumiblemente al proceso de malaxado (Kindstedt, 1993) que implica un
calentamiento de la cuajada durante varios minutos a temperaturas que
varian entre los 50-70°C. No obstante una cantidad considerable de
microorganismos mesofilos y termofilos soportan este tratamiento térmico y
son los méas importantes en definir la evolucion de las caracteristicas del

gueso durante su maduracion.

o En segundo lugar, la microflora predominante en los quesos de pasta filata
evoluciona y varia considerablemente a medida que transcurre el tiempo de
maduracion de los quesos (Villani et al., 1991). En quesos de pasta filata
madurados se observa un incremento de las BAL asociado a un aumento
relativo, o proporcién, en el namero de lactobacilos (Papademas y
Robinson, 2000; Gobbetti et al., 2002; Piraino et al., 2005).

o En tercer lugar, la produccion de quesos de pasta filata puede estar basada
en la pasteurizacion y el uso de una mezcla de cultivos iniciadores
seleccionados, normalmente termdfilos (Oberg et al., 1991) (estos cultivos
conducen a una baja variabilidad en la microflora de estos quesos). Otra
forma es el empleo de leche cruda acidificada espontaneamente. O
alternativamente el uso de leche cruda o pasteurizada a la que se inocula
(aproximadamente un 10%) suero de un lote del dia anterior o leche
fermentada espontaneamente en donde han crecido microorganismos no
seleccionados (en este caso, existe en el queso una mezcla compleja de
microorganismos, cuya composicion depende de numerosos factores

ambientales como temperaturas de incubacion del suero o leche, pH,
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interacciones microbianas, etc., siendo la poblacion dominante la de las

bacterias acido lacticas) (Parente et al., 1998; Coppola et al., 2001).

Es importante considerar que el uso de leche cruda en la fabricacion de
quesos frescos o de corta maduracion no estad permitido y estd asociado a un
riesgo para la salud. La desventaja de usar las dos ultimas opciones respecto a la
calidad del queso es que la poblacién microbiana y las caracteristicas de calidad
del queso asociadas a dicha poblacion pueden sufrir variaciones importantes entre
lotes dificiles de predecir, pero por otra parte, las cepas seleccionadas
naturalmente son resistentes a fagos e incluso pueden mostrar actividad

antimicrobiana (Parente et al., 1998).

La microflora del queso Mozzarella ha sido descrita en varios trabajos
cientificos. Morea et al.,, (1999) encontraron en un queso Mozzarella fresco
elaborado con leche cruda inoculada con un 10% de suero crudo fermentado a
18°C procedente de un lote de quesos del dia anterior, que la microflora estuvo
compuesta por cepas pertenecientes a los géneros Leuconostoc, Streptococcus,

Lactococcus, Carnobacterium, Aerococcus, Staphylococcus y Enterococcus.

Morea et al., (1998) demostraron que los lactobacilos no forman parte de la
flora dominante de los quesos Mozzarella frescos pero juegan un papel importante
en la calidad de los mismos, primero por su funcion en la acidificacion de la leche
y segundo por su funcion durante la maduracién. También sefiala que los
principales lactobacilos detectados en este queso fueron heterofermentativos,
identificando, mediante perfiles genéticos, un total de 11 cepas distintas en su

estudio.

En los trabajos mencionados, los autores coinciden en detectar en quesos
Mozzarella elaborados sin adicion de cultivos iniciadores seleccionados la
presencia dominante de cepas de los géneros Streptococcus, Enterococcus,

Lactococcus y Lactobacillus (Coppola et al., 2001; Morea et al., 1998; De Angelis
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et al., 2006). También en otros quesos de pasta filata como el Caciocavallo (Del
Prato, 1996; Gobbetti et al., 2002; Piraino et al., 2005) o el Halloumi (Papademas y
Robinson, 2000) se han encontrado bacterias de estos géneros como

predominantes.

Considerando todos los trabajos revisados, algunas de las especies mas
repetidas y con mayor presencia fueron Streptococcus thermophylus, Lactococcus
lactis, Lactobacillus delbrueckii, L. plantarum, L. fermentum, L. paracasei, L.
parabuchneri, L. helveticus, Enterococcus faecalis, E. durans, E. faecium, etc. Las
especies bacterianas identificadas en los trabajos anteriormente comentados
suelen estar comprendidas entre 5 y 15, con uno o varios biotipos dentro de cada
especie, y pertenecen normalmente a los géneros Enterococcus, Streptococcus y
Lactobacillus, y muchas de las cepas mostraron elevada termorresistencia, como
era de esperar en quesos en cuyo proceso ha tenido lugar un paso de malaxado

con agua caliente (Mateo,J. comunicacién personal).

3.6.- Las Bacterias Acido Lacticas
3.6.1.- Generalidades

El queso elaborado con leche cruda o pasteurizada los grupos microbianos
con mayor presencia o mayor interés tecnoldgico en los quesos son las BAL. El
concepto de BAL como grupo de microorganismos se desarrollé a principios del

siglo XX.

Las primeras definiciones se basaron en la habilidad de fermentar y
coagular la leche, lo cual incluia a los coliformes. Posteriormente, se restringié a
los Gram positivos. De acuerdo con Orla-Jensen (1919) citado por Stiles y
Holzapfel (1997) las verdaderas BAL son un grupo natural de bacterias Gram
positivas, no moviles, que no forman esporas, con forma de bacilos o0 cocos, que
fermentan los carbohidratos y alcoholes de mas de 3 atomos de carbono para

formar principalmente acido lactico, (Konings et al., 2000).
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Su habitat lo constituyen tanto sustratos de origen animal como vegetal
(Temmerman et al.,, 2004). Aunque son 11 los géneros de BAL asociados a los
alimentos:  Carnobacterium,  Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus y Weissella (Stiles y Holzapfel, 1997), los principales géneros del
grupo de las BAL presentes en el queso son los lactococos, lactobacilos,
leuconostoc, enterococos y estreptococos Klaenhammer et al., (2002), cada una
de los cuales posee una morfologia y unas caracteristicas bioquimicas
determinadas (Sneath et al., 1986).

Segun Konings et al.,, (2000), las BAL son agentes implicados en la
fermentacion de numerosos alimentos, muchas de ellas pueden crecer en
condiciones elevadas de presiobn osmdtica, utilizan proteinas de la matriz
alimentaria como fuente de amino&cidos, por lo que son proteoliticas en mayor o
menor medida, experimentan un proceso de lisis celular cuando el medio de
crecimiento no es adecuado liberando enzimas en las matrices alimentarias y son

susceptibles al ataque de fagos.

3.7.- ldentificaciéon de Bacterias Lacticas

Debido a su uso en la industria alimentaria la caracterizacion metabdlica,
pardmetros de crecimiento, resistencia a los procesos industriales, de las bacterias

lacticas ha sido muy completa (Temmerman et al., 2004).

En las ultimas décadas se ha puesto especial interés a la correcta
identificacion de las mismas, existiendo un amplio rango de técnicas destinadas a
este cometido. La mayoria de las técnicas requieren de un medio adecuado de
aislamiento, dentro de las técnicas que requieren de aislamiento previo en cultivos
estdn las técnicas fenotipicas (caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y
bioquimicas y perfiles proteicos) y genotipicas (PCR con uso primers especificos,
determinacién de secuencias de genes como 16S rDNA, uso de enzimas de

restriccion, (Temmerman et al., 2004).
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Respecto a los sistemas de identificacion fenotipicos basados en la
caracterizacion bioquimica se pueden hacer mediante una secuencia de pruebas
individuales de utilizacion, o crecimiento en medios con presencia, de unos
determinados compuestos, 0 se puede realizarse una serie de pruebas
bioguimicas simultdneas con métodos miniaturizados comercializados (API,
BIOLOG, Vitek).

Las pruebas de caracterizacion bioquimica en general son técnicas mas
baratas comparadas con las genotipicas. Estas técnicas ofrecen un resultado de
discriminacion a nivel de género y a veces de especie. Son Utiles para la
identificacion de ciertas BAL, pero puede haber cepas que presenten fenotipos

similares que no correspondan con genotipos relacionados.

Asi mismo, a veces ofrecen resultados ambiguos y en el caso de realizar
pruebas de forma individual llevan mucho tiempo de trabajo. Respecto a las
pruebas basadas en la protedmica, utilizando la técnica como la electroforesis, se
ha observado que es un método confiable para la identificacion de BAL
(Temmerman et al., 2003), pero su mayor inconveniente es la carga de trabajo que
representa y que no discrimina entre subespecies (por ejemplo entre el grupo de
Lactobacillus acidophilus: L acidophilus, L. crispatus, L. amylovorus, L. gallinarum,

L. johnsonii y L. gasseri).

Por los inconvenientes de los métodos fenotipicos anteriormente
mencionados y dado el desarrollo de las técnicas basadas en la genética, en los
altimos afos la identificacion de BAL ha sido orientada hacia los métodos
genotipicos, los cuales proporcionan meétodos de clasificacion y discriminacion
mas robustos que los anteriores, pudiendo llegar a discriminar entre especies, e

incluso entre cepas (McCartney, 2002).

Muchas técnicas genotipicas estan basadas en la Reaccion en

Cadena de la Polimerasa (PCR) que amplifica determinados fragmentos de DNA
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mediante el uso de primers. Los primers mas utilizados para detectar la presencia
de una determinada BAL son secuencias especificas del gen 16S rDNA,
especificas para diferentes especies de BAL (Temmerman et al., 2004). Si se
requiere identificar una cepa de BAL desconocida es util la secuenciacion de los
genes 16S rDNA y su comparacion (similitud) — mediante algoritmos de busqueda
como el BLAST o el FASTA —, con secuencias de esos fragmentos almacenadas
en bases de datos, que recogen las secuencias de multiples BAL previamente
analizadas. (EMBL:http//www.ebi.ac.uk/embl;Genbank; http://www ncbi

nlm.nih.gov/Genbank).

El uso de enzimas de restriccion es otro método genotipico desarrollado y
utilizado para la identificacion de bacterias lacticas. Las enzimas de restriccion
especificas rompen el DNA en fragmentos especificos que dependen de la cepa
que se esté analizando. También la amplificacion por PCR aleatoria, es decir sin
primers especificos, amplificaciéon polimorfica de DNA al azar (RAPD) es otra
técnica muy usada y util para identificacion de BAL, en la que se amplifican
fragmentos determinados para cada BAL determinada, por lo que al igual que en
la técnica anterior hay perfiles diferentes para BAL diferentes.

El Ribotipado es un método que permite identificar y clasificar las bacterias
en funcién de los genes del RNA ribosomal, esta técnica combina el uso de
enzimas de restriccion con la deteccién de los fragmentos resultantes mediante
sondas rDNA, también se ha utilizado para la identificacion de BAL (Lyhs et al.,
2002). El poder de discriminacion de esta técnica depende en gran medida del tipo
de enzimas de restriccion y de las sondas de rDNA utilizadas. Finalmente, otras
técnicas utilizadas para la identificacion de BAL son las basadas en la hibridacion
DNA-DNA o en la caracterizacion de DNA plasmidico.


http://www/
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3.8.- Actividad Antimicrobiana de las Bacterias acido lacticas (BAL)

La fermentacion como medio de conservacion de los alimentos se ha usado
desde tiempos prehistdricos. En gran parte de los alimentos fermentados el punto
clave o fundamental es el paso de los azlcares a acido lactico llevado a cabo por
las BAL.

Las BAL, ademés de &cido lactico pueden producir cantidades apreciables
de otros productos antimicrobianos de bajo peso molecular como el peréxido de
hidrégeno, acetoina, diacetilo, COz, alcohdles, etc. (Helander et al., 1997), que
llegan al alimento con efecto en mayor o menor medida inhibidor; y ademas de
estos metabolitos de la fermentacion, las BAL producen bacteriocinas (Rodriguez
et al., 2003; Leroy y De Vuyst, 2004).Estas sustancias son péptidos catidnicos en
cantidades suficientes pueden eliminar o inhibir bacterias que compiten por
sobrevivir o crecer en el mismo nicho ecolégico (Reddy et al., 2004; Deegan et al.,
2006). Muchas bacterias Gram positivas o Gram negativas producen
bacteriocinas. Las primeras en estudiarse fueron las colicinas producidas por E.
coli (Cleveland et al., 2001).

Entre las bacterias productoras de bacteriocinas, las BAL son de interés
especial para la industria alimentaria. Hay numerosos ejemplos de BAL
productoras de bacteriocinas (Cleveland et al., 2001), la mayoria de estas se han
aislado de la microflora presente de forma espontanea en los alimentos (Nettles y
Barefoot, 1993) por lo que seguramente han sido utilizadas y consumidas

inconscientemente durante anos.

En la actualidad parece ser que las Unicas bacteriocinas comercializadas,
son la nisina, producida por Lactococcus lactis, que fue detectada por primera vez
en 1953, y la pediocina PA-1, producida por Pediococcus acidilacti, ademas se
han descrito otras como la lacticina 3147 o lacticina 481 que estan en fase de ser
comercializadas (Deegan et al., 2006). Muchas otras han sido detectadas pero su

aplicacion comercial no ha sido considerada, ademas, como resultado de la
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investigacion, cabe pensar que se pueden encontrar nuevas bacteriocinas no

descritas anteriormente (Ennahar et al., 1999).

Las bacteriocinas producidas por las BAL son sintetizadas en los ribosomas
celulares. Hay 5 clases de bacteriocinas, pero la mayoria pertenece a las clases |
y Il. Las de clase | son pequefios péptidos (< 5 kDa, normalmente entre 19 y 50
aminoacidos) resistentes al calor que contienen aminoacidos azufrados
caracteristicos como la lantionina o metil-lantionina por lo que se conocen como
lantibioticos (Chatterjee et al., 2005). Estos ejercen su accion sobre las bacterias
sensibles interfiiendo en sus reacciones enzimaticas esenciales. Las de clase Il
son también pequefios péptidos (< 10 kDa) termosensibles pero no contienen los
aminoacidos azufrados mencionados anteriormente. A esta clase pertenecen la

mayoria de las bacteriocinas (Ennahar et al., 1999).

Dentro de la clase Il hay una subclase, la llb, que se caracteriza por que la
bacteriocina estd compuesta de dos péptidos que actian sinérgicamente (Nissen-
Meyer et al., 1992; Ennahar et al., 1999).

Los genes responsables de la produccién de bacteriocinas suelen estar
asociados con DNA cromosomico o plasmidico. En este sentido, se han descrito
varias secuencias de DNA, aproximadamente una decena hasta el momento, que
contienen los loci que codifican la produccion de las respectivas bacteriocinas
(Nes y Johnsborg, 2004).

Por otra parte, son varios los mecanismos por los cuales las bacteriocinas de las
BAL ejercen su efecto antimicrobiano (Deegan et al., 2006). Parece ser que los
mecanismos de accion se basan en la interaccion bacteriocina — membrana de
bacteria sensible (Héchard y Sahl, 2002). Para empezar la fuerza electrostatica es
el motor que hace que la bacteriocina llegue a la bacteria una vez realizada la
unién bacteriocina-receptor celular uno de los mecanismos descritos es la
formacion de poros en la membrana alterando el equilibrio celular respecto al pH e

intercambio idnico con el exterior. También se han descrito mecanismos de



Revisién de Literatura

inhibicion de la pared celular. Las bacterias productoras de bacteriocinas se
protegen de sus propias bacteriocinas mediante la producciéon de

inmunoproteinas.

La industria alimentaria recomienda el uso de bacteriocinas, para prevenir
infecciones alimentarias Si bien, su uso no se entiende como un proceso o barrera
primaria para la prevencion del crecimiento o supervivencia de los patdgenos, sino
como una barrera adicional, algo que ayuda a reducir la probabilidad del
crecimiento o supervivencia de los mismos. Su utilidad préactica se ha plasmado en
la reduccion de los recuentos de patdgenos o el aumento en la fase estacionaria o
disminucién de la velocidad de crecimiento (Ennahar et al., 1999; Cleveland et al.,
2001).

La nisina tiene un amplio espectro de actividad que abarca la mayoria de
las Gram positivas y ademas inhibe la germinacién de las esporas de Bacillus spp.
y de Clostridium spp. (Gross y Morell, 1971), mientras que la lactocina A tiene un

espectro de accion limitado solo a las cepas de lactococos (Stoddard et al, 1992).

Las bacteriocinas se deben de usar junto con adecuadas medidas
higiénicas, u otras medidas esenciales como el sistema de andlisis de riesgos y
control de puntos criticos (HACCP) y otros tratamientos tecnolégicos como el

calor, la acidificacion, el frio, etc.

En relacion a la elaboracion de quesos, los primeros estudios sobre el uso
de cultivos iniciadores productores de bacteriocinas, en concreto nisina, se
centraron en el retraso del crecimiento de clostridios en quesos madurados para
prevenir la hinchazén tardia (O’Sullivan et al., 2006). En este sentido, se ha
sugerido su uso como alternativa al nitrato de potasio para prevenir el defecto de
hinchazén tardia de los quesos debido a la contaminacion de la leche con
Clostridium spp. (Thomas et al., 2000). También se ha investigado y sugerido
repetidamente el uso de bacteriocinas — cultivos iniciadores productores de

bacteriocinas, en muchos casos nisina — para el control de Listeria monocytogenes
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en quesos elaborados con leche cruda o pasteurizada (Buyong et al., 1998;
Ennahar et al., 1998; Rodriguez et al., 2000; Cleveland et al., 2001; Millet et al.,

2006), asi como de Staphylococcus aureus (O’Sullivan et al., 2006).

También las bacteriocinas se pueden usar para mejorar la calidad de los
atributos sensoriales de ciertos alimentos como el queso, por medio del control
gue pueden tener frente microflora alterante o no deseada, o generando ruptura
celular y la consecuente liberacion de enzima por parte de las bacterias afectadas,
lo cual puede usarse para potenciar actividades proteoliticas o lipoliticas cuando
sea deseable (Leroy y De Vuyst, 2004; Guinane et al., 2005; Peldez y Requena,
2005).

Las bacteriocinas se pueden incorporar en los alimentos como preparacion
purificada o semipurificada (Carolissen-MacKay et al., 1997), agregando un
ingrediente fermentado con bacterias productoras de bacteriocinas, agregando un
cultivo iniciador con BAL productoras de bacteriocinas a un alimento antes de su
fermentaciéon (Deegan et al.,, 2006). A la hora de utilizar microorganismos
productores de bacteriocinas en los alimentos hay que considerar los efectos
antagonicos o sinérgicos tanto entre dichos microorganismos y la otra flora del
alimento asi como con determinadas sustancias que lo componen (determinados
compuestos de los alimentos, elementos minerales, pH, etc.) (Helander et al.,
1997).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1.- Tomade Muestras

Se analizaron 8 muestras de quesos tipo Oaxaca elaborados con leche
cruda procedente de 8 industrias artesanales del Valle de Tulancingo. Las
muestras analizadas se obtuvieron directamente de las industrias dentro del
periodo de vida de anaquel. La cantidad de quesos muestreada estuvo
comprendida entre 250 a 500 g de cada uno de los quesos, se transportaron al
laboratorio en el envase proporcionado en la industria en un tiempo maximo de
una hora y se conservaron en refrigeracion (5°C aproximadamente) por un maximo

6 horas antes de proceder a su analisis.

4.2.- Recuentos de Bacterias Acido Léacticas (BAL)
4.2.1.- Preparacion de la Muestra

Se tomaron asépticamente 10 g de queso Oaxaca de las diversas Industrias
muestreadas se diluyeron en 90 mL de agua peptonada estéril (la solucién
contenia 1 g de peptona y 8.5 g NaCl por L de agua destilada). La mezcla se
homogeniz6 en un Stomacher (Seward Stomacher 80, London UK) durante 2 min
de esta soluciébn se realizaron las diluciones decimales necesarias para el

recuento de las BAL.

4.2.2.- Recuento de las BAL

El recuento de las BAL se realizo tomando por duplicado 1 mL de cada
serie de diluciones decimales (103, 104, 10°) que fueron agregados a placas de
Agar Man, Rogosa and Sharpe (MRS) (Oxoid) acidificado a un pH de 5.4 como
medio de cultivo. Las placas se incubaron a 37°C durante 48 h siguiendo la

metodologia descrita por Menéndez et al., (2001) y Herreros et al., (2006).
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4.3.- Aislamiento

Después del recuento e incubacion se tomaron hasta 5 colonias presuntas
BAL por cada placa de Agar MRS sembrada. Con un asa de platino se introdujo
una colonia en un tubo de ensayo que contenia 5 mL de caldo MRS previamente
esterilizado (Oxoid). Los tubos se incubaron a 37°C por 48 horas. Transcurrido
este tiempo, 1 mL de cada tubo de ensaye se introdujo en un tubo de eppendorf
que se centrifugdé a 12,000 r.p.m durante 3 min. Posteriormente, se retir0 el
sobrenadante y las células se resuspendieron en 1 mL de caldo MRS que

contenia glicerol al 50% previamente esterilizado, y se mantuvieron a -20°C.

4.4.- Pruebas de Pre-caracterizacion de las Presuntas BAL
4.4.1.- Prueba de Gram usando KOH

A partir de los tubos eppendorf que se tenian congelados (con las presuntas
cepas de BAL) con un asa se sembrd una alicuota en placas de agar MRS por
estria y se incubaron las placas a 37°C por 48 horas. En un portaobjetos se
introdujo una colonia y se agrego una gota de solucién de hidréxido de potasio al
3% (Quimica Meyer), se adscribi6 como Gram + si no formaba filamentos

VISCOSO0S.

4.4.2.- Determinacion de la Catalasa

Se sembraron todas las cepas aisladas, de las presuntas BAL, en placas de
agar MRS por el método de estria y se incubaron a 37°C por 48 h. Transcurrido
este tiempo se tomdé una colonia de cada muestra y se introdujo en un
portaobjetos y se agregd una gota de solucion de peroxido de hidrogeno al 3%,
(J.T Baker). La presencia de la enzima catalasa se detectdé cuando la colonia que
presento burbujas al reaccionar con el peroxido de hidrogeno por lo que se toma

como positiva.
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4.4.3.- Determinacion de la Citocromo Oxidasa

Por el método de estria se sembraron todas las presuntas cepas de BAL en
placas de agar MRS y se incubaron a 37°C por 48 h. Posteriormente se prepar6
una soluciéon al 5% de alfa naftol en etanol al 95% (v/v) (Técnica Quimica)
Directamente sobre las placas se vertieron unas gotas de la solucion antes
mencionada, si las colonias presentaban coloracién azul marino se tomaba como

positivo (Barrow and Feltham, 1999).
4.4.4.- Observacion Morfoldgica al Microscopio

Esta prueba se realizo con dos finalidades por un lado, comprobar los
resultados de la técnica de KOH, o sea verificar que las cepas son Gram positivas
(bacterias que se tifien de color violeta) y por otro lado, observar la morfologia de
las mismas (cocos o bacilos), utilizando como control una cepa Escherichia coli
para microorganismos Gram negativos (coleccion de bacterias del laboratorio de
microbiologia del CICyTA).

Esta prueba se realizdé solo con las cepas que fueron Gram positivas de
acuerdo a la técnica de KOH (apartado 4.4.1), catalasa negativa (apartado 4.4.2),
oxidasa negativa (4.4.3). De las presuntas cepas de BAL congeladas se
sembraron a tubos de ensaye con caldo MRS y se incubaron a 37°C por 24 h.
Pasado este tiempo se sembraron en placas de agar MRS y se incubaron a 37°C
por 48 h.

De cada una de las colonias se tom6 la mitad y se colocaron en un
portaobjetos con una gota de agua destilada y la mezcla se dejé secar a
temperatura ambiente, posteriormente se agregaron unas gotas de solucién de
cristal violeta (Técnica Quimica) y se esperd 2 min, se agregé unas gotas de lugol
(1 gramo de yodo, 2 gramos de yoduro potasico en 300 mL de agua destilada)
(Quimica meyer), después de 1 min se agregd una mezcla de alcohol-acetona
(Técnica Quimica) hasta quitar la coloracion azul y tras 15 s se enjuago con agua
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destilada y se agreg6 unas gotas de safranina (0.25g de safranina en 100mL de
agua destilada) (Técnica Quimica) y se espero 1 min se enjuagd de nuevo con
agua destilada y se dejo secar a temperatura ambiente, la preparacion se observo

al microscopio a 100 X.

4.4.5.- Actividad Hemolitica

Esta prueba solo se realizé sobre las cepas que fueron Gram positivas,
catalasa negativas, oxidasa negativas. Siguiendo las indicaciones de Wilkinson,
(1981), se preparé medio de cultivo liquido Triptone Soja Broht (Oxoid) al que se le
agrego extracto de levadura (YE) al 0,6% previamente esterilizado (TSB + 0.6%
YE), las cepas que se tenian congeladas se sembraron y se incubaron 24 h a
37°C.

Se tomo, alicuotas de cada uno de los tubos y se sembraron por estria en
placas de agar sangre (el medio de cultivo se enriquecié con sangre de oveja
estéril 50 mL por L de medio) las placas se incubaron en anaerobiosis a 37°C
durante 48 h. Las condiciones de anaerobiosis se obtuvieron almacenando las
placas en una jarra de anaerobiosis en la que se deposito un sobre generador de
condiciones anaerobias (Anaerogen Oxoid) transcurrido el tiempo de incubacion
se procedio a la lectura de las placas. Las cepas que tuvieron actividad hemolitica
presentaron halos o zonas transparentes alrededor del crecimiento bacteriano,
mientras que en las placas con crecimiento de cepas no hemoliticas no se observo

ninguna regioén transparente que indicara la presencia de dicha actividad.

4.4.6.- Determinacion de la Actividad Gelatinasa

Esta prueba solo se realizO sobre las cepas que fueron Gram positivas,
catalasa negativa, oxidasa negativa. Para determinar esta actividad se partido de
medio liquido TSB + 0,6% YE de 24 h de incubacién a 37°C de todas las cepas
aisladas en MRS. Alicuotas de dichos tubos se sembraron por agotamiento en

placas de Triptone Soja Agar (TSA) (Oxoid) que contenian un 3% de gelatina
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(Sigma) y se incubaron durante 48 h a 35°C.

Finalizado este tiempo se procedio al revelado de las placas, se agrego una
solucion de acido tricloroacetico al 30%. Transcurridos unos segundos las placas
se volvieron opacas como consecuencia de la desnaturalizacion de la gelatina,
salvo en las zonas alrededor del crecimiento microbiano donde esta fue
degradada debido a la actividad gelatinasa de la cepa de acuerdo a las

recomendaciones de Su et al., (1991).

4.5.- Identificacion Bioquimica por el Sistema Vitek

La primera caracterizacion a nivel de especie de las cepas aisladas que
fueron Gram positivas, catalasa negativas, oxidasa negativas se realizé6 en el
equipo sistema Vitek AutoMicrobic System modelo “32” (BioMéreiux) utilizando
una tarjeta para la identificacion de bacterias Gram positivas (GPI) siguiendo las
recomendaciones del proveedor. Esta tarjeta es recomendada para bacterias
Gram positivas. Las caracteristicas del ensayo, recogidas en el manual del

proveedor se muestran en el Anexo |I.

4.5.1.- Pruebas Complementarias a la Identificacion Bioquimica por el
Sistema Vitek

De acuerdo a las instrucciones de él proveedor de él sistema Vitek, cuando
las pruebas bioquimicas incluidas en la tarjeta dieron como resultado la posible
asignacion a dos o mas especies, con gran probabilidad para ambas, se realizaron
pruebas complementarias segun lo estipulado en el boletin técnico de él proveedor

(ver Anexo I) como fueron:
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4.5.2.- Crecimiento en una Soluciéon de NaCl al 6.5%

El crecimiento de las cepas se realiz6 en medio de cultivo liquido TSB +
0,6% YE de extracto de levadura de 24 horas de incubacion a 37°C. Se tomé una
alicuota de este medio y se hizo crecer en 5 mL del caldo Brain Heart Infusién
(BHI), Oxoid que contenia cloruro de sodio al 6.5% y de glucosa al 1%. Los tubos
de ensaye con el medio antes mencionado fueron incubados a 37°C por 24 horas
(Barro and Feltham, 1999).

4.5.3.- Fermentacion del Piruvato

El medio de cultivo para realizar esta prueba se realiz6 de la siguiente
manera: triptona, 10 g; extracto de levadura, 5 g; piruvato de sodio, 5 g; azul de
bromotimol 10 mL (solucién etandlica de 4 mg por mL); fosfato 4cido de potasio
(K2HPOa4), 5 g, agar 10 g, los reactivos son para preparar un litro de medio de
cultivo. Todos los ingredientes sélidos se disolvieron por calor, la mezcla se dejo
enfriar y se agrego la solucion de indicador, se mezclo y se ajusto el pH de 7.2 a
7.4, repartiéndose el medio en tubos de ensaye que se esterilizan a 115 °C por 20
min. Las cepas problema se sembraron en este medio y se incubaron a 37°C por
48 h y se examinaron diariamente. Si los tubos cambiaron su coloracion de verde
a amarillo significa que han fermentado el piruvato y se tomé la cepa como

positiva (Barro and Feltham, 1999).

4.5.4.- Movilidad a 30°C

El crecimiento de las cepas se realizo en medio de cultivo liquido TSB +
0,6% YE de extracto de levadura durante 24 h de incubacion a 37°C. Se utilizo el
medio de cultivo Motility Test Medium (MTM, DIFCO) previamente esterilizado a
115°C por 20 minutos, sembrandose alicuotas del caldo con una asa sin arillo, que
se introdujo justo a la mitad del tubo, incubandose a 37°C (Barro and Feltham,
1999).
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4.6.- Identificacién de las Cepas Microbianas por el Método de Ribotipado

El Ribotipado se llevé a cabo solamente sobre aquellas cepas aisladas
del queso Oaxaca que no pudieron ser identificadas a nivel de especies con
porcentaje de probabilidad mayor al 95% en el Vitek AutoMicrobic System. Este
proceso se realizo en el Instituto de Biologia Molecular, Genémica y ProteGmica
de la Universidad de Leon, Espafia con el equipo “RiboprinterTM Microbial
Chracterization system. (Ver mas Informacion en http://www.Unileon

.eslindex.php?elementolD=1298".

En primer lugar se hicieron crecer las cepas en placas de agar MRS a
37°C por 48 h, posteriormente se recolectaron las células con un palillo de plastico
estéril y se pusieron en una solucién amortiguadora y se transfieren a un rack de 8
pocillos. Posteriormente los rack con las bacterias se colocaron en un termobloque
gue viene con el equipo con el objeto de inactivar térmicamente cualquier bacteria.

El DNA se extrae de las células y lo corta con enzimas de restriccion.

El andlisis incorpora una endonucleasa EcoRI estandar. Los fragmentos
se cargan en un minigel de agarosa y se separan mediante electroforesis. Luego
se transfieren e inmovilizan sobre una membrana. Posteriormente se desnaturaliza
el DNA y se hibrida con una sonda de rDNA marcada a la que se une un
anticuerpo acoplado a una enzima, cada muestra, se compara con la base de
datos de unas 6000 cepas que tiene el equipo. En el Anexo Il figuran las especies
de la base de datos pertenecientes a los géneros Enterococcus, Lactobacillus,

Streptococcus y Lactococcus.

1 Un ejemplo ilustrativo en el que se describe una aplicaciéon del Ribotipado en la identificacion
bacteriana es el de Barney et al. (2001) (http://aem.asm.org/cgi/reprint/67/2/553).
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4.7.- Determinacion de actividad antimicrobiana

Se eligieron 47 cepas de BAL al azar y fueron sembradas en TSB (Difco)
adicionado con un 0,6 % de extracto de levadura (Difco), y se incubaron a 37°C
por 48 h. Transcurrido este tiempo, 5 uL de este medio de cultivo se sembraron en
TSA (Oxoid) adicionado con 0,2% de glucosa (Sigma) y se incubaron a 37°C
durante 24 horas, previamente las placas petri habian sido dividas en 4 segmentos

con objeto de sembrar 2 bacterias con su respectiva réplica.

Para conocer el efecto inhibidor de las BAL aisladas del queso tipo Oaxaca
se utilizaron las siguientes bacterias sensibles (patdgenas); Staphylococcus
aureus (S9), S. aureus (S13), S. aureus (S181), S. aureus (S192), S. aureus (361),
Bacillus cereus, Listeria inocua, que fueron obtenidas de la coleccion de
microorganismos del Departamento de Higiene y Tecnologia de los Alimentos de
la Universidad de Ledn, Espafia.

Estas bacterias fueron sembradas en TSB adicionado con un 0,6 % de
extracto de levadura y se incubaron a 35°C durante 24 horas. Transcurrido este
tiempo 60 pL (que corresponde a una concentracién de 10° ufc/mL) de bacterias
patégenas crecidas en las condiciones antes descritas, fueron sembradas en 60
mL de un cultivo semisdlido, que en este caso fue TSB adicionado con 0.5 % de
agar. Una sobre-capa de 5 ml del agar semisélido inoculado con el
microorganismos patdgeno se vertidé sobre las placas de TSA +0.2% glucosa que
contenian las BAL crecidas, y se incubaron a 30°C por 24 horas. Finalmente,
después de 24 horas de incubacion las placas fueron revisadas para medir los
halos de inhibiciébn, tomando como un organismo inhibidor aquel que formo un

halo igual a 1 mm de diametro.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1.- Recuentos de Presuntas Bacterias Acido Lacticas en Agar MRS

En la Tabla 3, se muestran los recuentos promedio de las bacterias
mesofilas que crecieron en agar MRS, presuntas bacterias &cido lacticas (BAL),
presentes en las distintas muestras de queso tipo Oaxaca elaborado
artesanalmente. El recuento promedio de las BAL fue de 6.77+0.09 Log ufc/g. Asi
mismo, como podemos observar que los distintos quesos tuvieron un recuento
similar. Estos resultados son coincidentes con los recuentos observados en
nuestro laboratorio por Palacios (2006) (6.52 ufc/g) en queso Oaxaca de la regidon
utilizando Agar LBS.

Tabla 3. Recuento en Agar MRS (Log ufc/g) de quesos tipo Oaxaca elaborado
artesanalmente

Industria Recuento medio Desviacion

[ 6.66 0.33

[l 6.33 0.03

11 6.86 0.03

v 6.81 0.01

\Y 6.80 0.02

VI 6.90 0.00
VI 6.76 0.04
VI 6.84 0.00
Total 6.77 0.09

Los valores obtenidos estan por encima de los descritos para queso
Mozzarella tradicional, también un queso fresco de pasta filata, que estan en torno
a 10%-10° ufc/g en queso recién elaborado (Morea et al., 1999; Ercolini et al.,
2004). Segun explican estos autores, el calentamiento de la cuajada durante el
malaxado es el principal responsable de los bajos recuentos observados. Sin
embargo, en el estudio de Gobbetti et al. (2002) sobre otro queso de pasta filata,

el queso Caciocacallo, se observaron recuentos en torno a 10%-107, mas similares
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a los del queso Oaxaca, en el primer dia después de su elaboracién; valores que
experimentaron un ligero incremento (aproximadamente 1 ufc) a lo largo de los 60
dias de maduracion. Las diferencias entre los recuentos encontrados podrian
deberse principalmente a diferencias en la intensidad del tratamiento térmico —

diferencias en los tiempos y temperaturas en el proceso de malaxado—.

5.2.- Precaracterizacion de Bacterias Aisladas del Queso Tipo Oaxaca

En la Tabla 4, se pueden observar las principales pruebas preliminares de
diferenciacion de las bacterias aisladas en Agar MRS a partir de quesos
elaborados con leche cruda. Se aislaron un total de 160 cepas de las cuales el
49.4%, 61%, 49.4% fueron gram positivas, catalasa negativas y oxidasa negativas,
respectivamente. Sélo 79 de 160 cepas estudiadas mostraron las caracteristicas

esenciales de las bacterias acido lacticas Gram +, catalasa -, oxidasa -.

Tabla 4. Precaracterizacion de bacterias aisladas en Agar MRS a partir de queso
tipo Oaxaca elaborado con leche cruda.

frecuencias

Gram + 79/160

Catalasa - 98/160

Oxidasa - 79/160

Gram +, Catalasa — y oxidasa - 79/160

Estas bacterias fueron utilizadas para las pruebas de identificacion y estudio
de sus propiedades antimicrobianas, aproximadamente la mitad de las colonias
crecidas en medio MRS no se correspondieron a bacterias con las caracteristicas

tipicas del grupo de las BAL gram +, catalasa — y oxidasa -

5.3.- Identificacion de Bacterias Acido Lacticas por el Sistema Vitek

En la Tabla 5, se muestran los resultados de identificacion de las cepas
Gram +, catalasa — y oxidasa — aisladas en MRS de quesos tipo Oaxaca

elaborados a partir de leche cruda asociados al sistema Vitek. En la tabla se
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incluyen las pruebas preliminares requeridas antes de analizar las cepas por el
sistema (morfologia, actividad hemolitica y actividad gelatinasa), los resultados de
la identificacion — especie y bionimero —, considerando en caso de que fuese
indicado en el manual los resultados de diversas pruebas complementarias

(crecimiento en presencia de sal, utilizacion del piruvato y movilidad).

En relacion a las pruebas preliminares, el 88% de las cepas aisladas
mostraron una forma de cocobacilos, solo 1 cepa presento una forma clara de
bacilo y el resto se observaron en forma de cocos. Por otra parte, el 2 y el 4%
mostraron actividad hemolitica y gelatinasa, respectivamente. Estas actividades se
presentan en bacterias lacticas (BAL) que pueden ser consideradas como posibles

patdgenas, especialmente bacterias del género Enterococcus (Franz et al., 1999).

Las 79 cepas presuntas bacterias acido lacticas, se agruparon en 54
perfiles (correspondientes a 54 bionumeros identificados por el sistema). De
acuerdo a los perfiles derivados del sistema Vitek y considerando que la
identificacion a nivel de especie fue estadisticamente aceptada cuando la
probabilidad de la misma obtenida por la base de datos superé el 95%; de las
presuntas bacterias acido lacticas, el 29% fueron adscritas a la especie
Streptococcus equinus, el 14% a la especie Enterococcus durans, el 6% a la

especie E. faecium, el 3% a la especie E. gallinarum, 1% a la especie S. mitis.

Sin embargo, el 47% de las cepas aisladas no pudieron ser adscritas a
ninguna especie, frente a lo que se puede suponer que podrian pertenecer a los
géneros Lactobacillus y Lactococcus (no recogidos en la base de datos). Este alto
porcentaje de microorganismos no identificados también se puede deber a las
limitaciones en la identificacion que tiene del sistema Vitek, de forma que las
pruebas obtenidas en las tarjetas GPI utilizadas no fueran suficientes para la

discriminacion de las cepas aisladas del queso tipo Oaxaca.
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Tabla 5. Pruebas de caracterizacion e identificacion de las cepas Gram positivas, catalasa negativas y oxidasa
negativas aisladas en Agar MRS a partir de quesos tipo Oaxaca elaborados con leche cruda, pruebas
preliminares, resultados de la identificacion del sistema Vitek y pruebas complementarias?.

Pruebas preliminares

Resultados del Vitek System

Pruebas complementarias

Perfil n Morfologia Hemodlisis Gelatinasa Identificacion  Probabilidad® Bionimero NaCl Piruvato Movilidad
1 1 Cocobacilos i ; Aerococcus 53/32 77347230600 - ND ND
spp./E. avium
2 1 Cocobacilos - - E. faecium 99 77367602610 + - ND
3 1 Cocobacilos - - E. faecium 99 77367741710 + - -
4 1 Cocobacilos - - E. faecium 95 77347720700 + - -
5 1 Cocos - - E. faecium 95 77367700410 + - -
6 1 Cocobacilos - - E. faecium 95 77365220510 + - -
E. avium/E.
7 1 Cocos ND ND faeCi 89/10 77367733610 ND +/- +/-
aecium
8 1 Cocobacilos - ND E.gallinarum 90 77365630600  + - +
9 1 Cocobacilos - - E. gallinarum 97 76367774110 ND - +
10 1 Cocobacilos - - E. durans 92 77341020400 ND ND ND
11 1 Cocobacilos - - E. durans 93 77341230410 ND ND ND
12 1 Cocobacilos - - E. durans 94 77361220600 ND ND ND
13 1 Cocobacilos - - E. durans 99 77341200410 ND ND ND
14 2 Cocobacilos - - E. durans 99 77341220410 ND ND ND
15 5 Cocobacilos - - E. durans 99 77343200400 ND ND ND
16 1 Cocobacilos - - E. durans 99 77343220400 ND ND ND
17 1 Cocos - - E. durans 99 77343220410 ND ND ND
18 1 Cocobacilos - - E. durans 99 77363220400 ND ND ND
19 1 Cocobacilos . . E\}iﬂLr’T:a”S/ E. 41/24 77347320410 ND . .
20 1 Cocos : + E. durans/E. 74122 77347221510 ND - :
faecium
21 1 Cocobacilos - - E. faecalis 93 77341631610 ND ND ND
22 1 Cocos - - E. gallinarum 99 75765771730 ND ND +
23 1 Cocos . - Eﬁgf‘r']“”ar“m/ E. 31/26 77367630400 ND  ND ND
24 1 Cocobacilos . - E. gallinarum/e. 92/4 77367731510 ND  ND ND

avium
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3 Cocopacilos - - B. gauinasify/EONSstellatus 8871

T Bactwclos - - Saeguinas/S. acidominimus 5364 2 30¢
36 1 Cocobacllos . - 8l equinus/S. agalactiae 892 76345080900
82 1 Cocobacilos - +H- 8l equinus/S. agalactiae 8933 78343020220
88 2 Cocobacllos + + 8! equinus/S. constellatus 8047 76141000200
339 1 Cocobacilos ND ND S. equinus/S. intermedius 8sM 38341020400
86 2 Cocobacilos ND - S. equinus/S. salivarius 9BR 783141000400
86 1 Oiptobaciss - - S. atitign8soralis 9393 33843000000
82 2 Cocobacilos + - S. attigi8soralis 9523 34643000000
88 2 Cocobacilos - - S. eheiiIE. gallinarum 7942 7%38%630400
89 2 Cocobacilos - - S. eheiisiS. mutans 7942 78381280400
40 4 Cocobacilos - - S. equinus 99 74341220400
41 1 Cocobacilos - - S. equinus 99 74341220410
42 2 Cocobacilos - - S. equinus 929 76341000400
43 6 Cocobacilos - - S. equinus 76/15 76341220400

# Pruebas recomendadas por el proveedor para completar la identificacién del sistema Vitek: crecimiento en NaCl al 6.5%, permite diferenciar entre Enterococcus “+” y
Streptococcus “-”; fermentacion de piruvato, permite diferenciar entre E. faecium “-* y E. avium “+”; movilidad, expresion motil en el medio Motility Test Medium a 30°C, permite

diferenciar entre E. faecium “-“ y E. gallinarum “+”

" Probabilidad normalizada en porcentaje de la fiabilidad de la identificacion proporcionada por el sistema Vitek
ND: No determinado (estas pruebas solo se realizaron en caso de que se indicara su realizacion en el manual del sistema Vitek)
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5.4.- Perfiles Bioquimicos de las Presuntas BAL Aisladas del queso Tipo
Oaxaca Detectados en el Sistema Vitek

En la Tabla 6, se muestran los perfiles bioquimicos y los bionumeros de
las presuntas bacterias &cidos lacticos aislados del queso tipo Oaxaca de acuerdo
al sistema Vitek. En resumen, las cepas aisladas crecieron generalmente en
presencia de los antibiéticos optoquina (100%), novobiocina (100%) y bacitracina
(95%). El 100% de las cepas fermentaron la glucosa, el 97% crecieron a
temperaturas de 10 y 40 °C y el 78% crecieron a altas concentraciones NaCl (6%),
que son caracteristicas fenotipicas propias de las bacterias Ilacticas,
especialmente lactobacilos y enterococos (Kandler, O., y N. Weiss, 1986).
Ademas, el 86% hidrolizaron la esculina. Por otra parte, la mayoria de las cepas
aisladas no presentaron actividad ureasa (98.7%), arginina descarboxilasa
(97.4%) y no fermentaron el pullulano (97.4%) y la xilosa (97.4%). Para el resto de

las pruebas hubo mayor variabilidad entre las cepas estudiadas.

Las pruebas fenotipicas basadas en las caracteristicas morfoldgicas,
fisiolégicas y en los patrones de fermentacion de carbohidratos, crecimiento en
presencia de inhibidores, etc., obtenidas en sistemas réapidos de identificacion
como el Vitek, el sistema API (BioMérieux), etc., son utilizadas en los analisis de
rutina de la identificacion de las BAL u otros grupos bacterianos. Sin embargo,
estos sistemas presentan limitaciones importantes, como son el elevado namero
de cepas no identificadas, 60% o mas segun los trabajos de Corsetti et al., (2001)
y Muyanja et al., (2003), la baja reproductibilidad y resolucion taxonémica (muchas
veces solo se consigue identificar a nivel de género), ademas la informacion de
como estan hechas las bases de datos algunas veces es escasa y esta mal
documentada (Temmerman et al., 2004). Su utilizacion radica sobre todo en su
bajo costo, comparado con el costo de los sistemas de identificacion mas eficaces

basados en la gendmica o proteOmica.
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En cualquier caso, las especies identificadas por el Vitek en el queso
Oaxaca pertenecieron fundamentalmente a los géneros Streptococcus Yy
Enterococcus. Estos géneros han sido descritos por varios autores entre los
géneros mas frecuentementes en quesos de pasta filata elaborados con leche
cruda: Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus y Lactobacillus (Del Prato, 1996;
Morea et al., 1998 y 1999; Papademas y Robinson, 2000; Coppola et al., 2001;
Gobbetti et al., 2002; Piraino et al., 2005; De Angelis et al., 2006). La ausencia de
lactobacilos y lactococos en esta identificacion con el sistema Vitek esta sin duda
relacionada con el hecho de que las especies de los mencionados géneros no se

encuentran en la base de datos del mencionado sistema.

En los estudios anteriormente mencionados sobre quesos de pasta filata y
en relacion con los enterococos, en concordancia con nuestros resultados se ha
observado frecuentemente la presencia de E. fecales, E. durans, E. faecium. No
obstante, respecto a los Streptococcus, al comparar las especies identificadas en
el queso Oaxaca con el sistema Vitek con las especies identificadas en resultados
en los otros quesos de pasta filata, sorprende la excesiva cantidad de S. equinus,
cuando la especie mas frecuente en los otros quesos es S. thermophylus. Esta
discrepancia tal vez se deba a las limitaciones en la identificaciébn del sistema
Vitek en cuanto a la adscripcion a especie (o incluso a género), ya que la base de
datos del sistema Vitek estd especialmente desarrollada para detectar
estreptococos de muestras de origen clinico.
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Tabla 6. Perfiles bioquimicos de los distintos bioniumeros detectados en el sistema Vitek

Bionumero

O F 0 Onmm OO W > X 2 L 00 uWuw-<<Ceeg 45 4 N I 4

3622305283258 3E%arzss0¢ek%
51043010000 - + + - - - - - - - 4+ + 4+ - - - - 4 - - - .- ..
53043010000 - + + + - - - - - - + + + - - - - + - - - - - - - - - -
54341220400 - + - - 4+ + + - - - 4+ + - - - 4+ - - 4+ - - - - - -+ - -
74141000000 + + - - + + - - - - + 4+ - - - - - - - - - - - e e -
74141000010 + + - - + + s A S T S T S
74141000400 + + - - + + - - - - + 4+ - - - - - - - - - - - - -+ - -
74141020400 + + - - + + - - - - + 4+ - - - - - - N
74341000000 + + - - + + + - - - + 4+ - - - - - - - .- - . e e e
74341000400 + + - - + + + - - - + 4+ - - - - - - - - - - - - -+ - -
74341020000 + + - - + + + - - - + 4+ - - - - - - 4+ - - - - - - - - -
74341020400 + + - - + + + - - - + 4+ - - - - - - + - - - - - - 4+ - -
74341200400 + + - - 4+ + + - - - + + - - - 4+ - - - - - - - - -+ - -
74341220400 + + - - + + + - - - + 4+ - - - 4+ - - + - - - - - - 4+ - -
74341220410 + + - - + + + - - - + + - - - 4+ + - - - -+ -
75141000400 + + + - 4+ + - - - - 4+ + - - - - - - - - - - - - -+ - -
75341020400 + + + - + + + - - - 4+ + - - - - - -+ - - - - - -+ - -
75367430400 + + + - + + + - - + + 4+ + + - - 4+ + + - - - - - -+ - -
75765771730 + + + - + + + + - + + + - + + + + + 4+ + - - + 4+ + + +
76141000000 + + - 4+ 4+ + - - - - 4+ + - - - - - - - ... e e
76141000400 + + - + + + - - - - + 4+ - - - - - - - - - - - - -+ - -
76141020400 + + - + + + - - - - + 4+ - - - - - - + - - - - - - 4+ - -
76141020410 + + - + + + - - - - 4+ + - - - - - - 4+ - - - - - - 4+ + -
76341000400 + + - 4+ 4+ + + - - - 4+ + - - - - - - - - - - - - -+ - -
76341020400 + + - + + + + - - - + + - - - - + - - - - + - -
76341200400 + + - + + 4+ + - - - 4+ + - - - 4+ - - - - - - - - -+ - -
76341220400 + + - + 4+ + + - - - + + - - - 4+ - - 4+ - - - - - - 4+ - -
76345634210 + + - + + + + - - - 4+ + - + - 4+ + + + - - - + - 4+ - + -
76365370330 + + - 4+ + + + - - + + 4+ - 4+ + + - 4+ + + - - - 4+ + - 4+ 4+
76367774110 + + - + + + + - - + + + + + + + + + + + - - + 4+ - - 4+ -

34
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Continuacioén

77341020400
77341200410
77341220410
77341230410
77341631610
77343200400
77343220400
77343220410
77343621710
77347221510
77347230600
77347320410
77347720700
77361220600
77363220400
77365220510
77365630400
77365630600
77367602610
77367630400
77367700410
77367731510
77367733610
77367741710
77777731700

+ 4+ o+ A+
1 1 1

+ 0+ o+ o+
A I
1

+ +

1 1

1
1
+ 4+ + + A+ F A+
1
1
1
1
1

+ 0+ 4
4+

1

1

1

1

1

1

+

+ +
+ +
1
1
1

+

+ + + +
1

1
1
+

- -+
- -+

++++++ A+ A+ A A+ A+
++++++ A+ A+ A A+ A+
++++++ A+ A+ A A+ A+
++++++ A+ A+ A A+ A+
. T ik I I T S S S S A A A A T T T T s O s
. T ik I I T S S S S A A A A T T T T s O s
. T ik I I T S S S S A A A A T T T T s O s
1
1
. T ik I I T S S S S A A A A T T T T s O s
. T ik I I T S S S S A A A A T T T T s O s
T T T T T T T S S S S S S S S S S S S A T
+
1
R T T I T T e e e e e . I T T T T T s
1
1

1
1
+++++++++++
+ 4+ + + + + o
++++++++
+ 4+ + + +
+ 4+ + A+
+
+
1 1
+ 4+ + +
+
1
+ + +

BAC, Bacitracina; OPT, Optoquina; HCS, Hemicelulosa; 6NC, Cloruro de sodio al 6%; 10B, 10% Bilis; 40B, 40% Bilis; ESC, Esculina; ARG,
Arginina; URE, Urea; TZR; Rojo de tetrazolium; NOV, Novobiocina; DEX, Dextrosa; LAC, Lactosa; MAN Manitol; RAF, Rafinosa; SAL,
Salicina; SOR, Sorbitol; SUC, Sacarosa; TRE, Trehalosa; ARA, Arabinosa; PYR, Piruvato; PUL, Pullulan; INU, Inulina; MEL, Melibiosa;
MLZ, Melezitosa; CEL, Celobiosa; RIB, Ribosa; XYL Xilosa.

+ Actividad o crecimiento - Ausencia de actividad o crecimiento
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5.5.- Identificacién de Bacterias Acido LAacticas Mediante la Técnica de
Ribotipado

Debido al alto numero de cepas no identificadas por el sistema Vitek, se
decidio utilizar un método genético de identificacidn, el Ribotipado, sobre una cepa
representativa de cada uno de los bionimeros que obtuvieron menos de un 95%
de probabilidad en la fiabilidad de identificacién con el mencionado sistema (Tabla
5).

En las tablas 7 a 26 se muestran los perfiles electroforéticos obtenidos por
la técnica molecular de Ribotipado para las cepas que no se identificaron por el
sistema Vitek con un porcentaje de probabilidad > al 95%, indicandose el
bionamero correspondiente, el resultado de la identificacion en el que se muestran
las especies con mayor indice de similitud y dicho indice —comprendido entre 0 y
1.

Respecto al indice de similitud, de acuerdo a las especificaciones del
método, se considerd que la confiabilidad de la identificacion fue aceptable con un
indice superior a 0.85 y no aceptable con un indice igual o inferior a 0.85. En el
primer caso, se adscribié la bacteria problema a la especie con mayor similitud y
en el segundo caso, a la bacteria problema se le clasific6 como no identificada.

Con el Ribotipado y de acuerdo a lo anteriormente explicado se identificaron
10 cepas de las 19 analizadas. Un total de 9 cepas fueron adscritas a la especie
Lactobacillus plantarum (Tablas 8-9, 11, 16, 17, 18, 19, 24 y 26) y una cepa mas

fue identificada como Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (Tabla 10).

En el resto de las tablas se muestran los perfiles electroforéticos obtenidos
por el Ribotipado de las cepas aisladas del queso tipo Oaxaca que mostraron una
similitud < 0.85. Entre los resultados de las cepas clasificadas por el ribotipado
como no identificadas con mayor indice de similitud, los resultados indicaron que

una cepa tenia una similitud de 0.81 con Leuconostoc argentinum (Tabla 7), dos
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con Lactobacillus brevis con una similitud de 0.68 (Tabla 20 y 22), tres con
Lactobacillus plantarum con una similitud de 0.68, 0.82 y 0.81 (Tablas 21, 23y 25),

respectivamente.

Tabla 7. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionimero 53043010000

RiboPrint™ Pattern
Type Humber Similarity Label 1 kbp 5 10 15 50
R PR P R T
1 DuPort Neighbor DUP-13200 0.81 Leuconostoc argentinum I
2 DuPont MNeighbor DUP-17039 077 Pseudomonas stutzeri I
3 DuPort MNeighbor DUP-18337 072 Roseivivax halodurans "
4 DuPont MNeighbor DUP-18292 067 Deinococcus radiopugnans !
5 DuPont Meighbor DUP-6643 065 Yibrio vulnificus
6 RihoGroup ECORI 219-47-5-1 1.00 I r

Tabla 8. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionimero 77361220600

RiboPrint™ Pattern
Type Humber Similarity Label 1 5 10 15 50
DA AR ISR
1 DuPort ID DUP-14061 087 Lactobacillus plantarum f
2 DuPort Neighbor DUP-5031 0.82 Lactobacillus plantarum '
3 DuPont Meighbor DUP-14401 051 Lactobacilus plartarum
4 DuPort Neighhor DUP-18192 0.79 Lactobacillus plantarum
5 DuPont Meighbor DUP-18186 077 Lactobacillus plantarum
] RihoGroup ECORI 219-47-3-3 099 ! |

Tabla 9. Resultados del Ribotipado para la cepa con bioniimero 77367630400

RiboPrint™ Pattern
Type Humber Similarity Label 1 Ko 5 10 15 50
| FA SO A7) A A T P

1 DuPort ID DUP-5031 0.90 Lactobacillus plantarum |

2 DuPort ID DUP-14401 0.85 Lactobacillus plantarum

3 DuPont Neighbor DUP-18186 0.83 Lactobacillus plantarum

4 DuPonit Neighbor DUP-14075 0.83 Lactobacillus plantarum

5 DuPont Neighbor DUP-14061 0.80 Lactobacillus plantarum 1 |

B RiboGroup ECORI 219-47-5-5 1.00 . \
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Tabla 10. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionimero 76345634210

RiboPrint™ Pattern
Type Humber Similarity Label 1 kop 5 10 1550
| A A TR e I

1 DuPont I DUP-16503 088 Lactobacilus paracasel ss. paracasei I I
2 DuPort ID DUP-18643 0.88 Lactobacillus paracasei ss. paracasei
3 DuPort Neighhbor DUP-16501 0.85 Lactobacillus paracasei ss. paracasei
4 DuPort Neighkbor DUP-13076 0.82 Lactobacillus paracasei ss. paracasei
5 DuPort Neighhbor DUP-16606 079 Lactobacillus paracasei ss. paracasei I
=) RiboGroup ECORI 219-47-5-6 1.00

Tabla 11. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionimero 77365630600

RiboPrint™ Pattern
Type Humber Similarity Label 1 kop 5 10 15 50
| O [T Ak O

1 DuPort ID DUP-18552 0.90 Lactobacillus plantarum
2 DuPort ID DUP-16541 0.89 Lactobacillus plantarum "
3 DuPort ID DUP-14401 0.88 Lactobacillus plantarum
4 DuPort Neighbor DUP-5031 0.84 Lactobacillus plantarum I
5 DuPort Neighbor DUP-18191 0.82 Lactobacillus plartarum ‘
=) RiboGroup ECORI 219-47-5-7 1.00

Tabla 12. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionimero 77341020400

RiboPrint™ Pattern
Type Humber Similarity Label 1 kbp 10 155 0
UL AR
1 DuPont Neighbor | DUP-5011 072 Lactabacilus brevis | I
2 DuPort Neighhor DUP-13457 067 Lactobacillus brevis
3 DuPont Meighbor DUP-14076 066 Lactobacillus plantarum ‘
4 DuPort Neighbor DUP-14053 0.66 Lactobacillus brevis
5 DuPort Neighbor DUP-5007 0.64 Lactobacillus brevis I
) RiboGroup ECORI 219-47-5-8 1.00

Tabla 13. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionimero 76141000000

RiboPrint™ Pattern
Type Humber Similarity Label 1 kbp 15 50
R I LR )

1 DuPorit Neighbor DUP-14061 074 Lactobacillus plantarum IE l
2 DuPont Neighhbor DUP-13438 070 Lactobacillus acidophilus
3 DuPont Neighbor DUP-13471 0.69 Lactobacillus plartarum
4 DuPorit Neighhor DUP-18183 067 Lactobacillus plantarum
5 DuPorit Neighbor DUP-18188 066 Lactobacillus plantarum
6 RiboGroup ECORI 219-45-5-1 093
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Tabla 14. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionimero 76141020400

RiboPrint™ Pattern
Type Humber Similarity Label 1 kiop 5 10 15 50
[ A A TR T A [0 T |
1 DuPont Neighbor DUP-14061 073 Lactobacillus plantarum l I
2 DuPont Neighkbor DUP-13471 070 Lactobacillus plantarum | '
3 DuPort Neighbor DUP-13438 0.68 Lactobacillus acidophilus |
4 DuPont Neighbor DUP-13188 067 Lactobacillus plantarum
5 DuPont Neighbor DUP-5031 067 Lactobacillus plantarum l |
5 RiboGroup ECORI 219-48-5-1 099 ‘ I | I

Tabla 15. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionimero 76141020410

RiboPrint™ Pattern
Type Humber Similarity Label 1 kbp 5 10 15 50
| A ] TR A R F

1 DuPont Neighbor DUP-13471 0.76 Lactobacillus plantarum |
2 DuPort Neighkbor DUP-14061 073 Lactobacillus plantarum
3 DuPorit Neighbor DUP-5031 072 Lactobacillus plartarum
4 DuPornt Neighbor DUP-13470 0.68 Lactobacillus plantarum |
5 DuPort Neighor  |DUP-14075 068 Lactobacilus plantarum | |
=) RiboGroup ECORI 219-43-5-3 1.00 I ‘

Tabla 16. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionimero 74141000010

RiboPrint™ Pattern
Type Humber Similarity Label 1 kb 5 10 15 50
T T T A T 2

1 DuPort ID DUP-5031 091 Lactobacillus plartarum I
2 DuPort ID DUP-18186 088 Lactobacillus plantarum
3 DuPont ID DUP-14061 0.86 Lactobacillus plantarum I'
4 DuPort ID DUP-14401 0.36 Lactobacillus plartarum I
5 DuPort ID DUP-14075 0385 Lactobacillus plartarum
6 RiboGroup ECORI 219-45-5-4 1.00 1

Tabla 17. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionumero 77347320410

RiboPrint™ Pattern
Type Humber Similarity Label 1 kbp 5 10 15 50
| AN AR DS I

1 DuPort ID DUP-14061 095 Lactobacillus plantarum
2 DuPort ID DUP-5031 087 Lactobacillus plantarum
3 DuPort Neighbor DUP-14075 083 Lactobacillus plantarum ‘
4 DuPont Neighbor DUP-14401 0.82 Lactobacillus plantarum
5 DuPont Neighbor DUP-18186 079 Lactobacillus plantarum
6 RiboGroup ECORI 219-48-5-5 1.00 I ‘
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Tabla 18. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionimero 76341220400

RiboPrint™ Pattern
Type Humber Similarity Label 1 kbp 5 10 15 50
| O O 2 2ot

1 DuPort ID DUP-16952 0.90 Lactobacilus plantarum [ I
2 DuPort ID DUP-13075 0.86 Lactobacillus plantarum ! I
3 DuPont Neighbor DUP-13470 0.83 Lactobacillus plantarum I k
4 DuPont Neighbor DUP-5031 082 Lactobacillus plantarum I
5 DuPont Neighbor DUP-18191 0.80 Lactobacillus plantarum I
5} RiboGroup ECORI 219-45-5-6 1.00

Tabla 19. Resultados del Ribotipado para la cepa con bioniimero 75367430400

RiboPrint™ Pattern
Type Humber Similarity Label 1 kiap 5 10 15 50
T e e

1 DuPort ID DUP-5031 039 Lactobacillus plantarum ]
2 DuPont Neighkbor DUP-14401 0.85 Lactobacillus plantarum
3 DuPort Neighbor DUP-18186 083 Lactobacillus plantarum
4 DuPont Neighbor DUP-14075 082 Lactobacillus plantarum
5 DuPont Neighkbor DUP-14061 082 Lactobacillus plantarum ﬂ
6 RiboGroup ECORI 219-43-5-7 1.00

Tabla 20. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionimero 77777731700

RiboPrint™ Pattern
Type Humber Similarity Label 1 kbp 5 10 15 50
O SO O R0 [ A
1 DuPont Neighbor DUP-13462 068 Lactobacillus brevis |
2 DuPont Neighbor DUP-14401 066 Lactobacillus plantarum
3 DuPort Neighbor ~ [DUP-14060 064 Lactobacilus paracasei ss. paracasei I I ]
4 DuPart Neighbor  [DLIP-5031 063 Lactobacilus plantarum J | l
5 DuPont Neighkbor DUP-13067 062 Lactobacillus paracasei ss. paracasei l I l
5} RihoGroup ECORI 219-50-5-1 1.00 ‘ I

Tabla 21. Resultados del Ribotipado para la cepa con bioniumero 77365630400

RiboPrint™ Pattern
Type Humber Similarity Label 1 kop 5 10 15 50
| T T T ) R LR B T

1 DuPont Neighbor DUP-14061 068 Lactobacillus plantarum I
2 DuPort Neighbor DUP-18183 068 Lactobacillus plantarum l
3 DuPonit Neighbor DUP-5031 063 Lactobacillus plantarum I
4 DuPont Neighbor DUP-18188 062 Lactobacillus plantarum
) DuPonit Neighbor DUP-13471 060 Lactobacillus plantarum l
L] RiboGroup ECORI 219-50-5-3 1.00 I I
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Tabla 22. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionumero 77347230600

RiboPrint™ Pattern
Type Humber Similarity Label 1 kbp 5 10 15 50
O SO O L7 [ A
1 DuPort Neighbor | DUP-5011 0568 Lactobacilus brevis | I I J
2 DuPont Neighbor DUP-14076 065 Lactobacillus plantarum | [
3 DuPont Neighbor DUP-13010 064 Lactobacillus brevis .
4 DuPont Neighkbor DUP-5605 062 Pediococcus pentosaceus
5 DuPont Neighkor DUP-13476 061 Lactobacillus buchneri I I
=] RihoGroup ECORI 219-50-5-4 1.00 I I

Tabla 23. Resultados del Ribotipado para la cepa con bioniumero 77367731510

RiboPrint™ Pattern
Type Humber Similarity Label 1 Kop 5 10 15 50
| FA S R A A

1 DuPont Neighbor DUP-14061 0.82 Lactobacillus plantarum I,
2 DuPort Neighbor DUP-5031 072 Lactobacillus plantarum
3 ‘DuPont Neighhor DUP-14401 071 Lactobacillus plantarum I
4 ‘DuPont Neighhor DUP-13192 0.69 Lactobacillus plantarum
5 ‘DuPont Neighhor DUP-13186 067 Lactobacillus plantarum
B ‘RibOGroup ECORI 219-50-5-5 0589 1 I

Tabla 24. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionimero 77347221510

RiboPrint™ Pattern
Type Humber Similarity Label 1 kbp 5 10 15 50
| I T T AR LA T B O

1 DuPort ID DUP-14061 0.87 Lactobacillus plantarum [
2 DuPort Meighbor DUP-5031 077 Lactobacillus plantarum I !
3 DuPont Neighkbor DUP-18192 077 Lactobacillus plantarum
4 DuPont Neighbor DUP-14401 0.74 Lactobacillus plantarum
5 DuPont Neighbor DUP-14075 073 Lactobacillus plantarum I
6 RiboGroup ECORI 219-50-S-7 1.00 [

Tabla 25. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionimero 75141000400

RiboPrint™ Pattern
Type Humber Similarity Label 1 kbp 5 10 15 50
3 TR ] S TR A A |

1 DuPont Neighkbor DUP-13075 0.81 Lactobacillus plartarum
2 DuPorit Neighbor DUP-14413 077 Lactobacillus plantarum '
3 DuPont Neighbor DUP-13191 0.74 Lactobacillus plantarum
4 DuPont Neighbor DUP-16952 073 Lactobacillus plantarum I
5 DuPont Neighbor DUP-18186 073 Lactobacillus plantarum I
6 RiboGroup ECORI 219-50-5-8 1.00 u ‘ l
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Tabla 26. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionumero 77341230410

RiboPrint™ Pattern
Type Humber Similarity Label 1 kbp 5 10 15 50
| P TR P T S A T

1 DuPont ID DUP-14061 091 |Lactobacillus plantarum l

2 DuPont MNeighbor DUP-5031 0.54 ;‘Lacmbacillus plantarum |

3 DuPont Neighbor DUP-14401 0.82 5La010bacillus plantarum

4 DuPont Neighbor DUP-18192 081 }Lamobacillus plantarum

5 DuPort Neighkor DUP-18186 079 lLamobaciIIus plantarum

B RihoGroup ECORI 219-47-5-3 |0.89 ‘ !

5.6.- Resumen de Identificacion Obtenido por el Ribotipado

Un resumen de los resultados del Ribotipado para aquellas cepas que
presentaron una fiabilidad de identificacion en el sistema Vitek menor al 95 % se
muestra en la Tabla 27. Como era de esperar y debido a la ausencia del género
Lactobacillus en la base del sistema Vitek, el 52% de las cepas fueron adscritas al
género Lactobacillus, en concreto a las especies Lactobacillus plantarum y

Lactobacillus paracasei, supsb. paracasei.

En concordancia con este estudio, Lactobacillus plantarum es una de las
especies que con mayor frecuencia ha sido aislada en quesos de pasta filata semi-
blandos, por ejemplo, Mozzarella, Caciocavallo Podolico, Halloumi (Villani et al.,
1991; Morea et al., 1998; Papademas y Robinson, 2000; De Angelis et al., 2006).
Sin embargo, ese microorganismo no ha sido aislado en otros quesos de pasta
filata como el queso Grana, que es un queso de pasta cocida en el que se
aislaron principalmente la especie Latobacillus helveticus (Parente et al., 1998) y
el queso Mozzarella elaborado con leche de bufala en donde se aislaron
principalmente Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis, Lactobacillus

delbrueckii y Lactobacillus crispatus (Ercolini et al., 2001).

Posiblemente la presencia de — L. plantarum — puede estar relacionada con
las temperaturas de elaboracion del queso o con el tipo de leche utilizada como lo
han observado Papademas and Robinson (2000), quiénes encontraron especies
de bacterias acido lacticas distintas dependiendo de la especie de la cual se

obtuvo la leche utilizada.
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La presencia de L. plantarum y L. casei subsp. casei han sido observadas
por Morea et al., (1998) en la cuajada del queso Mozzarella después del fundido,
asi mismo, la primera especie fue la Unica especie bacteriana encontrada en el
queso después de 24 h a 4°C, estos resultados son similares a los encontrados en

este estudio mediante el Ribotipado.

Por otra parte, el 48% de las cepas analizadas por el Ribotipado no fueron
identificadas (Tabla 25). Aunque el Ribotipado es una técnica con alto poder de
discriminacion para la identificacion de microorganismos, su eficiencia depende
del nimero y tipo de enzimas de restriccion utilizadas, asi como las sondas de
rADN utilizadas para hibridar con una secuencia de ADN especifica del
microorganismos a identificar (Temmerman et al., 2004), posiblemente, sea este el
caso, debido a que en esta identificacién se utilizé Unicamente la enzima EcoRl, lo

implicé una menor eficiencia del método.
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Tabla 27. Resultados de los andlisis de identificacion obtenidos mediante el
Ribotipado* para cepas pertenecientes a aquellos bionumeros que

presentaron una fiabilidad de identificacion del sistema Vitek inferior al 95%

Bionumero del Vitek Identificacion por Ribotipado

Especie Fiabilidad %
53043010000 NI -
74141000010 Lb. plantarum 91
75341020400 NI -
75367430400 Lb. plantarum 89
76141000000 NI -
76141020400 NI -
76141020410 NI -
76341200400 NI -
76341220400 Lb. plantarum 90
76345634210 Lb. paracasei 88
77341020400 NI -
77341230410 Lb. plantarum 91
77347221510 Lb. plantarum 87
77347230600 NI -
77347320410 Lb. plantarum 95
77361220600 Lb. plantarum 87
77365630400 NI -
77365630600 Lb. plantarum 90
77367630400 Lb. plantarum -
77367731510 NI -
77777731700 NI -
751410000400 NI -

" 85% es la fiabilidad minima aconsejada en el Ribotipado para poder asignar a una especie con
una certeza aceptable.
- fiabilidad del Ribotipado < 85%

5.7 -Adscripcion a Especie de las Bacterias Aisladas en el Queso Tipo
Oaxaca

En la Tabla 28 muestra los resultados conjuntos de adscripcion a especie
de las bacterias aisladas en MRS a partir del queso tipo Oaxaca elaborado con
leche cruda, utilizando los dos sistemas de identificacion, el sistema Vitek y el
Ribotipado. El 55% de las cepas fueron identificadas por el sistema Vitek, 11% por
la técnica del Ribotipado y el 34% no fueron identificadas por ninguno de los

métodos utilizados.
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Las 42 cepas identificadas por el sistema Vitek fueron adscritas a las
siguientes especies: Streptococcus equinus (23 cepas), Enterococcus durans (11),
Enterococcus faecium (5), Enterococcus gallinarum (2) y Streptococcus mitis (1).
Mientras que por la técnica del Ribotipado se adscribieron a las especies
Lactobacillus plantarum (9) y Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (1). El resto

de cepas (27), pertenecientes a 14 bionameros del Vitek, no fueron identificadas.

El nimero de cepas no identificadas en este estudio ha sido superior a
otros estudios donde se realiza el andlisis de fragmentos especificos en el gen
16S rDNA (Morea et al., 1998; Ercolini et al., 2001; Gobbetti et al., 2002). Con la
utilizacién de esta metodologia basada en ese gen o bien con la utilizacion de
enzimas especificos en la técnica del Ribotipado podrian haberse obtenido una
identificacion mas fiable. Para demostrar este hecho se requeriria de estudios

comparativos entre métodos.

Tabla 28. Adscripcion a especie de las cepas bacterianas aisladas en Agar MRS
de muestras de queso tipo Oaxaca elaborado con leche cruda
(identificadas en el sistema Vitek > (95%), y el Ribotipado > (85%).

NUumero Especie Sistema de Fiabilidad %
cepas identificacion
23 S. equinus VITEK 95-99
9 Lb. plantarum Ribotipado 87-95
11 E. durans VITEK 99
5 E. faecium VITEK 95-99
2 E. gallinarum VITEK 97-99
1 Lb. paracasei Ribotipado 88
1 S. mitis VITEK 95
27 No identificados*
77377230600, 77367733610, 77341020400, 77341631610, 77367630400,
77367731510, 76365370330, 77343621710, 77777731700, 76341200400,

76141000000, 76141020410, 76141020400, 75341020400

En caso de cepas no identificadas con las fiabilidades indicadas se muestra en la Gltima fila los
biondmeros de las mismas segun el sistema VITEK

> Mayor o igual
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5.8.- Actividad antimicrobiana de algunas cepas aisladas del queso tipo
Oaxaca

En la tabla 29, se muestra la actividad antimicrobiana de las cepas
bacterianas aisladas del queso tipo Oaxaca frente a diferentes microorganismos
patégenos, observandose que el 100% de las cepas inhibieron al menos un

microorganismo patogeno.

De un total de 47 cepas estudiadas, el 87% de las bacterias acido lacticas
fueron capaces de inhibir a Listeria inocua, el 76 % a Bacillus cereus y a la cepa
de Staphylococcus aureus denominadas por la coleccién del Departamento de
Higiene y Tecnologia (DHT) de la Universidad de Ledn, Espafia como S. aureus
S181 el 80%, a la cepa de S. aureus S361 el 72%, a la cepa de S. aureus S192 el
68%, a la cepa de S. aureus S13 el 64 % y a la cepa de S. aureus S9 el 34 %.

La inhibicion de las bacterias acido lacticas puede deberse por una parte a
la produccién de diversos compuestos derivados de su metabolismo, por ejemplo
acido lactico, peroxido de hidrogeno, etc. (Klaenhammer, T. R. 1993). Por otra
parte, se sabe que algunas cepas de BAL son capaces de producir bacteriocinas,
compuestos peptidicos que inhiben de forma especifica el crecimiento bacteriano
(Helander et al., 1997).

Diversos autores han observado, el efecto inhibidor de las BAL debido a la
producciéon de bacteriocinas frente a microorganismos patégenos o alterantes
similares a los ensayados en este estudio como es el caso S. aureus y B. cereus
(Muiioz et al., 2004; Ananou et al.,, 2005; Grande et al., 2005). Segun los
anteriores autores es frecuente encontrar BAL en quesos de leche cruda

productoras de bacteriocinas.

No obstante lo dicho, en este estudio no se pudo saber el origen de la
inhibicion pues no se determind qué tipo de compuesto la produjo — no se ha
estudiado la naturaleza del compuesto inhibidor, siendo esta una tarea

programada para estudios posteriores.
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Tabla 29. Actividad antimicrobiana de algunas cepas aisladas en Agar MRS a partir de queso tipo Oaxaca frente a diversos

microorganismos patdgenos.

Bionumero S. aureus B.cereus L. inocua
S9 S13 S181 S192 S361
53043010000 - + + + - - -
74141000010 + + + + - + +
75141000400 - - - + +* + +
75141000400 + + + + + - +
75141000400 + + + + - + +
75141000400 - - + + + + +*
75341020400 - - + - - - -
75367430400 - - + + + + ++
76141000000 - - + + + + +
76141020400 + + + + + - +
76141020400 - - +* +* + + +*
76141020410 - + + + + + +
76341200400 + + + - + + +
76341200400 - - + + + + +
76341220400 + + + + + + +
76341220400 - - - - - - +
76341220400 - + + + + + +
76341220400 - - + + + + +
76341220400 - + +* + - - +
76341220400 - + +* ++ + + +
76345634210 + + + + + - +
76367774110 - + + - - - -
77341020400 - + + + + + +
77341200410 - + - - - - +
77341220410 - - - - - - +
77341220410 - - +* + + + +*
77341230410 - - +* + - +* +
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Continuacion

77341631610 - + +* ++ + + "
77343200400 + + + - + + +
77343200400 + + + - + + +
77343200400 + + ++ + + )
77343200400 - - - . ) + i
77343220400 + + - - + + )
77343621710 - + - + + + +
77347221510 - + + + + + +
77347230600 - - + + + + +
77347320410 - + + ++ + + +
77347720700 ++ + + ++ + + +
77361220600 - ++ + ++ + + +
77365630400 - - + + + + +
77365630600 + - + . + + +
77367602610 - + - - . ) +
77367630400 - + - + . + +
77367700410 + + + + + + +
77367731510 - + + + + + +
77367741710 + + + - + + +
77777731700 + - + . + + +

- Ausencia de actividad microbiana (sin halo)
+* Halo difuso
+ Actividad microbiana con un halo >1mm

++ Actividad microbiana con un halo > 2mm



Conclusiones

VI. CONCLUSIONES

La flora lactica del queso Oaxaca elaborado con leche cruda ha sido

caracterizada.

Los principales géneros de BAL identificados en el queso Oaxaca elaborado
con leche cruda con el sistema Vitek fueron: Streptococcus equinus (23 cepas),
Enterococcus durans (11), Enterococcus faecium (5), Enterococcus gallinarum
(2) y Streptococcus mitis (1) y ii) con la técnica del Ribotipado aplicada a las
cepas no identificadas con el sistema anterior: Lactobacillus plantarum (9) y

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (1).

No fueron identificadas 27 cepas por ninguno de los dos métodos

empleados en este estudio debido a las limitaciones de los métodos.

Respecto a la presencia de S. equinus, debido a que no ha sido detectado
en guesos de pasta filata por otros autores y a las limitaciones del sistema Vitek,
podriamos suponer que puede haber error de identificacién, por lo que se

requeriria estudiar estas cepas mediante metodologia genética.

La mayoria de las bacterias acido lacticas estudiadas mostraron un efecto
inhibidor frente a los microorganismos patdgenos ensayados en este estudio,

especialmente inhibieron a Listeria inocua y Bacillus cereus.

Este es el primer estudio que se ha hecho con el fin de buscar un cultivo
iniciador que utilice bacterias autdctonas para queso Oaxaca. Ademas, este
trabajo que ha consistido en caracterizar las BAL presentes en el queso tiene la
utilidad de conocer qué géneros y en qué proporcion podrian incluirse en dicho

cultivo iniciador.



Conclusiones

Se recomienda realizar posteriores estudios con el fin de conocer la evolucién de
la flora lactica durante el proceso de elaboracion, conservacion del queso, la

aptitud tecnolégica de las cepas aisladas y su capacidad de produccion de
bacteriocinas.



VII. ANEXOS

ESPECIFICACIONES DEL USO DE LAS TARJETAS GPI (identificacion de
gram positivos) RECOGIDAS EN EL MANUAL DE REFERENCIA DE
MICROBIOLOGIA DEL SISTEMA VITEK

Anexo 1. Bacterias Gram positivas que se encuentran recogidas en la base de

datos del sistema Vitek

Uso previsto

IMPORTANTE:  Pare uso dlagndstico in vitre

La tarjeta GP (demtiicacdn de gram pombives) VITEX asta disenada para
sar utilizada con ol sstema VITEK pera la identificacidn automatizadas

de CSIeptecocos cimcamente significativos, estalilococos y un grupo
seleccionado de haolos gram positivos

21 sisterma identifice los siguientes bedternias

* Asrococcus g
A

= A ACTUDGIYCOS PYOgencs

= Corpnebaocterium svosis y Fapecies de Connebactonum
* ENIErOcOCcus cwuey

= & coxselifiovus

- & durans

* £ foecolis

= & foecium

. golinarum

« £ hivawe

« Erysipedothrix rtvssopathioe
= Gemetla mortiflorer

* Estreplococos grupa G

« Enpecies de Livters

= Staphyfococcus aures

S awricuiaris

* 5 caygrvis

- 5 v

= 5 epvclorrmichis

« 5 hoomolyticus

- 5 hominis

- S hyicus

= N inrermedius

* & Jerrtus

= 5 sapropliyticus

- 5 solnt

- S simulons

- 5 warnen

- 5 syfosus

* StropNOCcOCCUs aeiokTITILY
5 agolfactios

| « & anginosus

- 8 anginosus (Strep. mitlen)
= 5 bows




Ficha técnica GFY

Descripcion

* S. sanguinis (5. songuis)/gordonii
« S ubens

La tarjeta GPt contiene 30 pocillos. De los mismos, 29 pocillos contienen
caldos bioguimicos y un pocillo contiene caldo de control negativo. La tarjeta
utiliza medios basados en tests bioquimicos convendionales adaptados para
su uso con el sisterna VITEX. Véase la seccidn Resultados en este capitulo
para obtener un resumen de las propiedades quimicas y fisicas de los medios,

Se debe realizar un test de catalasa convencional, un test de coagulasa
(cuando proceds, test requerido para cocos catalasa positivos) y una tincidn
de Gram antes de inoculas y rehidratar la tarjeta. Cuando proceda,
determinar los resultados de beta-hemdhisis (determinados en agar de
tripticase soja [TSA] can sangre de camero al 5%). También debe prepararse
una solucidn bacteriana normalizada.

Después de inocular fa tareta y colocarla dentro del lector/incubador, no es
necesario afadir mas reactivos ni manipular mas la tarjeta.

Un entomo microaerdfils reproducido de una manera singular favorece el
crecimiento de las bacterias gram positivas. Bl tiempo de incubacion varia de
2 a 15 horas y se basa en la velocidad de crecimiento del organismo. Las
especies con una velocidad rapida de crecimiento, tal como Enterococcus
foecalis, pueden ser identificadas en un plazo de dos horas. Otros
organismos pueden requenr hasta 15 horas de incubacién,

Los resultados positivos a la catalasa, coagulasa y beta-hemoliticos, se
codifican en |a tarjeta y se describen brevemente en este documento.

Manual OF relerenca 48 MArobIoIogia VITEK 53
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Anexo 2. Pruebas bioquimicas obtenidas en las tarjetas GPI

. — — — — -

e ¥ Y i

lector/incubador. Una probabilidad porcentugl normalizada, acompana a
los organismos tanto de primera como de segunda opcidn.

Un informe de identificacion prefiminar esta dupomble despu(s de dos
horas de incubacidn, si se ha | do un cracmi suficiente.
Antes de dicho periodo, se mmenvan disponibles solamente los resultados
de test bioquimico y el bionimero.

PRECAUCION: Se debe confirmar una identificacién preliminar mediante
un informe final.

Para GP| Streptococeus , of informe de identificacion final indica la
desgnacidn de grupe comin. Esto tiene el propésito de fadilitar la dasificacién
de los ommmckavam Confimar las designaciones de grupe

mediante logicos. G itar el Capitulo 16, Boletin técnico GPY,
en este manual,
Tabla 15-1: Ressmen de resultados GPI
Medic Ab ool P ci i iedad Comp Ref.
» ru.]uq quimecas/Bieas [ T e
g ==
[Basede  [PB | 1 [Atul [Trans [Puede uliizarse  JCaldo g€ peptona [Pepeond amg [5.5.7
[Peptana P fuante para i uecide Ghlucosa 4 mg
subcultivos. '
i produccion de
tﬂdo-uredu«lon
| pH causa un
bio de color en
el incicad:
Bacitracing 2 Azl [Transe  [El resultado de test '€l credmi se |8 (| 0s5ug (579,
p positivo indica be evitando s 10, 16
i y is en1 la pared
ala lutar. Los
bacitracing. El rbohid en el
resultado ivo jmedio no se
indica sersibilidad, lutilizan y no se
weduce ¢l pH.
IOptoguing  1OPT 3 (Al [Trans- €l resultado de test Anhibe el iidroclonwro 02pg |67,
par positivo edca i wtihidro- 13
" Y da lisks de L [cupreina
alka brana celular.
loptogquine El
resultado negativo
indica sensitiidad,




Ficha técnica GP1

Resultados

Tabla 15-1: Resumen de resultados GP1

Pyt A3ty

Cloniro de buc

sodio al 6%

[Toleranca 2 la alta

16mg 156

"10% Biks  [108

~ o

0amg |38
14 mg

lina

0,02 mg

iControd de  JANC

Azul

produce une
positive
ANC
un color
amarillento y

ARG preseita un
jcolee arul.

o que causa un

n

Urea

r.zmg 5.4,13
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Tabla 15-1: Resemen de resultados GP1
Wedie  |Abeww| Pocille pretacii - 4 piedad Comp Rel,
w quimicas/Fisicas
Pos. Cant.
Neg. tngrediente
oo 12 Mose. |Trrs. [Puece decantar Al reducive, lo. [Cloruro de (250 ug (3
tetrazolium hoj0  [pasente|un precipiado de  jsal de tetrazolkim 2,3,5 trifend
color roga despuds florma un tetrazolium
de una incubacion |precipitedo de
| peolongads, Esto  |color rojo.
ino alects o
resultado del test
Novobiocina (NOV | 13 JAnd ans: B resultado oe test [inhibe ls sintesis - |Sal sodica de (0,10 pg 12
ositn indica ADN y dcido  |novoblocna
Azul  jcrecimienta y jcaico en b
caro  jresistenclaata | 2
|novobiocia,
HemeelulesalHCs | 4 Al Aol wso de Memicehilass |03 mg (2,3, 4,
Dextrosa claco \casbohidratos tiene 7.5
sill B trans- icomo resultaco la Ldid 12,17
\Lactoss LAC 15 parenee {larmacion de Lactosa 01 mg
Manitol V| 18 dodos. Le {Manitol [

i ... |reduceién del pH o
[Refinoss  [rar | 17 ausa un cambio |Reinoss |0.2mg
[Safcina  [SAL | 16 de color del [Salicine 02 mg

de azul
§oam1 [sor | 18 s |sarbitat 021mg
{Sacarosa  |SUC | 20 ansparente 2 azul {Secarosa 0Amg
Trehal L ED [iahaloss |02 mg
iAcabinosa  ARA | 22 Arabinosa 0,4 mg
Pleuvito YR | 23 Acido pirivico) 0.4 mg
Puliulan PUL | 24 Pullulan 0.3 mg
Iewfine INU | 25 Inaling 0, mg
{mgL | 26 Melibioss  |0,2mg
Melezieosa  [MLE | 27 {Molezitoss |03 mg
[Cefobiosa  [CEL | 28 Colobiosa | 0,2 mg
[Ribosa w8 | N [Ribosa 0.2 mg
Xilosa o | w Piosa 03 mg
Mensajes especiales

Varios tipos de mensajes especiales pueden aparecor en el informe de

|dentificacion impreso final. Estos mensajes especiales explican por qué la

identificacion no puede realizarse o actia como una declaracion de

calificacién para la identificacion.




Anexo 3. Test complementarios (GPI) para obtener una identificacién a nivel
especie

NEY UTI IS WS IS st Wi o

Nota 8: Enterococcus faecium/casseliflavus/gallinarum

Un niimero minimo de Enteracoccus faecium puede dar una identificaaon
de £ casseliflavus o £ galfinarum. Utiizar los siguientes tests para obtener
una identificacion definitiva a nivel especie.

Tabla 16-6: Tests GP! para Enterococcus faecium/casselifiavus/

gallinarum
" Motilidad Pigmento
Organismo (30°C) amarillo
Enterococcus foeciym ;
£ casselfiovus [ + *
£ gallinorum | + )

Nota 12: Enterococcus faecium

Los resultados bioquimices obtenidos de cepas raras de Enterococcus
faecium en la tarjeta GPI se asemejan mucho 2 los obtenidos de epas
de Enterococcus avium, Ulizar los siguientes tests para diferenciar estas
dos especies.

Tabla 16-10: Tests GPI para Enterococcus aviumyfaecium

Organismo SOR ARG PYV
Enterococcus foeoum - |+
E gquium + 2 ! $
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Anexo 4. Bacterias Acido Lacticas que se Encuentran Recogidas en la Base
de Datos del Ribotipado

ENTEROCOCCUS LACTOBACILLUS LACTOCOCCUS STREPTOCOCCUS

Enterococcus
avium

Enterococcus
casseliflavus

Enterococcus
cecorum

Enterococcus
dispar

Enterococcus
durans

Enterococcus
faecalis

Enterococcus
faecium

Enterococcus
flavescens

Enterococcus
gallinarum

Enterococcus
hirae
Enterococcus
malodoratus

Enterococcus
mundtii

Enterococcus
pseudoavium

Lactobacillus
acetotolerans

Lactobacillus
acidophilus

Lactobacillus agilis

Lactobacillus
alimentarius

Lactobacillus

amylophilus
Lactobacillus
amylovorus

Lactobacillus
animalis

Lactobacillus
aviarius ss.
araffinosus
Lactobacillus
aviarius ss.
aviarius
Lactobacillus
bifermentans
Lactobacillus
bifermentans

Lactobacillus
brevis

Lactobacillus
buchneri

Lactococcus
garvieae

Lactococcus
lactis

Lactococcus
lactis ss.
cremoris

Lactococcus
lactis ss. lactis

Lactococcus
piscium

Lactococcus
plantarum

Lactococcus
raffinolactis

Streptococcus
agalactiae

Streptococcus
anginosus

Streptococcus bovis

Streptococcus
constellatus

Streptococcus
cristatus

Streptococcus
downei

Streptococcus
dysgalactiae ss.
equisimilis
Streptococcus equi
ss. Equi

Streptococcus equi
Ss. zooepidemicus

Streptococcus

intermedius
Streptococcus mitis

Streptococcus
mutans

Streptococcus oralis




Enterococcus
raffinosus

Enterococcus
saccharolyticus

Enterococcus
species

Enterococcus
sulfureus

Lactobacillus casei

Lactobacillus casei
Ss. casei

Lactobacillus
catenaformis

Lactobacillus
collinoides

Lactobacillus
coryniformis

Lactobacillus
coryniformis ss.
coryniformis
Lactobacillus
coryniformis ss.
torquens
Lactobacillus
crispatus

Lactobacillus
curvatus
Lactobacillus
curvatus ss.
curvatus
Lactobacillus
cypricasei
Lactobacillus
delbrueckii
Lactobacillus
delbrueckii ss.
bulgaricus
Lactobacillus
delbrueckii ss.
delbrueckii
Lactobacillus
delbrueckii ss.
lactis
Lactobacillus equi
Lactobacillus
farciminis
Lactobacillus

Streptococcus
parasanguinis

Streptococcus
pneumoniae

Streptococcus
pyogenes

Streptococcus
salivarius

Streptococcus
species

Streptococcus
thermophilus

Streptococcus
uberis

Streptococcus
vestibularis




fermentum
Lactobacillus
fructivorans
Lactobacillus
gallinarum
Lactobacillus
gasseri
Lactobacillus
graminis
Lactobacillus
hamsteri
Lactobacillus
helveticus
Lactobacillus
hilgardii
Lactobacillus
homohiochii
Lactobacillus
intestinalis
Lactobacillus
jensenii
Lactobacillus
johnsonii
Lactobacillus
kefiranofaciens ss.
kefiranofaciens
Lactobacillus
kefiranofaciens ss.
kefirgranum
Lactobacillus kefiri
Lactobacillus
kimchii
Lactobacillus
lindneri
Lactobacillus
malefermentans
Lactobacillus mali

Lactobacillus
murinus
Lactobacillus oris
Lactobacillus
parabuchneri
Lactobacillus
paracasei
Lactobacillus




paracasei ss.
paracasei
Lactobacillus
paracasei ss.
tolerans
Lactobacillus
parakefiri
Lactobacillus
paraplantarum
Lactobacillus
pentosus
Lactobacillus
plantarum
Lactobacillus
pontis
Lactobacillus
reuteri
Lactobacillus
rhamnosus
Lactobacillus
ruminis
Lactobacillus sakei
Lactobacillus sakei
ss. sakei
Lactobacillus
salivarius ss.
salicinius
Lactobacillus
sanfranciscensis
Lactobacillus
sharpeae
Lactobacillus
species
Lactobacillus
suebicus
Lactobacillus
vaccinostercus
Lactobacillus
vaginalis
Lactobacillus zeae
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