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RESUMEN

Los microorganismos que integran la microbiota de los quesos frescos artesanales es
muy compleja y variada, y desempefian una funcion clave en sus propiedades
sensoriales tales como: textura, color y sabor, ademas, son los responsables de llevar a
cabo la produccion de acido lactico como producto final de la fermentacion. Por otro
lado, se le atribuyen algunas caracteristicas indeseables que conllevan a la disminucion
de la calidad e higiene durante el proceso de maduracion. Derivado de los multiples
efectos generados por estos microrganismos, algunos de ellos patogenes, es de vital
importancia caracterizar genéticamente la microbiota del queso fresco artesanal
producido en la Region de la Cuenca del Papalopan, a través de técnicas
microbiologicas y moleculares. Para tal efecto, en este trabajo de investigacion se
cuantificé el contenido de mesofilos aerobios; Streptococcus mesofilos y termofilos,
Lactobacillus mesofilos, Leuconostoc, Coliformes totales, Staphylococcus aureus,
mohos y levaduras. Ademas se determind la composicién de la microbiota mediante la
técnica PCR-DGGE. Los resultados muestran que el queso fresco artesanal producido
tanto en verano como en invierno, contiene una elevada y variada cantidad de
microorganismos en comparacion con los quesos industriales producidos a base de
leche pasteurizada. Ninguna muestra analizada cumple con los limites maximos de
contenido microbiano para leche y derivados lacteos segun las normas oficiales
mexicanas (NOM-243-SSA1-2010). Por otro lado, con los estudios moleculares se
encontro variacion de microorganismos en ambas temporadas, tanto patégenos como de
uso industrial, lo que evidencié la falta de buenas practicas de manufactura en la
elaboracion de quesos artesanales, por lo que estos productos pueden ser un vehiculo de
transmision de enfermedades alimentarias y provocando pérdidas econdmicas a los
productores por la falta de consumo. Por otro lado, se deben implementar sistemas de
aseguramiento de calidad que garanticen la produccidén de quesos inocuos mediante
cultivos iniciadores que no contengan microorganismos patdgenos y aseguren la calidad

del producto.

Palabras clave: Queso fresco; Microbiota; Microbiologia; Molecular.
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l. INTRODUCCION

El queso es uno de los productos alimenticios mas antiguos y populares elaborados por
el hombre. Es un alimento de amplio consumo a nivel mundial, cuyas caracteristicas
nutritivas, funcionales, sensoriales y de textura difieren en cada tipo. Alrededor del
mundo se estiman aproximadamente 1800 variedades de este producto con
caracteristicas muy particulares de cada region, y se ha convertido en un producto
clasico de la dieta humana. El proceso de elaboracion del queso ha sufrido cambios
importantes a lo largo de la historia, transforméndola de un arte empirico a una
tecnologia industrial con fuertes bases cientificas, convirtiéndola en un area de estudio
importante para elucidar y comprender los fendmenos que interfieren durante su
elaboracion, formulacion y almacenamiento, asi como, los efectos provocada por los
microorganismos en la calidad del producto final. Derivado de lo anterior, la
comprension de los aspectos cientifico-técnicos involucrados en su manufactura es de
vital importancias para mantener un control de las alteraciones que pudieran afectar las
propiedades finales del producto, su calidad y la aceptacion del consumidor. La
elaboracion de queso fresco artesanal en muchas regiones se lleva a cabo a partir de
leche no pasteurizadas, por lo que las poblaciones microbianas en el queso elaboradas a
base de esta materia prima son variadas y complejas, a diferencia de las elaboradas a
partir de leche pasteurizada, incidiendo directamente en sus caracteristicas sensoriales
como sabor, olor, color y textura (Grappin y Beuvier, 1997). Los grupos microbianos
con mayor presencia 0 mayor interés tecnoldgico presentes en los quesos son las
bacterias acido lacticas (BAL) y algunos otros géneros donde se encuentran
microorganismos patogenos (Klaenhammer et al., 2002; Robinson, 1987). Para el
estudio de estos microorganismos se usan principalmente técnicas microbioldgicas
tradicionales y técnicas moleculares como amplificacion del gen 16S rRNA y DGGE lo
cual pueden determinar poblaciones microbianas completas (Cocolin et al., 2013).

La regién de la cuenca del Papaloapan es una de las zonas de gran potencial lechero,
debido a que los costos de produccion estan por debajo de los de las zonas ganaderas
templadas en sistemas intensivos y por lo general elabora productos al mercado local y
regional, a base de leche cruda. La agroindustria quesera nace de la necesidad de
conservar los sélidos de la leche en forma de un producto menos perecedero, que se

encuentra en un ambiente ecoldgico desfavorable para su conservacion. La queseria es,
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por tanto, una de las industrias agroalimentarias que demanda mayor esfuerzo por la
labor y constancia que requiere (Villegas de Gante, 2012).

La microbiota espontanea presentes en los quesos artesanales es muy compleja y en
ocasiones la presencia ocasional de ciertos micoorganismos patdgenos disminuye la
calidad higiénica y sensorial de estos quesos. Debido a esto existen variaciones entre
quesos aunque sean de la misma zona geografica. Para evitar este problema los
fabricantes han optado por utilizar cada vez con més frecuencia leche pasteurizada. En
el proceso de pasteurizacion se destruye la microbiota espontanea presente en la leche,
observandose que los quesos industriales desarrollan un sabor menos intenso que los
elaborados con leche cruda, motivo por el cual son menos atractivos y por tanto menos
aceptados por consumidores de la region, aun cuando, se asegure una estandarizacion
del producto y se mejoren las condiciones sanitarias. Por esta razon es importante
conocer qué microorganismos conforman la microbiota del queso fresco en la region de
la Cuenca del Papaloapan, tanto las cepas patdgenas que incurren en la disminucion de
la calidad sanitaria del queso como las cepas benéficas. La identificacion y el
aislamiento de estas Ultimas podrian permitir su adicion a la leche pasteurizada para la
elaboracion del queso brindando asi las caracteristicas sensoriales del queso artesanal.
Hasta ahora no se ha registrado algun trabajo de investigacién donde se haya estudiado
la microbiota de los quesos frescos tradicionales en la region de la Cuenca del
Papaloapan.

El propdsito de este trabajo fue caracterizar molecularmente la microbiota del queso
fresco artesanal producido en la region de la Cuenca del Papaloapan, y para su estudio

utilizar técnicas complementarias microbioldgicas.
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Il.  MARCO TEORICO
2.1 Generalidades del Queso

El Codex Alimentarius de la FAO/OMS (2011) define al Queso como un producto
solido o semisolido, madurado o fresco, en el que la proporcién de las proteinas de
suero y la caseina no sea superior a la de la leche, obtenido mediante coagulacion total o
parcial de la leche por medio de la accion del cuajo u otros coagulantes idoneos, y por
escurrimiento parcial del lactosuero. Los criterios de clasificacion de los quesos son de
acuerdo: 1) al contenido de humedad se clasifican en quesos duros, semiduros y
blandos; 2) al método de coagulacion de la caseina, se clasifican en quesos al cuajo
(enzimaticos), queso de coagulacion lactica (&cido lactico), queso de coagulacion de
ambos métodos; al microorganismo utilizado en la maduracién y; 3) al microorganismo
utilizado en la textura del queso y, se clasifican en quesos de ojos redondeados,

granulares y quesos de textura cerrada (Fernandez-Regatillo, 1990).

2.2 Produccién de queso en México

En México se elaboran méas de treinta tipos de quesos, la mayor parte artesanales y de
difusion regional (A. Villegas de Gante, 2012). La tabla 1 registra los volimenes de los
siete quesos de mayor circulacion comercial en el lapso 2009-2015 (SIAP-SAGARPA,
Boletin de la leche, 2015).

Tabla 1. Produccion de los quesos mas comercializados en México (2009-2015).

Volumen (toneladas) Variacion
Afo 2009 | Afo 2015 | (2009-2015) Tasa media anual
Queso Porcentaje | (2009-2015) porcentaje de
crecimiento
Fresco 41625 56963 26.92 4.48
Chihuahua 27449 35087 21.76 3.62
Oaxaca 17087 20445 16.42 2.73
Panela 26688 48887 45.40 7.56
Tipo manchego | 13232 28015 52.76 8.79
Doble crema 16907 30392 44.37 7.39
Amarillo 43872 44108 0.53 0.008
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Las cifras de la Tabla 1 es informacidn proporcionada por establecimientos sujetos a
registro censal, sin embargo, no se contabiliza el registro de los innumerables negocios
(fabricantes y expendedores) que operan en la economia informal en toda la Republica

Mexicana.

Actualmente, la agroindustria quesera en Meéxico, enfrenta dificultades de
comercializacion debido al proceso artesanal de produccion con leche sin pasteurizar,
ademas de que el queso es altamente perecedero y su consumo constituye un riesgo
potencial para la salud debido a su alta concentracion de microorganismos (a menudo
mayor de 500 000 células/ml), a su riqueza en nutrientes y a su elevado porcentaje de
agua (mayor de 85 %). Es por ello que la transformacion de la leche en queso debe
realizarse dentro de unas horas a partir de la ordefia (antes de 4 h si es bronca y menos
de 24 h si es enfriada y pasteurizada) (Villegas de Gante, 2012). La produccion de leche
esta fuertemente influida por la estacionalidad, derivando en “escasez” y “excedentes”
en la produccion. Lo anterior influye en la capacidad utilizada en las plantas, mano de
obra, mercado de los productos, etc. La influencia estacional es tanto mas marcada
cuanto mas extremo es el clima; por ejemplo, en el tropico mexicano se produce entre
dos y tres veces mas leche en temporadas de lluvias que en la de sequia, lo cual acarrea
problemas de abasto y de costos de produccion (Villegas de Gante, 2012). Labora
paralelamente a la actividad productora lechera; esto es, intensa y continuamente
durante todo el afio ya que las vacas no dejan de producir, al menos a nivel de hato. La
actividad es méas notable en las empresas pequefias, que no poseen métodos de
conservacion de leche fluida (refrigeracion). La queseria es, por tanto, una de las
industrias agroalimentarias que demanda mayor esfuerzo por la labor y constancia que

requiere (Villegas de Gante, 2012).
2.3 El queso en las regiones tropicales (un caso particular)

El abastecimiento nacional de leche se ha agudizado en los Gltimos afios, esto se ve
reflejado en el aumento de las importaciones de leche descremada en polvo (Figura 1).
En 2006, se importaron 143 mil 529 toneladas, para 2016 la cifra fue de 292 mil 803, lo
que significa un aumento de 104% en 11 afos (SIAP-SAGARPA, Boletin de la leche,
2016).
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Figura 1. Volumen y valor de las importaciones de la leche, 2006-2016

Las regiones tropicales hiumedas son zonas de gran potencial lechero en México, que
ayudarian a resolver el problema de abasto de este vital alimento, debido a que la
ganaderia del tropico (de Tabasco, costa de Chiapas y Veracruz, norte de Oaxaca)
presenta, entre otras ventajas comparativas, un hato numeroso que se explota en el
sistema de doble propésito (en forma limitada en la actualidad, pero con un ritmo
creciente) y a que los costos de produccion estan por debajo de los de zonas ganaderas

templadas en los sistemas intensivos (A. Villegas de Gante, 2012).

La agroindustria quesera de las regiones tropicales se caracteriza por los Bajos niveles
de transformacion que van desde unos cuantos litros hasta cerca de 20 000 L/dia de
leche procesada. Cuenta con una infraestructura de material de equipo atrasado y
diverso, la maquinaria existente (acero inoxidable, chapa estafiada, plastico o madera),
este material que causan problemas de durabilidad e higienizacion. El “saber hacer”
técnico es escaso; a lo sumo existe un saber hacer practico, producto de la experiencia
repetida. Enfrenta fuertes problemas de abastecimiento de leche en época de escasez
(temporada de sequia), y de comercializacion de los productos en épocas de abundancia.
Por lo general, elabora productos destinados al mercado local y regional. Posee un
control de calidad deficiente de la materia prima, los procesos y productos, por lo que
hay rechazos y pérdidas econdmicas. Los quesos frescos tropicales presentan ciertas
caracteristicas fisicoquimicas y de composicién que se explican por la necesidad de

conservarlos en un ambiente ecoldgico dificil, que favorece el deterioro de los alimentos
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por multiplicacién microbiana ademas de que se elaboran con leche cruda (A. Villegas
de Gante, 2012).

2.4 Importancia del queso fresco en la region del Papaloapan

En la Regidn del Papaloapan, casi la mitad del queso producido corresponde al queso
fresco. El queso fresco puede ser artesanal, si se elabora con leche cruda, o industrial,
cuando se elabora con leche pasteurizada. En la elaboracién de queso fresco industrial,
hasta el momento, el reglamento de la D.O. (Denominacion de Origen) no especifica
cual ha de ser el cultivo iniciador empleado, por lo que suelen emplearse cultivos
mixtos comerciales inespecificos principalmente bacterias acido lacticas de los géneros
Lactobacillus, Streptococcus y Leuconostoc. EI queso en la region es uno de los
alimentos de gran importancia debido a que es la modalidad méas antigua de
transformacion industrial de la leche, que proporciona proteinas ricas en aminoacidos

esenciales (Veisseyre, 1990).

2.5 Elaboracion artesanal del queso fresco

En el proceso de fabricacion del queso (Figura 1), la leche se somete a tratamientos
como: filtrado, clarificacion, desnatado o afiadido de nata, homogenizacion de los
glébulos grasos en el seno de la leche para obtener un producto homogéneo y con
parametros optimos del queso (Fernandez-Regatillo, 1990). La funcién principal de las
bacterias lacticas (fermentos) es la produccidn de acido lactico a partir de la lactosa.

El acido lactico promueve la formacién y desuerado de la cuajada, evita que crezcan
microorganismos patégenos debido a que disminuye el pH a 5.0-5.2 y le confiere sabor
acido. Ademas, las bacterias dan lugar a sustancias responsables del aroma y
contribuyen a la maduracion mediante la protedlisis (ruptura de proteinas) y la lipdlisis
(ruptura de las grasas), con la fermentacién se logra la proporcion de acido requerido,
sin ocasionar sabores desagradable (Alais, 1985; Fernandez-Regatillo, 1990; Veisseyre,
1990).

La coagulacion consiste en una serie de modificaciones fisicoquimicas de la caseina
(principalmente proteina de la leche), que conducen a la formacién de un coagulo, esto
debido a la accion conjunta de la acidificacion por las bacterias lacticas (coagulacion
lactica) y de la actividad del cuajo (coagulacion enzimatica) (Alais, 1985).
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El cuajo (renina o quimosina) es una enzima proteolitica que actla desestabilizando a la
caseina, lo que da lugar a la formacién de un gel o coagulo que engloba al suero y los
glébulos grasos en su interior, su actividad proteolitica conduce a la formaciéon de
compuestos que seran utilizados por las bacterias del fermento para su multiplicacion
(Alais, 1985).

Para la produccion de queso fresco se utilizan pequefias cantidades de cuajo y se opera a
temperaturas bajas (15-20°C) para evitar la actividad dptima de la enzima. En este caso,
el cuajo se emplea més bien para facilitar el desuerado, que por su accién coagulante o
por su capacidad proteolitica a lo largo de la maduracién. La leche debera contener los
fermentos lacticos necesarios para asegurar la acidificacion. La firmeza del cuajo y la
textura de la cuajada formada dependeran, fundamentalmente, de la cantidad de cuajo
utilizado, de la temperatura (velocidad de coagulacion méxima a 40-42°C) y de la
acidez de la leche (Alais, 1985; Fernandez-Regatillo, 1990; Veisseyre, 1990).

El desuerado, consiste en la separacion del suero que impregna el coagulo, obteniéndose
entonces la parte solida que constituye la cuajada. Para permitir la salida del suero
retenido en el coagulo es preciso recurrir a acciones de tipo mecéanico, como son el
cortado y el removido, cuya accion se complementa mediante el calentamiento y la
acidificacion. El salado contribuye también a la pérdida de suero que continta tras el
desuerado y mejora el sabor del queso. EI moldeado es la colocacion de la cuajada en
moldes. El prensado, que se efectla en prensas de queserias, con las que se ejerce sobre
la cuajada determinada presion que puede aumentar progresivamente durante el curso

de la operacién Figura 2 (Fernandez-Regatillo, 1990; Veisseyre, 1990).
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Figura 2. Diagrama del proceso de elaboracion del queso fresco

2.6 Microbiologia del queso fresco

El queso es considerado como un microecosistema, donde se puede identificar, por
ejemplo; la parte abiotica, formada por un ‘“sustrato”, es decir, la cuajada de
fosfocaseinato de calcio, cuya complejidad composicional es alta, y en el cambio
continuo en los factores externos de conservacion-maduracion como a los intrinsecos en
la composicién y la microbiologia (Cogan, 2000). En el queso se producen reacciones
bioguimicas e interacciones microbianas, la presencia de las bacterias depende de la
contaminacion microbiana de la leche, la acidificacion de la misma previa a la
elaboracion 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. 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 descenso en el pH (Cogan, 2000).
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La investigacion sobre la produccion del queso se ha enfocado en desarrollar tecnologia
designada a controlar el crecimiento microbiano y sus efectos en la calidad (Pelaez y
Requena, 2005). Las poblaciones microbianas en el queso elaborado con leche cruda
son mas complejas, que en los de leche pasteurizada (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
sabor por medio de la produccién de sustancias sapidas y aromaticas por el desarrollo
microbiano, y a la textura del queso, por medio de la acidificacion y la produccion de
exopolisacaridos (Leroy y De Vuyst, 2004; Peldez y Requena, 2005).

2.7 Grupos de microorganismos del queso

De entre los grandes grupos de microorganismos existentes en la naturaleza, solamente
las bacterias, las levaduras y los mohos desempefian una funcion relevante en la
tecnologia quesera; por su abundante actividad e importancia pueden ordenarse

decrecientemente en bacterias, levaduras y mohos (A. Villegas de Gante, 2012).

2.7.1 Bacterias

Las bacterias forman parte de la microbiota o microflora natural de los quesos, la carga
bacteriana proviene desde la leche cruda y de las condiciones de manejo e higiene con
que se obtiene el producto. La leche cruda o bronca presenta una cuenta total (mesoéfilo-
aerobica), que se halla en un intervalo entre unas 20 000 UFC/ml y méas de dos millones
de UFC/ml (Villegas de Gante, 2012). Las bacterias del queso provienen de la leche
cruda constituyendo una microbiota muy diversa, compuesta por numerosos géneros y
especies; algunas son ejemplares nativos, otros ocasionales. Algunos criterios para
clasificar a las bacterias provenientes de la leche cruda y posteriormente sus derivados
(el queso) son:

Por su crecimiento poblacional en funcién de la temperatura, se distinguen los
Psicrofilos, Mesofilos y Termofilos. Los Psicréfilos se multiplican aun en bajas
temperaturas (0 a 6 °C), su temperatura optima de crecimiento se acerca a 20 °C.
Comprenden los géneros como Pseudomonas, Alcaligenes, Flavobacterium,
Achromobacter y algunos coliformes. Los Mesofilos se multiplican entre los 15 y 40 °C,
su temperatura éptima se ubica entre los 30 y 37 °C, constituyen la flora bacteriana méas
abundante de la leche cruda. En este grupo se incluye la microflora acidificante mas
tipica, debido a que muchos cultivos lacticos son mesofilos. Los coliformes y patdgenos

son mesofilos. En los Termdfilos su temperatura éptima de crecimiento se halla entre 40
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y 50 °C; forma parte de la flora natural y cultivada. Destacan los géneros Lactobacillus
y Streptococcus termofilo (X. Jouzier y Cohen-Maurel, 1985).

Por su requerimiento de oxigeno, pueden clasificarse en aerobios estrictos, aerobios
facultativos y anaerobios estrictos. Los aerobios estrictos necesitan indispensablemente
el oxigeno para vivir, puesto que necesitan un metabolismo aerobio; por ejemplo, los
mohos del queso y Pseudomonas. Los aerobios facultativos pueden proliferar tanto en
ausencia como en presencia de oxigeno; por ejemplo, la flora coliforme y las levaduras.
Los anaerobios estrictos en presencia de oxigeno los inhibe; por ejemplo; el género
Clostridium puede hallarse en quesos madurados (Clostridium tyrobutricum) (X.
Jouzier y Cohen-Maurel, 1985).

Por el grado de transformacion de la lactosa (y consecuentemente, de la cantidad de
acido lactico que producen) las bacterias de la leche y queso se clasifican en
Homofermentativas y  Heterofermentativas.  Las = Homofermentativas  (u
homofermentadoras) de la cantidad de lactosa que metabolizan, mas de 90 % la
convierten en &cido lactico, y el resto en otros productos. Las Heterofermentativas (u
heterofermentadoras) de la lactosa efectivamente metabolizada, alrededor de 50% se
convierte en &cido lactico, y el resto en otros productos (acido acético, alcohol etilico,
CO2, H2) (X. Jouzier y Cohen-Maurel, 1985).

Por su capacidad patogenica, la flora lactea puede ser banal o patégena. Si es banal
altera a los componentes de la leche y derivados (deteriorando el producto), pero no
produce enfermedades. Por ejemplo, las bacterias acido lacticas. Si es patégena provoca
enfermedades en el consumidor por ser una fuente de infecciones o intoxicaciones
alimentarias. Ejemplos de estos microorganismos son Mycobacterium tuberculosis o
bovis (tuberculosis); Brucella abortus (brucelosis); Staphylococcus aureus (intoxicacion
estafilococica); Salmonella typhi (tifoidea) (X. Jouzier y Cohen-Maurel, 1985).

Y por respuesta a la tincion de Gram. Gram positivas (G+). Las que retienen el
colorante de Gram (cristal violeta). En este grupo se encuentran los géneros
Streptococcus, Lactobacillus, Micrococcus, Corynebacterium, Clostridium, etc. Gram
negativas (G-). Aquellas bacterias que no retinen el cristal violeta y son tefiidas por el
colorante de contraste safranina. En este grupo se encuentran los coliformes y los
psicrétrofos (géneros Pseudomonas, Flavobacterium, etc.) (X. Jouzier y Cohen-Maurel,
1985).

Algunos grupos de bacterias importantes en la queseria son: flora lactica, flora butirica,

flora psicrétrofa y flora coliforme (A. Villegas de Gante, 2012).
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2.7.1.1 Flora lactica

El grupo microbiano con mayor presencia 0 mayor interés tecnologico en los quesos
son las bacterias &cido lacticas (BAL). Las BAL son un grupo heterogéneo de
microorganismos Gram positivos, anaerobios estrictos o facultativos, no esporulados y
catalasa negativos con capacidad de producir &cido lactico como consecuencia de la
fermentacion de azucares. De acuerdo con Orla-Jensen (1919) citado por Stiles y
Holzapfel (1997) las BAL tienen formas de bacilos o cocos, que fermentan los
carbohidratos y alcoholes de méas de 3 dtomos de carbono para formar principalmente
acido lactico (Konings et al., 2000). Su habitat lo constituyen tanto sustratos de origen
animal como vegetal (Temmerman et al., 2004). Son 11 los géneros de BAL asociados
a los alimentos: Lactococcus, Lactobacillus, Carnobacterium, Enterococcus,
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 Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Enterococcus y
Streptococcus (Klaenhammer et al., 2002), cada una de las cuales posee una morfologia
y caracteristicas bioquimicas determinadas (Sneath et al., 1986). 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
(Temmermann et al., 2004).

En las dltimas décadas se ha puesto especial interés a la correcta identificacion de las
mismas, existiendo un amplio rango de técnicas. La mayoria de las técnicas requieren
de aislamiento previo en cultivos estan las técnicas fenotipicas (caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas y perfiles proteicos) y genotipicas (PCR con
uso de primers especificos, determinacién de secuencias de genes como 16S rDNA, uso
de enzimas de restriccion (Temmerman et al., 2004). De acuerdo a estudios realizados
por Konings et al., (2000), las BAL son agentes implicados en la fermentacion de
numerosos alimentos, de las cuales algunas pueden crecer en condiciones elevadas de
presion osmotica, utilizan proteinas 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. Las BAL,
ademas de producir &cido lactico también pueden producir cantidades apreciables de
otros productos antimicrobianos de bajo peso molecular como el peroxido de hidrogeno,
acetoina, diacetilo, CO>, alcoholes (Helander et al., 1997), que llegan al alimento con
efecto inhibidor en mayor o menor medida, ademas de estos metabolitos de la

fermentacidn, también se producen bacteriocinas (Rodriguez et al., 2003; Leroy y De
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Vuyst, 2004). Las bacteriocinas se pueden usar para mejorar la calidad de los atributos
sensoriales de ciertos alimentos como en el queso, por medio del control que pueden
tener frente a microflora alterante o no deseada, o generando ruptura celular y la
consecuente liberacién de enzima por parte de las bacterias afectadas, lo cual puede
usarse para el potenciar actividades proteoliticas o lipidicas como sea deseable (Leroy y
De Vuyst, 2004; Guinane et al., 2005; Pelaez y Requena, 2005).

2.7.1.2 Flora butirica

La flora butirica esta constituida por bacilos esporulados anaerobios del género
Clostridium, que fermentan el lactato (proveniente de la fermentacion lactica) y
producen &cido butirico, acido acético y gas (CO: e hidrdgeno), principalmente.

Esta microflora es originaria del suelo, y se trasfiere por medio de sus esporas, por
distintos medios contaminando la leche cruda. En particular, constituye un riesgo muy
grave para las leches destinadas para fabricacion de queso artesanal, especialmente de
pastas duras y semiduras. Las esporas butiricas, altamente termorresistentes, pueden
hallarse en la masa del queso, donde, si las condiciones son favorables, pueden germinar
y multiplicarse. En forma vegetativa, fermentan el lactato (o el acido lactico) producidos
por la flora acidolactica, y sus productos de fermentacion (acido butirico, CO2 y e
hidrogeno), ocasionan rancidez de la pasta, y un inflamiento del queso (hinchazén
tardia), defecto que aparece en el producto después de varias semanas de maduracion
(Fox, 1993).

Entre los microorganismos del género Clostridium, responsables de la fermentacion
butirica destaca, el Clostridium tyrobutyricum; por eso, a los microorganismos de este
género que causan este fendmeno indeseable, a menudo se les conoce simplemente
como tirobutiricos. Los tirobutiricos son bacterias anaerdbicas estrictas, que no
fermentan la lactosa, pero que fermentan el lactato en presencia de acetato. Esporulan
relativamente poco, pero sus esporas son muy termorresistentes, con tiempos de
reduccion decimal del orden de 3 h a 80 °C y de 15 min a 90 °C, por eso sobreviven
facilmente a la pasteurizacion a que se somete la leche para queso, y pueden germinar
posteriormente ya en la pasta durante la maduracién del producto. Ademéas de los
tirobutiricos, ciertos clostridios proteoliticos pueden contaminar la leche cruda y causar

alteraciones en los productos lacteos (A. Villegas de Gante, 2012).

23



2.7.1.3 Flora psicrotrofa

Son un grupo de microorganismos cuya velocidad de crecimiento es significativa a baja
temperatura. Son basicamente constituidos por bacilos gram negativos, aerobios, que
permanecen a la familia Pseudomonadaceae, cuyos géneros principales son
Pseudomonas, Alcaligenes, Acinetobacter y Flavobacterium. Incluye algunos géneros
de la familia Enterobacteriaceae como, el Enterobacter y a algunos esporulados
termorresistentes, como el género Bacillus (Fox, 1993).

En general se trata de microorganismos saprofitos ampliamente extendidos en la
naturaleza (en suelo, agua y vegetacion), los cuales pueden ser transportados por los
animales, los forrajes, el agua, etc. Su presencia en la leche, es por tanto, resultado de
contaminacion en el momento de la ordefia o durante manipulaciones posteriores de la
lecha cruda, cuando las condiciones de higiene son deficientes. El impacto de la flora
psicrétrofa en la conservacion de la leche cruda fria depende de la contaminacion
inicial, la temperatura del fluido y el origen de la contaminacion (Fox, 1993; Villegas de
Gante, 2012).

2.7.1.4 Flora coliforme

Los coliformes son microorganismos de origen fecal, cuya presencia en la leche, los
quesos Yy otros derivados, revela la falta de higiene por provenir de contaminacion con
materia fecal, reciente o lejana, lo que lleva a un riesgo sanitario para el consumidor.
Este grupo pertenece a la familia Enterobacteriaceae, que incluye un conjunto de
gérmenes, la mayoria es habitante normal del intestino de los mamiferos; entre ellos se
encuentran ciertas especies patdgenas para el hombre, por ejemplo las Salmonellas.

Los coliformes presentan en comun la propiedad de fermentar la lactosa y producir gas
(CO2 e hidrogeno) y acidos, principalmente lacticos; son responsables pues de efectuar
la fermentacion gaseosa.

El queso elaborado con leche cruda es el que se encuentra mas expuesto a la
contaminacion o bien se puede producir una contaminacién post-pasteurizacion. Si esta
leche esta contaminada con patégenos y sobrevive al proceso de elaboracion puede

producirse toxiinfecciones alimentarias (Robinson, 1987).

2.7.2 Levaduras
Las levaduras son hongos ascomicetos unicelulares, estos microorganismos son menos
frecuentes en la leche y sus derivados (queso) que las bacterias, existen desde la leche

cruda, sobre todo en aquella producida en condiciones higiénicas deficientes; se hallan
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en la corteza de quesos en proceso de maduracion y en la pasta de quesos frescos de
leche cruda. Sin embargo, también constituyen parte de la flora normal de ciertas leches

acido-alcohdlicas, por ejemplo el kéfir (Nalbantoglu, 2014).

2.7.3 Mohos

Los mohos son importantes porque constituyen una microflora invasora de la corteza, y
a veces del cuero de los quesos semiduros y duros (queso Cheddar y Chihuahua, entre
otros), madurados prolongadamente, sin proteccién alguna y con mal manejo de la
camara de maduracién (altas temperaturas). Sin embargo, constituyen una flora deseable
para la elaboracion de quesos de corteza florida (el queso Camembert) y de pasta de
venas verde-azules (los quesos Roquefort y Cabrales) (Fox, 1993; Villegas de Gante,
2012).

2.8 Estudios de la diversidad microbiana

2.8.1 Microbiologia cléasica

El estudio de los microorganismos se basa principalmente en la microbiologia clasica
mediante técnicas microbioldgicas tradicionales, en aislar y cultivar a los
microorganismos en el laboratorio, pero estos métodos clasicos de cultivos solo
permiten recuperar entre el 0.1 y el 10 % de los microorganismos ambientales, los

Ilamados microorganismos cultivables (Rondon et al., 1999; Handelsman et al., 2002).

2.8.2 Microbiologia moderna

La microbiologia moderna hizo su aparicién debido a que se desconocen los
requerimientos nutricionales necesarios de todos los microorganismos, las condiciones
fisicoquimicas precisas de su ambiente natural y la informacién sobre las relaciones
simbioticas, comensales o parasitarias que se mantienen en una comunidad microbiana
(Escalante-Lozada et al., 2004; Keller y Zengler, 2004).

Los microorganismos son una fuente importante de productos y procesos
biotecnoldgicos. Por esta razén, se han buscado metodologias alternativas para la
determinacion de la diversidad de una poblacién que no dependan del cultivo de
microorganismos sino del estudio y andlisis de su informacion genética. Un método
pionero fue el analisis de los genes conservados con regiones internas variables como
las regiones intergénicas del gen 16S mediante el uso de técnicas electroforéticas y de la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) como electroforesis
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en gel con gradiente de desnaturalizacion (DGGE), polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP), amplificacion aleatoria de ADN polimdrfico (RADP)
y polimorfismo de nucledtido simple (SNP) (Bedoya et al., 2002). Los avances
metodol6gicos mediante técnicas moleculares en conjunto con las técnicas de
aislamiento y purificacion de acidos nucleicos, secuenciacion y de ensamblado de
secuencias, se ha hecho posible el desarrollo de una nueva alternativa para el estudio de
microorganismos tal como la metagendmica. La metagendmica es el andlisis del
metagenoma, el cual es el conjunto de material genético de los microorganismos
presentes en un habitat, es decir, la metagenomica es el estudio del ADN de los
microorganismos presentes en el medio ambiente sin necesidad de aislarlos ni
cultivarlos en el laboratorio (Ferrer, 2004; Herrera y Castellanos, 2007). Desde el punto
de vista biotecnoldgico, la metagendmica es una herramienta importante en la busqueda
de nuevas actividades enzimaticas de interés industrial que en conjunto con los avances
en los métodos de secuenciacion, permite el escrutinio masivo de todo el conjunto de
genomas de microorganismos (cultivables y no cultivables) presentes en una muestra.
En la ultima década, esta tecnologia ha revolucionado el estudio de la diversidad
microbiana, la obtencion de metabolitos y el entendimiento de la dinamica de
poblaciones. Asi, el primer trabajo donde se demostro el potencial de la metagendmica
en el descubrimiento de nuevos genes fue realizado por Rondon et al. (2000) donde a
partir de suelos se identificaron nuevas enzimas con diversas actividades hemoliticas,
lipoliticas y amiloliticas. Posteriormente se realizaron otros estudios sobre diversidad de
poblaciones, en alimentos. Recientemente Nalbantoglu et al, (2014) realizd un estudio
metagendmico y escrutinio por secuenciacién (pirosecuenciacion) de los granos de kéfir
donde dio a conocer la diversidad microbiana del alimento. En otros trabajos siguieron
una metodologia de la metagendmica que consiste de los siguientes pasos: seleccion de
la muestra ambiental, extraccion de ADN, seleccion del tamafio de las moléculas,
decision de clonar o no el ADN y proponer el método de analisis y escrutinio. De los
cuales se encuentran, andlisis de libreria metagendmica por escrutinio funcional
(Riesenfeld et al., 2004; Schloss y Handelsman, 2004), por escrutinio mediante PCR
con oligonucledtidos degenerados (Cowan et al., 2005), y por el anélisis de la libreria

metagendmica por secuenciacion (Pefia-Castro et al., 2013; Cortés-L6pez et al., 2014).
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2.8.3 Secuenciacion de ADN

Hoy en dia, las técnicas modernas de secuenciacion post-Sanger, han abierto una
ventana enorme de hipdtesis a probar, que van desde el descubrimiento de genes y sus
productos, hasta la dindmica de poblaciones y el ensamblado de genomas microbianos.

La secuenciacion es una técnica de andlisis molecular que permite determinar la
composicion y el orden de los nucleotidos que forman un fragmento de ADN. Para su
determinacion de un fragmento de ADN, es necesario multiplicar el nimero de copias
de dichas molécula mediante PCR o usando vectores de clonacion (Sanger et al., 1977).
Sanger con el método enziméatico de terminacion de cadenas (método de los
didesoxinucledtidos), y Gilbert, con el método de fragmentacion quimica, desarrollaron
las primeras aproximaciones a la secuenciacion del ADN en los afios 70 (Sanger et al.,
1977). El método de Maxam y Gilbert permitian secuenciar el ADN original y detectar
modificaciones en el mismo, el método de Sanger es el que termino siendo mas popular.
En sus origenes se trataba de un método muy manual, tedioso y peligroso (por el uso de
compuestos radioactivos), y con una capacidad de lectura de unas 80 bases. El
comienzo de los proyectos de secuenciacion en a finales de los 90 hizo que esta
metodologia se adaptara a estrategias menos nocivas gracias a la utilizacion de
didesoxinucledtidos marcados con fluorescencia que se analizaban en una electroforesis
capilar y producian un cromatograma o electroferograma, a partir del cual se deducia la
secuencia en el ordenador. Esto permiti0 mejorar, automatizar y aumentar el
rendimiento del proceso de secuenciacion. Estos nuevos avances posibilitaron el
desarrollo de los secuenciadores automaticos de tipo ABI Prism (Applied Biosystems) o
CEQ-serie (Beckman Coulter). Esta tecnologia permitia secuenciar a la vez hasta 96
muestras de ADN en unas pocas horas, y la longitud de las secuencias que producia
estaba entre 500 y 1000 bases. La gran longitud de las lecturas generadas, en
comparacion con el proceso manual, junto con el desarrollo de las estrategias de
secuenciacion a gran escala (Whole Genome Shotgun Sequencing) facilitaban cada vez
mas el ensamblaje de las secuencias gendémicas. En 1995 se publicé el primer genoma
secuenciado de un organismo de vida libre, Haemophilus influenzae (Fleischmann et
al., 1995). En aquel tiempo los costos de secuenciacion eran demasiados, por lo que se
redujeron precios, desarrollaron los denominados secuenciadores de segunda
generacion, capaces de generar cientos de miles de reacciones de secuencias en paralelo
(secuenciadores de verdadero alto rendimiento (high-throughput) gracias a la
inmovilizacion de las reacciones en una superficie sélida. De esta forma, la cantidad de

reactivos necesarios se minimiza (podrian llamarse nanorreacciones) y se abarata por
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base leida. La primera aproximacion a la secuenciacion masiva en paralelo estd basada
en la pirosecuenciacion del ADN (Fleischmann et al., 1995; Mostafa et al., 1996). Se
trata de una técnica no fluorescente que mide la liberacion de pirofosfato en una
reaccion de polimerizacion mediante una serie de reacciones enzimaticas acopladas que
liberan luz cada vez que se incorpora un nucleétido, producen una imagen que se
analizan para proporcionar flujogramas que una vez interpretados por el ordenador
devuelven las secuencias de nucleétidos. Esta tecnologia fue desarrollada por la
empresa 454 Life Sciences que fue absorbida por Roche. Al mismo tiempo, otras dos
compafiias desarrollaron otro tipo de tecnologias para la secuenciacién masiva en
paralelo del ADN. Solexa utiliza también un método basado en la polimerizacion del
ADN, donde la incorporacion de un nucleétido marcado con fluorescencia y protegido
en la cadena naciente impide que ésta siga creciendo. Tras detectar la sefial fluorescente,
se elimina el grupo protector y se puede incorporar otro nucleétido marcado, con lo que
se empieza de nuevo el ciclo. La segunda tecnologia es la desarrollada por la compafia
SOLID, esta tecnologia secuencia por ligacion de octameros marcados de secuencia
conocida a la cadena de ADN, con la posterior deteccion de la sefial fluorescente
emitida tras cada ligacién. Ambas técnicas, Solexa y SOLID, tienen la gran ventaja
sobre la pirosecuenciacion de resolver de forma fiable las regiones homopoliméricas, y
ademas son mas baratas. Sin embargo, su gran desventaja radica en que no son capaces
de generar lecturas superiores a las 75 bases, por lo que no se pueden utilizar en las
secuenciaciones de novo. Una importante ventaja de todos los secuenciadores de
segunda generacion es secuencian el ADN sin necesidad de clonarlo. EIl primer
secuenciador de tercera generacién por Helicos BioSciences y se basa en la
secuenciacion a tiempo real de miles de millones de pequefias moléculas Unicas de
ADN adheridas a una superficie solida. Permite generar de forma fiable fragmentos de
entre 25 y 45 bases. Dada la pequefiez de las lecturas generadas, esta tecnologia esta
recomendada para la resecuenciacion de genomas y no para la secuenciacion de novo.
Otra tecnologia, encuadrada en los secuenciadores de tercera generacion, es la
desarrollada por ZS Genetics, que utiliza la microscopia electronica y permite leer la
secuencia del ADN directamente sobre una imagen electronica. La lectura de la
secuencia requiere de la replicacion previa de una hebra molde de ADN para poder
marcarla con bases modificadas con yodo, bromo o triclorometilo antes de analizarlas.

Una vez finalizada la secuenciacion y obtenida una secuencia de nucleotidos, se puede
comparar con secuencias depositadas en las bases de datos disponibles en internet como
GenBank, EMBL (European Molecular Biology Laboratory), RIDOM (Ribosomal
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Differentiation of Medical Microorganisms) y RDP (Ribosomal Database Project) entre
otras, usando programas informaticos como BLAST. Este software permite visualizar
una lista de secuencias similares a la secuencia problema, los alineamientos con
respecto a ella y los respectivos porcentajes de homologia, asociado finalmente la

secuencia problema a una especie en concreto.

2.9 Técnicas moleculares para el estudio de la diversidad microbiana

Existen técnicas moleculares para el estudio de la diversidad poblacional, para la
obtencion de metabolitos y el entendimiento, estructura de las poblaciones (Kirk et al.,
2004).

2.9.1 Enfoques basados en la PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa

La PCR dirigida al 16S rADN se ha usado ampliamente para estudiar la diversidad
procariota y permite su identificacion, asi como la prediccion de las relaciones
filogenéticas. Con el 18S rDNA y el espaciador transcrito interno (ITS) se utilizan cada
vez mas para estudiar comunidades de hongos. Sin embargo, las bases de datos
disponibles no son tan extensas como para los procariotas. Muchas otras técnicas han
sido desarrolladas para evaluar la diversidad de la comunidad microbiana. Estos
métodos, el ADN se extrae de la muestra y es purificada, el ADN diana (16S, 18S o
ITS) se amplifica usando primers universales o especificos y los productos resultantes
se separan en diferentes maneras (Kirk et al., 2004).

2.9.2 Gen ribosomal 16S rARN

Es un polirribonucleotido de aproximadamente 1.500 nucledtidos (nt), codificado por el
gen rrs a partir de cuya secuencia se puede obtener informacion filogenética y
taxondmica. Como cualquier secuencia de nucle6tidos de cadena sencilla, el 16S rARN
se pliega en una estructura secundaria, caracterizada por la presencia de segmentos de
doble cadena, alternando con regiones de cadena sencilla (Neefs et al., 1990). Proceden
de las subunidades pequefias de los ribosomas y reciben el nombre de rARN SSU (del
inglés, small subunit). Se encuentran altamente conservados, presentando regiones
comunes a todos los organismos, pero contienen ademas variaciones que se concentran
en zonas especificas. El analisis de la secuencia de fragmentos del gen 16S rARN de
distintos grupos filogenéticos reveld un hecho adicional de gran importancia préactica: la
presencia de una 0 mas secuencias caracteristicas que se denominan oligonucledtidos

asignados. Se trata de secuencias especificas cortas que aparecen en todos o en la mayor
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parte de los miembros de un determinado grupo filogenético y nunca, o sélo raramente,
estdn presentes en otros grupos, incluidos los mas proximos. Por ello, los
oligonucleotidos pueden utilizarse para ubicar a cada bacteria dentro de su propio grupo
(Woese et al., 1985). El 16S rARN presenta una serie de caracteristicas, consideradas
por Woese como crondmetro molecular definitivo (Woese, 1987). Se trata de una
molécula muy antigua, presente en todas las bacterias actuales. Constituye, por tanto,
una diana universal para su identificacion. Su estructura y funcién han permanecido
constantes durante un tiempo muy prolongado, de modo que las alteraciones en la
secuencia reflejan probablemente cambios aleatorios. Los cambios ocurren de manera
suficientemente lenta, como para aportar informacion acerca de todos los procariotas a
lo largo de toda la escala evolutiva. Los rARN SSU contienen, sin embargo, suficiente
variabilidad para diferenciar, no sélo los organismos més alejados, sino también los méas
préximos. El tamafio relativamente largo, 1500 nt, minimiza las fluctuaciones
estadisticas. La conservacion en estructura secundaria puede servir de ayuda en las
comparaciones, aportando una base para el alineamiento preciso. Dado que resulta
relativamente fécil secuenciar los fragmentos de 16S rARN, existen bases de datos
amplias en continuo crecimiento.

Una vez determinada la secuencia de nucledtidos y establecidas las comparaciones, sera
el grado de similitud entre las secuencias de 16S rARN de dos bacterias lo que indique

su relacién evolutiva.

29.3 DGGE

La electroforesis en gel del gradiente desnaturalizante (DGGE) es una técnica molecular
basada en una electroforesis que usa un gradiente quimico de urea y formamida para
desnaturalizar amplicones de ADN a medida que se muevan en un gel de acrilamida.
Esta técnica desarrollada por el cientifico Leonard S. Lerman, fue usanda con
anterioridad para identificar mutaciones puntuales en genes humanos responsables de
diferentes enfermedades (Fischer y Lerman, 1983). Posteriormente, su uso se ampli6 al
estudio de comunidades microbianas en Ecologia Marina (Lyautey et al., 2004) y con
mas profundidad en microbiologia de las alimentos, con la caracterizacion de
poblaciones responsables de la fermentacion y la maduracion de productos como el
queso siciliado artesanal (Randazzo et al., 2002), el queso azul Stilton (Ercolini et al.,
2003), el queso Cabrales (Flérez y Mayo, 2006), queso Rabiola di Roccaverano

(Bonetta et al., 2008), el kimchi, un plato tradicional de la gastronomia coreana
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compuesto por vegetales fermentados (Chang et al., 2008) y el queso fontina (Dolci et
al., 2013). Los estudios se basaron en la variacion nucleotidica interespecifica del gen
16S rARN, que codifica el rARN de la subunidad menor del ribosoma de los
procariotas. Se han desarrollado para fragmentos de ADN ribosémico amplificados por
PCR separadas de ADN con la misma longitud, pero con la variacién en la composicion
de nucledtidos. Las temperaturas de fusion se asocian a la secuencia y fragmentos de
ADN dejan de migrar cuando las regiones de pares de bases con la temperatura de
fusion mas bajo alcanzan esta temperatura. Esto se produce debido a una transicion de
conformacién de helicoidal a derretida parcialmente, y en consecuencia, el movimiento
a lo largo del campo eléctrico se detendra. Una abrazadera GC (secuencia rica GC)
unida para el extremo 5' se utiliza como un cebador especial para anclar los fragmentos
de PCR y evitar que se disocien completamente. El suelo bacteriano, dinamica,
estructura y diversidad aln estan siendo evaluados a través de este método, pero
también han sido reemplazados cada vez mas por plataformas de secuenciacion. La
técnica de DGGE de cultivo independiente es la més utilizada frecuentemente en la
microbiologia de los alimentos, es interesante observar que DGGE se ha aplicado a
todas las areas de microbiologia de los alimentos, como los alimentos fermentados,
deterioro de los alimentos y la seguridad alimentaria, siendo el mas rico y el primero en
términos de la literatura cientifica. DGGE es mas adecuado para la estudio de la
ecologia microbiana de las fermentaciones espontaneas. Vino, carne y productos
carnicos, leche y productos lacteos son los mas frecuentes tipos estudiados de
alimentos, tanto en términos de fermentacion y procesos de deterioro, mientras que de
masa fermentada y hortalizas se han investigado en menor medida, usando métodos
independientes del cultivo (Cocolin et al., 2013). Los alimentos fermentados son
transformaciones microbianas en el que un gran nimero de microorganismos pertenecen
a diferentes especies y géneros, los cuales compiten para establecer su supremacia.
DGGE se ha demostrado para ser capaz de estudiar los cambios dindmicos que se
producen durante la fermentacion de alimentos y poner de relieve las poblaciones
microbianas dominantes. Su potencial demostrado por Cocolin et al. (2007) en un
estudio en el que una optimizacion de los procedimientos de DGGE se llevd a cabo para
estudiar diferentes conjuntos de primers que se utilizan a menudo en el analisis de
DGGE, desnaturalizacion gradientes y las condiciones de electroforesis. Esta técnica
solo puede detectar los organismos mas abundantes presentes en la comunidad
bacteriana. Ademas, la interpretacion puede ser engafiosa como una Unica banda puede

representar a maltiples especies y misma especie pueden ser representados por maltiples
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bandas. Los primers de cada taxdn en combinacién con PCR anidada se han
desarrollado al perfil microbiano, poblaciones que se producen en baja abundancia y
parecen ser capaces de mostrar resultados congruentes con métodos mas rigurosos,
como el amplicon del gen 16S rRNA por Pirosecuenciacion para perfilar la baja
abundancia de poblaciones microbianas (Rincon-Florez et al., 2013). Este método
ofrece ventajas frente a técnicas convencionales como la rapidez, la sencillez, la
independencia de cultivo, la capacidad de estudiar muestras heterogéneas y de realizar
un seguimiento temporal y espacial de comunidades microbianas en diferentes habitats.
Sin embargo, presenta inconvenientes como una incorrecta identificacion ocasional de
la especie a la que pertenece una determinada banda. Las bandas que se aprecien tenues
pueden recortarse y someterse a una nueva PCR y a otra electroforesis. La
heterogeneidad de los operones ribosémicos, relativamente frecuentes en procariotas y
eucariotas, provoca que las bandas diferentes puedan pertenecer a una sola especie
(Fischer y Lerman, 1983).
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I1l.  JUSTIFICACION
La microbiota espontanea presentes en los quesos frescos artesanales es muy compleja,
estos microorganismos son los responsable de las caracteristicas sensoriales. Pero
también son responsables de defectos producidos por la presencia de ciertos
microorganismos contaminantes que disminuyen la calidad higiénica y sensorial de
estos quesos. Para evitar estos problemas, los fabricantes utilizan, cada vez con mas
frecuencia, leche pasteurizada. En el proceso de pasteurizacion se destruye la
microbiota espontanea presente en la leche, observandose que los quesos industriales
desarrollan un sabor menos intenso que los elaborados con leche cruda, motivo por el
cual son menos atractivos y por tanto menos consumibles por las personas de la region,
aun cuando, se asegure una mayor uniformidad del producto y se mejoren las
condiciones sanitarias. Por esta razdn es importante conocer que microorganismos
habitan en el queso fresco de la region de la Cuenca del Papalopan, con la finalidad de
hacer un estudio durante dos temporadas del afio para saber si la misma diversidad
microbiana se comporta igual. Con este analisis de diversidad microbiana, se podra
adicionar las cepas bacterianas benéficas a la leche pasteurizada a utilizar en la
elaboracion del queso fresco brindando asi la caracteristica sensorial autentica del queso

fresco artesanal de la region.
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IV. HIPOTESIS

La microbiota de los quesos frescos artesanales, analizada microbiologica y
molecularmente, de la Region de la Cuenca del Papaloapan mostrara una variabilidad de

acuerdo a la temporada de produccion.

V. OBJETIVOS
5.1 General
Caracterizar mediante métodos de microbiologia clasica y biologia molecular, la
microbiota de quesos frescos elaborados artesanalmente en la region de la Cuenca del
Papaloapan.

5.2 Especificos

1. Comparar la microbiota de los quesos frescos artesanales por temporada

(invierno y verano) mediante técnicas de microbiologia clésica.

2. Analizar la variabilidad del ADN genomico de muestras de quesos frescos de

diferentes temporadas de produccion mediante técnicas de PCR- DGGE.

3. Identificar los microorganismos que integran la microbiota de quesos frescos

artesanales mediante comparacién con secuencias registradas en GenBank.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Toma de muestras del queso fresco artesanal (QFA)

Se recolectaron 11 muestras del queso fresco elaborados tradicionalmente con leche
cruda procedentes de 4 lugares de la region de la Cuenca del Papaloapan, que se
tomaron en dos temporadas diferentes, en verano en el mes de julio (2014) e invierno
en el mes de enero (2015). Los lugares de muestreo fueron seleccionados de acuerdo a
un estudio estadistico de los ranchos con mayor productividad de quesos frescos de la
region, los cuales fueron: Tuxtepec (2 muestras), Chiltepec (1 muestra), Benemérito
Judrez (4 muestras) y Loma Bonita (4 muestras). Las muestras se obtuvieron
directamente de los productores con un periodo de anaquel de un dia. Para su analisis,
las muestras fueron trasladadas en una hielera a una temperatura aproximada de 4 °C a
los laboratorios de la facultad de Zootecnia y Ecologia de la Universidad Auténoma de
Chihuahua, estas fueron procesadas el dia posterior de su llegada.

La estrategia experimental se muestra en la Figura 3.

Muestra de QFA

Analisis

microbiolégico Analisis molecular

Extraccion del ADN

Conteo de celulas a ..
gendmico

partir de medios de

cultivos especificos
Amplificacién por
PCR del 165 rRNA

Separacion de 16S Corte y purificacion
IRNA por gel de de las bandas para ser
electroforesis DGGE secuenciadas

Analisis de las
secuencias

Figura 3. Estrategia experimental empleada para el andlisis microbiolégico y genético de la
microbiota del queso fresco artesanal.
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6.2 Procesamiento de la muestra

Una suspension de 10g de queso en 90ml de solucion buffer de fosfatos se homogenizo
por dos minutos en una licuadora (Laboratory Blender, UK). EI homogenizado se dejé
reposar por un minuto con la finalidad de permitir la sedimentacion de las particulas
grandes, tras lo cual, se utilizé 1 ml del sobrenadante para realizar diluciones decimales

seriadas para proceder a la siembra por duplicado en medios selectivos.

6.3 Analisis microbiolégico

Los medios y condiciones para crecimiento usados en la cuantificacion de bacterias,
hongos y levaduras fueron:

Agar conteo en placa (PCA; Oxoid) a 30°C para mesofilos; agar M17 (Oxoid)
conteniendo 1% de lactosa (M17L) a 30 y 45°C para Streptococos mesofilos y
Streptococos termdfilos respectivamente; agar DeMan rogosa sharpe (MRS; Oxoid) a
30°C para Lactobacillus mesdfilos; agar MRS suplementado con 500 pg/ml de
vancomicina (MRSV) a 30°C para Leuconostoc; agar baird-parker (BP; BD Bioxon)
suplementado con telurito de yema de huevo (BD Bioxon), a 35°C para Staphylococcus;
agar kanamycin aesculin azide (KAA; Oxoid) a 35°C para Enterococos; agar dextrosa y
papa (ADP; BD Bioxon) acidificado con acido tartarico al 10% (Merck) a 25°C para
levaduras y hongos; y agar bilis rojo violeta (BRV; Oxoid) a 32°C para coliférmes
totales.

Todos los medios se inocularon por siembra en superficie con 100 uL, de la dilucion
respectiva, excepto el medio BRV, el cual fue inoculado con 1000 pL por siembra en
masa. Los agares BP, KAA y VRB fueron incubados por 24 hrs; M17L, MRS y MRSV
por 48 hrs; PCA a 30°C fue incubado por 72 hrs; agar M17L y ADP lo fueron por 5
dias. Todos los medios se incubaron bajo condiciones anaerdbicas excepto PCA, ADP y
BRV (Renye et al., 2008). Las unidades formadoras de colonias (UFC) se determinaron
en las placas con conteos de entre 10-200 colonias. Todos los analisis se realizaron por
duplicado.

El conteo se llevo a cabo por recuento en placa, la cual determind el nimero de células
y/o agregados celulares que formaron colonias en las diferentes placas de agar. Como es

imposible distinguir entre colonias que proceden de células individuales de las que
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surgen de agregados, la poblacion final se expresé en términos de unidades formadoras

de colonias por unidad de volumen (UFC/ml).

El recuento en placa de colonias se realizd visualmente, con ayuda de un contador de
colonias (contador Quebec). Este contador es de fondo oscuro que muestra un fondo
iluminado y una magnificacion para que las colonias de cada muestra no se
confundieran. Para su conteo se fueron marcando las colonias contadas en el fondo de la
placa con un pincel con el fin de asegurarse que las mismas colonias no se cuenten de
nuevo.

El factor de dilucion se calculd mediante la formula:

Vol. de la muestra
(Vol. de la muestra + Vol. del diluyente)

Factor de dilucion =

También el volumen del inoculo y el nimero de colonias de la placa y el nimero de

microorganismos del queso fresco artesanal, se calcul6 el recuento mediante:

media del numero de colonias de placas duplicadas
UFC/ml =

(factor de dilucién x vol. inoculado en la placa)

Para los resultados del recuento se utilizaron las normas estandar de recuento. Las
normas utilizadas fueron (Harrigan, W.F. 1988; Maturin, et al. 1998)

1. Placas con numero de colonias en el intervalo de 20-200 (la mejor situacion
posible). Si en una estimacién preliminar las placas contienen entre 20 y 200 colonias,
descartar el resto de placas y contar solo las que estén en este intervalo.

2. Placas con un numero de colonias entre 1-20. Si el recuento proporciona
solamente placas con menos de 20 colonias, registrar el nimero real de colonias de las
placas que procedan de la diluciébn méas baja (es decir el inoculo mas concentrado
depositado en las placas).

3. Placas sin colonias. Cuando no aparecen colonias en las placas, el recuento que
se estima es como el mas pequefio del limite de deteccion del procedimiento utilizado.
El limite de deteccidn es el nimero que resulta de la presencia de una colonia en la
placa en la que se depositd la mas baja dilucién de la muestra.

4. Placas con mas de 200 colonias. Si la operacion rinde en placas que contengan
un numero de colonias superior a las 200, hallar el recuento estimado. Contar porciones

representativas de la placa en la que se deposite la dilucién mas elevada. Elegir un area
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representativa de un contador de colonias que esté dotado por rejillas de 1 cm. Si hay
menos de 10 colonias/cm?, contar 13 cuadrados (7 consecutivos en sentido horizontal y
6 en el vertical). Las sumas de los 13 cuadrados multiplicados por 5 es el recuento
estimado de los 65 cm2 de la placa. Si hay més de 10 colonias/cm2, contar 4 cuadrados
representativos y multiplicar la media por 65 para calcular el recuento de la placa.

5. Placas con colonias esparcidas. Contar una cadena de colonias que no estén muy
separadas como si fueran una sola colonia. Si las colonias pueden distinguirse, no
consideremos que estén esparcidas para fines de recuento. Si las cadenas de colonias se
forman a partir de puntos distintos, contar cada colonia como si fuera una sola. Si la

zona esparcida es superior al 25% de la placa, se anota como colonias esparcidas.

6.4 Analisis estadistico
Se realizd una analisis de varianza (ANOVA) mediante la prueba de Tukey para
efectuar el contraste entre temporadas (verano e invierno) de las muestras recolectadas,
se ajustd un modelo lineal con dos factores explicativos de efectos fijos a un nivel de
0=0.05, con el programa estadistico SAS/STAT® (SAS institute Inc., 2004, version 9.0).
El modelo estadistico se representa de la siguiente forma:
Vii= 1+ 1+ €ij
Donde:
yij= es la i-esima observacion en el j-ésimo nivel del factor explicativo fio.
u = es la media general de la variable de interés.
7i= €s el efecto aditivo del j-ésimo nivel del factor fio.

eij= Es el i-ésimo error aleatorio del modelo, en el j-ésimo nivel del factor fio.

6.5 Identificacion Genética

Para el analisis de la poblacion bacteriana, se utilizaron las muestras recolectadas. Las
muestras se descongelaron a temperatura ambiente, se tomé una alicuota de 1ml en un
tubo nuevo y estéril de 1.5 ml, la muestra se centrifugé a 5000 rpm durante 5 min para
obtener la pastilla de MOS y proceder a la extraccion de ADN. EI ADN de las bacterias
presentes en los quesos frescos se obtuvo siguiendo las especificaciones del kit de
extraccion NucleospinTissue de Macherey-Nagel agregandole una nueva solucién de
pre-lisis conteniendo 20 mM de Tris-HCI; 2 Mm de EDTA; 1% Triton X-100 pH 8 y 2
mg/ml de lisozima, dejando los demas puntos del protocolo igual al del fabricante.
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6.5.1 Evaluacion y cuantificacion del ADN
Se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %, en el que se cargaron 5 pl de
cada muestra mas 2 pl del buffer de carga azul de bromofenol, éste fue tefiido con
bromuro de etidio a 10 mg/ml. EIl gel fue visualizado con luz ultravioleta utilizando un
fotodocumentador MiniBis. Una vez que se corrobor0 la presencia de ADN integro, se
cuantificO y determiné su pureza por espectrofotometria en el espectrofotdmetro

NanoDrop (Thermo scientific).

6.5.2 Amplificacion (PCR) del ADN genémico

Todas las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen final de 25 pl con
100 ng de ADN, se uso la GoTaq Green Master Mix (Promega) y 50 ng de cada
oligonucledtido F=G17 (5"- GTG AAG TCG TAA CAA GG - 3") y B=GplusR (5’-
CGT CCT TCA TCG GCT - 3") (Godalova, et al. 2016). La amplificacion se realizé en
un termociclador Corbett bajo los siguientes parametros: desnaturalizacion inicial a
94°C por 2 min, seguido de 40 ciclos, cada uno con una desnaturalizacion a 94°C por
1min un alineamiento a 54°C por 1 min y una extension a 72°C por 1 min, terminando
con una extension final a 72°C por 5 min.

Los oligonucleotidos utilizados fueron disefiados para amplificar un fragmento de 16S

rRNA presentes en bacterias.

6.5.3 Andlisis PCR-DGGE
Para el analisis de la diversidad bacteriana mediante PCR para Electroforesis en
Gradiente de Desnaturalizacion (DGGE). Se utilizaron 100 ng/pul de ADN de cada
muestra como ADN templado para generar un amplicon para la electroforesis DGGE.
La PCR fue realizada bajo las siguientes condiciones: todas las reacciones de
amplificacion para PCR-DGGE se realizaron en un volumen final de 50 ul con 200 ng
de ADN, se uso la GoTaq Green Master Mix (Promega) y 100 ng de cada
oligonucle6tido B=GplusR (5’-CGT CCT TCA TCG GCT - 3) y F=G17-CG (5'- CGC
CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GGT GAA GTC
GTA ACA AGG - 3") donde se amplifico el gen 16s rRNA. Las reacciones se colocaron
en un termociclador Corbett bajo los siguientes parametros: desnaturalizacion inicial a
94°C por 2 min, seguido de 30 ciclos, cada uno con una desnaturalizaciéon a 93°C por 30
s un alineamiento a 78°C por 30 s y una extension a 72°C por 30 s, terminando con una

extension final de 72°C por 2 min.
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6.5.4 Evaluacion y purificacion de productos de PCR
Los resultados de la extraccion y de la amplificacion del gen 16S, se verificaron
mediante electroforesis horizontal (MINI SUB CELL GT BIO-RAD).
Los fragmentos amplificados se observaron por electroforesis en geles de agarosa al
1.5%, tenidos con bromuro de etidio a 10 mg/mL vy visualizando con luz ultravioleta en

el fotodocumentador ImageQuant 300 Pro (General Electric).

6.5.5 Andlisis de DGGE

Para conocer el cambio de la poblacién bacteriana de acuerdo a las muestras, se realizo
un andlisis de la diversidad mediante PCR-DGGE, que consiste en la separacion de las
cadenas dobles de ADN de los diversos MOS presentes en una sola muestra, dicha
separacion depende del punto de desnaturalizacion dado por la cantidad citosina (C) y
guanina (G) presentes en el fragmento de ADN amplificado (Muyzer, 1999). La
cantidad de C y G es diferente en cada fragmento amplificado ya que pertenece a una
cepa bacteriana en particular, por lo tanto cada banda observada representa a una
especie bacteriana.

Una vez obtenidos los amplicones mediante PCR utilizando los oligonucleétidos
especificos para este tipo de electroforesis, se procedié a correr la electroforesis en
gradiente de desnaturalizacion, utilizando un equipo DCode universal mutation
detection system (Bio-Rad, Hercules, Calif.) con geles de acrilamida al 8%
(acrilamida:bisacrilamida 37.5:1) con dimensiones de 16 cm x 16 cm x 1 mm, usando
un gradiente de desnaturalizacion de concentracion baja del 35% y una alta del 60%, y
como agentes desnaturalizantes urea y formamida (Walter et al., 2000). Se cargaron las
muestras obtenidas de los productos de PCR vy la electroforesis fue conducida con un
voltaje constate de 60 voltios con una temperatura de 60 °C durante 17 horas.

Los geles fueron tefiidos con una solucién de SYBR Green | nucleica cid gel stain
(invitrogen) y vistos con un fotodocumentador de luz UV ImagenQuant 300 (General
Electric). Se realizaron varias pruebas hasta obtener una fotografia de las bandas con
una mayor vision para ser analizadas con el software BioNuerics (version 6.6 Applied
Maths, Austin, TX). Y con base al patron de bandeo de las muestras y mediante el
calculo de las distancias euclidianas (lo que refleja la mayor similitud entre dos
muestras), se generd una matriz de distancias, con la cual se elaboraron dendogramas

mediante el método unweighted-pair group method with mathemetical averanges
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(UPGMA), el objetivo de hacer un dendograma o analisis de conglomerados es agrupar
las comunidades bacterianas de acuerdo a su semejanza.

Al tener las imagenes con los perfiles de bandeo de los geles DGGE, se eligieron
algunas bandas de interés en base a la intensidad y a la presencia de bandas en
determinadas muestras (cada banda representa el genotipo de una determinada especie
bacteriana), las bandas elegidas fueron cortadas con ayuda de un transiluminador UVP.
En total se eligieron 26 bandas, las bandas elegidas previamente fueron cortadas y
puestas en un microtubo estéril de 600 pl al cual se le adicion6 40 pl de buffer TE como
agente eluyente. La elucién el fragmento de ADN de la matriz de acrilamida, se hizo
siguiendo la técnica propuesta por Karnati et al., (2009). Con el ADN eluido se realizo
una reamplificacion mediante PCR en un volumen de 25 ul bajo las mismas condiciones
sefialadas anteriormente para la PCR-DGGE, utilizando los mismo oligonucledtidos,
con la diferencia de que el iniciador F=G17-CG no contenia la cola de CG necesarias
para DGGE. Una vez efectuada la PCR se corrio una electroforesis en gel de agarosa al
1.5% y a partir de éste se purificaron los amplicones que fueron mandados a
secuenciar.

Los productos de PCR se limpiaron utilizando el kit “Wizard ® SV Gel and PCR Clean-
Up System” (Promega) de acuerdo a las especificaciones del proveedor (Jiang et al.,
2011). Los amplicones contenidos dentro de la matriz del gel de agarosa, se cortaron
directamente del gel bajo luz UV y se colocaron en un microtubotubo de 1.5 mL al cual
se le agregaron aproximadamente 110 pl de “membrane binding solution”, cubriendo el
fragmento de agarosa, se agitdé vortex y se incubd a 65°C hasta que el gel quedo
completamente disuelto. Posteriormente se coloco la solucién dentro de la columna y se
procedid a seguir los siguientes pasos: se agregaron 25 ul de “membrane binding
solution” al producto de reaccion de PCR, se mezcl6 suavemente y la solucion total fue
colocada dentro de una minicolumna, previamente montada en un microtubo de 1.5 mL.
Se incub6 durante 1 min a temperatura ambiente para después centrifugarse a 13,000
rpm por 1 min, se desechd el eluido del microtubo y se lavd la columna con 700 pl de
“membrane wash solution”, luego se centrifugd de nuevo a 13000 rpm por 1 min, se
desechd el eluido y se repitié de nuevo el lavado con 500 pul, dando una centrifugacion a
13000 rpm por 5 min. Finalmente se cambié la columna a un microtubo nuevo y se le
agregaron 50 pl de “Nuclease-Free Water” y se incub6 por 1 min. Posteriormente se
centrifugo a 13,000 rpm por 1 min para obtener un eluido de ADN limpio. Este ADN se
cuantifico y verificd su pureza en el equipo NanoDrop (Thermo scientific) y finalmente

se almacen0 a -20°C para su posterior uso.
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6.5.6 Secuenciacion de los productos de DGGE
De los productos purificados se enviaron 15 pl para su secuenciacion automatica en el
equipo ABI PRIMS®3100 Genetic Analyzer (Perkin Elmer) a la Unidad de Diagndstico
y Anélisis Molecular del Instituto Nacional de Salud Publica ubicado en la Ciudad de

Cuernavaca Morelos, Méx.

6.5.7 Analisis de secuencias

Las secuencias de los amplicones se analizaron mediante la evaluacion de los
cromatogramas. Los cromatogramas de las secuencias que presentaron ruido se
redujeron para tener solamente el fragmento de la secuencia con mayor fiabilidad.
Posterior a la limpieza de las secuencias de los amplicones, se hizo el ensamble de los
productos forward y reverse. Para esto, se obtuvieron la secuencias reversas
complementarias de todas las reverse para que estuvieran en direccion 5°-3’.
Posteriormente con un alineamiento de la secuencia forward y la reversa
complementaria se obtuvo la secuencia consenso (Figura 4). Esto se hizo con el

software MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis).

Figura 4. Ensamblado de una secuencia a partir de los amplicones Forward y Reverse
(Cruz-Nolasco A. 2014).
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Una vez obtenidas las 26 secuencias, se realizé una comparacion de dichas secuencias
donde se utilizé la base de datos del GenBank usando el programa Blast del NCBI, con
el fin de identificar las bacterias por género y especie, eligiendo aquellas secuencias del
GenBank con mayor porcentaje de similitud (Lesk, 2002). Ademaés, con base al patron
de secuenciacion de las muestras y mediante el calculo de distancias euclidianas (lo que
refleja mayor similitud entre dos secuencias), se generé una matriz de distancias, con la
cual se elaboré un dendograma mediante el método “unweighted-pair group method
with mathemetical averages” (UPGMA), donde los grupos se fueron generando entre las
secuencias mas parecidas, pare esto se utilizd el software BioNuerics (version 6.6;
Applied Maths, Austin, TX).
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1 Analisis microbioldgicos

El anélisis microbioldgico basadas en medios de cultivos especificos, donde las
muestras de los quesos frescos artesanales provenientes de once productores diferentes
recolectados en dos temporadas, verano e invierno no mostraron diferencia significativa
(p > 0.05). Los respectivos conteos se muestran en el Anexo 1. En la Tabla 3 se
muestras los lugares de procedencia del muestreo, media aritmetica y sus desviaciones

estandar respectivamente.

Las muestras procedentes de BJ2 y LB2 muestran menor diversidad con respecto a
Enterococcus (Fig.5), Es decir, contienen un promedio de 4.58 a 6.16 Log UFC/ml.,
mientras que las demas mantienen un promedio de 6.51 a 7.88 Log UFC/mlI para las dos
temporadas. Con respecto a L. mesofilicos (Fig.6), las muestras procedentes de LB2 y
LB1 tienen menor diversidad con promedio de 5.45 a 6.57 Log UFC/ml y las muestras
procedentes de Chiltepec contienen la mayor diversidad con un promedio de 8.62 a 9.16
Log UFC/ml para ambas temporadas. La figura 7 muestra los promedios en Log
UFC/ml para Leuconostoc, las muestras procedentes de LB3 fue la de menor diversidad
para este grupo de bacterias con un promedio de 4.62 Log UFC/ml en invierno y para
verano con un promedio de 0 Log UFC/ml, las muestras procedente de Chiltepec
mostro mayor diversidad para este grupo con un promedio de 7.78 a 8.02 Log UFC/ml.
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Figura 7. Leuconostoc presentes en muestras de queso fresco artesanal de la regién de

la Cuenca del Papaloapan en temporada verano e invierno.

Figura 6. Lactobacillus mesofilicos presentes en muestras de queso fresco artesanal de

la region de la Cuenca del Papaloapan en temporada verano e invierno.

45



Las muestras procedentes de LB1 y LB2 muestran menor diversidad con respecto a S.
mesofilos (Fig.8), Es decir, contienen un promedio de 6.64 a 7.38 Log UFC/ml,
mientras que las demas mantienen un promedio de 7.41 a 9.43 Log UFC/mlI para las dos
temporadas. Con respecto a S. termofilos (Fig.9), las muestras procedentes de LB2
tienen menor diversidad con promedio de 5.19 a 5.36 Log UFC/ml, mientras que las
demas mantienen un promedio de 7.25 a 8.89 Log UFC/ml para las dos temporadas. La
figura 10 muestra los promedios en Log UFC/ml para mesofilos, las muestras
procedentes de LB1 y LB2 fueron las de menor diversidad para este grupo de bacterias
con un promedio de 6.66 a 7.43 Log UFC/ml, mientras que para las demas muestras
obtuvieron un promedio de 7.54 a 9.73 Log UFC/ml para ambas temporadas. Con
respecto a la diversidad de Lactococcus (Fig. 11), las muestras procedentes de LB1 y
LB2 contienen el menor promedio con un 6.54 a 7.69 Log UFC/ml y las muestras
procedentes de Chilt y BJ1 son las de mayor diversidad con un promedio de 8.86 a 9.56
Log UFC/ml para las dos temporadas. Las muestras procedentes de LB2 muestra el
menor nimero de diversidad bacteriana respecto a S. aureus (Fig. 12), con un promedio
de 5.71 Log UFC/ml en verano y 6.06 Log UFC/ml en invierno, para las demas
muestras se mostraron valores altos con promedios de 6.48 a 8.93 Log UFC/ml para
ambas temporadas. La figura 13 muestra los valores promedios en Log UFC/ml de las
coliformes totales, las muestras procedentes de LB2 y BJ2 son las de menor nimero de
diversidad con promedio de 4.85 a 6.72 Log UFC/ml y las procedentes de los demas
lugares de muestreo muestran promedios parecidos de 6.43 a 8.67 Log UFC/ml para
ambas temporadas. Con respecto a mohos y levaduras (Fig. 14), las muestras
procedentes de TUX1, TUX2, BJ1, BJ4, LB1, LB3 y LB4 muestran mohos con
promedios de 3 a 3.8 Log UFC/ml en ambas temporadas mientras que para las demas
muestran 0 Log UFC/ml, la muestra procedente de LB3 es la Unica que no presenta
levaduras en la muestra de verano, las demas presentan un promedio de 3.53 a 5.07 Log

UFC/ml en ambas temporadas.
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Figura 8. Streptococcus mesofilos presentes en muestras de queso fresco artesanal de la

region de la Cuenca del Papaloapan en temporada verano e invierno.
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La figura 15 muestra la comparacion de los microorganismos presentes en el queso

fresco artesanal, donde las muestras provenientes de once productores diferentes

recolectados en dos temporadas, verano e invierno no mostraron diferencia significativa

(p > 0.05). En la Tabla 3 se muestran todos los valores correspondientes a su media

aritmética y desviaciones estandar respectivamente.

A)
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B)

Figura 15. Microorganismos presentes en el queso fresco artesanal de la region de la
Cuenca del Papaloapan en temporada verano e invierno. A) Bacterias BAL, B)
Staphylococcus aureus, coliformes totales, mohos y levaduras.

Los resultados de todas las muestras recolectadas en la region de la Cuenca del
Papaloapan, al compararlas con los valores establecidos por la Norma Oficial Mexicana
NOM-243-SSA1-2010 (Tabla 2), se observd que la mayoria de estos se encuentran
dentro de los rangos establecidos para la flora lactica; sin embargo, los coliformes
totales, Staphylococcus aureus asi como mohos y levaduras estuvieron por arriba de los
limites establecidos en la norma (Tabla 3).

Tabla 2. Limites maximos (Log UFC/mI) de contenido microbiano para leche y quesos
establecidos por la Norma Oficial Mexicana NOM-243-SSA1-2010.

NOM-243-SSA1- Staphylococcus Coliformes Totales Mohos y Levaduras
2010 aureus
3.00 max. 2.00 max. 2.69 max.

En el caso de Staphylococcus aureus se observaron recuentos de hasta 7.93 Log
UFC/ml lo que sobrepasa al limite (3.00 méax. Log UFC/ml) establecido por la Norma
Oficial Mexicana, de la muestra recolectada marcada como Tux1 originaria de la ciudad
de Tuxtepec Oaxaca. Para el recuento de coliformes totales se observd una maxima de
7.88 Log UFC/ml de la muestra recolectada marcada como Tux2 originaria de la ciudad
de Tuxtepec Oaxaca, y una minima de 4.8 Log UFC/ml en la muestra marcada como
LM2 recolectada en Loma Bonita Oax., ambas recolectadas en verano (Tabla 2),

sobrepasando los valores limites maximos (2.00 max. Log UFC/ml) establecidos por
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norma. En el recuento de mohos y levaduras se observd una maxima de 3.5 Log
UFC/ml para mohos y 5.0 Log UFC/ml para levaduras provenientes de la muestra Tux1
de la ciudad de Tuxtepec Oaxaca y de la muestra BJ3 de la comunidad Benemérito
Juarez, ambas recolectadas en verano (Tabla 2), estas sobrepasaron los limites maximos
(2.69 méax. Log UFC/mI) registrados en la Norma Oficial Mexicana, y con un recuento
minimo para hongos y levaduras de 0.0 para la muestra LM3 recolectada en Loma
Bonita Oax., durante el verano (Tabla 2). En los recuentos de bacterias mesofilas aéreas
se encontr6 una maxima de 9.7 Log UFC/ml en la muestra de BJ1 recolectada
Benemérito Juarez Oax., y una minima de 6.6 Log UFC/ml de la muestra LM1
recolectada en Loma Bonita Oax., ambas de la temporada invierno (Tabla 2), entre estas
bacterias mesdfilas también se encuentran especies. Estos resultados nos indican que
durante la manipulacion y proceso no se tomaron las medidas higiénicas y sanitarias
convenientes. Staphylococcus aureus fue uno de los microorganismos mas presentes en
recuento microbiano en todas las muestras de queso, la presencia de este
microorganismo se debe a contaminacion de material y equipo de trabajo o materias
primas de origen animal como la leche pero principalmente por contaminacion directa
de portadores de la infeccion (a partir de la piel, boca y fosas nasales) que manipularon
el proceso o el producto terminado, esto indica que podrian existir enterotoxinas
estafilococicas capaces de provocar intoxicaciones al consumidor. Ejemplos de caja

petri con diversidad microbiana se muestran en la Figura 16.
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Figura 16. Diversidad microbiana en cajas petri con muestras de quesos frescos
artesanales. A) Agar Conteo en Placa (PCA; Oxoid) a 30°C con mesdfilos. B) Agar M17
(Oxoid) conteniendo 1% de lactosa (M17L) a 30 °C con Streptococcus mesdfilos. C)
Agar DeMan Rogosa Sharpe (MRS; Oxoid) a 30°C con Lactobacillus. D) Agar MRS
suplementado con 500 pg/ml de vancomicina (MRSV) a 30°C para Leuconostoc. E)
Agar M17 (Oxoid) conteniendo 1% de lactosa (M17L 45°C para Streptococcus
termofilos. F) Agar Bilis Rojo Violeta (BRV; Oxoid) a 32°C con coliformes totales.
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Tabla 3. Carga microbiana encontrada en muestras del queso fresco artesanal de la Region de la Cuenca del Papaloapan (Log UFC/ml).
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6.2 Identificacion Genética

6.2.1 Andlisis de la temporada verano.

Las muestras de quesos recolectados en el mes de julio (verano) de 2014, fueron
recolectadas todas en un mismo dia. La temperatura para los diferentes lugares de
muestreo estuvo entre los 36-40°C.

A las 11 muestras de quesos frescos recolectadas de los diferentes lugares durante el
verano se les extrajo el ADN. Posteriormente se les realizd una amplificacion por la
técnica de PCR utilizando la Go Tag Green Master Mix (Promega), logrando asi una
amplificacion de aproximadamente 450 pb, observandose fragmentos inespecificos,

usando los oligos B=G+ y G17. Representadas en la Figura 17.

Figura 17. Gel de Electroforesis en agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro
de etidio de los amplicones de las muestras de queso fresco de la
temporada de verano. 1) Marcador de peso molecular 1000 pb 1.5 pl (100
ng/ ul). 2) Control positivo 10 pl. 3) Tux1 10 pl. 4) Tux2 10 pl. 5)
Chiltepec 10 pl. 6) LB1 10 pl. 7) LB2 10 pl. 8) LB3 10 pl. 9) LB4 10 pl.
10) BJ1 10 pl. 11) BJ2 10 pl. 12) BJ3 10 pl. 13) BJ4 10 pl. Imagen
analizada con ImageJ.

Se realizo la PCR con los oligonucledtidos F=G17-CG y B=GplusR para DGGE. En la
Figura 18, se muestra el perfil de bandeo de las poblaciones bacterianas. Cada banda
representa a una especie bacteriana. Posteriormente, los perfiles de cada comunidad
fueron asociados en grupos mediante el calculo de una matriz de distancias euclidianas

con ayuda del del software BioNumerics (version 6.6; Applied Maths, Austin Tx)
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utilizando la técnica UPGMA, donde se generd un dendograma como resultado del
andlisis de distancias y mediante porcentajes de semejanza (indicados en los nodos de

cada grupo).

Figura 18. Electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion al 8% (35%-60%)
tefiido con SYBR Green I nucelic acid gel stain (Invitrogen™). Vistos con un
fotodocumentador de luz UV ImagenQuant 300 (General Electric). Los amplicones
corridos fueron obtenidos con las muestras de ADN provenientes de quesos frescos
artesanales recolectados en verano.

En la Figura 19 se muestra el dendograma obtenido mediante el calculo de distancias
euclidianas, donde, se aprecia que las agrupaciones se dieron siendo la principal fuente
de variacion el lugar de origen y modo de preparacion, indicados en los nodos formados
se muestra el porcentaje de semejanza.

Con los resultados se mostro que, los perfiles originados de las muestras recolectadas en
Tuxtepec (TUX1, TUX2) fueron los mas parecidos formando un grupo con 66.7% de
semejanza, es decir, que en estos dos puntos de muestreo la mayor parte de su
diversidad microbiana influyo el lugar de origen y su modo de preparacion sobre su

diversidad. Para las demas muestras, se vieron mas relacionadas entre ellas con un
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50.9% de semejanza, donde se formaron grupos y subgrupos. Ademés de que fueron
diferentes al primer grupo con un 43.2 % de semejanza. Estos resultados nos indican
que para el resto de las muestras, el lugar de origen y modo de preparacion no influye

sobre su diversidad bacteriana.

60
80
100

LB1
65| LB3
CHIL
LB2
787 BJ3
621 I BJ1

432| 561 LB4
BJ2

TUX1
TUX2

Figura 19. Dendograma (software BioNumerics version 6.6; Applied Maths, Austin TX,
utilizando la técnica UPGMA,) de andlisis mediante PCR-DGGE de las comunidades
bacterianas presentes en los quesos frescos artesanales recolectadas en verano.

Posteriormente, se analizé el gel de PCR-DGGE (Figura 18), donde se eligieron las
bandas de interés con base a la intensidad del bandeo o bien a la presencia de algunas
bandas sélo en algunas muestras. EI ADN contenido de las bandas seleccionadas
mostradas en la Figura 20, se reamplificar6n con el mismo par de nucledtidos.

Del total de bandas seleccionadas, las nimero 15, 17, 18, 21, 22, 23 y 26 no se
secuenciaron debido a que no se llegd a la concentracion y pureza adecuada para su
secuenciacion. En total se secuenciaron 19 bandas.

A cada secuencia obtenida se le hizo el ensamble de los productos forward y reverse,

obteniendo las secuencias consenso. En anexo 2, se muestran las secuencias obtenidas.
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Figura 20. Bandas seleccionadas del gel en DGGE, vistas con ayuda del software
BioRad. Los amplicones corridos fueron obtenidos con las muestras de los quesos
frescos artesanales recolectados en verano.

En resultados encontrados en la base de datos del GenBank (Tabla 4), se encontrd
variedad en microorganismos, donde se localizaron Streptococcus, Lactococcus,
Leuconostoc, Lactobacillus, Enterococcus, Pediococcus, Deinococcus, Enterobacter y
Halobacteroides, Holoterrigena y Salmonella.

De acuerdo con Klaenhammer et al., (2002), los principales géneros del grupo de las
BAL presentes en el queso son los Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,
Enterococcus y Streptococcus. Comparados con nuestros resultados se encontraron
estos microorganismos en las muestras de quesos frescos artesanales.

Carrasco et al., (2002) aislaron 27 cepas BAL a partir de quesos artesanales y
comerciales, 9 de las cepas mostraron actividad antimicrobiana que deterioran la leche,
el queso y otros alimentos. Dentro de esas nueve se encuentran Lactobacillus,
Enterococcus y Lactococcus principalmente. Lactococcus lactis localizada con el
namero de banda 13 en la muestra LB1, tiene un gran interés industrial debido a que

produce nisina. La nisina es una bacteriocina, que actualmente es la Gnica aprobada por
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la FDA, para incluirse en alimentos, para inhibir el crecimiento de microorganismos

patégenos (Klenhamer, 1988; Martin del Campo et al., 2008). Sin embargo, se han

aislado otras bacteriocinas de otros géneros d bacterias acido lacticas como,

Pediococcus acidilactici, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sake, Lactobacillus

plantarum y Lactobacillus helveticus (Martin del Campo et al., 2008). En el analisis de

las secuencias también se localizd Salmonella entérica, es una bacteria de origen

patdgeno responsable de infecciones en humanos y animales domésticos (Porwollik et
al., 2004).

Tabla 4. Marcadores de referencia obtenidos en la base de datos del GenBank.

No. de Identificacion taxonomica % de No. de acceso
banda similitud

DGGE

1 Haloterrigena saccharevitans strain JCM 12889 16S 100 NR_113512.1
ribosomal RNA gene, complete sequence

2 Pediococcus lolii strain NGRI 0510Q 16S ribosomal RNA 99 NR_041640.1
gene, complete sequence

3 Halobacteroides halobius strain DSM 5150 16S ribosomal 99 NR_102480.1
RNA gene, complete sequence

4 Streptococcus saliviloxodontae strain NUM 6306 16S 100 NR_126178.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

5 Deinococcus peraridilitoris strain DSM 19664 16S ribosomal 92 NR_102475.1
RNA gene, complete sequence

6 -

7 Pediococcus lolii strain NGRI 0510Q 16S ribosomal RNA 99 NR_041640.1
gene, complete sequence

8 Leuconostoc rapi strain LMG 27676 16S ribosomal RNA, 98 NR_136799.1
partial sequence

9 Streptococcus oligofermentans strain AS 1.3089 16S 100 NR_103943.1
ribosomal RNA gene, complete sequence

10 Lactobacillus fermentum strain CIP 102980 16S ribosomal 96 NR_104927.1
RNA gene, complete sequence

11 Streptococcus oligofermentans strain AS 1.3089 16S 100 NR_194033.1
ribosomal RNA gene, complete sequence

12 Pediococcus lolii strain NGRI 0510Q 16S ribosomal RNA 100 NR_041640.1
gene, complete sequence

13 Lactococcus lactis subsp. tructae strain L105 16S ribosomal 82 NR_116443.1
RNA gene, partial sequence

14 Staphylococcus saprophyticus strain ATCC 15305 16S 94 NR_074999.1
ribosomal RNA gene, complete sequence

16 Enterobacter aerogenes strain KCTC 2190 16S ribosomal 100 NR_102493.1
RNA gene, complete sequence

19 Enterococcus faecalis strain LMG 7937 16S ribosomal RNA 91 NR_114782.1
gene, complete sequence

20 Streptococcus oligofermentans strain AS 1.3089 16S 100 NR_103943.1
ribosomal RNA gene, complete sequence

24 Enterococcus hirae strain ATCC 9790 16S ribosomal RNA 100 NR_075022.1
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gene, complete sequence
25 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium 100 NR_074910.1
strain LT2 16S ribosomal RNA gene, complete sequence

Las secuencias originales sin hacerle algun cambio, fueron analizadas usando el
Secuencer 5.3 (gene code corp, Ann Arbor, MI) y comparadas a las secuencias
disponibles en el GenBank usando el programa BLASTN en el NCBI (National Center
for Biotechnoly Information) Figura 21. Fueron analizadas de acuerdo con los
resultados mostrados en el gel de los productos de DGGE.

En este analisis se observa la variedad de microorganismos por cada muestra
localizados en diferentes puntos geograficos de la region de la region de la cuenca del
Papaloapan. La bacteria predominante en todas las muestras fue Halobacteria sp.
excepto en BJ4 y BJ2, sus concentraciones en las muestras fue del 10% al 22%. Su
predominio se debe a que crecen en medios salados con temperaturas de 42°C
(DasSarma, et al. 2006). Provotella ruminicola se encontré en la mayoria de las
muestras en excepcion de TUX1, TUX2 Y CHIL, con concentraciones de 10-15%. P.
ruminicola es una de las bacterias que lleva a cabo la digestion de las pectinas mediante
un proceso fermentativo (Dehority, 1969). La pectina representa del 10 al 20% del total
de los carbohidratos que conforman los principales forrajes utilizados en nutricion de
rumiantes. La presencia de estas bacterias se asocia con la alimentacién del ganado y su
produccion de leche. Se encontr6 el género Mogibacterium sp . en las muestras de
TUX1, TUX2 Y CHIL con porcentajes de 10 a 15 de concentracion. Estas bacterias
estan asociadas a enfermedades bucales moderadas y severas, encontradas en cavidades
bucales (incluida la placa dental), lesiones periodontales, infecciones dentales y dentina
cariosa (Nakazawa et al, 2000). Sphingopyxis sp. se encontrd en 8 muestras (CHIL,
TUX1, TUX2, BJ2, BJ3, BJ4, LB3 y LB4), estas bacterias se pueden encontrar en una
variedad de ambientes, como en aguas saladas, composta, aguas residuales y en aguas
contaminadas con hexaclorociclohexano. Es de interés industrial, debido a que este
género es capaz de degradar compuestos de hidrocarburos aromaticos mono y
policiclicos (Kim J. et al., 2014). También se localizaron géneros lacticos como
Streptococcus, y Pediococcus (Stiles y Holzapfel, 1997). Algunos otros géneros
encontrados en menor porcentaje como Proteus, shimia, Rhizophydium, Psudomonas,

Halocella, Longilinea, Myxococcus, Nannocystis, Phormidium, Serratia y Sorangium.
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La mayoria de estos géneros se transmiten la manipulacion de los quesos, desde la leche
cruda hasta el producto final.
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Figura 21. Bacterias encontradas en las muestras de quesos usando el Secuencer 5.3.

En la Figura 21 se puede distinguir que las muestras BJ1, BJ3, LB1, LB2 y LB4 tienen
el mayor numero de poblacion microbiana, donde, se pueden encontrar las bacterias
lacticas asi como muchos patdgenos generados desde la manipulacion de la leche cruda
y durante el proceso del producto final. Las muestras LB3 y LB4 cuentan con una
diversidad intermedia y las TUX1, TUX2 y CHIL son las de menor nimero de
diversidad, dentro de su diversidad también se encuentran bacterias lacticas y
patogenas. Esto se puede ver reflejado a que las bandas de estas muestras contaban con

menos intensidad y que no se llegara a la concentracion adecuada para ser secuenciada.
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6.2.2 Analisis de la temporada invierno.

Las muestras de quesos recolectados en el mes de enero (invierno) de 2015, fueron
recolectadas todas en un mismo dia. La temperatura para los diferentes lugares de
muestreo estuvo entre los 27-31°C.

A las 11 muestras de quesos frescos recolectadas de los mismos lugares anteriormente
analizados pero ahora durante el invierno se les extrajo el ADN. Posteriormente se les
realiz6 una amplificacion por la técnica de PCR utilizando la Go Tag Green Master Mix
(Promega), logrando asi una amplificacion de aproximadamente entre 300 y 450 pb,
observandose fragmentos inespecificos, usando los oligos B=G+ y G17. Representadas

en la figura 22.

Figura 22. Gel de Electroforesis en agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de
etidio de los amplicones de las muestras de queso fresco de la temporada de
invierno. MP) Marcador de peso molecular 1000 pb 1.5 ul (100 ng/ ul). 1)
Chiltepec 10 pl. 2) Tux1 10 pl. 3) Tux2 10 ul. 4) BJ1 10 pl. 5) BJ2 10 pl. 6)
BJ3 10 ul. 7) BJ4 10 pl. 8) LB1 10 ul. 9) LB2 10 pl. 10) LB3 10 pl. 11) LB4
10 pul. Imagen analizada con ImageJ.

Se realiz6 la PCR con los oligonucleétidos F=G17-CG y B=GplusR para DGGE. En la
Figura 23, se muestra el perfil de bandeo de las poblaciones bacterianas. Cada banda
representa a una especie bacteriana. Posteriormente, los perfiles de cada comunidad
fueron asociados en grupos mediante el calculo de una matriz de distancias euclidianas

con ayuda del del software BioNumerics (versién 6.6; Applied Maths, Austin Tx)
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utilizando la técnica UPGMA, donde se generd un dendograma como resultado del
andlisis de distancias y mediante porcentajes de semejanza (indicados en los nodos de
cada grupo).

Figura 23. Electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion al 8% (35%-60%)
tefiido con SYBR Green I nucelic acid gel stain (Invitrogen™). Vistos con un
fotodocumentador de luz UV ImagenQuant 300 (General Electric). Los amplicones
corridos fueron obtenidos con las muestras de ADN provenientes de quesos frescos
artesanales recolectados en invierno.

En la Figura 24 se muestra el dendograma obtenido mediante el calculo de distancias
euclidianas, donde, se aprecia que las agrupaciones se dieron siendo la principal fuente
de variacion el lugar de origen y modo de preparacion, indicados en los nodos formados
se muestra el porcentaje de semejanza.

En los resultados muestran dos grupos, el perfil originado por la muestra TUX1 con un
40.8% de semejanza al resto de las muestras.

Para las demas muestras, se vieron mas relacionadas entre ellas con un 57.1% de

semejanza, donde se formaron grupos y subgrupos. Estos resultados nos indican que las
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muestras, el lugar de origen y modo de preparacion influye sobre su diversidad

bacteriana.
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Figura 24. Dendograma (software BioNumerics version 6.6; Applied Maths, Austin TX,
utilizando la técnica UPGMA,) de andlisis mediante PCR-DGGE de las comunidades
bacterianas presentes en los quesos frescos artesanales recolectadas en invierno.

Se analizé el gel de PCR-DGGE (Figura 23), donde se eligieron las bandas de interés
con base a la intensidad del bandeo o bien a la presencia de algunas bandas sélo en
algunas muestras. EI ADN contenido de las bandas seleccionadas mostradas en la
Figura 25, se reamplificaron con el mismo par de nucleétidos.

Del total de bandas seleccionadas, las numero 1, 3, 8, 13, 16, y 18 no se secuenciaron
debido a que no se llego a la concentracion y pureza adecuada para su secuenciacion. En
total se secuenciaron 11 bandas.

A cada secuencia obtenida se le hizo el ensamble de los productos forward y reverse,
obteniendo las secuencias consenso. En el anexo 3, se muestran las secuencias

obtenidas.
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Figura 25. Bandas seleccionadas del gel en DGGE, vistas con ayuda del software
BioRad. Los amplicones corridos fueron obtenidos con las muestras de los quesos
frescos artesanales recolectados en invierno.

En resultados encontrados en la base de datos del GenBank se encontr6 variedad en
microorganismos predominando la flora lactica, y se identificaron los siguientes
microorganismos:  Streptococcus,  Lactococcus,  Leuconostoc,  Enterococcus,
Pediococcus, Enterobacter, Klebsiella, Bacillus, Staphylococcus y Salmonella.

De acuerdo con Klaenhammer et al., (2002), los principales géneros del grupo de las
BAL presentes en el queso son los Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,
Enterococcus y Streptococcus. Comparados con nuestros resultados se encontraron la
estos microorganismos en las muestras de quesos. Lactococcus y Streptococcus fueron
las mas representativas en el perfil de DGGE de las muestras de quesos. Lactococcus
lactis subsp. cremoris fueron las bacterias localizadas en dos puntos de muestreo y de
las mas extendidas. Estas bacterias son capaz de producir lactococcina G, son
bacteriocinas que inhiben el crecimiento de microorganismos patogenos (Martin del
Campo et al., 2008), podrian ser propuestas como iniciadores para la produccion de

queso.
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Tabla 6. Marcadores de referencia obtenidos en la base de datos del GenBank.

No. de Identificacion taxonémica % de No. de acceso
banda similitud

DGGE

2 Klebsiella quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae strain 82 NR_134062.1
01A030 16S ribosomal RNA, partial sequence

4 Pediococcus lolii strain NGRI 0510Q 16S ribosomal RNA 92 NR_041640.1
gene, complete sequence

5 Leuconostoc kimchii strain IMSNU 11154 16S ribosomal 93 NR_075014.1
RNA gene, complete sequence

6 Streptococcus oligofermentans strain AS 1.3089 16S 97 NR_103943.1
ribosomal RNA gene, complete sequence

7 Lactococcus lactis subsp. cremoris strain NBRC 100676 16S 82 NR_113925.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

9 Enterobacter aerogenes strain KCTC 2190 16S ribosomal 100 NR_102493.1
RNA gene, complete sequence

10 Enterococcus hirae strain ATCC 9790 16S ribosomal RNA 100 NR_075022.1
gene, complete sequence

11 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium 100 NR_074910.1
strain LT2 16S ribosomal RNA gene, complete sequence

12 Lactococcus lactis subsp. cremoris strain NBRC 100676 16S 100 NR_113925.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

14 Streptococcus oligofermentans strain AS 1.3089 16S 92 NR_103943.1
ribosomal RNA gene, complete sequence

15 Staphylococcus pseudolugdunensis strain B006 16S 100 NR_115938.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

17 Lactococcus lactis subsp. cremoris strain NBRC 100676 16S 94 NR_113925.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

19 Bacillus coagulans strain NBRC 12583 16S ribosomal RNA 99 NR_041523.1

gene, partial sequence

Las secuencias originales sin hacerle algin cambio, fueron analizadas usando el
Secuencer 5.3 (gene code corp, Ann Arbor, MI) y comparadas a las secuencias
disponibles en el GenBank usando el programa BLASTN en el NCBI (National Center
for Biotechnoly Information) Figura 26. Fueron analizadas de acuerdo con los
resultados mostrados en el gel de los productos de DGGE.

En este analisis se observa la variedad de microorganismos por cada muestra
localizados en diferentes puntos geograficos de la region de la cuenca del Papaloapan.
La bacteria predominante en todas las muestras fue Bacillus sp. con un 30-50% de su
concentracion. La presencia de Bacillus sp. en las muestras de queso estar relacionado
con la presencia de multicopias del 16S rRNA gen para estos microorganismaos como se
informo en otros estudios (Dahllof et al., 2000, Cocolin et al., 2004, 2007).
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Seguidas de Aqueabacterium sp encontradas en la mayoria de las muestras excepto de
LB4 y CHIL. Aqueabacterium sp han sido encontradas en agua potable (Kalmbach,
1999). Klebsiella, Wautersiella y Serratia se encontraron en CHIL, TUX1, TUX2, BJ1,
BJ2, BJ3, LB1, LB2 y LB3. Estas bacterias pueden infectar los sistemas urinario o
respiratorio, incluso neumonia (Podschun, 1998). Candidatus sp.se encontré en las
muestras de TUX2 y BJ1, en concentraciones de 10%. Esta bacteria puede usarse
cuando es bien caracterizada debido a que no es cultivable (Murray, 1995). En la
muestra LB4 con el 30% de concentracion se encontrd6 Ruminococcus sp., también se
localizaron en las muestras LB2, LB4 y TUX2 pero en menor concentracion. Esta
bacteria es de clase Clostridia, se encuentran en cantidades significativas en los
intestinos de los seres humanos (Liu et al., 2008). Myxococcales sp.se presento LB4,
LB3, LB1, BJ4 y BJ3, estas bacterias viven en sitios ricos en materia organica como
suelos, estiércol, excrementos de animales y restos vegetales. Ademas son capaces de

degradar polisacéaridos como la celulosa y quitina (Kiskowski et al., 2004).
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Figura 26. Bacterias encontradas en las muestras de quesos usando el Secuencer 5.3.
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El presente estudio se demostré que las principales bacterias acido lacticas de la
diversidad microbiana asociados al queso fresco de la regién de la Cuenca del
Papaloapan fueron: Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Enterococcus vy
Streptococcus. Otros como Klebsiella, Salmonella, y otros grupos también se
identificaron en algunas muestras y su presencia podria estar asociada a las menores
condiciones higiénicas durante la ordefia y proceso de produccion.

En los perfiles bacterianos de DGGE, las bandas identificadas con bacterias acidos
lacticas coinciden con la microbiana en medios de cultivos selectivos para las muestras
de verano e invierno. En invierno con excepcion de Lactobacillus, no se coincide con la
microbiana de Lactobacillus en medio agar MRS. Sin embargo, la selectividad de este
medio es conocida a menudo determina y sobreestima el nimero de Lactobacillus,
como se observa en otros (Ampe et al., 1999, Randazzo et al., 2002, Ercolini et al.,
2003; Dolci et al., 2008).

En los resultados con las secuencias que no fueron modificadas, y que estuvieron
vinculadas a los perfiles de DGGE, no coincidieron en los resultados obtenidos con los
medios selectivos y las secuencias consenso. En los datos obtenidos por Secuencer 5.3

(gene code corp, Ann Arbor, MI) estan mas dirigidos a patdgenos.
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VIIl. CONCLUSIONES

En general, todas las muestras se encontraban con grandes cargas microbianas. En los
andlisis estadisticos se encontrd se encontré que la flora patdgena rebasaba los valores
limite de carga microbiana establecida por la norma, por lo que estos quesos no estaban
aptos para el consumo humano. El recuento de microorganismos indicé una gran
diversidad microbiana de importancia industrial principalmente las bacterias &cido
lacticas. Las técnicas moleculares aplicadas al anélisis de los quesos frescos artesanales
permitieron identificar microorganismos presentes en las muestras. La base de datos del
GenBank permiti6 identificar los microorganismos presentes en la poblacion, en la que
predominaron las BAL de las que fueron identificadas principalmente Streptococcus,
Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, y Enterococcus. Estas bacterias fueron
encontradas tanto en la temporada invierno como verano. Ademas se identificaron
coliformes totales como la Salmonella, Klebsiella y otros grupos de origen patdgeno.

En conclusién, los resultados obtenidos en este estudio permitieron la identificacion de
especies microbianas tales como L. lactis que estan relacionadas con la produccion de
este queso artesanal. Para las diferencias entre las temporadas verano e invierno, los
muestras reveladas en medios de cultivos independientes fueron muy parecidas mientras
que el método PCR-DGGE, mostraron perfiles bacterianos especificos para cada
muestra en las dos temporadas, donde no se vio una variabilidad de diversidad entre
microorganismo. Las temporadas y el lugar de procedencia parecen no afectar la
microbiota ni las caracteristicas tipicas de este producto. Los estudios con métodos
complementarios demostraron ser muy Utiles para obtener informacién sobre la

microbiota del queso fresco artesanal.
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IX. PERSPECTIVAS

Este trabajo presenta las bases para el aislamiento y la identificacion de BAL, esto da
pie para actividades:

Seleccionar las cepas bacterianas benéficas que dan las caracteristicas sensoriales del
queso fresco artesanal y usarlas como cultivo iniciador en el proceso del queso con
leche pasteurizada.

Determinar la capacidad antagonica de las cepas lacticas aisladas, en contra de los
patdgenos.

Produccion de bacteriocinas a partir de bacterias acido lacticas para la industria de los
alimentos, debido al interés de utilizar conservadores bioldgicos como lo demandan los
consumidores y por el interés de los industriales de emplear estas sustancias como una
biotecnologia relativamente econdmica, factible de aplicarse a diversos alimentos que

requieren de procesos de fermentacion.
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Anexo 1. Recuentos de microoganismos en placa temporada Verano

A las 24 horas de incubacién

Muestra
Disclusion -3|incontable incontable [incontable incontable |incontable incontable |incontable incontable 361|incontable incontable 49 |incontable incontable
-4 353 321|incontable incontable |incontable incontable |incontable incontable 370 341 11|incontable incontable
-5 82 90 107 120|incontable incontable |incontable incontable 58 109 86
-6 26 79 93 70 61
-7 16 12 11|
-8 0| 6 0|
Muestra
Disolusion incontable incontable 289(incontable incontable |incontable incontable incontable incontable |incontable incontable incontable incontable
-4 118 128 149|incontable incontable 363 364 130 140 96
-5 26 65
-6
-7
Muestra
Disolusion incontable incontable [incontable incontable (incontable incontable |incontable incontable incontable incontable [incontable incontable |incontable incontable incontable incontable |incontable incontable
-d4lincontable incontable |incontable incontable |incontable incontable [incontable incontable incontable incontable [incontable incontable 389 466|incontable  incontable

236 120(incontable

48

incontable
404
36
25

incontable
391
62
44

incontable
55
19|
0|

131 384
81
21

0

354
112
24
0

97
66

126|incontable incontable

134
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A las 48 horas de incubacion
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A las 72 horas de incubacion

Mohos y Levaduras (PDA) 25°C aerobio

Muestra Tuxl Tux2 Chiltepec BJ1 BJ2 BJ3 BJ LB1 LB2 LB3 LB4

Disolusion mohos levaduras  mohos levaduras  mohos levaduras  mohos levaduras  mohos levaduras  mohos levaduras  mohos levaduras  mohos levaduras  mohos levaduras  mohos levaduras  mohos levaduras
2 s| 64 2 32 1 64 15 (o] 11 0 116 3 48 2 34 1 51 ol 0 (o] 48
3 1 12 2 1 1 17 1 3 0 1 0 1 0 2 2 6 0 10 0 1 0 0
4 0 2 0 0 0 3 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1
5 o 0 (o] 0 (o] 0 0 0 (o] 0 (o] 0 [m) 0 o] 0 (o] 0 o 0 (o] 0
6 o 0 (o] 0 (o] 0 0 0 (o] 0 (o] 0 o 0 (o] 0 (o] 0 o 0 (o] 0
7 [m) 0 (o] 0 (o] 0 o 0 (o] 0 (o] 0 [m) 0 (o] 0 (o] 0 [m) 0 (o] 0
2 4 61 5 26 [o] 56 6 19 o] 8 2 120 4 45 3 23 1 68 [m) 1 1 36
3 2 11 (o] 2 (o] 7 0 1 (o] 2 (o] 15 [m) 5 o] 2 (o] 15 [m) 0 (o] 3
4 o 4 (o] 0 (o] 0 0 0 (o] 0 (o] 0 o 0 (o] 0 (o] 1 o 0 (o] 0
5 0 0 0 0 a 0 0 0 0 0 a 0 0 0 0 0 a 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Mesofilos (PCA) 30°C aerobio
Tux! Tux2 Chiltepec BJ1 BJ2 BJ3 BJ4 LB1 LB2 LB3 LB4

Muestra -4 incontable incontable incontable incontable incontable incontable incontable incontable x X incontable incontable 194 163 63 52 X X incontable incontable incontable incontable

Dilusion -5 70 63 98 116 incontable incontable 314 363 117 97 119 132 33 38 14 9 11 5 87 94 41 55
-6 15 18 33 37 79 85 59 69 23 31 42 48 9 6 6 3 4 2 34 28 9 10
-7 6 3 16 12 12 19 16 21 1 0 1 0 4 3 o] 0 2 0 10 12 3 2
-8 4 2 1 2 a 0 4 4 o] 0 1 0 0 0 (o] 0 a 0 8 5 1 0
-9 1 0 0 0 c 0 1 1 0 0 c 0 0 0 1 0 c 0 1 0 0 0
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A las 120 horas de incubacion

Lactococcus (M17LV) 25°C anaerobios

Muestra Tuxl Tux2 Chiltepec Bi1 B2 BJ3 Bl4 LB1 LB2 L83 B4

Diaolusion -2|incontable incontable |incontable incontable |incontable incontable |incontable incontable |incontable incontable (incontable incontable |incontable incontable |incontable incontable |incontable incontable |incontable incontable |incontable incontable
-3|incontable incontable |incontable incontable |incontable incontable |incontable incontable 389 411fincontable incontable |incontable incontable 318 291 152 201(incontable incontable |incontable incontable
-4 358 366|incontable incontable |incontable incontable |incontable incontable 98 107 333 311 289 230 40 8 4] 38 466 42 208 196
-5 63 63 311 314 398 411 410 354 40 38 94 89 63 71 16 10| 18 15 145 166 84 76
-6 8 11 66 61 171 156 85 63 5 4 31 15 19 16 1 0 2 1 22 35 21 19
-7 1 0 10 E] 11 20 17 12 1 0 0 0 1 3 0 0 1 0 2 2 2 2

Los numeros marcados de color rojo son aquellos seleccionados para calcular el recuento (UFC/g) debido a que se encuentran entre 20-200.
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Recuentos totales temporada verano

Staphylococ
Enterococcu.
Coliformes t
Lac. mesofili
Leuconostoc
Strep. meso]
Strep. termo
Mohos
Levaduras
Mesofilos

Lactococcus

Staphyiococ
Enterococcu.
Coliformes t
Lac, mesofili
Leuconostoc
Strep, meso]
Strep, termo
Mohos
Levaduras
Mesofilos

Lactococcus

TUXI

7,91381385 7,95424251

7,38021124 7,41497335

7,29446623 7,372912

7,462398 7,69019508

5,61278386 5,56820172

7,75587486 7,8573325

7,71600334 7,36172784

3,60205999 3,47712125

4,80617997 4,78532984

7,84509804  7,79934055

7,79934055 7,83250891

TUXI

media Sb

7,93402818 0,02858738

7,39759229 0,02458052

7,33368911 0,05546954

7,57629704 0,16107757

5,59049279 0,03152433

7,80660368 0,07174139

7,53886559 0,25051061

3,53959062 0,08834503

4,7957549  0,01474327

7,82221929 0,03235543

7,81592473 r0,02345357

TUXZ

8,38021124
7,62324929
7,81291336
8,63346846
7,2787536
8,85125835
8,04532298
3,30103
4,50514998
8,51851394
8,81954394

8,41497335
7,56820172
7,94939001
8,68124124
7,41497335
8,8573325
7,97312785
3,69897
4,41497335
8,56820172
8,78532984

TUX2

media

8,39759229
7,59572551
7,88115168
8,65735485
7,34686347
8,85429542
8,00922542

3,5
4,46006166
8,54335783
8,80243689

SD
0,02458052
0,03892451
0,09650356
0,03378046
0,09632191
0,00429507
0,05104966
0,28138608
0,06376451
0,03513457
0,02419302

CHILTEPEC

8,89762709 8,96848295

7,47712125 7,56820172
7,68124124 6,69897
9 9,32221929
8,00432137 8,04139269
9,08278537 9,07188201
8,87506126 8,92427929
3r SiNUM!
4,80617997 4,74818803

8,89762709 8,92941893

9,23299611  9,1931246
CHILTEPEC
media sD

8,93305502F 0,05010266
7,52266149 F 0,06440362
7,19010562r 0,69457065
9,16110965 r 0,22784345
8,02285703 F 0,02621338
9,07733369 F 0,00770984
8,89967027F 0,0348024
SiNUM! r SiNUM!

4,777184r 0,0410065
8,91352301r 0,02248022
9,21306035 F 0,02819342

BJ1

8,84509804 8,78532984

7,69897 7,81291336
8,79239169 8,5563025
8,64345268 8,61278386
6,462398 6,5797836
8,5563025 8,79934055

8,14612804 8,5797836

3 3,77815125

4,17509126  4,2787536

8,77085201 8,83884909
8,92941893 8,79934055

BJ1
media sb
8,81521394 0,0422625
7,75594168 0,08057012
8,6743471 0,16694027
8,62811827 0,02168613
6,5210908 0,08300415
8,67782153 0,17185385
8,36295582 0,30664079
3,38907563 0,55023603
4,22742243 0,07259324
8,80485055 0,0480812

8,86437974 0,0919793

BJC

BJ3

RECUENTO (Log UFC/g)

6,90848502  6,8250748

5 5,07918125
5,67209786 5,50514998
7,65321251 7,5797836
5,38021124  5,2787536
7,5797836 7,25527251

7,2787536
SiNUM!

7,23044892
F SiNUM!
4,04139269 3,90308999
8,36172784 8,49136169
7,60205999 7,5797836
BJ2

media sD
6,86727991F 0,05827282
5,03959062F 0,0559896
5,58862392F 0,11804998
7,61649806 F 0,05192209
5,32948242F 0,07174139
7,41752805F 0,22946399
7,25460126 F 0,03415657

SiNUM! r SiNUM!
3,97224134F 0,09779478
8,42654476 F 0,09166498
7,59092179F 0,01575179

7,90848502 7,79934055

7,74818803 7,65321251
8,32221929 8,38021124
7,61278386 7,73239376
6,70757018 6,88081359
8,5797836 8,62324929
7,92427929 7,81954394
SiNUM! 3,30103
5,06445799 5,07918125
8,62324929 8,68124124
7,97312785 7,94939001
BJ3

media
7,85391278 F

SD

0,07717679

7,70070027F 0,06715783

8,35121527F 0,0410065

7,67258881F 0,08457697

6,79419188F 0,12250159

8,60151644 0,03073489

7.87191161 0,07405908

SiNUM!  F SINUM!

507181962 0,01041091

8,65224526 F 0,0410065

7,96125893 [ 0.01678519

7,81291336
7,03342376
7,81954394

7,2787536

5,5797836
8,17609126
7,32221929
3,47712125
4,68124124
7,51851394
7,83250891

7,76342799
6,76342799
7,77815125
6,90308999
5,65321251
8,41497335
7,49136169
3,60205999
4,65321251

7,5797836
7,85125835

EJ4

media
7,78817068 F

6,89842587 F
7,79884759F
7,09092179F
5,61649806F

8,2955323 F
7,40679049 F
3,53959062F
4,66722688F
7,54914877F
7,84188363 F

SD
0,03499144
0,19091583
0,02926905
0,26563429
0,05192209
0,16891514
0,11960174
0,08834503

0,0198193
0,04332419
0,01325785

6,5563025
6,63346846
6,94939001
6,56820172

5
6,77815125
6,8573325
3,30103
4,53147892
6,79934055
6,60205999

media
6,58454318
6,64811314
6,97899509
6,57963317
4,95154499
6,75121356
6,82133117
3,38907563
4,44660338
6,75767195
6,59092179

6,61278386
6,66275783
7,00860017
6,59106461
4,90308999
6,72427587
6,78532984

3,47712125

4,36172784
6,71600334
6,5797836

SD
0,03993835
0,02071072
0,04186791

0,0161665
0,06852573
0,03809565
0,05091357
0,12451532
0,12003214

0,0589283
0,01575179

5,73239376 5,69019608

4,47712125 4,69897
4,78532984 4,91907809
5,38021124 5,53147892
5,07918125 5,11394335
6,79239169 6,81291336

5,39794001
SiNUM!

5,32221929
F SiNUM!

4,70757018 4,83250891

7,04139269 6,69897
6,50514998  6,5797836
LB2
media sD

5,71129492F 0,02983827
4,58804563 F 0,15687076
4,85220396 F 0,0945743
5,45584508F 0,1069624
5,0965623 F 0,02458052
6,80265252F 0,01451101
5,36007965F 0,05354263
SiNUM!  r SiNUM!
4,77003954F 0,08834503
6,87018134r 0,2421294
6,54246679F 0,05277394

8,5797836
7,61278386
8,17318627
8,04139269
SiNUM!
8,39794001
7,32221929
SiNUM!
SiNUM!
8,53147892
8,161368

media

8,50557368
7,65148997
8,13677841
8,22818302

SiNUM!
8,430169
7,40679049

SiNUM!

SiNUM!
8,48931847
8,19073805

8,43136376
7,69019608
8,10037055
8,41497335
SiNUM!
8,462398
7,49136169
SiNUM!
3
8,44715803
8,22010809

SD
0,10494867
0,05473871
0,05148849
0,26416142

SiNUM!
0,04557868
0,11960174

SiNUM!

SiNUM!
0,05962387
0,04153551

LB4

7,50514998 7,41497335

6,90848502 6,88081359
8,43136376 8,50514998
7,62324929 7,61278386
5,66275783 5,62324929
7,69897 7,78532984

7,76342799
SiNUM!

7,80617997

3
4,68124124  4,5563025
7,61278386 7,74036269

7,92427929 7,88081359

media SD

7,46006166 0,06376451
6,89464931 0,01956665
8,46825687 0,05217473
7,61801657 0,00740018
5,64300356 0,02793676
7,74214992 0,06106562
7,78480398

SiNUM!  F #INUM!

0,03023022
4,61877187 0,08834503

7,67657327 0,09021186
7,90254644 0,03073489
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Recuentos totales de la temporada Invierno

A las 24 horas de incubacién

Muestra

Disolusicn -3|incontable incontable [incontable incontable |incontable incontable |incontable incontable |incontable incontable 399|incontable  incontable 133|incontable incontable
-4 197 164 333 331|incontable  incontable |incontable incontable a0 a3 332 255 301 287
-5 66 73 133 140 245 267 344 301 48 100 102
-B| 21
-7 0
-8] 0

Muestra

Disolusion 325|incontable incontable |incontable incontable
-4 138 205

53
Muestra
Disolusicn incontable incontable |incontable incentable |incontable incontable [incontable incontable |incontable incontable |incontable incentable |incontable incontable 187|incontable incontable |incontable incontable

231 266 201 167 306 277 [incontable incontable 125 309 266 273 259
167 109 92 110 123 276 233 233 159 68 71
108 128

46
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A las 48 horas de incubacion

Muestra Tuxl Tux2 Chiltepec BJL
Disolusion -3 241 263 312 342 incontable incontable incontable incontable
-4 167 187 190 204 255 231 289 292
-5 32 21 156 142 166 149 133 98
-6 0 0 23 31 45 39 36 49
-7 0 0 0 0 1 0 2 1
-8 0 0 0 0 0 0 0
Muestra Tux| Tux2 Chiltepec BJ1
Disolusion -3 32 23 124 118 213 184 12 18
-4 8 12 58 43 101 122 2 4
-5 0 0 18 21 63 58 1 1
-6 0 0 0 0 5 2 0 0
-7 0 0 0 0 0 0 0 0
-8 0 0 0 0 0 0 0 0
Muestra Tux| Tux2 Chiltepec BJ1
Disolusion -3 incontable incontable incontable incontable incontable incontable incontable incontable
-4 212 231 277 258 312 345 247 219
-5 76 79 193 184 269 253 151 147
-6 15 18 64 56 99 109 42 53
-7 1 3 18 14 18 14 12 6
-8 0 0 0 0 1 0 0 0
Muestra Tux| Tux2 Chiltepec BJ1
Disolusion -3 311 287 incontable incontable incontable incontable incontable incontable
-4 247 193 264 282 231 263 incontable incontable
-5 42 89 105 119 132 197 217
-6 0 2 19 8 28 31 22 49
-7 1 0 0 0 0 0 0 0

Lactobacillus mesofilicos (MRS) 30°C

BJ2 BJ3 BJ4
257 282 268 254 199 213
110 145 123 112 82 73
39 29 39 41 20 18
2 7 o) 0 0 0
0 0 0 0 o) 0
0 0 D 0 o) 0

Leuconostoc (MRSV) 30°C

BJ2 BJ3 BJ4
19 12 44 65 22 25
6 1 21 15 6 9
0 1 3 1 1 1
0 0 0 0 o) 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0

Streptococcus mesofilos (M17L) 30°C

BJ2 BJ3 BJ4
306 287 incontable incontable 395 356
143 169 248 253 300 312
41 32 113 98 219 145
3 28 31 21 34
0 0 0 1 1 0
0 0 0 0 0 0

Strepiococcustermogtfos(M17L)45"C

BJ2 BJ3 BJ4
312 365 213 258 incontable incontable
193 236 104 79 215 253
56 78 45 54 35
1 9 6 7 6 0
0 0 0 0 0 0

123
21

ocooo N ®

210
92
23

149

o o o &

oo oo wo

183
72
26

LB2

37

© 0ok K

-

coor s ®

LB2
126
36
1

LB2

o o ok

5

© o o

oo oo o o©

132

o o o &

LB3
46 incontable incontable
185 133
122 109
17 21
0o 1
0o 0
LB3
6 3
1 1
0o 0
0o 0
0o 0
0 0
LB3
incontable incontable
236 187
121 99
68 72
31 24
o) 0
LB3
154 167
87 92
19 23
o) 0
o) 0

o o o w

LB4
214 198
144 174
33 26
0 0
0 0
0 0
LB4
15 19
6 10
1 1
0 0
0 0
0 0
LB4
incontable incintable
269 213
83 91
40 37
9 5
0 0
LB4
269 271
154 162
32 45
(o] 3
0
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A las 72 horas de incubacion

Muestra Tux! Tux2

Disolusion mohos levaduras  mohos levaduras
-2 0 21 1 21
-3 3 9 [m) 0
-4 o] 2 [m 0
-5 0 1 [m) 0
-6 0 0 [m) 0
7 5} 0 0 0
2 0 24 1 13
-3 0 2 o 3
-4 0 0 [m) 0
-5 0 0 [m) 0
-6 0 0 [m) 0
-7 0 0 0 0

Tuxl Tux2

Muestra -4 198 246 269 296

Dilusion -5 55 42 164 1S3
-6 9 3 49 66
-7 0 0 12 13
-8 0 0 1 0
-9 0 0 0 0

Chiltepec
mohos levaduras
32
(o] 12
[o] 6
o] 0
(o] 0
(o] 0
(o] 19
(o] 7
(o] 0
(o] 0
(o] 0
0 0
Chiltepec
incontable incontable
306 245
96 112
32 26
6 1
0 0

BJ1
mohos levaduras
3 16
1 2
1 0
(o] 0
(o] 0
0 0
2 9
(o] 1
(o] 0
(o] 0
(o] 0
0 0
BJ1
incontable incontable
261 327
112 83
48 62
(o] 7
0 0

Mohosy Levaduras (PDA) 25°C aerobio

BJ2 333 BJ4 LB1 LB2 LB3 LB4
mohos levaduras  mohos levaduras  mohos levaduras  mohos levaduras  mohos levaduras  mohos levaduras  mohos levaduras
0 8 2 36 (o] 12 (o] 11 0 17 1 4 1 19
o 2 0 17 (o] 2 (o] 0 o 1 (o] 1 (o] 0
o 0 0 4 (o] 1 (o] 0 o 1 (o] 0 [o] 1
0 0 0 0 (o] 0 (o] 0 0 0 (o] 0 o] 0
[m) 0 0 0 (o] 0 (o] 0 [m) 0 (o] 0 (o] 0
0 0 0 0 (o] 0 0 0 0 0 (o] 0 (o] 0
1 5 0 29 1 8 (o] 12 0 32 1 3 1 15
o 0 0 7 o] 0 (o] 2 o 15 (o] 0 (o] 6
o 0 0 0 (o] 0 (o] 0 o 1 (o] 0 (o] 0
o 0 0 0 (o] 0 (o] 0 o 0 (o] 0 (o] 0
0 0 0 0 (o] 0 (o] 0 0 0 (o] 0 [o] 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
mesofilos (PCA) 30°C aerobio

BJ2 BJ3 BJ4 LB1 LB2 LB3 LB4
incontable incontable 327 359 96 83 34 62 43 69 252 194 119 138
198 117 101 94 45 32 16 4 36 106 83 68 72
66 46 36 51 12 3 8 0 0 0 54 32 16 9
6 0 0 (o] 0 (o] 0 [m) 0 7 0 (o] 0
[m) 0 0 0 (o] 0 (o] 0 [m) 0 (o] 0 0
0 0 0 0 0 0 0 o) 0 0 0 0
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A las 120 horas de incubacion

Lactococcus (M17LV) 25°C anaerobios

Muestra
Diaclusion

Tuxl
-2|incontable
-3|incontable

98
6

2
3
-4|incontable
-5
]
7 0

incontable
incontable
incontable

Tux2
incentable
incontable

412
110 283
0 98
0 16

incontable
incontable

Chiltepec
incontable
incontable

£
a
=

incontable
276
114
1 7

incontable
incontable
incontable

Bl1
incontable inconta
incontable inconta
incontable inconta
311
125

35

3l6
247
34

812
ble incontab
ble

ble

incontable
incontable incontab
157
196 66
138 1

39 0

214

B3
incontable
42

le |incontable

le 384
299
107

48 11

0 1

345

2 63 32

B4

incontable
397
211
111

incontable

5 350
231
2 o3

2 32 3

7
1 0 0

LB1
incontable
216
63 43
16 36
0 0
0 0

incontable
238

308 3
116 2

,_.
=
=)
oo on o=

52

6|incontable
6|incontable
4|incontable

L83
incontable
incontable
incontable

212 175

incontable

184

369
133
116
3
0

incontable

382
198

Total de recuentos temporada invierno

Staphylococ
Enterococcu;
Coliformes t|
Lac. mesofili
Leuconostoc|
Strep. mesof
Strep, terma
Mohos
Levaduras
Mesofilos
Lactococcus

| TUX1

TUx2

[ cHuTerec

BJ1

Bl2

| B3

\ Bl

LB1

LB2

LB3

LB4

RECUENTQ (Log UFCI|

)

7,819543%4
7,2787536
7,22271647
7,50514998
5,5051498
7,82081359  7,89762703
79260748 7,62324329

[ ainumt " ginum!
430001909 4,38021124)
7,74036269 762324329
7,99122608 804139263

7,86332286
7,44715803
7,29885308
7,32221929
5,36172784

8,32221929
7,505149%8
7,65321251
8,36172784
7,25527251
8,80617997 8,74818803
7,94935001  8,0211893

3 3
4,32221929  4,11394335
8,60019608 8,81954394,
§,99122608 8,86332286)

8,49136169
7,32221929
7,813543%4
8,49136169
7,32221929

8,79934055
7,61278386
7,65321251
8,65321251
7,79934055
899563519 90374265
8,14715803 8,49136163

E Tl
4,50514398  4,2787536,
9,50514998 941497335
943136376 953147892

8,90308399
7,51851354

7,5797836
8,59106461
7,76342799

8,8260748
7,66275783
8,65321251

8,5563025
5,07918125
8,62324929
8,34242268
347712125
4,20411998
9,68124124
9,54406804

8,74036269
7,72427587
8,66275783
8,69019608
5,05527251
8,72427587
8,69019608

3,30103
3,95424251
9,79239169
9,59106461

6,95424251
6,11334335
6,74036269
7,59106461

5,2787536

§,99122603)
5,35424251
§,70757018
746239
5,07918125
761278386 7,50514988
774818803 7,8920946
[ #inum! 3
3,69897 3,90308939
8,3195434 866275783
781954394 7,66275783

7,83884909
7,78532984
8,64345268
7,59106461
£,32221929
8,44715802 8,49136163
7,69019608 765321251

330108 #iNUM!
45563025 4,462398
8,5563025 870757018
8,79934055 8,71600334

7,94935001
7,72427587
8,62324929
7,61278386
6,17609126

7,68124124
7,93951925
7,77085201

7,30103
5,34242268

7,70757013)
7,83884909
7,62324929
7,25527251,
5,39794001
8,3221929 853147282
773239376 7,50406804
[ #inum! 3
4,07918125 3,30308999
765321251 750514988
750514998 7,36520172

6,44715803
6,53147392
6,34242268
6,32221929
4,50308999

6,53147892)
6,50514998
§,53147892
6,2787536,
4,95024251
736172784 7,41497335
£,81954390 6,72427587
[ asinumt " ginuml
4,04139269 4,07918125
6,50406804 6,79239163
6,79934055 6,63346846

6,00860017
6,04139269
5,69019608
5,56820172
5,11394335

,12385164)
6,2787536
5,78532984)
5,66275783
4,35424251
£,5563025 6,72427587
511294235 52787536
[ gnomt ” ginum
423044830 4,50514998
732221929 7,5563025
768124124 7,71600334

5,462398
7,51851394
7,04448267
8,23044892
4,77815125

8,5563025
7,49136169
7,83250891
8,32221929
447712125
9,49136169 9,38021124

7,2787536  7,36172784)

3 3
3,60205999 3,47712125
8,73239376 8,50514998
§,53147892 8,59106461

7,61278386
6,74318803
7,518513%4
7,518513%4
5,17605126
8,60205999
7,50514958
3
4,2787536
7,83250891
§,53147392

7,5563025
,70757018)
761278286,
7,41497235

5,2787536
8,56820172)
7,65321251]
3
4,17609126

7,8573325
8,41497335

TUX1

Tux2

CHILTEPEC

BJ1

Bl2

BJ3

Bl4

LB1

LB2

LB3

LB4

Staphylococ
Enterococcu;
Coliformes t]
Lac. mesofili
Leuconostoc|
Strep. mesof
Strep, terma
Mohos
Levaduras
Mesofilos

media sD

7,8114334 | 0,03095637
7,36295582 | 0,11907391
7,26078477 | 0,05383671
7,41368464 | 0,12935153
543343891 | 0,10141477
7,89322034 | 0,01188394
7,72466205 | 0,1434193
[ ainumt " sinuml

4,35121527 00410065
7,68180533 0,08281168

Lactococcus

8,01630938 0,03547315

media SD
£,40679049 011960174
741368464 0,12335153
7,73637822” 0,11761408
8,42654476 0,09166438
7,2887459 0,04733853
8777184 0,0410065
7,98528965 0,05076977
3 0
4,21808132" 0,14727333
8,75487001” 0,09146275
897727847 0,09044123

media sD
885121527 0,07336133

7,5656489" 0,0666585
7,61649806 005132203
862213856 0,04394521
7,78138427” 0,02533401
9,01652085  0,02955091
846925985 0,03125671
[ sinuml " sinuml
4,39195179 0,16008641,
9,46006166  0,06376451
94814213 0,0707521

media SD
8,78321875 0,06060762
7,69351685 0,04349982
8,65798517 0,00674956
8,62324929  0,09467706
5,16720688 " 0,12451532
8,67376258 " 0,07143658
8,51620938 " 0,24591293
3,38907563 " 0,12451532
4,07918125 0,17669006
9,73681646 " 0,07859524
9,56756633 " 0,03323159

media sD
697273429 0,02615133
603409293 0,11232555
6,72396643 0,02318781
75267313 0,09098103
5,17896742" 0,14111897
7,55896692 " 0,07610865
782014131 0,10175732,
[ gnuml " sinum
3,80103” 0,1443345
874115088 0,11085452,
7,74115088 0,11085452,

media sD
789411955 0,07816423
7,7540285 0,04317167
8,63335098 0,01428535
760192423 0,01535783
§,24915528” 0,10332812)
846325986 0,03125671

76717043 0,02615123
[ sinumt " inumt
4,50935025 0,06640051
863193634 0,1069524)
875767135 0,0589283

media SD
769440571 0,01861737
7,88918417” 0,07118455
769705065 0,10437089
727815125 0,03235543
5,37018134” 0,03925668
842684911 0,1479689

7,6382308 013316639
[ gnuml " sinumt
3,99113562” 0,12451532
7,57918125  0,10469502
7,53667585 0,04458432)

media sD
648931847 0,03962387
6,51831445  0,01861737

6,4369508” 013368295
£,30048645 0,03072483
4,92866625  0,0361703
7,38835059 0,03765026,

67719093 0,0673647)
[ sinumt " ginumt
4,06028697 " 0,02672055
666822987 0,17559133

67164045 0,11728%28

media SD
606622591 0081451
616007314 0,16783951
5,73776236 0,06726972
561547978 0,06686126,
5,03409293 " 0,11292555
664028919 0,11877511
519634848 0,11653844
[ gnumt " sinumt
4,35779945 " 0,19424298

7,4332609” 016552182,
763862229 0,02458052,

media SD

8,50935025 " 0,06640051
7,50493782 0,01919954
7,88849573" 0,0791774
827633411 0,05489145
462763625 0,21286035
9,43578647 007859524
7,32024072" 0,05867164

El 0
3,53959062 0,08824503
8,61877187  0,16068562
8,56127176 " 0,04213345

media
7,58454318
6,7278791
7,5656489
746674364
5,22742243
8,58513086
7,57918125
3
4,22742243
7,8449207
847322613

5D

0,03393835
0,02872116

0,0666589
0,07321425
0,07259324
0,02394141
0,10465602
0
0,07255324
0,01755292
0,08238188
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Anexo 2. Secuencias obtenidas de los productos de PCR-DGGE de la temporada

Verano.

No. de
banda

Secuencia

1

[op}

CTCGCGTTCAACGCCGGACATCTCACCAGCATCGACAATGTGCAGTGAAG
GTCAGGTTGATGACCTTACCGGAGCCATTGAGAGGAGGTGCATGGCCGCC
GTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCTGTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACC
CGCACTCCTAATTGCCAGCAACACCTAGCGGTGGTTGGGTACATTAGGAGG
ACTGCCAGTGCCAAACTGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGTCAGTATG
CCCCGAATGTGCTGAGGGGAGTCTTAACCCCGGTTCCCTAATAGAATTTGG
TTGAACGACCGTCTCCAAAACCGAGAAGGGGGTTTTTAACGCCGAGCCGA
CGAGACGAGGGAGCAGGTGTAAAAAGTGCTCATATACAGGACGT

AGCAGATCGAAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATG
ACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTCGCGAAACC
GCGAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAACCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTG
CAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGGAATA
ATAGGCTTCCTTATTGATTAACCTTCTATAGCTAGAAGAAGTGATCAAATC
CACAACTGTAAGGATGACGAGGCTAAGAGACTGATGAACGACGGCGG

ATATTCACCAGAGCGCATTGAGTGATTCTGGTTCGTAGTTATCCATCATCC
ATAATGTAATATCTAAGGCATGAGTACCAATATCAATCATTAGTAGTGAAT
AACTGCTAGAATTGACGGTACCTTTAAAGGAAGCCCCGGCTAATTACGTGC
CAGCAGCCGCGGTAACACGTAAGGGGCTAGCGTTGTCCGGAATTACTGGG
CGTAAAGGGTACGCAGGCGGTCTAGCAAGTCAGAGGTGAAATCCATTGGC
TTAAATGAAGTGCCTTTGAAACTGTTAGACTTGAGAGCAAGAGAGGAAGA
TGGAATTCCTGGTGTAGTGGTGAAATTAAGAAGCGTGTCCTGGACTCCACA
GCCCGCCAGCGGCGTGCCCGCAAAGCCTTGGAGGCTCTGGAGCAGG

CTCCGGCACGTACATGATCCTTACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAA
CACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGG
ATAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCA
ACCCGGGAGGTCTTGCTGATGTCTTCAGCCCTCAAGGAGCGAGTGTCTCTA
TCGAGACGTGAGAAACGCAGGGTATAAGGACAGAGGTGGCAGGAGCACC
TCCTTTCTAAGGAAAACAT

ACCGCGTTTATATAAGTATCTTGTACATCTTCCTTCTTTGTGGTCGACGCCC
GTGCCTGCTGGGAGGCCAGGGGCGGGGAGACGCTGATATATGCGATCTCT
CGCTCGGTTCACACTCGTTTGTCATGCTGCTCGGCCCTGTGGGCCCCTGCTT
TCGCAGGTCTTACATCTTGCACTGAACGCAGAGTCTTGTCAACCCTTTCCTG
CAAATCTGCAGTTGCTTTCAGCACTCAAAACCCCCGTTCCCAGGGGTTTCC
TGTGTTGAACTATAAAAATTGAAGATGACGCGGAAAATGCTTGAGAGCAA
CTGTAGAAAGGAGGTGATGCAACCCGACCTTCCGGTACAGCTACCTTGTTA
CAACTTCACCCCCCCGAGGCCCCTTCTGGGGLCGGGGGGLLCC

CAGATCGAAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGAC
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTCGCGAAACCGC
GAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAACCATTCTCAGTTCGGATATTGATTAACCT
TCTATAGCTAGAAGAAGTGATCAAATCCACAACTGTAAGGATGACGAGGC
TAAGAGACTGATGAACG

CTCGGACACAGAAGGAGAAGCAGCTGAGAGGGATGGGCACTCTAGCGAG
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAGATCATCATG
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10

11

12

13

14

16

CCCCTTATGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAACGAGTTGC
CAACCTGCGAAGGTGAGCTAATCTCTTAAAGTACGTCTCAGTTGACTGCAG
TCTGCAACTCGACTGCACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGC
ACGCCCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCAT
GGGAGTTTGTAATGCCCAAAGCCGGTGGCCTAACCGTAAGGAGGCTACTA
TCAGAAAGGGTAAGTAATGAAGGGCGCATGGGGAATGCCTTGGTACTAGG
AGCCGATGAAGGACG

GTCATCCAGTGAAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCC
GGTAATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCTGGTACAACGAGTCGCAAG
TCGGTGACGGCAAGCTAATCTCTTAAAGCCAGTCTCAGTTCGGAGATCAGT
AAGGTTAACTTATCAAGGGCTCAGGGCGAACGCCTTGGACTAGGAGCTAT
GAAGGACTGAC

GCTCAAATGAAGAACGAGCCGATGAGGGACGTCCTTTATAAGGAATATTG
GAGGAAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGG
AACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCG
GTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCT
GGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAAGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCTCGTG
CTCGAGCGG

GCAGTATCGGTCAGCACAAGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC
GTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAG
GAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAG
GTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTTCTAAGGAA

GCAGTATCGGAAGGAGAGGCGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATG
AGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAGCTAGCCGT
CTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGG
AGAACCTGCGGCTGGATCACCTCCTTTCTAAGGAATAATACGGAACC

CGGCGGTCGTTATCGGTTCTTTGTTCCAATTCTATTTTTATGAAGAGCGGCG
AACGGGTGAGTAACGCGTGGGAAATCTGCCGAGTAGCGGGGGACAACGTT
TGGAAACGAACGCTAATACCGCATAACAATGAGAATCGCATGATTCTTATT
TGAAAGAAGCAATTGCTTCACTACTTGATGATCCCGCGTTGTATTAGCTAG
TTGGTAGTCTACCAAGGCATACATAGCCGACCTGAGACAAACCGCCCTTCA
TTGGATCCTTTTTACAAATTCCACACCGCGCCGGGGTGGGCCGCGGGTA

AGCACGCATCGAAGGAAGACTGGACACCCGAAGCCCCTGGAGTAACCATT
TATGGAGCTACCCGTCGTTGGTGGGACAAATGATTGGGGTGAAGTCGTAA
CAAGGTAGCCGGGAAGGATACCTCCTTTCCAAGATATATCCATTGCACCGT
CGTCATCGCTTCTTAGTTACCAATTTACCAACTGCCTTATCTATTTTCTTTTT
AAAAATTCCCCATGGGGTCGGCCCGGGGAATTAAAAAAAATACCCCAAGG
GGCCGCTACCCGCCCCGTAAAAAAACCCCCLCLCeeeaeTaaGaTCCceeeceT
TTTTAAAATTCCCCCCCGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGTTTAAGTGTCCA
CAGGGGGGGGAGAGGGGGGGGEG

TAGATAGGGGAACCTGCGGTTGGATCACCTCCTTACCTTAAAGAACCTGCC
TTTGAGTGCTCACACAGATTGTCTGATGAAAATTAAATAGCAAGGCGTCTT
GTTATTGAGACTGCACTGCCCCTTCCTCTAAAAGCCCAGGAAACCCCCCTT
TTCCTGGGGGAACCGGGGGTCCAATCCCCTAAGGGAACCCCCTTGGTGGTT
CGTGAGTGAAAATAACCTGCCGTCATATCTTAAAACTGACTTGTCAGGCAT
GTTTGAAAAAATTGGTCCTTTAAAAACCGGAACCAGCTGAAAATTGGAAC

88



19

20

24

25

GGCCCCCAGCTCATGGGGGGTCCGATTTCTCCGATTTTTGCCGGAGGAAAG
GGAACCTACTTCGGGGGGGGGGGTGGGGCACCTG

AGCTCGGTAAAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGTAGGC
TGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTTTTCGCGGATCAGCACG
CCGCTACGTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACACCACGAGAGTT
TGTAACACCCCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCTCTCTAAGGAT
AATCGG

CCAGCTATCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTTCTAAGGATAAACGGA
AGCACGTTTGGGTATTGTTTAGTTTTGAGAGGTCTTGGGGGGCCCTAACCC
CACTGGGAAAGCGCCCGCTTTGCTCCCAGGAAGGCCGCCGGTCGATCCCCC
TAGGCTCCCTTGAAACCAAAGGAAAAGGTTTGTCCCTTGAAAAATGAATTG
TCATATAAAATTCCAAAAGGAATTGATTACCTAAAGATAGGTACCAGAAA
ATAATCCCGATCGGCGGGCATATTTAATGAAGTTGGGCGAAAGGCCCGAC
GCAGGCCCCCCCCACCCCGGGCGGTACTCTCTCATATTTCTATGTTAGCAA
CCAAAT

CCAGTATCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTTCTAAGGATATTACGGA
ATACACAAACATTTCTTACGTTGTTCAGTTTTGAGAGGTTTACTCTCAAACG
ATTGTTCATTGAAAACTGGATAGTGAAGTAAAA

CCAGATAGGGGAACCTGCGGTTGGATCACCTCCTTACCTTAAAGAACCTGC
CTTTGAGTGCCCACACAGATTGTCTGATGAAAGTTAAATAGCAAGGCGTCT
TGCGATTGAGACTGCACTTCCCCCTCCTCTAAAGGGCCGAGAAACCCCCCT
TTCACCGCGGTAACCGGGGGTCCAATCCCCTAAGGGACCCCCCTTGCTTGG
TCCGGAAGTAAAGACACCTGGCCGAATATCTCAAAACTGAATTGTCAGTC
ATCGTTGAAAAAATTGGTTTTTAAAAAACCGGATG

Anexo 3. Secuencias obtenidas de los productos de PCR-DGGE de la temporada
Invierno

No. de
banda

Secuencia

CCAGCTATGGGAACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTTAAGGTTAATAACCTTGT
CGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGC
CCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTTTACTGGGCGTA
AAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAA
CCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGTTTCTTAATAAAATCTGGCCTAG
GAATGCTCACAGAGATTGTC

AATGTATGAAGGACAGATTGGGCAGATCGAAGGAAGGTGGGGATCAAATC
ATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAA
CGAGTCGCGAAACCGCGAGGTTTAGCTAATAAAACCATTCTCAGTTCGGAT
ATTGATTAACCTTCTATAGCTAGAAGAAGTGATCAAATCCACAACTGTAAG
GATGACGAGGCTAAGAGACTGATGGCCCGGTGAAGGGACAG

GAGAAGCAGCTGAGAGGGATGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAGATCTCATGCCCCTTATGCTGGGCT
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10

11

12

ACACACGTGCTACAATGGCGTATACAACGAGTTGCCAACCTGCGAAGGTG
AGCTAATCTCTTAAAGTACGTCTCAGTTGACTGCAGTCTGCACTCGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTA
CACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTAATGCCCAAAGCCGGTGGCCT
AACCGTAAGGAGGCTACTATCAGAAAGGGTAAGTAATGAAGGGCGCATGG
GGAATGCCTTGGTACTAGGAGCCGAT

CTCGGATCATACGGGAAGCGTGCGGCTGGATCACCTCCTTTCTAAGGAATA
TATACAAAGACGTGGGGAGAAAAGTTTATTCAGTTTTGAGGGGATTAGTG
ATAAACCCAATCAAGAATCAAATTCTTGATTGTGGGGCCTTAGCTCAACTG
GRAGAGCGCCTGCTTTGCACGCAGGAGGACAGCGGTTCTATCCCGCTAGG
CTCCATTGTCAGACAAGACGTTAAAATCACTTGAACATTGAAAACTAAWT
AACAATATCTAATAACGATAAATAAMCCAAAAKCTGTGAATTTTAAAGAA
TTTACCAACTTATACTTGAAAAAARATGATTATAAATCCTCATGGCAAAGT
TAATAAGGGCGTACCGTGGATGCTTTCTTCACCATTAGCCG

GAGAATCGTTATCGGTTCTTTGTTCCAATTCTATTTTTATGAAGAGCGGCGA
ACGGGTGAGTAACGCGTGGGAAATCTGCCGAGTAGCGGGGGACAACGTTT
GGAAACGAACGCTAATACCGCATAACAATGAGAATCGCCTTATTTGAAAG
AAGCAATTGCTTCACTACTTGATGATCCCGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTCC
AACCTAGTCTACCAAGGCATACATAGCCGACCTGAGACAAACCGCCCTTC
ATTGGATCCTTTTTACAAATTCCACACCGCGCCGGGGTGGGCCGGTAAGCC
GAT

CCAGATAGGGGAACCTGCGGTTGGATCACCTCCTTACCTTAAAGAACCTGC
CTTTGAGTGCCCACACAGATTGTCTGATGAAAGTTAAATAGCAAGGCGTCT
TGCGATTGAGACTGCACTTCCCCCTCCTCTAAAGGGCCGAGAAACCCCCCT
TTCACCGCGGTAACCGGGGGTCCAATCCCCTAAGGGACCCCCCTTGCTTGG
TCCGGAAGTAAAGACACCTGGCCGAATATCTCAAAACTGAATTGTCAGTC
ATCGTTGAAAAAATTGGTTTTTAAAAAACCGGATG

CCAGCTATCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTTCTAAGGATAAACGGA
AGCACGTTTGGGTATTGTTTAGTTTTGAGAGGTCTTGGGGGGCCCTAACCC
CACTGGGAAAGCGCCCGCTTTGCTCCCAGGAAGGCCGCCGGTCGATCCCCC
TAGGCTCCCTTGAAACCAAAGGAAAAGGTTTGTCCCTTGAAAAATGAATTG
TCATATAAAATTCCAAAAGGAATTGATTACCTAAAGATAGGTACCAGAAA
ATAATCCCGATCGGCGGGCATATTTAATGAAGTTGGGCGAAAGGCCCGAC
GCAGGCCCCCCCCACCCCGGGCGGTACTCTCTCATATTTCTATGTTAGCAA
CCAAAT

TAGATAGGGGAACCTGCGGTTGGATCACCTCCTTACCTTAAAGAACCTGCC
TTTGAGTGCTCACACAGATTGTCTGATGAAAATTAAATAGCAAGGCGTCTT
GTTATTGAGACTGCACTGCCCCTTCCTCTAAAAGCCCAGGAAACCCCCCTT
TTCCTGGGGGAACCGGGGGTCCAATCCCCTAAGGGAACCCCCTTGGTGGTT
CGTGAGTGAAAATAACCTGCCGTCATATCTTAAAACTGACTTGTCAGGCAT
GTTTGAAAAAATTGGTCCTTTAAAAACCGGAACCAGCTGAAAATTGGAAC
GGCCCCCAGCTCATGGGGGGTCCGATTTCTCCGATTTTTGCCGGAGGAAAG
GGAACCTACTTCGGGGGGGGGGGTGGGGCACCTG

TGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGATGTAGGGAGCTATAAGTTCTCTGTATC
GCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGA
AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTCGTGCTAT
TCCTAGAGATAGGAAGTTCCTTCGGGACACGGGATACAGGTGGTGCATGG
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14

15

17

19

TTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCCTATTGTTAGTTG

TTGGGGGGGGGGTACGTCGTATCAGAAGGCGCGGCTGGATCACCTCCTTTC
TAAGGAATATATACCGAGACCTGAGAAAAAACTATATCCTGGTATGATGA
GACAGTGCTCAACCTCAACCAGAATCCAATTCTTGATTGAGGGGCCTTAGC
TCAGCTGGGAGAGCGCCTGCTTTGCACGCAGGAGGTCCTCGGTTCGATCCC
GCTAGGCTCCATTGTCAGACAAGACGTTAAAATCACTTGAACATTGAAAAC
CAAATAACAATATCTAACAACGATAAATAAACCATACGCTTTTAATTTTAA
AGAATTTACAAACTTATACTTTTTAAACAATTATTATAAATTATCA

CCAGCTATCGGAAGGTGCGGCTGGACCACCTCCTTTCTAAGGAATATATAC
AAAGACGTGACGAACAACTTTATTCAGTTTTGAGGGGTTTAGTGATAAACC
TAGTCAGGACTCAACTTCTTGATTGTGGGGCCTTAGCTCAGCTGGGAGAGC
GCCTGCTTTGCACGCAGGAGGTCAGCGGTTCGATCCCGCTAGGCTCCATTG
TCAGACAAGACGTTAAAATCACTTGAACATTGAAAACTAAATAACAATAT
CTAATAACGATAAATAAACCAAAAGCTGTGAATTTTAAAGAATTTACAAA
CTTATACTTGAAAAACGATGATTATTAATCATCATGGCAAAGTTAATAAGG
GTGCACGGCGGATGCCTTGGCTCTAATAACCGATGAAAGACGATGCC

CAAACCAGCAGATCGAAGGAAGGTGGGACGTCAAATCATCATGCCCCTTA
TGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTCGCGAAA

CCGCGAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAACCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGC

TGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGGAA

TAATAGGCTTCCTTATTGATTAACCTTCTATAGCTAGAAGAAGTGATCAAA
TCCACAACTGTAAGGATGACGAGGCTAAGAGACTGATGAACGACGGCGGT
AGGAGCCGAT

TGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGATGGTACAAAGGGCTGCGAGACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCAGAAA
ACCATTCCCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACCCGCCTGCATGAAGCCGGAA
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGTGA
GGAGTCCGATCCTGGGTCAGTAGGGAGCGGGAGAAGAG
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