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RESUMEN

El sabor y aroma de los quesos se debe a la diversidad de compuestos producidos por los microorganismos, que
actian durante el cuajado de la leche y maduraciéon de los quesos. El objetivo aqui fue, identificar bacterias acido
lacticas en leche cruda de vaca y el queso Poro artesanal que se elabora en Tabasco, México. El aislamiento de
las bacterias lacticas (BAL) se realizé sobre agar MRS, LBS y M17. Las cepas aisladas fueron caracterizadas por
morfologia, tincién de Gram, pruebas bioquimicas y crecimiento a diferentes concentraciones de cloruro de
sodio (NaCl) y pH. La identificacién genética inicié con la extraccién del ADN, amplificacién del gen ARN
ribosomal 16S con cebadores universales para bacterias. Las amplificaciones resultantes fueron secuenciadas
en un laboratorio externo. Se identificaron 31 BAL, donde se observd Lactobacillus rhamnosus (38,71%),
Lactobacillus fermentum (29,03%), Lactobacillus plantarum (6,45%) en muestras de leche y queso. También se
identificé6 Enterococcus durans (6,45%) en leche y Lactobacillus farciminis (3,23%) en queso Poro. Todas
reportadas por sus caracteristicas biotecnolégicas, tal como cultivos iniciadores. Estos resultados seran la base
para formular y estabilizar un cultivo iniciador, que pueda ser utilizado en la elaboracién del queso Poro con
leche pasteurizada.

Palabras clave: ADN; bacterias 4cido lacticas; queso Poro; artesanal.

ABSTRACT

The flavor and aroma of the cheeses is due to the diversity of compounds produced by the microorganisms,
which act during the curdling of the milk and the maturation of the cheeses. The objective here was to identify
lactic acid bacteria in raw cow's milk and the artisan Poro cheese that is made in Tabasco, Mexico. The isolation
of lactic acid bacteria (LAB) was performed on MRS, LBS and M17 agar. The isolated strains were characterized
by morphology, Gram staining, biochemical tests and growth at different concentrations of sodium chloride
(NaCl) and pH. Genetic identification started with DNA extraction, amplification of the 16S ribosomal RNA gene
with universal primers for bacteria. The resulting amplifications were sequenced in an external laboratory. 31
BAL were identified, where Lactobacillus rhamnosus (38.71%), Lactobacillus fermentum (29.03%), Lactobacillus
plantarum (6.45%) were observed in milk and cheese samples. It was also identified Enterococcus durans
(6.45%) in milk and Lactobacillus farciminis (3.23%) in Poro cheese. All of them were reported for their
biotechnological characteristics, such as starter cultures. These results will be the basis for formulating and
stabilizing a starter culture, which can be used in the production of Poro cheese with pasteurized milk.
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INTRODUCCION

La leche sin pasteurizar y los quesos frescos
elaborados con leche cruda no son recomendables
para su consumo, porque pueden estar
contaminados con microorganismos patégenos
que proliferan influenciados por su excelente
composicién nutritiva; mismos que al ser
consumidos pueden afectar la salud de las personas
(Nero & de Carvalho, 2019).

Sin embargo, los productos lacteos también
contienen bacterias acido-lacticas (BAL) que son
benéficas para las personas. Estas tienen forma de
cocos o bacilos, Gram positivos, no esporulados, no
moviles, anaerodbicos, aerotolerantes, oxidasa,
catalasa y carecen de citocromos, no reducen el
nitrato a nitrito y producen Aacido lactico, como
producto principal de la fermentacién de
carbohidratos (Vasquez et al, 2009). Estas
bacterias tienen la habilidad de crecer en un amplio
rango de pH entre 3,2 a 9,6 (acido tolerantes),
temperaturas mayores a 45 °C (termorresistentes)
y capaces de sobrevivir de forma natural en
ambientes extremos, donde otras bacterias no
pueden (Carr etal., 2002).

Entre las BAL se tienen: Lactobacillus casei, Lb.
fermentum, Lb. casei subsp. paracasei, Lb. pentosus,
Lb. plantarum, Lb. rhamnosus, Lb. helveticus, Lb.
delbrueckii, Streptocococcus thermophilus, entre
otras (Ramirez et al., 2011). Poseen propiedades
probidticos y producen diversos metabolitos como:
bacteriocinas, acidos organicos, etanol, aldehidos,
cetonas, ésteres, diacetilo, benzoato, peréxido de
hidrégeno (H202), diéxido de carbono (CO2), entre
otros (Agudelo et al., 2015; De Filippis et al., 2016).
A pesar de que, la leche bronca y los quesos frescos
elaborados con leche sin pasteurizar pueden
causar enfermedades alimentarias como se
mencioné antes, hay una considerable proporciéon
de personas que los prefieren (Yoon, Lee y Choi,
2016). Porque refieren que poseen un sabor
intenso y agradable al paladar; este perfil de sabor
es desarrollado por la diversidad microbiana
nativa presente y que al pasteurizar la leche se

elimina (Montel et al,, 2014). Ejemplo de ello, es el
queso Poro Balancdn originario del estado de
Tabasco, México (marca colectiva ndmero
1271541 en el Instituto Mexicano de la Propiedad
Industrial, México). El queso Poro Balancan se
elabora con practicas artesanales desde hace mas
66 afios, a partir de la leche sin pasteurizar e
inoculado con suero extraido de 24 h como cultivo
iniciador; por lo que, no se garantiza su inocuidad.
Este queso posee textura con poros y ligeramente
en capas, aroma intenso (acido propiénico, acido
acético, diacetilo, CO2, entre otros), sabor acido y
salado. Al final del proceso de elaboracidn, el queso
se almacena por 7 a 8 dias a temperatura ambiente
(Villanueva-Carvajal et al, 2018). Quizd esto
ultimo, ha ocasionada que los consumidores locales
y  productores artesanales lo describan
errébneamente como semi-madurado, pero en
realidad es un queso fresco-acidificado de baja
humedad.

Por otro lado, es importante puntualizar que en los
quesos, el sabor es desarrollado por diversos
compuestos organicos antes citados; formados
durante la fermentacion, cuajado de laleche y en su
caso maduracién del queso. Estos compuestos
varian segin las cepas bacterianas nativas
presentes o utilizadas para fermentar cada tipo de
queso (Li etal., 2020).

Asi que, es importante el uso de las técnicas de
biologia molecular como la extraccion del ADN
gendmico, amplificaciéon de un fragmento del gen
ARN ribosomal 16S <con la ayuda de
oligonucledtidos universales por reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) y posterior
secuenciacion de las amplificaciones con el método
de Sanger, para identificar de forma mas precisa las
bacterias acido-lacticas asociadas a los alimentos
agropecuarios como la leche bronca y quesos
frescos artesanales. Por lo anterior, el objetivo del
presente fue identificar genéticamente bacterias
acido-lacticas nativas en leche bronca y queso de
Poro que se elabora en Tabasco, México.

MATERIAL Y METODOS

Se adquirieron seis (n =3) muestras de leche entera
sin pasteurizar de 1 litro cada una, directamente de
productores de leche en Tenosique, Tabasco y
cinco marcas (n = 2) de queso Poro artesanal en
establecimientos comerciales de dicho municipio;
durante los meses de abril a octubre 2019. El
procedimiento para la toma, manejo y transporte
de las muestras se realizd de acuerdo con la NOM-
109-SSA1, 1994. En el laboratorio, las muestras se
mantuvieron a 10 °C por un lapso no mayor a 4 h.

Aislamiento de bacterias acido lacticas

A partir de las muestras de leche y suero se
prepararon diluciones decimales en una relaciéon
1:10. Por lo cual, se utilizé 900 pL de solucién de
cloruro de sodio (NaCl) al 0,85% y se adicioné 100

pl de leche (dilucién 10-1). Se homogeneizé 10
segundos en vortex y de ahi se tomé 100 pL para
tener la siguiente dilucién 10-2 hasta llegar a 10
En el caso del queso se pes6 1 gy se colocd en una
bolsa estéril con 9 mL de NaCl al 0,85%; se
homogeneizé con la ayuda de un Stomacher y se
realiz6 diluciones hasta 10-.

En cajas con agar MRS (Man, Rogosa y Sharpe), LBS
y agar M17 estéril, se inocularon con 100 pL de la
dilucién de la muestra de interés (10-4, 10-50 10-6)
y se realiz6 extension en superficie con asa
Drigalski estéril. Las cajas inoculadas se dejaron en
incubacidn en posicién invertida por 48 ha 37 °C.

Las colonias que mostraron color blanquecino a
grisdceas se seleccionaron, se purificaron y se
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caracterizaron fenotipicamente (tinciéon de Gramy
pruebas bioquimicas) (Zamudio-Maya et al.,, 2007).
Las cepas purificadas presuntivas BAL se
sometieron a desafios in vitro a 4%y 6% de NaCl y
a diferentes pH (3,2; 4,5; 5,5 y 6,2). Los cultivos
axénicos se conservaron en caldo MRS al 30% de
glicerol a -15 °C (Jurado et al., 2017).

Identificacion genética

Para la extraccién del ADN genémico, se procedio a
activar cada una de las cepas bacterianas
previamente aisladas en caldo de MRS por 24 a 36
ha 36 °C. De cada cultivo axénico fresco recuperado
se tomo una alicuota de 700 pL, se coloc6é en un
tubo de 1,5 mL estéril y se centrifugé a 13 000 xg
durante 5 min. Se deseché el sobrenadante, se
adicion6 1 mL de buffer fosfato salino 1 X (PBS:137
mM de NaCl; 2,7 mM de KCI, 10 mM de Na,HPO, 7

H,0 y 2mM KH,PO, por litro [pH 7,2]) a la pastilla

y se agit6 en un vortex hasta que se suspendioé. Se
centrifugd a 13 000 xg por 3 min a temperatura
ambiente (36 °C). El sobrenadante se descartd y
con la pastilla se extrajo el ADN con un sistema
comercial de extraccion (Kit Pure Link™,
Invitrogen™), siguiendo las recomendaciones del
fabricante.

Para observar la existencia de ADN gendémicos
después del proceso de extraccion, se prepard una
suspension de agarosa (Invitrogen™) al 0,8%
(p/v) en 100 mL de (Solucién stock 50 X: 24.2% de
Tris base; 5,71% de acido acético glacial, 3,72%
Naz2EDTA2H20); misma que se fundié en un equipo
de microondas por 1 min. Se esperé que la
suspension gelificada bajara la temperatura (55 °C)
y se adicion6 6 pL de SYBR™ SAFE, Invitrogen™
(10 000 X en dimetilsulféxido (DMSO). Se agito,
polimeriz6 y se cargd los ADN blancos en el gel
polimerizado. La electroforesis se corri6 con buffer
TAE 1X por 1 h a 60 V. El gel se observd por

exposicién a radiacién UV en un equipo foto-
documentador Gel Doc™ XR* system (BioRad) y la
imagen se almacen6 con el programa Quantity One
(BioRad imaging systems).

Los ADN extraidos se amplificaron con iniciadores
universales: 16SS (forward) (5-AGAGTTTGAT
CCTGGCTCAG-3") (Edwards et al, 1989) y 16SR
(reverse) (5-CGGGAACGTATTCACCG-3") (Strom et
al, 2002) presentes en el gen 16S ARNr de
Escherichia coli (posicion 8-1385). El volumen de
reacciéon para cada muestra fue de 25 pL: H20
estéril (14,05 pL), buffer de PCR a 5 X (2,5 uL),
MgClz a 4,5 mM (4,5 uL), BSA al 0,1% (0,25 pL),
mezcla de dNTPs a 10 mM (0,5 pL), iniciadores
16SS y 16 SR a 5 mM (1 pL), Taqg Polimerasa
(Invitrogen®) a1 U (0,2 pL) y ADN blanco (1 pL). La
amplificacién se realizé en un termociclador (Bio-
Rad) con las siguientes condiciones térmicas: 10
min a 90 °C en la desnaturalizacidn inicial, seguido
por 25 ciclos de 1 min a 94 °C, 45 segundos a 45 °C
y 1 min a 72 °C con una extensién final de 7 min a
72 °C.

La verificacién de las amplificaciones se realiz6 en
gel de agarosa al 1,5% (p/v); por lo que, se sigui6 el
procedimiento referido en el apartado anterior. A
excepcion del amortiguador de la electroforesis, en
este caso se utilizé TBE (Tris borato-EDTA) 0,5 X.
Los productos amplificados se enviaron a un
laboratorio externo (Macrogen, Corea), para su
secuenciacién por el método enzimatico de Sanger
etal. (1977).

El manejo y refinado de las secuencias recibidas
(¥1184 pb) se utilizo el programa BioEdit; tres
secuencias *878 pb y 29 de %1184 pb. La
identificacién taxondémica se realizé en la base de
datos GenBank del National Center for
Biotechnology  Information (NCBI), con la
herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool), que detecto regiones de similitud local entre
las secuencias (Altschul et al., 1990).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de BAL

Se aislaron y caracterizaron 80 presuntivas
bacterias acido lacticas (BAL) de las muestras de
leche bronca, queso Poro elaborado con leche sin
pasteurizar y suero. Mismas que exhibieron color
marrén claro a blanco, forma de cocos, bacilos y
estreptococos; tincion de Gram positiva, catalasa
negativa, oxidasa y citrato negativos. Competentes
para crecer a diferentes concentraciones de NaCl
(4% y 6%) y pH 3,2; pH 4,5; pH 5,5y pH 6,2.
Estudios previos han reportado estas caracteris-
ticas en BAL aisladas en NaCl al 6% (Caro et al,
2013).

Identificacion genética

De las 80 cepas bacterianas aisladas y caracte-
rizadas en la primera etapa, se seleccionaron al
azar 31y se identificaron genéticamente (Tabla 1).
La cobertura de las secuencias analizadas en BLAST
en la base genética del NCBI fue de 100% para cada
unay la identidad fue mayor al 99,54% a excepcién

de las secuencias nimero 7 y 20 que registraron
identidad de 98,5% y 98,9% respectivamente.

Con la ayuda del analisis de secuenciacién parcial
del gen ARN ribosomal 16S se observé que
Lactobacillus rhamnosus (38,71%) y Lb. fermentum
(29,03%) estuvieron mayormente presentes en la
leche bronca, el queso Poro y el suero analizado. En
menor proporcion, se registré Lb. plantarum
(6,45%) y Paenibacillus lautus (6,45%) del queso y
leche; de esta dltima muestra igualmente se aislo
Enterococcus durans (6,45%) y Streptococcus
equinus (3,23%). Ademas, Lb. farciminis (3,23%) se
asocié al queso Poro. Strp. lutetiensis (3,23%) y
Enterobacter hormaechei (3,23% se recuperaron
del suero.

La bacteria de Lactobacillus spp se ha observado en
la leche cruda en Pico, Portugal (Domingos-Lopes
etal, 2017),y Lb. rhamnosus se han recuperado de
leche (Italia) (Innocente et al, 2016), quesos
fermentados: Parmesano (Parmigiano Reggiano,
Italia) (Sgarbi et al, 2013), Caciocavallo
Palermitano (Sicilia, Italia) (Guarrasi et al,, 2017) y
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en el queso artesanal Kazak (Xinjiang, China) (Li et
al.,, 2020).

Tabla 1
Identificacién genética de las BAL aisladas de leche
bronca de vaca, queso Poro y suero

Origen Cepa Acceso BAL %
GenBank Idn.
Leche 1C MT515767  Strp. equinus* 99,9
Q. Poro 2C MT515768 Lb. rhamnosus 99,6
Suero 3C MT515769  Strp. lutetiensis 99,7
Leche 4C MT515770 Lb. rhamnosus 99,
Q. Poro 5C MT515771 Pnb. lautus 99,9
Leche 6C MT515772 Entrc. durans 100
Q. Poro 7C MT515773 Pnb. lautus 98,5
Q. Poro 8C MT515774 Lb. fermentum 99,9
Leche 9C MT515775 Entrc. durans 100

Q. Poro 10C MT515776 Lb. fermentum 99,8
Q. Poro 11C  MT515777 Lb. farciminis 100

Suero 12C MT515778  Lb. fermentum 100
Q. Poro 26C  MT515779  Lb. fermentum 100
Leche 27C  MT515780 Lb. fermentum 99,8

Q. Poro 28C MT515781 Lb. rhamnosus 99,9
Q. Poro 29C MT515782 Lb. rhamnosus 99,8
Suero 30C MT515783 Et. hormaechei 99,7
Suero 31C MT515784 Lb. rhamnosus 99,7
Q. Poro 33C MT515785 Lb plantarum 99,9
Q. Poro 36C MT515786  Lb. fermentum 98,9

Leche 37C MT515787 Lb. rhamnosus 99,9
Leche 40C MT515788 Lb. rhamnosus 99,9
Leche 43C  MT515789 Lb. plantarum 99,5
Leche 44C  MT515790 Lb. rhamnosus 99,8
Leche 48C MT515791 Lb. rhamnosus 99,9
Leche 49C MT515792 Lb. rhamnosus 99,9
Leche 50C MT515793 Lb. fermentum 99,9
Leche 53C MT515794 Lb rhamnosus 99,8
Leche 54C MT515795 Lb. fermentum 99,8
Leche 56C MT515796  Lb. fermentum 100
Leche 58C MT515797 Lb. rhamnosus 99,9

*Complejo Streptococcus bovis/Streptococcus equinus (SBSEC)

La especie de Lb. rhamnosus recientemente fue
renombrada como Lacticaseibacillus rhamnosus.
Estd presente en una variedad de habitats
ecoldgicos, muestras clinicas humanas, tracto
intestinal, invertebrados, aguas residuales, carnes
fermentada, pescados, verduras, -cereales vy
productos lacteos artesanales (Zheng et al., 2020).
Lo que se corroboro6 en este trabajo, al recuperarse
ocho cepas en las muestras de leche bronca (4C,
37C, 40C, 44C, 48C, 49C, 53C y 58C), tres cepas en
el queso Poro (2C, 28Cy 29C) y una cepa en el suero
(310).

Los quesos frescos y madurados inoculados con
BAL, contienen diferentes compuestos volatiles
generados por la actividad metabdlica de estas
bacterias y que permite un perfil de sabor y aroma
caracteristico al queso. Por ejemplo, Lb. rhamnosus
sintetiza cetonas, aldehidos, alcoholes y acidos en
el queso Parmesano (Sgarbi et al, 2013); en el
queso Caciocavallo Palermitano se reporté la
formacién de 2,3-butanodiona, 2-butanona, 3-
hidroxi, 1-hexanol, o-xileno y m-xileno (Guarrasi et
al,, 2017). En el queso Kazak promovié el desarrollo
de los siguientes compuestos volatiles: alcoholes
(1-octanol 2,15%; etanol 2,11%; alcohol feniletilico
83%; 1-nonanol 1,74%; hexanol 1,37%; 2-
metiloctano-3-ol 1,27%; pentanol 1,26%; 2,3-
butanodiol 1,23%; alcohol a-cumilico 1,17%;
isoamilo 1,14%; prenol 1,03% y 2-nonen-1-ol

1,02%); aldehidos (2-heptenal 1,62%; decanal
1,57%; octanal 1,54%; hexanal 1,36%,
benzaldehido 1.35%; nonanal 1,34%; 2-nonenal
1,25%y 3-butanolal 1,08%); acidos (acéticol,75%;
octanoico 1,5%; isobutirico 1,43%; heptanoico
1,35%; benzoico 1,27%; butanoico 1,19%; 3-
metilbutanoico 1,09%; decanoico 1,09%; 2-
metilpentanoico 1,03% y propanoico 1,02%);
ésteres y cetonas (Li et al,, 2020).

Es importante mencionar que Lb. rhamnosus posee
actividad de enzimas proteasa y lactasa (186 U /
mL); resistencia al pH acido de los jugos gastricos,
sales biliares, antibidticos y produccién de
compuestos volatiles potenciadores de aroma
(cetonas y aldehidos). Por lo que, se sugiere como
cultivo iniciador en la fermentacién de yogur,
quesos y otros alimentos biotecnoldgicos
(Innocente et al, 2016; Tian et al,, 2017). Se ha
utilizado el suero como sustrato de crecimiento y
protector de Lb. rhamnosus (Lavari et al., 2014).
En el caso de Lb. fermentum actualmente
reclasificada como Limosilactobacillus fermentum;
se ha recuperado de cereales y vegetales
fermentados, estiércol, aguas residuales, heces y
productos lacteos (Zheng et al,, 2020). Aqui se aisld
en la leche cruda (cepas: 27C, 50C, 54C y 56 C),
queso Poro (cepas: 8C, 10C, 26C y 36C) y suero
(12C). Esta especie (Lb. fermentum) se ha
reportado en el queso artesanal Kazak (Xinjiang,
China) (Li et al,, 2020), queso Oaxaca (Caro et al,,
2013) y quesos frescos artesanales de Veracruz,
México (Portilla-Vazquez et al,, 2016).

Otra BAL es Lb. plantarum ahora renombrada
Lactiplantibacillus plantarum con dos subespecies:
Ltplb. plantarum subsp. plantarum 'y Ltplb.
plantarum subsp. argentoratensis. Se ha aislado de
vegetales, carnes fermentadas, microbiota de
insectos, tracto intestinal humano y lacteos (Zheng
etal., 2020). Tal como se mostro aqui, al detectarse
en el queso Poro (cepa 33C) y en la leche cruda
(cepa 43Q).

Las especies de Lb. fermentum y Lb. plantarum son
productoras de bacteriocinas, actividad antagénica
contra Entrb. faecalis, Listeria innocua o L.
monocytogenes) (Portilla-Vazquez et al, 2016).
Esta ultima, también ha registrado resistencia a los
antibiéticos y capacidad acidificante (Caro et al,,
2013).

Lb. fermentum posee menos genes relacionados con
factores de virulencia, muestra resistencia a
antibiéticos (vancomicina y kanamicina) vy
sobrevive (>8 logl® UFC/mL) en condiciones
gastrointestinales simuladas. Poseen propiedades
probidticas y prometedoras para futuras
aplicaciones en productos fermentados (de Souza
et al, 2019). Estas BAL desarrollan metabolitos
secundarios funcionales como: etanol, acido
acético y acido succinico durante su actividad
metabdlica en el alimento. Por lo que, se sugieren
como cultivos iniciadores en la elaboracién de
quesos artesanales (Portilla-Vazquez et al,, 2016).
El género Enterococcus se ha recuperado de queso
elaborado con leche de vaca sin pasteurizar en Pico,
Portugal (Domingos-Lopes et al., 2017), de leche y
quesos en Minas Gerais, Brasil (Moraes etal., 2012)
y Entrc. durans se aislé de leche cruda (sin
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pasteurizar), queso Istria en Croacia (Fuka et al,,
2017), queso Minas Frescal (Pieniz et al, 2014),
queso Caciocavallo Palermitano (Sicilia, Italia)
(Guarrasi et al, 2017) y en la presente
investigacion de leche sin pasteurizar (cepas: 6Cy
9C).

Algunos Enterococcus han registrado la presencia
de genes responsables de la sintesis de
lantibiéticos (lanM, lanB y IlanC) y enterocinas
(entA, entB, entP, entL50AB y entAS48), produccién
de sustancia de agregaciéon (asal) y gelatinasa
(gelE) (Moraes et al., 2012; Domingos-Lopes et al.,
2017).

Entrc. durans realiza actividad proteolitica y
lipolitica; asi como actividad antimicrobiana y
capacidad antioxidante (Moraes et al,, 2012). No
registr6 factores de virulencia, ni genes de
resistencia (vanA, vanCl y vanC2/3) y exhibidé
sensibilidad a los antibidticos comdnmente
utilizados en la alimentacién animal (eritromicina,
tetraciclina, vancomicina,  gentamicina y
penicilina). También tiene la capacidad de formar
biopeliculas y caracteristicas satisfactorias de
autoagregatividad e hidrofobicidad (Pieniz et al,,
2015). Porlo anterior, Etrc. durans puede ser usada
como cultivo iniciador en alimentos fermentados,
donde coadyuva en la conservacién de alimentos
por la produccién de bacteriocinas, funcién
probidtica (Pieniz et al., 2014; Fuka et al,, 2017) y
desarrollo de caracteristicas sensoriales deseable
en alimentos biotecnol6gicos como quesos.

Lb.  farciminis, ahora  Companilactobacillus
farciminis se ha aislado de productos fermentados
(carnicos, masa, pescado, salmén ahumado en frio,
puré de salsa de soja, aceitunas, verduras y ensilaje
de maiz) y productos lacteos (Zheng et al., 2020)
como el queso Poro (11C).

En el queso Poro se identificaron dos cepas de Pnb.
lautus (5C y 7C), que tiene forma de bastén y
flagelos peritricos (motilidad), catalasa positiva,
Gram positiva, produce esporas termorresistentes
subterminales con esporangios inflamados y es
anaerobia facultativa (Mead et al, 2012). El
crecimiento 6ptimo ocurre entre 28 a 40 °Ca pH 7
en agar Columbia con sangre de oveja desfibrinada
al 5% durante 24 a 48 h (Zhang et al, 2019).
También crece a 37 °C con 3% de cloruro de sodio
(NaCl), sobre agar extracto de levadura, caldo de
triptona y caldo Luria (Mead et al,, 2012). En esta
investigacion crecié en condiciones aerobias a
sobre agar M17 y MRS (48 ha 37 °C), NaCla 4% y
6%, caldo de MRS a pH 3,2; pH 4,5; pH 5,5 y pH 6.2).
Esta bacteria se ha recuperado de ecosistema de
manglar (Odisha, India) (Mangwani et al,, 2014),
aguas termales de obsidiana (que tiene
temperatura de 79 + 4 °C) del Parque Nacional de
Yellowstone, Montana, EE. UU (Mead et al,, 2012),
muestras clinicas humanas (Saéz-Nieto et al,
2017), descargas de aguas residuales (Provincia de
Nigde, Turquia) (Canpolat & Biterge-Siit, 2019),
suelo y maiz ensilado. Al igual que, tetillas de vacas
contaminadas por heces que puede afectar la leche
y por ende los quesos (Borreani et al,, 2019). Se
reporté la presencia de esporas de Pnb. lautus en
leche ultra pasteurizada. Esto afecta el
mantenimiento de la calidad o la seguridad de los

productos alimenticios (Scheldeman et al.,, 2004),
como el queso Poro artesanal que se distribuye en
Tenosique, Tabasco México.

Se ha mencionado que Pnb. lautus tiene sensibili-
dad a antibidticos (ofloxacina, ciprofloxacina,
imipenem, cloranfenicol, lincomicina, clindamicina,
gentamicina, vancomicina, tetraciclina, eritromi-
cina y estreptomicina). Pero es resistente a metales
pesados (plata, zinc, cobre, hierro, cobalto y cromo)
(Canpolat y Biterge-Siit, 2019). Ademas, contiene
genes glucésido hidrolasa que promueven
atributos celuloliticos y lignocelulésico en la
degradacion de biomasa vegetal (Yadav y Dubey,
2018). Asi que, aunque esta bacteria se ha asociado
con infecciones humanas, también exhibe
propiedades biotecnolégicas.

Por otro lado, en la leche bronca se hallé Strp.
equinus (cepa 1C) y en suero Strp. lutetiensis (cepa
3C), ambas son parte del complejo Streptococcus
bovis/Streptococcus equinus (SBSEC), que integran
especies relacionadas genéticamente y que habitan
el tracto gastrointestinal animal (Strp. bovis, Strp.
lutetiensis, Strp. alactolyticus y Strp. gallolyticus
subsp. macedonicus), humano (Strp. gallolyticus
subsp. gallolyticus) (Schlegel et al., 2003; Kaindi et
al,, 2018) y en productos lacteos (Strp. infantarius
subsp. infantariu, Strp. gallolyticus  subsp.
pasteurianus) (Kaindi et al., 2018). Clasificados
como comensales, patégenos oportunistas
emergentes; incluyendo acidosis  ruminal,
endocarditis infecciosa, cancer colorrectal (Jans y
Boleij, 2018) y linfoma intestinal (Piva et al.,, 2019).
El SBSEC, son especies resistentes a levofloxacina,
tetraciclina, eritromicina y clindamicina; suscep-
tibilidad reducida a la penicilina y la vancomicina
(Pompilio et al,, 2019). Otro estudio reveld que
Strp.  lutetiensis también es resistente a
enrofloxacina, marbofloxacina y tetraciclina (Piva
etal,, 2019).

Se ha dicho que la modificacién taxondémica,
habitantes compartidos, competencia natural y la
transferencia horizontal de genes provoca
dificultades para determinar sus mecanismos de
filogenia, epidemiologia y virulencia (Jans et al,
2016).

Un estudio de genémica comparativa revel6 que las
cepas SBSEC, albergan islas genémicas (IG) que
parecen adquiridas de otros estreptococos por
transferencia horizontal de genes. En el caso de las
cepas virulentas, estas IG frecuentemente codifican
factores de virulencia putativos, en las cepas de
fermentaciéon de alimentos las IG codifican
funciones que son fundamentales para el
rendimiento de la cepa durante la fermentacion. Sin
embargo, debido a su estrecha relacién con las
cepas virulentas, su uso en la fermentacion de
alimentos debe evaluarse criticamente (Jans et al,,
2015).

En esta investigacion se aisl6 Et. hormaechei (cepa
30C) de muestras de suero. Esta bacteria pertenece
al complejo Et. cloacae y pueden tener una alta
variabilidad de la expresion fenotipica, lo que
dificulta la identificacién de algunos de sus grupos.
En Qena Governorate, Egipto se detectd
contaminacién de la leche en polvo para lactantes
con Et. hormaechei. Lo que es un motivo de



12

J. U. Gonzalez-de la Cruz et al. 2021. Manglar 18(1): 7-13

preocupacién, al ser considerado un patégeno
comun (El-Zamkan y Mohamed, 2018), causante de
infecciones nosocomiales, enfermedad respiratoria
(Wang et al,, 2020) y sepsis, capaces de invadir los
tejidos profundos. Pueden transmitirse por trans-
ferencia horizontal y producir betalactamasas de
espectro extendido, que brinda resistente a
cefalosporinas y carbapenémicos. Lo que aumenta
los desafios asociados con el tratamiento
terapéutico (Gou et al., 2020).

Finalmente, es importante mencionar que las BAL
nativas aisladas con técnicas de cultivo en placa e

identificadas genéticamente en la leche bronca y
queso de Poro, poseen un potencial biotecnolégico
ampliamente investigado. Por lo que, las cepas de
BAL aisladas en este trabajo pueden ser
investigadas para establecer un cultivo iniciador
que pueda ser usado en la elaboracién el queso
Poro, a partir de leche pasteurizada y obtener este
queso fresco-acidificado con las caracteristicas
organolépticas originales que agradan a los
consumidores. Al igual que, tener una mayor
posibilidad de su inocuidad.

CONCLUSIONES

Fue posible identificar una mayor diversidad de
bacterias acido lacticas nativas en la leche bronca
de vaca en comparacion con las detectadas en el
queso de Poro. Sin embargo, las cepas de Lb.
rhamnosus, Lb. fermentum 'y Lb. plantarum
estuvieron presentes tanto en la leche bronca como
en el queso Poro.

Asi que estos resultados, podran ser usados para
formular y estabilizar un cultivo iniciador nativo,
que permita elaborar el queso Poro con leche
pasteurizada, sin que pierda sus propiedades
organolépticas originales que agradan a los
consumidores.
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