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RESUMEN

El presente trabajo se realiz6 con la finalidad de identificar un consorcio de microorganismos
presentes en una bebida lactea fermentada tipo Bulgaro, que se consume desde hace mucho tiem-
po en la localidad de La Calera del Estado de Michoacéan en la Republica Mexicana, pasando de
generacion en generacion, y a la cual los habitantes de dicha comunidad le atribuyen propiedades
curativas.

El estudio de estos microorganismos se realizd mediante pruebas fenotipicas como la observa-
cion macro y microscopica de la muestra; asi mismo se utilizaron diferentes tipos de tinciones y
pruebas bioquimicas, y también pruebas genotipicas como la secuenciacion del Acido Ribonu-
cleico Ribosomal 16S (RNAr 16S).

La informacién de esta investigacion es muy importante, ya que conocer mas acerca de esta
bebida, sus microorganismos y sus beneficios, nos permitira su divulgacion y estudio como po-
tencial prebiotico y probiotico, y asi como posible uso de alimento funcional.

Palabras clave: Identificacion, microorganismos, Bulgaros, alimento funcional.

Abstract

The following job has been done with final objective of identify a consortium of microorgan-
isms present in a lacteal beverage fermented kind Bulgarian, it’s consumed since a long time ago
in La Calera of the State of Michoacan of Mexican Republic; has passed generation after genera-
tion; population of this community has attributed healing properties.

Studying of this microorganisms was performed by phenotypic tests like macro and microscopic
observation of the sample; likewise different kinds of stain and proofs biochemical, also genotyp-
ic tests like sequence of Ribonucleic Acid 16S (RNA r 16S).

Information for this research is really relevant; knowing about beverage, their microorganisms
and benefits; will allow us study and giving out as prebiotic and probiotic potential; so as possi-
ble use of functional meal.

Keywords: Identify, microorganisms, Bulgarian, functional meal.
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.  INTRODUCCION

Desde la antigliedad se han consumido de manera tradicional los productos lacteos fermenta-
dos, derivados de la leche de diferentes especies de mamiferos, como es el caso del yogurt o las
leches fermentadas, ya sea por sus extraordinarias propiedades nutricionales, o por su funcion
como alimento funcional. Estos alimentos se han pasado de generacidn en generacion, sin llevar
algun tipo de fundamento o investigacion cientifica, como es el caso de los bulgaros de leche que
es un tipo de leche fermentada, parecidos al yogurt natural, que es consumida en toda la republica
Mexicana haciendo énfasis en una pequefia comunidad del estado de Michoacan llamada La Ca-
lera, donde la gente consume este producto de manera tradicional y atribuyéndole propiedades
curativas.

Esta investigacion tiene el fin de identificar qué tipo de microorganismos se encuentran pre-
sentes en este tipo de bebida fermentada tipo bulgaro, su tipificacién incluso hasta nivel de
subespecie, y de esa manera, poder saber a ciencia cierta qué es lo que estan consumiendo las
personas desde hace mucho tiempo atras.

1. TAXONOMIA

Hoy en dia, la célula en biologia se define como “la unidad viva méas pequefia con capacidad
de crecimiento auténomo y reproduccion, y con la habilidad para utilizar sustancias quimicas
como alimento” (Madigan et al., 2005). Todas las células presentan ciertas moléculas quimicas
en comun, tales como proteinas, &cidos nucleicos, lipidos, polisacaridos, vitaminas y minerales.
Asi mismo, todas las células se caracterizan por poseer una membrana celular y dentro de la
misma el citoplasma, sustancia de caracter acuoso.

Todos los seres vivos se clasifican en funcion a una serie de propiedades comunes. La ciencia
que estudia la clasificacion de los seres vivos se le llama "Taxonomia™; la cual viene del griego
taéic, taxis, que significa "ordenamiento", y vopog, homos, que significa "norma™” o "regla").
(Bekkali et al 2007).

La taxonomia ordena a los organismos en un sistema de clasificacion compuesto por una je-
rarquia de taxones anidados. Un taxdn (ordenamiento) es un grupo de organismos emparentados,
que en una clasificacion dada han sido agrupados, asignandole al grupo un nombre en latin, una
descripcion, y un «tipo», de forma que el taxdn de una especie es un espécimen o ejemplar con-
creto. Cada descripcion formal de un taxén es asociada al nombre del autor o autores que la reali-
zan, los cuales se hacen figurar detras del nombre. En latin el plural de taxon es taxa, y es como
suele usarse en inglés, pero en espafiol el plural adecuado es «taxones». La ciencia que define a
los taxones se llama taxonomia. La Taxonomia Biologica es una sub-disciplina de la Biologia
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Sistematica, y consiste en el estudio de la clasificacion de las especies con arreglo a su historia
evolutiva, llamada filogenia. (Jeffares &Penkett, 2008).

Actualmente, la Taxonomia actta después de haberse resuelto el arbol filogenético de los or-
ganismos estudiados, esto es, una vez que estan resueltos los clados. Asi mismo, se le llama clado
a cada una de las ramas del arbol filogenético propuesto para agrupar a los seres vivos. Por con-
siguiente, un clado se interpreta como un conjunto de especies emparentadas (con un antepasado
comun) o ramas evolutivas, en funcién de las relaciones de parentesco entre ellos.

En la actualidad existe el consenso en la comunidad cientifica de que la clasificacion debe ser
enteramente consistente con lo que se sabe de la filogenia de los taxones, ya que sélo entonces
dara el servicio que se espera de ella al resto de las ramas de la Biologia (Soltis &Soltis, 2003).

La taxonomia es la disciplina bioldgica referida a la teoria y practica de la clasificacion de los
organismos. La sistematica es el estudio cientifico de las clases y diversidad de los organismos y
de todas las relaciones entre ellos. Actualmente ambas palabras se utilizan con el mismo sentido,
y el objetivo inicial era el de identificar, describir y delimitar especies.

La taxonomia se divide en 2 ramas:

e Micro-taxonomia. Esta tiene el objetivo de identificar, describir y delimitar especies.
e Macro-taxonomia. Esta tiene como objetivo construir clasificaciones de los taxones, y
requiere de la micro-taxonomia.

La primera clasificacion de los seres vivos se basa en la presencia o ausencia de la membrana
celular. Los seres se dividen en celulares y acelulares. Los Unicos seres acelulares son los virus y
se caracterizan por la ausencia de una membrana celular. (Luque & Herraez, 2000).

Asi mismo, los seres celulares se clasifican en procariontes y eucariontes. Los primeros care-
cen de un ndcleo celular e incluye a las bacterias y las arqueas. Por otro lado, los organismos eu-
cariontes tienen un ndcleo celular e incluyen a plantas, animales, hongos y protistas, éstos tltimos
formados por algas y protozoarios.

En los organismos eucariontes el DNA se halla dentro del nacleo celular.

La palabra procariota viene del griego ‘pro’ = previo a, y ‘karyon = nucleo, y significa previo
al nacleo. Los miembros del mundo procariota constituyen un grupo heterogéneo de organismos
unicelulares, incluyendo a las eubacterias (donde se encuentran las bacterias) y las archaeas (ar-
chaea bacteria).Una tipica célula procariota esta constituida por las siguientes estructuras princi-
pales: membrana citoplasmatica, citoplasma, pared celular, ribosomas, y un conjunto de DNA
Ilamado nucledtido. Las células procariotas son generalmente mucho méas pequefias y mas sim-
ples que las Eucariotas (Alberts et al, 2010).


http://es.wikipedia.org/wiki/Taxonom%C3%ADa
http://es.wikipedia.org/wiki/Especie
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81rbol_filogen%C3%A9tico
http://es.wikipedia.org/wiki/Clado
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81rbol_filogen%C3%A9tico
http://es.wikipedia.org/wiki/Ser_vivo
http://es.wikipedia.org/wiki/Antepasado_com%C3%BAn
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Alberts y colaboradores, 2010, definen el término eucariota en referencia a un nucleo verdade-
ro del griego: ‘eu’ = buen, y ‘karyon = nucleo. Este grupo de organismos se caracteriza por pO-
seer un nucleo celular cubierto por una membrana; ademés de membrana celular, citoplasma,
DNA, y una serie de organelos como mitocondrias, cloroplastos, reticulo endoplasmatico, y apa-
rato de Golgi. El DNA en eucariontes se encuentra dentro del nucleo celular, mientras que en
procariontes se halla disperso en el citoplasma y se le llama nucleoide.

1.1. PRUEBAS TAXONOMICAS

Los seres vivos pueden clasificarse taxonomicamente segin diferentes pruebas, tales como
morfoldgicas, bioquimicas y genéticas.

Los microorganismos procariontes se caracterizan por la ausencia de un ndcleo celular, y don-
de su DNA se halla disperso en el citoplasma. Este grupo de organismos incluyen a las bacterias
y a las arqueas. Existen diferentes maneras de clasificar a los microorganismos procariontes, tales
como su morfologia, sus propiedades bioquimicas, y sus propiedades genéticas. (Ferat, 1995).

1.2. MORFOLOGIA

El estudio de la morfologia puede ser tipo microscopica o tipo macroscépica. El estudio mi-
croscopico involucra el uso del microscopio, mientras que los estudios macroscépicos se basan
en el uso de medios de cultivo en cajas Petri.

1.2.1. MORFOLOGIA MICROSCOPICA

La forma de las bacterias al microscopio estd determinada por la rigidez de su pared celular.
Basicamente, se diferencian segun su forma en tres tipos: cocos, bacilos, y espirilos. Los cocos
son de forma esférica u ovalada; los bacilos de forma cilindrica tipo bastones, rectos o curvos; y
los espirilos en forma de espiral.

En la figura 1 se muestra un resumen de la morfologia microscopica de bacterias; donde 1.
Cocos; 2.Diplococo; 3. Cocos en cadenas; 4. Cocos en racimos; 5. Cocos en tétradas; 6. Cocoba-
cilos; 7. Bacilos; 8. Bacilos bordes redondeados; 9. Bacilos bordes rectos; 10. Bacilos fusiformes;
11.Vibrios 12. Bacilos curvos; 13-15. Diferentes Espiroquetas.
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Figura 1. Morfologia Microscopica de Bacterias

Las bacterias pueden mantenerse unidas unas con otras después de la division celular, pero
conservando siempre la independencia celular. La morfologia bacteriana debe ser observada con
un microscopio optico o con el microscopio electronico, dado el tamafio pequefio de estos micro-
organismos. (Chicharrén, 2006).

Las bacterias pueden observarse en el microscopio sin tincién, llamado examen en fresco, si se
les coloca en glicerol o en soluciones no acuosas que aumenten el indice de refraccion; o con una
tincién usando distintas coloraciones que mejoran su visualizacion, ya que éstas son células inco-
loras. Dichas tinciones se basan en la afinidad que presentan los colorantes por las estructuras
bacterianas. Los colorantes catidnicos, por ejemplo, son atraidos por los componentes de carga
negativa como los &cidos nucleicos y los polisacaridos. Ejemplo de este tipo son el azul de meti-
leno, el cristal violeta y la safranina.

Las coloraciones que se usan para tefiir los preparados de bacterias se pueden dividir en sim-
ples, diferenciales y especiales. Las primeras, por ejemplo el azul de metileno, nos permiten ob-
servar la existencia de bacterias, su morfologia, su agrupacion, la presencia de esporas y la exis-
tencia de otros tipos celulares. Las diferenciales, por ejemplo la coloracion de Gram y la de
Ziehl-Nielse en, ademas de lo anterior, permiten la diferenciacion de las bacterias porque usan
diferentes colorantes que se comportan distinto segin el microorganismo en cuestion .Las tincio-
nes especiales se usan para objetivar distintas estructuras morfolégicas como la membrana celu-
lar, la capsula, el nucleo, los flagelos, las esporas, etc. (Copertino &Hallick, 1993).

Antes de la coloracion hay que realizar la preparacion y la fijacion del frotis.
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La preparacion del frotis consiste en extender homogéneamente la muestra (por ejemplo un
cultivo bacteriano), o una suspension de la misma sobre una lamina. Una vez preparado el frotis
debe secarse y fijarse, por ejemplo con el uso de calor. La fijacion del frotis se pretende obtener
la muerte de los microorganismos, la adhesién a la l&mina y la conservacion de su morfologia.
Después de preparar Y fijar el frotis se puede usar cualquier tipo de coloracion (Schaechter et al,
1993).

La coloracion de Gram es la mas usada en bacteriologia. Esta debe su nombre a quién la des-
cribio en 1884; el danés Christian Gram. Esta es una tincion diferencial, dado que las bacterias
pueden clasificarse segunsu respuesta al colorante en Gram-Positivas 0 Gram-Negativas. Las
primeras se tifien de color azul violeta y las segundas adquieren un color rosado o rojo. La dife-
rente reaccion de las bacterias a la coloracion de Gram se relaciona con diferencias fundamenta-
les de la envoltura celular de estas dos clases de células.

En la tabla 1 se muestran los colorantes usados, su tiempo de aplicacion y la diferente colora-
cion que adoptan las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas en cada paso de la coloracion de
Gram. EI cristal violeta es el colorante primario, el Lugol el mordiente, la solucion alcohol-
acetona el decolorante y la safranina el colorante secundario o de contraste.

Tabla 1. Tincién de Gram

Solucién Tiempo de Bacterias Bacterias
Aplicacion Gram Positivas Gram Negativas

Cristal Violeta 30s Violeta Violeta

Lugol Imin Violeta Violeta

Alcohol-Acetona 10-15 min Violeta Incolora

Safranina 1min Violeta Rosada

1.2.2. MORFOLOGIA MACROSCOPICA

La mayoria de las bacterias se multiplican rapidamente y son visibles como colonias cuando se
les siembra en medios de cultivo sdlidos adecuados. Estas requieren una incubacion de aproxi-
madamente24 horas en una atmdsfera que favorezca su desarrollo, y a una temperatura 6ptima.

Una colonia esta constituida por los descendientes de una o unas pocas células. Las caracteris-
ticas de la colonia también dependen de la movilidad de la bacteria. El tamafio puede variar desde
0.5 mm (Haemophilussp. o N. gonorrhoeae), a mas grandes como las Enterobacterias.

La forma de la colonia en el medio de cultivo puede ser circular (Staphylococcus), o irregular
o filamentosa (Bacillus). Asi mismo, los bordes pueden ser ondulados (Bacillusanthracis), en
forma de sierra o dentados (Yersinia pestis) o lisos (Proteus vulgarisy Escherichiacoli).
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Por otro lado, la superficie de la colonia también es orientadora y puede ser: plana, convexa,
mamelonada, y/o umbilicada.

Forma CIRCULAR IRREGULAR FILAMENTOSA RIZOIDE
Superficie CONVEXA PLANA UMBILICADA CRATERIFORME
Bordes REDONDEADO ONDULADO FILAMENTOSO ESPICULADO LOBULADO

Figura 2. Formas, superficies y bordes de colonias bacterianas.

En relacion al pigmento que adquieren puede ser muy variado, y por ejemplo puede ser verde
(P. aeruginosa), amarillo (S. aureus), y grisaceo (N. meningitidis).

También es diferente el comportamiento frente a la luz, y puede ser brillante (Streptococcus) u
opaca (Staphylococcus). Asi mismo, pueden presentar olores particulares como el frutal de P.
aeruginosa y el putrefacto de los microorganismos anaerobios.

Por ultimo, hay que destacar la consistencia de la colonia, la cual puede ser mucoide (M), lisa
(S) o rugosa (R). Las colonias M tienen aspecto acuoso, brillante, propio de las bacterias capsula-
das o que forman cubiertas polisacaridas como Klebsiella pneumoniae, Streptococcu spneumo-
niae, y Haemophilus influenzae. Los polimeros capsulares pueden ser especificos de grupo y son
generalmente antigénicos. Entre las bacterias patdgenas, las formas capsuladas suelen ser mas
virulentas.

Por otra parte, las colonias S son de aspecto homogéneo, de textura uniforme y son caracteris-
ticas de microorganismos de tipo salvaje recientemente aislados de su habitat natural como las
Enterobacterias.

Las colonias R son de aspecto granulado, y en general son cepas mutantes que carecen de cier-
tos polisacaridos de superficie. Las formas R de Enterobacterias, por ejemplo, generalmente no
son virulentas, en oposicion a la mayor resistencia de las bacterias procedentes de colonias S de
tipo salvaje.

Un cuarto tipo de colonia es la L y se asocia a la ausencia de la pared celular como resultado
de la exposicidn a antibidticos; y en general estas formas vuelven a sintetizarla pared celular una
vez que el farmaco se extrae del medio (Prescott et al, 1999.)
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1.3. IDENTIFICACION BIOQUIMICA

Los ensayosbioquimicos, tradicionalmente utilizados, generalmente determinan la actividad de
una via metabolica (conjunto de reacciones quimicas) a partir de un sustrato que se incorpora en
un medio de cultivo y que la bacteria al crecer transforma o no. (Donaldson, 2004).

Las pruebas o ensayos bioquimicos son pruebas simples que se han desarrollado para demos-
trar en forma clara una determinada caracteristica bioquimica, ya sea como la presencia o ausen-
cia de una determinada actividad enzimatica, grupo de enzimas o una determinada via metabdli-
ca; asi como el crecimiento a una determinada temperatura, el crecimiento en presencia de inhi-
bidores, etc. Las pruebas bioquimicas no significan de ninguna manera un estudio profundo del
metabolismo bacteriano. (Gimeco, 2004).

1.4. IDENTIFICACION GENETICA

La identificacion genética se basa principalmente en la secuenciacion del DNA cromosomico
de los seres vivos. Se usan equipos de laboratorio para secuenciar dicho DNA.

La genealogia molecular es el campo de la biologia que estudia la estructura y la funcion de
los genes a nivel molecular. La genética molecular emplea los métodos de la genética y la biolo-
gia molecular. Se denomina de esta forma para diferenciarla de otras ramas de la genética como
la ecologia genética y la genética de poblaciones. Un area importante dentro de la genética mole-
cular es el uso de la informacion molecular para determinar los patrones de descendencia y por
tanto, la correcta clasificacion cientifica de los organismos, lo que se denomina sistemética mole-
cular, mientras que al establecimiento de relaciones de parentesco se llama filogenia molecular.
(Ferat, 1995).

2. PROCARIONTES

Se llama procariotas a las células sin nucleo celular diferenciado, y cuyo material genético se
encuentra disperso en el citoplasma, y reunido en una zona denominada nucleoide. Casi sin ex-
cepcion los organismos basados en células procariotas son unicelulares, es decir, formados por
una sola célula (Tortora, 2007).

El grupo de los procariontes incluye a las arqueas y a las bacterias.

2.1. ARQUEAS

Las arqueas 0 arqueo bacterias son un grupo de microorganismos unicelulares pertenecientes
al dominio Archaea. Las arqueas, como las bacterias, son procariotas que carecen de nucleo celu-
lar o cualquier otro organulo dentro de sus células. Sin embargo, cabe sefialar que hay diferencias
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a nivel molecular entre arqueas y bacterias y que las arqueas estan filogenéticamente mas proxi-
mas a los eucariontes que a las bacterias.

Las arqueas se reproducen asexualmente y se dividen por fision binaria; ademas de fragmenta-
cion o gemacion, a diferencia de las bacterias.

Las arqueas y las bacterias no tienen membranas internas que delimiten organelos, y como to-
dos los organismos celulares presentan ribosomas, pero a diferencia de los encontrados en las
bacterias que son sensibles a ciertos agentes quimicos inhibidores, los de las arqueas no lo son, lo
que puede sugerir una relacion cercana entre Arquea y Eukarya.

La membrana celular tiene una estructura fisica similar a la de las demés células, pero su com-
posicién quimica es Unica. No poseen péptido glucano como en las bacterias, y debido a estas
diferencias, las arquea exhiben una alta resistencia contra los antibidticos y los agentes liti-
cos(Gevers et al, 2006).

Las arquea poseen fosfolipidos basados en glicerol en su membrana celular, pero con 3 carac-
teristicas que los hacen inusuales:

e Estereoquimica del Glicerol. Los lipidos de las arqueas son unicos porque la estereo-
quimica del glicerol es opuesta a la encontrada en bacterias y eucariontes. Esto eviden-
cia fuertemente un camino bio-sintético independiente.

e Enlaces Eter. Las bacterias y eucariontes tienen membranas compuestas principalmen-
te por glicerol y unidos a los &cidos grasos mediante enlaces éster, mientras que en las
arquea la union es por enlaces éter. Aun cuando alguna bacteria tiene lipidos ligados
por éter, la estereoquimica del glicerol sigue siendo de tipo bacteriano. Estas diferen-
cias pueden ser debidos por una adaptacion de las arqueas a los ambientes hiper-
termofilos.

e Cadenas Isoprenoides. Las cadenas laterales de las membranas celulares también tiene
una composicion distintiva en Arquea, pues son cadenas isoprenoides compuestas de
20 o incluso 40 atomos de carbono, mientras que en Bacteria y Eukarya estan com-
puestas por acidos grasos y usualmente de 16 a 18 atomos de carbono(Geverset al.
2006).

Las arquea se diferencian de las bacterias no solo en la composicién de su membrana celular,
sino también en aspectos genéticos. Asi, la transcripcion y traduccion, los dos procesos centrales
de la biologia molecular, no presentan las caracteristicas bacterianas tipicas sino que son mas
similares en muchos aspectos a los encontrados en Eukarya. Por ejemplo, la traduccion usa facto-
res de iniciacion y de alargamiento del tipo eucarionte y la transcripcion implica proteinas de
union TATA y TFIIB como en los eucariontes. (Gilbert, 2006).
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Muchos genes ARNr y ARNt de las arquea albergan intrones. Los intrones son fragmentos de
ADN que no son capaces de expresarse bajo la forma de una proteina (Onyenwoke et al, 2004);
es decir, un intron es un fragmento de ADN que esté presente en un gen pero que no codifica ningin
fragmento de la proteina; y los intrones son eliminados en el proceso de maduracion del ARN.

Los genes estan constituidos por fragmentos de dos clases: Intrones y Exones. Los exones son los
fragmentos del gen que codifican aminoacidos de la proteina mientras que los intrones son fragmen-
tos del gen que se encuentran separando los distintos exones y no codifican aminoécidos. En un pri-
mer momento de la transcripcion la informacion genética pasa del ADN al ARN y se produce un
ARN inmaduro que contiene una copia exacta del gen, con exones e intrones. En el proceso de madu-
racion del ARN que ocurre en el nucleo elimina los intrones y se pegan los exones para formar un
ARN maduro que ya puede salir del ndcleo hacia el citoplasma.

Aunque puede parecer que los intrones no sirven para nada, ya que son desechados en este proce-
S0, esto no es cierto, ya que en muchas ocasiones contienen importantes sefiales reguladoras del gen.
Por otra parte, su existencia permite que los genes sean modulares y se puedan combinar los exones
de diversas maneras produciendo proteinas diferentes con un mismo gen. Por ultimo, esta modulari-
dad ha sido un factor muy importante en la evolucion de los genes (Bruce, 2008).

Aungue no son Unicas, las paredes celulares de las arquea son también inusuales. Las arqueas
no tienen paredes de péptidoglucano como en las bacterias, aunque un grupo de arqueas metano-
génicas contiene un pseudo-péptidoglucano, pero que se diferencia en la composicion y en los
enlaces; y tampoco tienen paredes de celulosa como las plantas, o de quitina como los hongos y
animales (Tortora, 2007).

Las paredes celulares de las arqueas se componen de polisacaridos, glicoproteinas y/o protei-
nas. El tipo mas comun de pared es la capa superficial para-cristalina (capa S) que esta formada
por proteinas o glicoproteinas, y generalmente de simetria hexagonal. Las capas S son comunes
en las bacterias donde constituyen el unico componente de la pared celular en algunos organis-
mos (Planctomyces) o la capa externa de muchos otros organismos con péptido glucano. La Ar-
quea Thermoplasma carece de pared celular (Tortora, 2007).

Las arquea también tienen flagelos que son notablemente diferentes en composicion y desarro-
llo de los superficialmente flagelos de las bacterias (Tortora, 2007).

2.2. BACTERIAS

Estos son microorganismos unicelulares que presentan un tamafio de algunos micrémetros de
largo (0.5-5.0um), y que presentan diversas formas morfolégicas, e incluyendo esferas, barras y
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hélices. Las bacterias son procariotas, y por lo tanto, a diferencia de las células eucariotas no tie-
nen nucleo celular ni organelos internos.

Existen diferentes formas de clasificar a las bacterias: Morfologia, Fisiologia, Genéticas, etc.

2.2.1. CLASIFICACION MORFOLOGICA

Acorde a su morfologia las bacterias se clasifican del modo siguiente:

e Cocos. Estas son bacterias esféricas que pueden presentarse de forma aislada y llamadas
cocos, en parejas llamadas diplococos, 0 en cadenas y denominadas estreptococos, y si se
encuentran dispuestos en racimos se les llama estafilococos.

e Bacilos. Estas son bacterias alargadas, rectas o curvas.

o Espirilos. Estas son bacterias curvadas o retorcidas helicoidalmente, y con un enrollamien-
to incompleto como en los vibriones, o completo como en las espiroquetas.

e Bacterias Tabicadas. Estas son relativamente grandes y formadas por filamentos tabicados
y que reciben el nombre genérico de Leptothrix. (Leonoir et al. 2007).

2.2.2. CLASIFICACION NUTRICIONAL

Las bacterias en base a la manera en que se nutren se clasifican en autotrofas y heterétrofas.

A.BACTERIAS AUTOTROFAS

Estas son capaces de sintetizar sus sustancias organicas a partir de minerales y una fuente de
energia externa; las hay fotosintéticas, es decir, que utilizan la energia de las radiaciones lumino-
sas gracias a ciertos pigmentos que poseen; y las quimio sintéticas, que obtienen la energia a par-
tir de reacciones quimicas de oxidacion, como son las bacterias nitrificantes del suelo que utilizan
nitratos y las sulfo-bacterias de las aguas sulfurosas que utilizan &cido sulfhidrico, y otros com-
puestos del azufre oxidable como sulfitos y tiosulfatos.

B.BACTERIAS HETEROTROFAS

Estas utilizan compuestos organicos elaborados por otros seres vivos. Estas pueden ser parasi-
tas que son productoras de enfermedades en el hombre y en otros animales; también pueden ser
saprofitas, las cuales viven a partir de materia organica muerta; y por Gltimo, las bacterias simbié-
ticas, que viven en un plan de ayuda mutua con organismos vegetales o animales (Albertset al,
2007).

C.RESPIRACION

Las bacterias también se clasifican en funcion a la manera que respiran, ya sea usando oxi-
geno, o usando otras sustancias.

10


http://es.wikipedia.org/wiki/Procariota
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lulas
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula_eucariota
http://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAcleo_celular
http://es.wikipedia.org/wiki/Org%C3%A1nulos

FACULTAD DE QFB. Higinio Andrade Escobar.

= Bacterias Aerobias. Utilizan oxigeno para realizar la respiracion.
= Bacterias Anaerobias. Para respirar sustituyen el oxigeno por otras sustancias.

Existen bacterias aerobias estrictas, las cuales mueren en ausencia de oxigeno; asi mismo exis-
ten anaerobias estrictas que mueren en presencia de oxigeno; y también existen un grupo de bac-
terias que pueden vivir en presencia o en ausencia de oxigeno, llamadas aerobias facultativas.

D. TEMPERATURA

Segun la temperatura éptima de crecimiento las bacterias se clasifican en termdfilas, mesofilas
y psicroéfilas.

TERMOFILAS.

Se desarrollan entre 25 y 80°C, y con una Optima entre 50 y60°C.Las bacterias termoéfilas son
aquellas que se desarrollan a temperaturas superiores a 45°C, pudiendo superar incluso los 100°C,
hipertermofilos, siempre y cuando exista agua en estado liquido, lo que se consigue si la presion
es elevada como ocurre en las profundidades oceanicas.

Actualmente se estan descubriendo muchas especies nuevas de bacterias termofilas en chime-
neas hidrotermales de las profundidades marinas, como es el caso de Rhodothermus obamensisen
la Bahia Tachibana (Japdn) con un crecimiento 6ptimo a 80°C.

MESOFILAS.
Estas se desarrollan entre 10 y 45°C, y con una optima entre 20 y 40°C.
PSICROFILAS.

Estas se desarrollan entre -5y 30°C, y con una 6ptima entre 10 y 20°C. Psicrdfilos (palabra
compuesta de las griegas woypoc =frio, y gilia=afecto, amor; es decir "amantes del frio™), son
organismos capaces de vivir a temperaturas por debajo de los 5 °C. Sus temperaturas minimas de
desarrollo van de -5 a +5 °C, y sus temperaturas de desarrollo maximas estan entre 15y 20 °C.

Hay dos tipos de psicrofilos:

= Psicréfilos Obligados. Su temperatura 6ptima esta en torno a los 15-18 °C, aungue viven
perfectamente a cero grados e incluso a temperaturas mas bajas; un ejemplo es Flavobacte-
rium. Hay algunos cuya temperatura Optima todavia es mas baja, los llamamos psicrofilos
extremos, un ejemplo es Polaromonas vacuolata, que vive en las aguas de la Antartida; y
su temperatura dptima es de 4°C y la maxima que resiste es de 14°C y no sobreviven por
encima de esta temperatura.
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= Psicroéfilos Facultativos. Como su nombre indica tienen la facultad de resistir el frio, pero
su temperatura dptima es mas alta, en torno a los 20-30°C. Estos organismos son los culpa-
bles de que los alimentos se estropeen en los frigorificos. (Brock, 2008).

2.2.3. GENERO BACILLUS

Las bacterias del género Bacillusson bacilos de gran tamafio (4-10 pm), Gram positivos, aero-
bios estrictos 0 anaerobios facultativos, y encapsulados. Una caracteristica importante es que és-
tas forman esporas extraordinariamente resistentes a condiciones desfavorables.

Las especies del género Bacillus se clasifican en los siguientes subgrupos: Bacillus polymyxa,
Bacillus subtilis (Bacillus cereus y Bacillus licheniformis), Bacillus brevis y Bacillus anthracis
(Koneman et al, 1999).

Estos microorganismos suelen desarrollarse bien en gelosa sangre, donde producen colonias
grandes, extendidas, blanco-grisaceas y con bordes irregulares. Las especies de dicho género tie-
nen amplia distribucion, ya que habitan suelo, agua y polvo ambiental. Los miembros termoéfilos
y psicrofilos del género pueden desarrollarse a temperaturas elevadas como 75°C, o bajas, como
los -5°C.

Aunque la mayoria de las especies de Bacillus son inocuas, algunas son patégenas para las
personas y animales. Bacillus cereuscausa una intoxicacion alimentaria similar a la estafilocdci-
ca. Algunas cepas producen una toxina termoestable en los alimentos que se asocia con la germi-
nacién de esporas y que genera un cuadro de vomitos en un plazo de 1 a 5 horas tras la ingestion
(Koneman et al., 1999).

3. EUCARIONTES

Este dominio incluye a los organismos celulares con nucleo verdadero. Estos organismos
constan de una 0 mas células eucariotas, abarcando desde organismos unicelulares hasta verdade-
ros pluricelulares, donde las células se especializan para diferentes tareas y que, en general, no
pueden sobrevivir de forma aislada (Tortora, 2007).

Pertenecen al dominio Eukarya los animales, las plantas, los hongos, asi como varios grupos
denominados colectivamente como protistas que incluyen a las algas y a los protozoarios (Torto-
ra, 2007).

3.1. HONGOS

Los hongos son un reino de seres vivos unicelulares o pluricelulares que no forman tejidos y
cuyas células se agrupan formando un cuerpo filamentoso ramificado. Al conjunto de filamentos
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de un hongo se le llama micelio, y cada filamento se denomina hifa. Las células de los hongos
tienen una pared celular de quitina, que cumple un papel equivalente a la celulosa de las plantas
(Micol, 2008).

Los hongos tienen alimentacion heterotrofa, puesto que no pueden realizar fotosintesis porque
no tienen clorofila. Tienen digestion externa, es decir, vierten al exterior enzimas digestivas que
actuan sobre los alimentos dividiéndolos en moléculas sencillas. Los hongos absorben los alimen-
tos después de digerirlos.

Micol, 2008, menciona que los hongos pueden ser saprofitos, parasitos y simbiontes. Los hon-
gos saprofitos, como el champifion o la trufa, se alimentan de sustancias en descomposicion. Los
hongos parasitos se alimentan de los liquidos internos de otros seres vivos; y los hongos simbion-
tes se asocian con otros organismos y se benefician mutuamente.

Los hongos viven en lugares hiumedos, con abundante materia organica en descomposicion y
ocultos a la luz del sol. También pueden habitar en medios acuaticos o vivir en el interior de cier-
tos seres vivos parasitdndolos. (Potter N. 1998).

La reproduccion de los hongos puede ser asexual (por esporas) o sexual. Las hifas haploides
pueden dar lugar por mitosis, es decir, asexualmente, a unas esporas llamadas conidios o coni-
diosporas. Las hifas diploides resultantes de la union de dos hifas haploides pueden dar lugar, por
reproduccion sexual, a esporas en unas estructuras tipo asca o tipo basidio. Hay dos clases de
hifas: hifas cenociticas, sin tabiques de separacién entre células, e hifas tabicadas. (Schachter et
al. 2006).

3.1.1. LEVADURAS

Se denomina levadura a cualquiera de los diversos hongos microscépicos unicelulares y que
son importantes por su capacidad para realizar la descomposicion mediante fermentacion de di-
Versos cuerpos organicos, principalmente azucares o hidratos de carbono, produciendo distintas
sustancias (Graham et al, 2006).

Desde una perspectiva microbioldgica se ha denominado levadura a todos los hongos con pre-
dominio de una fase unicelular en su ciclo de vida, incluyendo a los hongos basidiomicetes. A
veces suelen estar unidos entre si formando cadenas; y producen enzimas capaces de descompo-
ner diversos sustratos, principalmente azUcares.

Una de las levaduras mas conocidas es la especie Saccharomyces cerevisiae, y ésta tiene la fa-
cultad de crecer en forma anaerobia y realizando una fermentacién alcohdlica. Por esta razon se
emplea en muchos procesos de fermentacion industrial, por ejemplo en la produccion de cerveza,
vino, hidromiel, pan, produccion de antibidticos, etc. (Graham et al, 2006).
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Las levaduras se reproducen asexualmente por gemacion o brotacion y sexualmente mediante
ascosporas 0 basidioesporas. Durante la reproduccion asexual, una nueva yema surge de la leva-
dura madre cuando se dan las condiciones adecuadas, tras lo cual la yema se separa de la madre
al alcanzar un tamafio adulto. En condiciones de escasez de nutrientes las levaduras que son ca-
paces de reproducirse sexualmente formaran ascosporas (Deak y Beuchat, 1996).

La mayoria de las levaduras son mesofilas, y con una temperatura maxima de crecimiento en-
tre 24 y 48°C. No hay levaduras que puedan crecer a 50°C y solamente unas pocas pueden desa-
rrollar cerca de 0°C.

La mayoria de las levaduras que causan deterioro de alimentos crece a una actividad de agua
entre 0.90 y 0.95. En general las levaduras toleran mejor altas concentraciones de azucar que de
sal. Por otra parte, toleran mejor la glucosa que la sacarosa. La mayoria de las levaduras toleran
un rango de pH entre 3 y 10, pero prefieren un medio ligeramente acido con un pH entre 4.5y
6.5.La utilizacion de nitratos esta confinada a ciertas especies de levaduras, mientras que las
fuentes comunes de nitrdgeno son amonio, urea y aminoacidos.

Las levaduras estdn ampliamente distribuidas en la naturaleza. Se hallan sobre hojas, flores,
frutos, piel, cuero, plumas y tracto digestivo de animales herbivoros y omnivoros. Algunas estan
asociadas con insectos, pero el suelo es el mayor reservorio. También forman parte de lamicro
biota de productos lacteos y carnicos. Las levaduras de las pasturas y suelo de corrales pueden ser
transportados a los mataderos y de alli a las carcasas. Suelen hallarse en carcasas de cordero y
cerdo (Deak y Beuchat, 1996).

4. CONSORCIO MICROBIANO

Un consorcio microbiano es un grupo de diferentes especies de microorganismos que actan
conjuntamente como una comunidad en un sistema complejo donde todos se benefician de las
actividades de los demas. (Calderon y Herrera, 1989).

En un consorcio se pueden encontrar una serie de microorganismos con diferentes habilidades
metabdlicas, incluyendo actividad proteolitica (degradacion de proteinas), sacarolitica (degrada-
cion de diversos tipos de azlcares), lipolitica (digestion de lipidos) y celulitica (degradacion de
celulosa o material vegetal) (Calderén y Herrera 1989).

5. PRUEBAS DE IDENTIFICACION CELULAR

Las pruebas de identificacion celular a nivel microbiano basicamente son 3:

e ldentificacién Morfologia (Macro y Microscopica).
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¢ Identificacion Biogquimica.
e I|dentificacion Molecular.

En las pruebas de morfologia microscdpica se hacen estudios de observacion colonial del cre-
cimiento directo y posterior observacion con un microscopio mediante la utilizacién de tinciones
simples o diferenciales, en las que se observa la agrupacion celular y la afinidad a dicho coloran-
te; asi como la presencia o ausencia de ciertas estructuras celulares como nucleos, flagelos, cap-
sula, fimbrias, etc.

En las pruebas macroscopicas se usan medios de cultivo en cajas Petri y se observa su morfo-
logia colonial.

Estas técnicas, bajo ciertas limitaciones, permiten detectar el tipo de microorganismo y la can-
tidad del mismo a bajos costos.

Las pruebas de identificacion bioquimica se basan en reacciones metabdlicas, ya sean catabd-
licas 0 anabolicas, que son especificas para un determinado microorganismo o un grupo de los
mismos. Estas pruebas permiten determinar la identidad de un microorganismo hasta su género y
especie. Las pruebas bioquimicas incluyen el uso de medios de cultivo en cajas Petri y/o reacti-
VOS quimicos que generan una serie de colores bajo una reaccion quimica especifica.

Por otra parte, la mayoria de las pruebas de identificacion molecular se basan en la secuencia-
cion del DNA. Se utiliza normalmente la reaccion en cadena de la polimerasa, conocida como
PCR por sus siglas en inglés (Polymera Chain Reaction). Esta es una técnica de biologia molecu-
lar cuyo objetivo es obtener un gran numero de copias de un fragmento de ADN particular. Poste-
riormente la secuencia es analizada con sistemas de cémputo y se logra la identificacion de un
microorganismo hasta género y especie e incluso sub especie (Bartlett y Stirling, 2003).

6. PROBIOTICO

De acuerdo con la definicion Alemana de Cimperman L. Casen Fleet laboratorios.: “Los Pro-
biéticos son microorganismos viables que en cantidades suficientes enriquecen la actividad de
efectos positivos en la salud”.

Numerosos microorganismos probidticos son usados particularmente en leches fermentadas y
sus derivados y han sido estudiados desde 1917 (Yang et al, 2005).

Segun Joumanay colaboradores, 2004, algunos de los efectos positivos son:

v’ Evitan diarreas complicadas por la intolerancia a la lactosa.
v" Reduccion de la concentracion de enzimas promotoras de cancer.
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v" Reduccion del metabolismo téxico asociado con la putrefaccion intestinal.

v Regulacion y elevacién de la salud del tracto gastrointestinal.

v" Efectos beneficiosos contra microorganismos patégenos.

v' Evita enfermedades inflamatorias del tracto gastrointestinal, asi como infecciones por bac-
terias como Helicobacter pylori.

v Normalizacién del paso de las deposiciones de sujetos con estrefiimiento o colon irritable.

v" Prevencion de alergias en infantes.

v" Prevencion de infecciones del tracto respiratorio y otras enfermedades infecciosas asi como
tratamiento de infecciones urogenitales, y prevencion de efectos de hiper colesterol.

v Mejorar la flora y prevencion de caries.

v" Terapia de isquemia de corazon.

v" Disminucién de enfermedades autoinmunes.

v" Previene o reduce la duracion de complicaciones por rotavirus

v' Evita complicaciones asociadas por antibiéticos.

Los probidticos también se han relacionado con el cancer de colon, CRC; y cabe mencionar
que actualmente es la mayor causa de muerte en el mundo de occidente. Aproximadamente el
70% del CRC es asociado con factores ambientales, y principalmente por la dieta. Esto es intere-
sante por el rol que juegan las leches fermentadas como proteccion gastrica ya que contiene culti-
vos probioticos que funcionan en contra del CRC.

Los estudios relacionados en humanos indican que el consumo de las leches fermentadas con
cultivos probidticos puede reducir el riesgo de contraer cancer colon rectal. Estudios han mostra-
do marcadores de alto y bajo riesgo de cancer después de la ingesta de leches fermentadas con
cultivos probioticos. Por otro lado, estudios en animales han mostrado una reduccion en los in-
ductores quimicos en la formacion de tumores de cancer colon rectal al administrar probiéticos.
En estudios in vitro también hay evidencia de la proteccion de los probioticos y permite un mejor
entendimiento para comprender la actividad y mecanismo de los efectos anticancerigenos. (Ro-
berfroid, 2000)

Los probioticosno solo se han suministrado a humanos, sino también a otros animales. En un
estudio realizado por el Colegio de Ciencias Veterinarias en China, y Universidad de Agricultura
en Beijing realizado en el 2007, mostraron la reduccion de enfermedades propias de las aves do-
mésticas. En un estudio realizado en dos grupos de pollos, donde se observé el aumento de las
proteinas 1gG, IgM, IgA, propios del sistema inmunoldgico. El resultado sugiere que los probioti-
cos alargan la inmunidad de la mucosa intestinal, y por lo tanto la vida de los pollos es mayor
(Yurong et al, 2005).
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7. PREBIOTICO
Un prebidtico es el sustrato trofico de un probidtico.

Los prebioticos son sustancias no digeribles por el hombre que forman parte de los alimentos,
y que benefician al huésped estimulando de forma selectiva el crecimiento y/o actividad de un
namero limitado de bacterias intestinales.

Todavia hay poca experiencia en su empleo; pero la investigacion de los mismos ha aumenta-
do considerablemente en afios recientes. Uno de los mas estudiados es la inulina.

Las principales acciones de los prebi6ticos ocurren a nivel gastrointestinal. Estos llegan al in-
testino grueso y son fermentados por las bacterias del colén, lo que condiciona la seleccion de la
flora tipo bifidobacterias (Collins y Gibson, 1999).

Un prebidtico son ingredientes seleccionados para llevar a cabo una fermentacion y realizar
cambios especificos, en la composicion y/o actividad en la microflora intestinal, y que le confiere
beneficios para una buena salud. Las dietas con ingesta elevada de fibra establecen un impacto
positivo en el micro flora intestinal.

7.1. EFECTOS SIMBIOTICOS

La asociacién de un probidtico con un prebidtico se denomina “efecto simbidtico”.

Un ejemplo son los preparados lacteos ricos en fibra fermentados por bifidobacterias. Se su-
pone que dicha asociacion proporciona efectos sinérgicos. Sin embargo, hasta la fecha no se han
realizado estudios relevantes con simbidticos, por lo que los aparentes beneficios son por el mo-
mento especulativos (Rodriguez et al, 2003).

7.2. PRODUCTOS LACTEOS FERMENTADOS

Existe una gran variedad de productos lacteos que son elaborados mediante la fermentacion de
la misma por diferentes tipos de microorganismos.

7.2.1. YOGURT

Su sabor inconfundible y sus beneficiosas bacterias, excelentes para el sistema inmunoldgico,
han sido fundamentales en la alimentacion del ser humano durante siglos. Tanto es asi, que mu-
chos expertos creen que el yogurt fue conocido mucho antes que la agricultura. Ademas, no sélo
es exquisito como postre, solo o con azlcar, mermelada, miel o frutas, sino que ademas es un
ingrediente imprescindible de numerosas salsas para pastas, ensaladas y carnes.
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A.ORIGEN DEL YOGURT

El nombre del yogur tiene su origen en una palabra bulgara: ‘jaurt’; y es precisamente de la zo-
na de los Balcanes y de Asia Menor de donde procede este manjar lacteo. Las tribus némadas
pronto se dieron cuenta de que la leche se convertia en una masa semi sélida al transportarla en
sacos de piel de cabra, porque el calor y el contacto de la leche con la piel de cabra fomentaban
su fermentacion mediante la accion de bacterias acidas.

La facilidad de transporte, conservacion y propiedades nutritivas convirtieron al yogur en un
alimento esencial para estos pueblos. Algunos historiadores creen que GengisKhan obligaba a sus
tropas a tomar este producto para fortalecerse y tener una salud envidiable. (Schardt, 2006).

El yogur se conoceria en distintas partes del mundo y pronto se incorporé a la cocina de nume-
rosas civilizaciones. Los griegos lo utilizaban para curar problemas de estémago e intestinales.
Por su parte, en La India, era conocido como 'dahi’, alimento que se atribuia a los dioses.

B. PROPIEDADES NUTRITIVAS

A raiz de los descubrimientos de Metchnikoff, microbidlogo ucraniano, y premio Nobel en
1908, el yogur se convirtié en un alimento popular durante el siglo XX. La longevidad de los
pueblos balcanicos Ilamo la atencion de muchos investigadores, entre ellos, Metchnikoff, que
gracias a sus estudios demostrd cudles eran los efectos de las bacterias del yogur sobre la flora
intestinal.

Los organismos vivos de este alimento transforman la lactosa en &cido lactico, un componente
que impide el desarrollo de bacterias dafiinas en el intestino y que son derivadas de la descompo-
sicion de los alimentos. Este investigador también hall6 interesantes propiedades nutritivas deri-
vadas de su gran cantidad de vitaminas del grupo B.

La accion sobre el sistema digestivo convierte al yogur en una auténtica defensa natural contra
todo tipo de infecciones y enfermedades. Ademas, reduce el colesterol y permite absorber las
grasas mucho mas facilmente, ademas de equilibrar el intestino, controlando los posibles casos de
diarrea y estrefiimiento. También minimiza los efectos negativos de los antibioticos y protege el
estomago de la erosion que producen ciertos medicamentos.

Hoy existen muchas variedades de yogur. La cuidadosa elaboracién mediante tanques de leche
pasteurizada y homogeneizada permite darle a la leche las condiciones necesarias para generar las
bacterias que hacen de este producto un alimento Unico. Los ingredientes y el modo de elabora-
cion determinan los tipos de yogurt: liquidos, cremosos, desnatados, con frutas, etcétera.

En la siguiente tabla se muestra el valor nutricional del yogurt.
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Tabla 2. Valor Nutritivo Yogurt. Valores en Porciento.

Yogurt Entero Yogurt Descremado

Energia (kcal) 61

Agua 87.90 85.23
Carbohidratos 4.66 7.68

Fibra 0.00 0.00

Lipidos 3.25 0.18
Proteinas 3.47 5.73

Cenizas 0.72 1.18

Total 100 100

C.BENEFICIOS DEL YOGURT

Una de las mayores cualidades del yogur es su importante cantidad de calcio. Los yogures se
convierten asi en un aliado imprescindible para fortalecer los huesos y los dientes. Sus proteinas,
grasas e hidratos de carbono con predominio de la lactosa suministran energia suficiente al cuer-
po como para afrontar la ardua jornada laboral o académica.

Lo bueno del yogur es que, ademas, no engorda. Las variedades desnatadas se recomiendan en
todas las dietas de adelgazamiento, ya que suministran energia y nutrientes basicos, pero a su vez
aportan muy pocas calorias. Las vitaminas del tipo A y B, el acido folico, y el contenido en fésfo-
ro, potasio, magnesio, cinc y yodo completan el contenido nutricional de este producto impres-
cindible en la dieta.

Dos bacterias lacticas hacen el resto: Lactobacillus bulgaricus y Streptococcusthermophilus,
que permanecen Vivos tras la fermentacion y que ofrecen al yogur su acidez y aroma inconfundi-
bles, ademas de proteger y regular la flora intestinal.

Existe cierta confusidn en el mercado acerca de los beneficios para la salud de las bacterias
lacticas contenidas en los diversos tipos de yogures. En realidad, s6lo es yogur aquella leche coa-
gulada que se obtiene por la fermentacion lactica &cida, debida al Lactobacillus bulgaricus y al
Streptococcus thermophilus. Los yogures tienen un minimo de 100 millones de microorganismos
Vivos por gramo de yogur.

Para producir yogur se recurre a la fermentacion de la leche tipo acida. A la leche pasteurizada
se le afiaden cultivos previamente seleccionados de Lactobacillus y Streptococcus y se deja fer-
mentar durante un periodo prolongado, entre 6 y 23 horas, y una vez alcanzadas ciertas condicio-
nes dptimas, el resultado se deja reposar en envases estériles.
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Un yogur diario es mas que suficiente para garantizar los beneficios que este producto aporta a
nuestro organismo. El cuerpo necesita de 2 a 4 raciones de lacteos por dia, de los cuales 125 gra-
mos serian de yogur y 60 gramos de queso fresco.

7.2.2. LECHES FERMENTADAS

Los productos fermentados de la leche, denominados también lacteos fermentados, son pro-
ductos lacteos procedentes de los cultivos lacticos debido a la accion de las bacterias del acido
lactico, Lactobacilos, tales como los Lactobacillus, Lactococcus, y Leuconostoc.

El proceso de fermentacion incrementa la vida Gtil y del producto y mejora la digestibilidad
del mismo frente a la leche. Existen evidencias que demuestran la existencia de productos fer-
mentados de la leche ya desde hace 10,000 afios (Cameron, 2002).

7.2.3. JOCOQUE

El Jocoque es un producto lacteo fermentado de gran tradicion en México.

Su elaboracion puede remontarse hasta la época colonial. Sin embargo, se halla mal caracteri-
zado y escasamente estudiado. Este se elabora con la participacion de cepas o especies capaces de
formar gomas (filantes); y sus caracteristicas esenciales son: sabor acido y aroma a mantequilla
por la presencia de diacetilo, y su textura es viscosa por la presencia de la goma de las cepas fi-
lantes. Se elabora normalmente a partir de leche de vaca pasteurizada fermentada con Lactococ-
cuslacticuscremoris y Leuconostocmesenteroidescremoris (Garciaet al., 2005).

7.2.4. LECHE ACIDOFILA

La leche aciddfila se obtiene por fermentacion de la leche estéril, entera o descremada, con
Lactobacillusacidophilus; éste es un producto cuyo consumo se debe principalmente a las razo-
nes terapéuticas atribuidas a estas bacterias. En términos de saber, se trata de un producto acido
sin aroma caracteristico, ya que este microorganismo no produce metabolitos en forma importan-
te, ademas del &cido lactico (Garibay et al, 2005).

7.2.5. LECHE BULGARA

Originada y muy consumida en Bulgaria. Se elabora por fermentacion de la leche de vaca, bo-
rrega o cabra con L. delbrueckiisbulgaricusde 40°C a 42°C; y de cuya formacion resulta un pro-
ducto muy &cido (4.5-4.7% de &cido lactico); y con un aroma muy similar al del yogurt por la
produccién del acetaldehido. El jocoque bulgaro es una leche fermentada por accion de L. del-
brukii ss. bulgaricus y cultivos meséfilos del jocoque. (Garibay et al, 2005).
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7.2.6. KEFIR

Estas son bebidas a base de leche sometidas tanto a fermentacion lactica como a la alcoholica,
lo cual las convierte en productos muy particulares. Una de sus caracteristicas es la presencia de
bioxido de carbono producido por levaduras y generando una bebida gaseosa y espumosa.

Este producto es originario de Rusia y no se tiene un afo especifico de si creacion, ya que se
realiza de forma tradicional. El inéculo utilizado en la elaboracion del kéfir es muy singular, se
trata de una simbiosis de microorganismos atrapados en una matriz de polisacéridos, lo cual for-
ma una masa del tamafio de un grano de arroz 0 mas grande que recibe el nombre de “granos de
kéfir”.

Asi, el indculo se encuentra literalmente inmovilizado en un soporte producido por el mismo y
permite su reutilizacion retirdndolo por filtracion de la leche fermentada para volver a usarlo en el
siguiente lote. La matriz estd formada por un polisacarido de glucosa y galactosa que recibe el
nombre de kefirano: 24% esta constituido por carbohidratos y 13% por proteinas (Garibay, et al
2005).

El kéfir esta practicamente formado por la presencia de Lactobacilluskéfir y la levadura Can-
didakefir; aunquetambién se han reportado la presencia de Leuconostocmesenteroides ss. cremo-
ris,Lactobacillusbrevis, L. casei ss., L. acidophilus y con poca frecuencia Lactococcuslactis.
Ademas de la levadura Saccharomyces cerevisiae. Se menciona que solo entre el 5y el 10% de la
poblacién de los granos del kéfir son levaduras. El origen de estos granos se desconoce; han sido
infructuosos los intentos para producirlos artificialmente.

En México se elabora un producto similar al kéfir de forma casera en muchos hogares y se co-
noce con el nombre de “bulgaros”, los granos se propagan de una familia a otra y forma parte de
una tradicion cultural (Garibay et al, 1993).

7.2.7. BULGAROS

Los bulgaros son una estructura polisacarida donde conviven en simbiosis diversos microor-
ganismos y que adopta la forma de una masa gelatinosa, irregular, color blanca o ligeramente
amarillenta, de consistencia elastica y aspecto similar a las flores de coliflor.

Su tamafio varia entre pocos milimetros y algunos centimetros de didmetro. Conocidos artesa-
nalmente por atribuirsele propiedades curativas, este tipo de alimento se ha consumido desde
hace muchos afios atras. En el Caucaso, donde se ha consumido corrientemente durante miles de
afios (ya lo utilizaban los antiguos Sumerios), la gente mantenia una gran longevidad y una buena
salud (Garibay et al, 1993).
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Tradicionalmente se generaban como consecuencia de cuajar leche fresca en cantaros de ma-
dera. Este proceso, al igual que el cuajado con rumen de ternero y la posterior elaboracion de
quesos, era necesario para conservar los excedentes lacteos ante la ausencia de refrigeradores.
Luego de cuajar leche durante varios dias en el mismo recipiente, se formaban en sus paredes
estos granulos de consistencia gelatinosa. Sumergiéndolos en leche recién ordefiada, los habitan-
tes del Caucaso comenzaron a obtener una bebida de sabor agradable con benéficos efectos y
mejor conservacion que la leche fresca. Podriamos definirla como una leche fermentada carbona-
tada cida cuyo sabor se debe a la presencia del &cido lactico de acuerdo a FermentedMilkPro-
ducts Canadian DairyCommissionde2009.

También se puede obtener de forma tradicional y se adquiere por toda la republica mexicana
siendo mas consumido en las pequefias comunidades donde las personas cuentan con pocos re-
CUrsos econémicos.

Las personas los han tomado por afios sin saber a ciencia cierta que son, solo siguen la tradi-
cion de inocularlos en leche entera de vaca y dejarlos reposar por un dia. En otros lugares del
mundo se usan leches de diferentes especies como la de bdfala, yegua, cabra u otro tipo de mami-
fero; al siguiente dia se cuelan y se lavan con agua limpia y se guardan en un recipiente de vidrio
teniendo cuidado de no estar en contacto con recipientes de metal puesto que los algunos metales
funcionan como bactericidas.

El fermentado resultante es una forma de yogurt natural con sabor citrico-acido.

Se le atribuyen propiedades curativas y también se habla de que mejora malestares estomaca-
les, ulceras gastricas, asi como ayudar a las personas a bajar de peso, y mantenerlo mejorando de
esa manera su salud.

También se ha hablado mucho sobre la longevidad que proporciona tomar este fermentado
lactico puesto que hay personas que afirman que las baterias lacticas que contienen este producto
mejoran la sintesis de vitamina B y K en el intestino,ademas, mejora la capacidad de asimilacién
de los alimentos, regula el transito intestinal, fortalece las defensas frente a infecciones tanto viri-
cas como bacterianas, reduce los niveles de colesterol y el riesgo de padecer cancer de colon,
como laxante, en concentraciones mayores como astringente, mejora los nervios, cura la falta de
suefio y se mejora el apetito, y disminuyendo las depresiones. Asi mismo, mejora el malestar del
intestino, problemas de anemia, eczemas, esclerosis del corazon, regula la presion arterial y regu-
la el peso, trastornos de la vesicula biliar, dolores de rifiones, infecciones, hepatitis y congestion;
y reduce la intolerancia a la lactosa. (Buron y Garcia, 1990).
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II. JUSTIFICACION

En la comunidad de La Calera en el estado de Michoacan, México, se consume un tipo de be-
bida fermentada lactea tipo bulgaro y que se le atribuyen propiedades curativas, pero no se cono-
ce la composicion microbiologica de la misma. EI conocimiento de la flora microbiana presente
en este sub producto lacteo fermentado nos permitira conocer si tienen algan tipo de funcion pre-
bidtica dentro del organismo.

l1I.HIPOTESIS

La leche fermentada tipo bulgaro es un producto lacteo fermentado constituido por un consor-
cio de microorganismos que coexisten en simbiosis, formando un tipo de polisacérido blanco,
similar a las flores de coliflor, que tienen la propiedad de fermentar la leche.
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V. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Identificar taxondmicamente un consorcio microbiano presente en una bebida fermentada tipo
bulgaro consumida en el estado de Michoacan, México, mediante una serie de pruebas microsco-
picas, bioquimicas y genéticas.

2. OBJETIVOS PARTICULARES

= Corroborar mediante una serie de pruebas microscépicas la presencia de un consorcio
microbiano en una bebida fermentada tipo bulgaro.

= Utilizar pruebas bioquimicas para identificar los microorganismos presentes en el con-
sorcio microbiano hasta género y especie.

= Aplicar pruebas genotipicas mediante técnicas de Biologia Molecular para la confir-
macion de los resultados obtenidos de las pruebas fenotipicas y bioquimicas y poder
lograr la taxonomia completa a nivel de género, especie y subespecie.
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V. MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES

1.1. MATERIAL BIOLOGICO

Muestra de leche tipo Bulgaro proporcionada por una persona de la comunidad de La Calera,

Municipio de Jose Sixto Verdusco, Michoacan, México.

1.2. MEDIOS DE CULTIVO

A continuacion se presenta una lista de los medios de cultivo usados.

Agar — Agar marca Dibico®

Agar Bilis-Esculina marca BD®

Agar Citrato marca Bioxon®

Agar de Dextrosa peptona y extracto de levadura Difco®
Agar de Eosina Azul de Metileno marca BD®
Agar de Papa y Dextrosa Bioxon®

Agar de Soya y Tripticaseina marca Bioxon®
Agar Dextrosa SabouraudBioxon®

Agar Fenilalanina marca Bioxon®

Agar Hierro Lisina marca Merck®

Agar hierro Triple AzlGcar marca Merck®

Agar Indol Nitrito marca Bioxon®

Agar Leche

Agar Mac Conkey marca Bioxon®

Agar MIO®

Agarosa marca Sigma®

Almidon soluble marca

Aminodcido Arginina marca Omnichem®

Base de Agar Sangre marca Bioxon®

Base de Caldo Rojo de Fenol Bioxon®

Caldo Infusion Cerebro y Corazén marca Bioxon®
Caldo Malonato marca Bioxon®

Caldo Mdeller-Hinton marca Difco®

Caldo Nutritivo marca Bioxon®

Caldo Rojo de Fenol marca BD®

Caldo Rojo de metilo / Vogues-Proskauer marca Merck®
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Caldo Soya Tripticaseina marca Bioxon®
Caldo urea marca Bioxon®

Caseina marca Sigma®

Gelatina nutritiva marca Bioxon®

1.3. AZUCARES

A continuacion se presenta la lista de azlcares usados para las pruebas bioquimicas. Estos co-
rresponden a las marcas Sigma y BD.

Arabinosa Melibiosa
Dulcitol Myo-Inositol
Fructosa Rafinosa
Galactosa Ramnosa
Glicerol Ribosa
Glucosa Sacarosa
Inositol Salicina
Lactosa Sorbitol
Levulosa Trehalosa
Maltosa Xilosa
Manosa

1.4. CRISTALERIA

A continuacion se lista el tipo de cristaleria usado en toda la experimentacion.

Matraces Erlen-Meyer de 125, 250, 500, 1000 y 2000 mL. Marca Kimax®
Mortero marca Pyrex®

Perlas de vidrio

Pipeta Pasteur de vidrio

Pipetas graduadas de 1, 2, 5, 10mL. Marca Pyrex®

Placas de Petri de vidrio de 90x200 marca Kimax®

Portaobjetos y cubreobjetos

Probetas graduadas de 100, 500 y 800 mL. Marca Pyrex®

Tubos de ensaye de 13x100 y 16x100 con tapdn de rosca marca Kimax®
Tubos de ensaye de 13x75 con tapdn de caucho
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1.5. EQUIPOS

Autoclave de calor himedo marca Presto Steel® modelo 21L
Céamara de electroforesis Biorad® modelo 38x50

Céamara de luz ultravioleta miniBISproDN

Camara Fotogréafica marca Panasonic modelo Lumix®

Campana de seguridad bioldgica CEV® modelo CSB120
Centrifuga marca Sol-Bat® modelo J-600

Espectrofotometro de absorcion atomica

Estufa de gas marca SAN-SON

Incubadora marca Felisa® modelo FE-131

Lampara de luz ultravioleta marca Minerallight® modelo UVGL-25
Marcador de tiempo marca Control Company®

Mechero tipo Fisher

Micropipetas marca Biohit® de 10 a 100 pL

Microscopio 6ptico marca Carl Zeiss® modelo Stanford 25
Refrigerador General Electric® modelo turbo plus coolingsystem
Termo bafio marca CIVEQ® modelo HH-1
TermocicladorTechgene® modelo FTGENE5SD

1.6. INSUMOS Y REACTIVOS

Agua de grado PCR

Agua destilada

Algodon

Aplicador de madera

Discos de Oxidasa marca BBL®
Fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
Hisopos estériles

Kit.Purificargeles de agarosacon muestras amplificadas de RNA Quick Extractionkit®

MgClI

NaCl

Parafilm®

SO;

Taq Polimerasa
Tris-EDTA

Tubos Eppendorf

Tubos para PCREppendorf
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2. METODOLOGIA

Para la realizacion de este estudio se utilizaron diversas metodologias las cuales se describen a
continuacion en el diagrama general de trabajo.

MUESTRA DE LECHE
TIFG “BULGARC”

_— ~_

REALIZACION DE ‘ | AISLAMIENTO DE ‘

TINCIONES MICEOORGANISMOS

\ l

Tincién simple

Enriquecimiento v
cracimients en distintos
medios de cultivo

l

Seleccidn de colonias v
aislarniento en medios
selectivos

/

Identificacién

metabdlica por prusbas
/ bioquimicas

Identificacién genotipica
por prusbas genético
meleculares.

Tineién de Gram

Tincién azul de lactfencl

Figura 3. Diagrama General de Trabajo

2.1. ANALISIS MICROSCOPICOS

Primeramente se realiz6 un estudio microscépico directo de la muestra de leche tipo bulgaro a
la que denominaremos simplemente “bulgaros”; los cuales previamente se lavaron con agua des-
tilada y se filtraron con gasa estéril. La biomasa obtenida de la filtracion fue depositada en un
recipiente estéril y se procedio a cortar los grumos de biomasa con ayuda de una hoja de bisturi y
un asa bacteriologica.
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Se tomd una muestra de la biomasa con un asa microbioldgica y se realizaron 3 frotes sobre un
portaobjetos de vidrio, y los cuales se tifieron con las técnicas de tincion de Gram, Azul de Lacto-
fenol y Azul de Metileno (descritos en el anexo). Las muestras se observaron en un microscopio
oOptico con los lentes de aumento 40x y 100x; y obteniendo distintas imagenes del consorcio pre-
sente en la muestra problema.

2.2. AISLAMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS

Primeramente se tomd un inoculo directo de la muestra con ayuda de un asa bacterioldgica y
se inoculd en un caldo Soya y Tripticaseina y el cual se incubo a 37°C durante 24 horas. Transcu-
rrido el tiempo de incubacion se tomd un inoculo de dicho caldo y se inocul6 en placas de Gelosa
Sangre Humana, Gelosa de Papa-Dextrosa, y Gelosa de Infusion Cerebro Corazon de Ternera; y
las cuales se incubaron nuevamente a 37°C durante 24 horas.

Posterior a la incubacion, se observo el crecimiento en las placas de 4 morfologias diferentes y
se tomaron muestras de las mismas; y se denominaron ejemplares: A, B, Cy D.

2.3. PRUEBAS DE IDENTIFICACION BIOQUIMICA

Después del aislamiento de los microorganismos se realizé la identificacion bioquimica utili-
zando distintos sustratos para observar el metabolismo de los microorganismos aislados. Este
procedimiento se realizd preparando una bateria de pruebas para cada una de las cepas aisladas.

El procedimiento comun para la realizacion de estas pruebas fue usar diferentes medios de cul-
tivos sélidos y en tubo. Sin embargo, también se utilizaron medios semisélidos, liquidos y algu-
nos reactivos especificos. En la tabla 3 se muestran todos los medios utilizados.

Tabla 3. Pruebas Bioguimicas Utilizadas

TSI Glucosa Fructosa

LIS Glicerol Manosa

Citrato Salicina Sacarosa
Fenilalaninadesaminasa Lactosa Dulcitol

Movilidad Xilosa Galactosa

Indol Manitol Inositol

Ornitina Myoinositol Levulosa

Rojo de metilo Maltosa Arabinosa

Ramnosa Catalasa Hidrolisis de gelatina
Sorbitol Trehalosa Gram

Ribosa Melibiosa Hemodlisis en Sangre de Carnero
Rafinosa Hidrolisis de Almidon Oxidasa

Arginina Hidrdlisis de Caseina \/oges-Proskauer
Nitratos Leche Tornasolada Bilis-esculina
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2.4. PRUEBAS DE IDENTIFICACION GENOTIPICAS

Estas pruebas se realizaron en el Colegio de Posgraduados Campus Tabasco, en Villahermosa,
Tabasco, México, y asesorado por la Dra. Consuelo del Carmen Bautista Mufios Profesor Inves-
tigador asociado.

La identificacion genotipica se efectio primeramente reactivando las cepas de los microorga-
nismos aislados e identificados previamente por medio de las pruebas fenotipicas (microscopicas
y bioquimicas).Estas cepas se reactivaron incubando en los medios de cultivo correspondientes y
a las temperaturas adecuadas. Una vez reactivadas las cepas se llevaron a fase exponencial con el
objetivo de conseguir un gran nimero de microorganismos, y una vez hecho esto, se escogieron
las colonias aisladas para obtener un cultivo puro y se utilizd agar papa-dextrosa para las levadu-
ras y se incubo a temperatura ambiente por 48 h; y agar cerebro-corazon para las bacterias y estas
se incubaron a 28°C por 72 h.

A continuacion se procedio a extraer el RNA cromosomico total de las células por medio de
una lisis mecénica usando micro perlas de vidrio y posteriormente centrifugando a 15,000 rpm, y
usando solventes organicos.

Para observar el RNA cromosémico se prepar6 una placa de gel de agarosa al 2% y al 1% de
bromuro de etidio y se sometio a electroforesis por 60 min a 180 volts. Se tomd una foto en una
camara de luz ultravioleta y se ley6 en un programa de computadora llamado Gel Capture, y don-
de se pudieron observar las bandas de RNA al ser expuestos a la luz ultravioleta por el bromuro
de etidio.

Una vez corroborado la presencia del RNA cromosomico total, se hicieron diluciones de traba-
jo para evitar una cantidad excesiva de RNA y que éstas pudieran intervenir con la lectura de las
muestras. El siguiente paso fue mezclar los reactivos para someter las muestras a un Termocicla-
dor, y observar la presencia de RNA ribosémico, que es donde se encuentran la evidencia genéti-
ca para identificar los microorganismos. Los reactivos utilizados fueron reactivos 10X, TAQ Po-
limerasa, 4 dinucledtidos trifosfatados, MgCl, RNA, agua para PCR, y oligonucledtidos especifi-
cos que tienen como funcion ser un iniciador en reacciones de amplificacion y estos son especifi-
cos para cada especie de microorganismos.

Una vez hecho esto se depositaron en un Termociclador, que actta segun el principio de la
reaccion en cadena de la polimerasa, donde a diferentes grados de temperatura se amplifica el gen
especifico a estudiar. Después de esto se depositan en un gel de agarosa al 1% con bromuro de
etidio al 10% y se someten a electroforesis por 60 min a 80 volts, y después de la electroforesis se
toma una foto en una camara de luz ultravioleta, y se lee en un programa de computadora Ilama-
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do Gel Captura. Si es necesario el gel se introduce en una solucion de bromuro de etidio al 10%
para que las muestras resalten aun mas al exponer a la luz UV.

Una vez que se leyo la foto, se procede a purificar. Esto se logra usando kits comerciales. Pri-
meramente, se expone nuevamente la placa de gel de agarosa a luz ultravioleta y se hacen cortes
donde se encuentra amplificado el RNAr; esto se puede notar porque fluorece y resalta mas que
cualquier otra parte del gel. Posteriormente los trozos cortados se meten a tubos propios del kit de
purificacion; se calientan a 50°C hasta que se funde el gel, se centrifuga y se purifican con sol-
ventes propios del kit de purificacion, y una vez terminada la purificacion se procede a secuenciar
dichos genes mediante programas bioinformaticos: DNAMAN, CROMASLITE, GENEDOC, y
se comparan con analisis de secuencias que se encuentran en bancos de datos en la internet.

En las figuras 4-8 se muestran diagramas de flujos para la extraccion del material genético que
se usa para identificar a los microorganismos.

extraccion de
AON i i
z\ mcrubar 15 B refrigerar 20 min
37°C c
g O D >
g K___...-—-— 9 centrifugar 14 min a
1200 rpm y efminar
_— etanol
dejar secar en resuspender en 400 ul de afiadir 10ul de acetato de A etano
a temperatura regulador TE y agregar 1 amonio, 1 ml de etanal mezciar por
ambiente ulde RNasa absoluto inversio

centrifygar 14 mn

a 12004 rpm
eliminar etanol g

lavar pelett con

fesuspender en
etanol &l 75% 500 ul

50 ¢l de agua
desionisada esteril
o agua inyectable
o agua grado
biclogico
moecular.

Figura 4. Diagramas de flujos para la extraccion del material genético.
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g -

en una papel parafim se mezclaron Sul
de la muestra donde fue extraido el
ADN y 2 ul de marcador (ioading)

=

[\_I:l

—
- —
—

el gel despues de permanecer al
rededor de 2 min en broemuro de etidio
es sometido a2 una camara de vz
ultravioleta y leido por medio de un
programa de computadora llamado Gel
Captura y se observa la presencia de
ADN cromosomico total.

| | C e bromure de etidio
=== /
=

——H '

muestra I

muestra C

muestra A 7

I

0

0
muestra B = [I |

I

0

marcador

1Kb

en un gel de agarosa al 1% reutiizadoe, se depositaron
Sul de muestra y 5ul de marcador de 1Kb {Kilebase) en
cada poso. Se spmetieron & electroforesis x 1hr a 34

L

=

el gel es spmetido a una solucion de bromuro
de etidio al 10 %, con la intencion de que al
ser expuesto a la luz vltravioketa la se
produsca una flouresencia mas intensa.

Figura 5. Electroforesis de DNA Cromosémico Total, la cual indica la presencia del DNA.
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extraccion de RNA

cromosomico total
centrifugar

- 05 g -088n
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energicamente &n hielp
en voriex
centrifugar a 12,000
dando pulsos (\

_de 30 seg. l 9 .

anadir 204 ul de
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QU

transfenr la face
acupso a otro
tubo

diecantar
creser 25 9053°h3rA3 resSuSDE ¥ r 0.3 pde perias ballotini y 200 ul de de regulador TE
ml de cultivo spende fenokclorofi
ml de las celulas en roformo—alcohol o agua
culive el iquido que e desionisada
hasta face qgueda en e1
lagoritmica tubo

refrigerar 10> mm a
20°Co-706C

cemrlfugar a 12¢00
mm, 5 min. yermmar

dejar secar 3 estanol. ""'920151' por
temperatura inversion,
ambiente suabemente

centrifugar & mm

a 1200 rpm agrtar 20-30

+ 00«

separar face acuosa,
y afiadir 1 mi de alcohol
afbsoluto

refrigerar 20 min
a8 -73C

120H rpm-y 2iminar

Jog— 0 OB L

efadir 10ul de acetato de

resuspender en 430 ul de amonio; 1 mtde etanol
regulador TE y agregar 1 absolsto
ulde RNasa

etanol

mezclar por
inversio

Q&

agregar ZDD ul de

fenol-cloroformo-

alcohol ispamilico
centrifugar 10 man
8 12008 rpm

D eliminar etanol

resuspender en
50 vlde agua
desionisada esteril
o agua inyectable
o agua grado
biolegico
molecular.

Figura 6. Extraccion de RNA Ribosomico.
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mentar PCR { reaccion
en cadenade ks
polimeraza).

10 ulde i;:):esﬂ;raps 165 sense 65 ul de agua
Rep. 10x : grado
binlogico U U U
10 ul de 4 ulde MgCl 16S antisense »
\/ Taq A B C Blanco
polmeraz
) 8 esto nos da un total de 106.5 ul
se hace una solucion madre |_\/_| se divide entre los 4 tubos
esta §Dlucu:rn tiene todos los despues se le agranga 1ulde
reactivos B;KOBDNJ QNA Y exclusivo para ADMNa lostrestubos A, B,y C
esta solucion nos sirve como procariotas en el caso para los Bacios y dejando la
blanco. de eucariotas Lv1 y Lv2 solucion madre como blanco
S

S U

—
para ver la muestra se extrae el RNA que se encuetra en los
tubos una vez terminado el programa del termociclador, en papel

parafil se depositan 5 ul de la muestra y 2 ul de Ioading, se pasan
al gel de agarosa que se encuenita suspendido en una solucio

‘/ teniendo nuestros tubos se
‘ introduce al termociclador (aparato
donde se lleva a cabo la reaccion

en cadena de {a polimeraza)

=

[=]=—}

de TAE 1X, en una camara de electroforesis, se corre la camara
por 64 min a 30 voks.

g

ml= L]

o= o g
0O =2 —

Io

despues de electroforesis, se pasa a un resipiente con bromuro de stidio
por 20 minutos, se coloca en una camara de luz ultravioleta,y se lee en
programa de computadora (Gel captura), una vez aviendo idetificadao
nuestre RNA ribesimico amplificade se procede & purificar.

Figura 7. Amplificacion por PCR para Obtener RNA Ribosémico Amplificado.
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para el proceso de purificasion se monta
el equipo para PCR (reaccion en cadena

de Ja polimeraza) tal y come se explico en Q L
el diagrama de 1a figura 5. ,

4
s I S s |
-

————— -
:ll:l‘:

¢l gel de agarosa al 1% (para bacterias 2% levaduras hongos etc.) es expuesto a vz
uhravioleta, para este proceso es necesano manipular con proteccion (gogles, guantes, etc.)
para evitar lo mas posible &l contacto con la luz ultravioleta y con el gel tefido cen bromuro de
etidio (isotopo radioactive cancerigeno) se observa en la camara de luz ultravioleta y se corta
el area del gel donde se encuentra el RNA ribosomice amplificado.

esto es visible gracias a que el bromuro de etidio flucrese al contacto con la luz uttravicleta \L

-
U +<—E]

+

para purificar se utifizo el kit comercial Glaguick gel
extraccion kit protocol, adicionar tres volumenes de
buffer QG por 1 volumen de gel (ejemplo 300 ul de
buffer por 100 mg) y encubar 54°C por 18 min

pbservar la coloracion
completamente amarilla y
adicionar un velumen de
remover ki columna del tubo a un tubo de 2ml isopropanoly mezclar (100 g de
y centrifugar por 1 minuto y descartar el fluido  gel = 100 ul de isopropanol. hasta complete divcion.

Uﬁ ﬁ@@

se descarta el fluido y se

—

VN

se recomienda adicionar 1.5

mide buffer QG de QAquick pue :I":; ﬁ";g‘” le agregan 30 ul de agua
i i : grado biologico molecuiar.
y centrifugar por 1 min. PE QuAlquick y
centrifugar por t
mir.

muestra de RNA ribosomico
amplificada y purificada ksta para
Secuenciacion.

Figura 8. Purificacion de la Muestra de RNA Ribosémico para la Secuenciacion.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

El principal objetivo de este trabajo consistié en la identificacion microbiana de un consorcio
de microorganismos presentes en una leche tipo balgaro que se consume en una poblacion del
estado de Michoacéan, México, conocida como La Calera.

1. IDENTIFICACIONMICROSCOPICA
Se usaron pruebas microscopicas, bioquimicas y genéticas para dicha identificacion.

Para la observacion microscopica se realizaron tres tinciones: Gram, Azul de Lactofenol y
Azul de Metileno, y en las cuales se observo en repetidas ocasiones la simbiosis entre las distintas
cepas aisladas de la muestra de leche de tipo bulgaro.

En la figura 9 podemos observar la tincion con azul de Lactofenol en la cual se demuestra la
presencia de una red proteica en la cual a las orillas se observan bacilos formadores de cadenas.
En la figura 10 podemos observar la presencia de levaduras con formas gemantes y algunos cud-
mulos de pequefios bacilos formadores de cadenas y con produccién de esporas. En la figura 11
podemos observar la tincién simple con azul de metileno y en la cual se observa la presencia de
levaduras con pseudo-micelios y con cimulos de bacilos.

Las pruebas microscopicas nos permitieron identificar cuatro tipos de microorganismos: una
levadura, y tres bacterias Gram (+).

Figura 9. Tincion Azul de Lactofenol. 40x.
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Figura 10. Tincion de Gram. 40x

Figura 11. Tincion de Azul de Metileno 100x. Pruebas macroscopicas.

Las pruebas de morfologia tipo macroscopicas involucran el uso de medios de cultivo y cajas
Petri. En estas pruebas se observaron la forma de coliflor blanco gomoso del polimero producido
por la levadura donde se encuentran en simbiosis las bacterias y la levadura.

2. IDENTIFICACION BIOQUIMICA
Posterior a la identificacién microscopica, se procedio a realizar las pruebas bioquimicas.

Los microorganismos fueron inoculados en gelosas nutritivas con el objetivo de observar sus
colonias y a partir de ahi, inocularlos en medios de cultivo selectivos para la identificacion bio-
quimica y utilizando azlcares y diferentes sustratos.

Comparando los resultados de las pruebas bioquimicas con los datos descritos en el libro
“Diagnostico Microbiologico”de Elmer W. Koneman, 2007, se identificaron 3 bacterias del géne-
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ro Bacillus indicadas como A, B, C; y una levadura del géneroSaccharomyces cerevisiae, indi-

cada como D.

2.1. BACTERIAS

En la tabla 4se muestra un resumen de las pruebas bioquimicas para cada una de las tres bacte-

rias aisladas del cultivo original.

Tabla 4. Resultado de las Pruebas Bioquimicas en Bacterias

SUSTRATO MUESTRA A MUESTRA B MUESTRA C

LIS - - -

Fenilalanina Desaminasa - - -

Indol - - -

Rojo de Metilo - - -

Glicerol (+) 50 (+) 50 (+) 50

Lactosa - - -

Manitol + + +

Maltosa

Manosa

Dulcitol

Inositol

Arabinosa

Sorbitol

Rafinosa

Nitratos

Oxidasa

Trehalosa

+
+
+

Hidrolisis de Almidon

Leche Tornasolada
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Vogues-Proskauer F A +
Hemdlisis Sangre Carnero (+) BETA (+) BETA (+) BETA
Hidrolisis de Gelatina - - -
Gram + + +

En base a la tabla anterior, el resultado final nos indica que las tres bacterias pertenecen al gé-
nero Bacillus, pero no se pudo obtener la especie de las mismas utilizado éste tipo de pruebas.

Los estudios taxondmicos moleculares del genero Bacillus han demostrado su heterogeneidad;
y no pueden ser considerados como una asociacién de organismos, ya que la composicion de ba-
ses de DNA de las especies varia desde un 30% a un 70% de GC. Lo que indica una considerable
variacion genética. Muchos bacilos producen enzimas hidroliticas extracelulares que degradan
polisacaridos, acidos nucleicos y lipidos. Lo que permite a estos organismos usar dichos produc-
tos como fuentes de carbono y donadores de electrones. (Moss, 1997).

El género Bacillus tiene gran importancia tanto industrial como alimenticia. Muchos bacilos
producen antibidticos, entre los cuales se hallan la Bacitracina, la Polimixina, la Tirosidina, la
Gramicina, y la Circulina. También en la industria alimenticia se usan para enriquecer los alimen-
tos y desarrollar con ello alimentos funcionales, ya que estos microorganismos tienen funcion de
probidticos; y de esta forma favorece el buen funcionamiento del intestino tanto en humanos co-
mo en animales. (Bourgeois et al, 1994).

2.2. LEVADURA

En la tabla 5se muestra las pruebas bioquimicas para la levadura.

Tabla 5. Resultado de las Pruebas Bioquimicas en la Levadura

AZUCARES FERMENTABLES

Glucosa/Malta +
Lactosa -
Glucosa +
Rafinosa -
Sacarosa -
Manitol -
Fructosa +
Galactosa +
Inositol -
Maltosa -
Xilosa -
Trehalosa -
Melibiosa -
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En base a la tabla anterior, el resultado indica que la levadura corresponde a una Saccharomy-
ces cerevisiae. Una de las pruebas concluyentes es la prueba de la melibiosa, la que dio negativa
y €S una caracteristica de Saccharomyces cerevisiae, asi como la morfologia especifica de esta
levadura.

Las levaduras son hongos unicelulares y normalmente son células ovales o cilindricas. Las cé-
lulas de las levaduras son mucho méas grandes que las de las bacterias, y las levaduras normal-
mente prosperan en habitad con abundante azucar.

Las levaduras méas importantes desde el punto de vista comercial son las cepas cerveceras y
panaderas de las especies de Saccharomyces cerevisiae.

3. IDENTIFICACION GENOTIPICA

Figura 12. ADN Cromos6mico total en gel de agarosa al 2%.

En la figura anterior se aprecia con bandas fluorescentes la presencia de ADN cromosémico
total, lo cual se hizo para comprobar la existencia como tal del ADN en las células lisadas de los
microorganismo, en el primer carril de izquierda a derecha se encuentra el marcador de 100 Kb
este nos da un marco de referencia, en los siguientes carriles de izquierda a derecha, se indica la
presencia de AND de los 4 microorganismos sefialados como A, B, C (bacterias) y D (levadura).
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Figura 13. RNAr 16 S amplificado y Purificado en gel de agarosa al 1%.

En la figura 13 se aprecia la presencia de ARN ribosémico amplificado y purificado listo para
ser secuenciado y alineado de las 3 bacterias; de izquierda a derecha en el primer carril se puede
ver un marcador de 100 Kb. Esto nos indica que el RNA ribosémico de las bacterias que se am-
plifico tienen alrededor de 800 pares de bases.

L e ——— 30

Figura 14. ITS amplificado y purificado en gel de agarosa al 2%.

En la figura 14 se puede ver la presencia de ARN ribosémico amplificado y purificado de la
muestra D (levadura) para ITS (espaciador transcrito interno).Se aprecia la presencia de ARN
ribosémico 18 S amplificado y purificado de la muestra D (levadura) de izquierda a derecha en el
primer carril el marcados de 1000 Kb que nos indica que el RNA ribosémico de la levadura am-
plificada tiene alrededor de 1500 pares de bases
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Figura 15. RNA r 18 S amplificado y purificado en gel de agarosa al 12 %.

.Se utilizaron dos marcadores de diferentes Kilo bases (Kb 100, Kb 1000) ya que como se sabe
las células de las bacterias son méas pequefias que las de las levaduras.

Por cuestiones técnicas no se pudo realizar la secuenciacion e identificacién de los microorga-
nismos por los sistemas computacionales. Queda pendiente este analisis.
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VII.CONCLUSIONES

Identificacion morfoldgica.- Podemos concluir gracias a la observacion de la muestra en el
microscopio Yy el conocimiento de la morfologia de los microorganismos la existencia de una
simbiosis entre bacterias lacticas y un tipo de levadura.

Identificacion bioquimica.- Después de haber aislado los microorganismos existentes en la
muestra del bulgaro se identificaron 3 tipos de bacterias marcadas como A, B y C. Acorde a la
presencia de ciertas enzimas y metabolitos secundarios nos dio como resultado que las tres bacte-
rias pertenecen al género Bacillus. Asi mismo, se detectd la presencia de una levadura del genero
Saccharomyces cerevisiae, y marcada como muestra D.

Identificacién Genotipica.- Esta identificacion consta de 3 partes: amplificacion, secuencia-
cion y alineacion. Esta parte de la investigacion quedo6 inconclusa pues se esperan los resultados
de la secuenciacion y alineacion. Se lograron amplificar los RNA r 16s de los 4 microorganismos,
moléculas donde se encuentra la informacion genética. Los resultados de estas pruebas nos daran
la especie e incluso la subespecie de estos microorganismos.
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IX. ANEXOS

1. METODOS

1.1. PRUEBAS MICROSCOPICAS

1.1.1. TINCION DE GRAM

Reactivos:

= Solucién A: 2 g de cristal violeta o violeta de metilo; 20 mL de etanol al 95%
= Solucién B: 1 g de yodo; 2 g de yoduro de potasio; 300 mL de agua destilada.
= Solucién C: 100 mL alcohol al 95%; 50 mL de acetona.

= Solucién D: 2.5 g de safranina; 100 mL de etanol al 95%

Procedimiento de la tincion:

Previo a la preparacion de los colorantes sede be realizar un frotis del microorganismo que se
desea tefiir, el cual se fija al aire y pasa por el mechero un par de veces. Una vez que se seco el
frotis se agrega cristal violeta, violeta de genciana o violeta de metilo hasta cubrir el frotis duran-
te un minuto, se lava brevemente con agua y se agrega el lodo-Lugol durante un minuto y se lava
a chorro de agua, después de esto se decolora con el alcohol-cetona hasta que se libera el coloran-
te y se lava con agua, finalmente se le agrega la safranina o la fucsina basica durante un minuto y
se lava con agua a chorro, se seca y se examina al microscopio.

Las bacterias Gram positivas se tornan de color violeta contrario y las bacterias Gram negati-
vas se tifien de rosa o rojo.

1.1.2. TINCION LACTOFENOL

Se realizan las preparaciones a partir de cultivos. El fenol destruye la flora acompafiante y or-
ganismos; el acido lactico conserva las estructuras fangicas y el azul algodon tifie la quitina de las
paredes flngicas.

Procedimiento de la tincion:

Afadimos una gota de la muestra o una porcién del hongo en un portaobjetos. Sobre ella colo-
camos una gota de azul algodén y ponemos el cubre. Observamos al microscopio.

1.1.3. TINCION AZUL DE METILENO

Azul de metileno (Tincidn positiva). Permite tefiir el interior celular.
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Tifie microorganismos procariontes (vivos 0 muertos). Los eucariontes solo se tifien si estan
muertos. Algunas estructuras, como los corpusculos meta cromaticos, se tifien mas intensamente
con este colorante que el resto de la célula.

Procedimiento

Extension: poner una gota de agua en el portaobjetos y extender en ella la muestra. Fijacion:
pasar el portaobjetos varias veces por encima de la llama del mechero de alcohol, sin permitir que
Ilegue a hervir, hasta que se seque.Afadir Azul de metileno y esperar 2 minutos. Lavar con agua.
Secar. Observar primero con el objetivo 40x; luego se afiade aceite de inmersion y se observa
conel objetivo 100x.

1.2. PRUEBAS BIOQUIMICAS

1.2.1. PRUEBA DE LA CATALASA

La catalasa actua segun la siguiente reaccion:
2 H,0,—2H,0 + O, (burbujas de gas)
Procedimiento

Usando un aplicador de madera, transferir parte del centro de una colonia a la superficie de un
portaobjetos de vidrio .Agregar una gota de peroxido de hidrégeno al 4% y observar la formacion
de burbujas que nos indica una prueba positiva.

1.2.2. PRUEBA DE LA OXIDASA
Reactivo:
= Discos comerciales para Oxidasa TAXO® marca BD BBL® para diagnostico in vitro.
Procedimiento:

Se transfiere una pequefia cantidad del cultivo a un disco de papel filtro impregnado con el
reactivo de Oxidasa con un aplicador de madera. La formacion de un color purpura dentro de los
diez segundos posteriores indica que el ensayo es positivo. No se recomienda utilizar asas micro-
bioldgicas, ya que contienen alambre de cromo que generalmente dara reacciones falsas positi-
vas.
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1.2.3. PRUEBA DE VOGES-PROSKAUER

Para este ensayo se utiliza el medio de cultivo caldo RM/VP. El producto activo del medio es
formado por el metabolismo bacteriano y es el acetil-metil-carbinol, y producto de la via del buti-
len glicol.

Reactivos

= Solucién A: 5 g de a-Naftol; 100 mL de alcohol absoluto.
= Solucién B: 40 g de hidréxido de potasio; 100 mL de agua destilada.

Procedimiento:

Inocular el microorganismo a un tubo con caldo RM/VP e incubar 24 horas a 37°C. Finalizada
la incubacion, transferir 1 mL del caldo a un tubo de ensaye limpio. Agregar 0.6 ml de a-Naftol
al 5%, seguidos de 0.2 mL de KOH al 40%. Es esencial seguir este orden. Agitar suavemente el
tubo para exponer el medio al oxigeno atmosférico y dejar reposar el tubo durante 10 6 15 minu-
tos. Rojo de metilo, positivo color rojo, negativo color amarillo, Vogues-Proskauer, positivo,
desarrolla un color rojo en pocos minutos después de una completa agitacion del tubo.

Los resultados de la prueba no deben leerse mas alla de una hora después de dejar los tubos en
reposo ya que los microorganismos VP negativos pueden producir un color cobrizo que se puede
interpretar como un falso positivo.

1.2.4. AGAR ROJO DE FENOL + AZUCAR FERMENTABLE

Reactivos:

= 15 g de Caldo Rojo Fenol

= 13.5gde Agar-agar

» 1% del Azucar fermentable

= 1L de agua destilada con un pH final de 7.2 + 0.2

Preparacion:

Se suspenden los ingredientes en 1 L de agua destilada y se calientan hasta hervir a fuego len-
to. Se vierte en volimenes de 3.5 ml en tubos de 13X100 con tapon de rosca y se esteriliza a
110°C por 5 minutos. Posterior a la esterilizacidn se inclinan y se dejan enfriar a temperatura am-
biente. Dependiendo del azlcar utilizado sembrar microorganismos de referencia para efectos de
control de calidad. Positivo cuando el viraje de color va de rojo-naranja a amarillo en presencia
del &cido producido por la fermentacién del azlcar.
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1.2.5. AGAR ALMIDON

Reactivos:

= 23 g de agar nutritivo
= 10 g de almidon de papa soluble
» 1L deagua destilada a pH final de 7.2 £ 0.1

Preparacion:

Calentar para disolver el agar en 500 mL de agua. Disolver en 250 mL de agua el almidén.
Combinar ambas soluciones y diluir a un litro. Esterilizar a 121°C por 15 minutos. Homogenizar
y distribuir asépticamente en tubos estériles de 16X100 en volumenes de 10 mL. Poner en plano
inclinado y dejar enfriar a temperatura ambiente.

Para la revelacion de la hidrolisis del almidon se utiliza yodo-lugol, un vire en la coloracion
del medio a negro indica una prueba positiva.

1.2.6. AGAR ARGININA

Reactivos:

= 10.5 g de medio Moller DescarboxilasaBase.
= 1% de arginina

= 13.5gde agar-agar

= g de Purpura de bromocresol

» L de Agua destilada a pH final 6.8 — 7.0

Preparacion:

Suspender los ingredientes en el agua destilada y calentar hasta ebullicion. Distribuir en voli-
menes de 4 mL en tubos de 13X100. Esterilizar a 121°C de 10 a 12 minutos, y dejar solidificar
inclinando los tubos lo necesario para obtener una superficie de inclinada de 4 cm y una profun-
didad de 3 cm. Arginina deshidrolasa es un enzima que actla sobre la L-arginina produciendo
alcalinidad como resultado final, por lo tanto el indicador virara a rojo parpura igual que en el
caso de la deteccion de las descarboxilasas.

1.2.7. AGAR NITRATO
Reactivos:

= 25 g de caldo indol-nitrito
= 13.5gde agar-agar
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= 0.02 g de azul de bromotimol
= 1L deagua destilada a pH final de 7.2 £ 0.1

Preparacion:

Suspender los ingredientes en un litro de agua, mezclar y dejarlo reposar de 10 a 15 minutos.
Agitar calentando con frecuencia y hervirlo durante un minuto, distribuir en tubos de 13X100 con
tapdn de rosca en volumenes de 2.5 mL y esterilizar a 115°C durante 15 minutos, dejar enfriar en
plano inclinado a temperatura ambiente. Algunas bacterias pueden usar nitratos como aceptor
final de electrones en la respiracién. El nitrato puede ser reducido a nitrito. Las Enterobacterias y
las Pseudomonas son usualmente positivos.Las bacterias se inoculan en medios conteniendo ni-
trato potésico. El nitrito procedente de la reduccidn de células puede detectarse afiadiendo alfa-
naftilamina y &cido sulfanilico y produciéndose un color rosa-rojo.

1.2.8. GELATINA BACTERIOLOGICA

Reactivos:

= 5 gde peptona de carne

= 5 gde extracto de carne

= 120 g de grenetina

= 1L deagua destilada a pH final de 6.9 £ 0.1

Preparacion:

Suspender los ingredientes en un litro de agua, mezclar y dejarlo reposar de 10 a 15 minutos
para hidratar la grenetina. Agitar calentando con frecuencia y hervirlo durante un minuto, distri-
buir en tubos de 13X100 con tapdn de rosca en voliumenes de 1.5 mL vy esterilizar a 115°C duran-
te 15 minutos. La mayoria de los polimeros son demasiado grandes para ser transportados dentro
de las células. Las bacterias excretan enzimas extracelulares que hidrolizan esos polimeros trans-
portando al interior de la célula en mondmeros que les sirven para crecer. La produccion de pro-
teasas es evaluada por incorporacion de una proteina (gelatina o caseina) en un medio sélido en
placa. La placa se inunda con &cido que precipita la proteina no hidrolizada.

1.2.9. AGAR LECHE

Reactivos:

= 8 gde caldo nutritivo

= 25 gde leche descremada en polvo

= 159 de agar-agar

» 1L deaguadestilada a pH final de 7.2 + 0.2
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Preparacion:

Suspender el caldo nutritivo en 500 mL de agua destilada, reposar 15 minutos, hervir hasta di-
lucidn y esterilizar. Suspender la leche en polvo en 500 mL de agua, esterilizar. Mezclar las dos
soluciones de forma aséptica y envasar en cajas Petri. Las proteasas son excretadas al medio para
la degradacion de proteinas, la caseina es la proteina de la leche que le confiere el color blanco,
cuando la caseina es hidrolizada desaparece el color blanco alrededor del crecimiento micro-

biano.
1.2.10. REACTIVO DE KOVAC
Reactivos:

= 150 mL de Alcohol amilico 6 Isoamilico puro
= 10 g de p-dimetil-amino-benzaldehido
= 50 mL de HCI concentrado

Preparacion:

Mezclar los reactivos y envasar en goteros de 20 mL. Probar reactivos con cepas control en
medios de cultivo especificos.
1.2.11. REACTIVO DE CLORURO FERRICO

Reactivos:

= 12 g de Cloruro férrico
= mL de HCI concentrado
= 100 mL de agua destilada

Aforar, mezclar y envasar en frascos con gotero de 20 mL. Probar reactivo con cepas control
en medios de cultivo especificos.

1.2.12. REACTIVO DE ROJO DE METILO
Reactivos:

= 1 gdeRojode metilo
= 300 mL de alcohol etilico al 95 %
= 200 mL de agua destilada

Disolver el rojo de metilo en el alcohol y posteriormente agregar el agua destilada, envasar en
goteros de 20 mL. Probar reactivos con cepas control en medios de cultivo especificos.
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1.2.13. PEROXIDO DE HIDROGENO AL 3%

Reactivos:

= 3 mL de agua oxigenada con 11 volumenes de oxigeno
= 100 mL de agua destilada

Aforar, mezclar y envasar en frascos con gotero de 20 mL. Probar reactivo con cepas control

en medios de cultivo especificos.

1.3. PRUEBAS BIOQUIMICAS DE BACILLUS

En la siguiente tabla se presentan las caracteristicas diferenciales de las especies de Bacillus,
de acuerdo al libro de Diagnostico Microbiolégico de Koneman y colaboradores del 2004.

Tabla 6. Identificacion Bioquimica del Genero Bacillus.

1 2 3 4 5 6 7
B. anthrasis O C,PC - 4 -0 LG+ - F
B. cereus ON C,PC - + Vv + -
B. micoides ON C,PC - + V + =
B. megaterium O,N C,PC \% + \% - -
B. licheniformis O,N C,PC V - B + -
B. suptilis O,N C,CP \% - \Y - -
B.firmus O,N C,ST + - Vv - F
B.pumilis O,N C,PC + - \% - -
B. macerans 0,S ST, T Vv - - + F
B. polymyxa 0,S CST,T + - V + F
B. circulans 0,S CST,T + - V - -
B.stearotermophilus 0,S ST, T + \Y - F
B. laterosporum 0,S C,CP + - \% - -
B.alvei 0,S C,ST,T + - \Y - F
B. brevis 0,S C.ST,T A - V -
B. sphearicus R,S ST,T + \ \% - @)
B.coagulans O,N ST, T + \ - - F
B. thuringensis O,N C,pPC + + B -

1.- Morfologia; 2. Localizacién; 3.- Movilidad; 4.- Bacilos con mas de 1 pm de espesor; 5.- Accion sobre agar san-

gre; 6.- Lecistinasa; 7.- Gas a partir de glucosa (KONNEMAN et al., 2008)

Tabla 7. Identificacion Bioguimica del Genero Bacillus (Continuacion)

8 9 10 11 12 13 14
B. anthrasis + o - B + T ;
B. cereus F + - - - V] +
B. micoides
B. megaterium F + \% + \V + vV
B. licheniformis F + \V + - +
B. suptilis F + - + - + \Y;
B.firmus + \V/ i \V; + + )
B.pumilis F + - + - + -
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B. macerans

B. polymyxa

B. circulans
B.stearotermophilus
B. laterosporum
B.alvei

B. brevis

B. sphearicus
B.coagulans

B. thuringensis F

O+ T+ T+ +

=+

+ + <

+

| < |

+

A + +

\Y + + +
s + + +
- Vv + +
- + - -
- - + +
- + V
- - - +
- - - +

+

8.- Base de hidratos de carbono utilizados; 9.- Glucosa; 10.- Xilosa; 11.- Manitol; 12.- Lactosa; 13.- Sacarosa; 14.-

Maltosa. (KONNEMAN et al., 2008)

Tabla 8. Identificacion Bioquimica del Genero Bacillus. (Continuacion)

17 18
B. anthrasis - -
B. cereus V Vv
B. micoides V \Y/
B. megaterium 4F V
B. licheniformis + \%
B. suptilis + \
B.firmus \% -
B.pumilis = +
B. macerans \% +
B. polymyxa \Y +
B. circulans + \Y
B.stearotermophilus - V
B. laterosporum - -
B.alvei V A
B. brevis V -
B. sphearicus \% \Y
B.coagulans - -

B. thuringensis =

19

<K+ <<< +

+ 1

< <<

(+D)

20 21 22 23

- V/IA -Iv \V
Vv - V/A -V
\V - V/IA -V
- - VIV [+
- VIA -V Vv
- VIA -V \V
- VIV -V -
- - VIV -V

A/A -V -

A/A -V +
\V - A/A -V
- A/A -I+ -
+ \Y Alc/A -V
+ AV V/+ \V
\V - Acl/Acl -/IC
- Acl/Acl -V -
- A/A -I+ +
+ - A/A -[+

N
=

<< +

L H <<+ <

|<+|

N
(6]
+ <+ +H+++F<Z

P <+ o+

+

N
[op}

+ + <+ ++H << <+ A+ A+ +

17.- Salicina; 18.- Hidrdlisis de almidén; 19.- Desarrollo en caldo nutritivo con 6% de NaCl; 20.- agar urea de Chris-
tensen; 21.-Reduccién de nitritos; 22.- Indol; 23.- TSI; 24.- VP; 25.- Hidrolisis de gelatina; 26.-hidrolisis de esculina;

27.- Desarrollo a 42°C (KONNEMANEet al., 2008)

1.4. IDENTIFICACION BIOQUIMICA PARA LEVADURAS

Tabla 9. Identificacion Bioquimica de Levaduras.

SUSTRATO

LEVADURA

Produccion de ureasa
Colonia de tonos rojos
Asimilacion de nitrato

Asimilaciéon de inositol

Positivo:Cryptococcusinfirmominiatum,
Negativo:Sporobolomycesroseus
Positivo:Cryptococcusinfirmominiatum,
Negativo:Sporobolomycesroseus
Positivo:Cryptococcusinfirmominiatum
Negativo:Sporobolomycesroseus
Positivo:Cryptococcusinfirmominiatum
Negativo:Sporobolomycesroseus
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Asimilacion de galactosa
Asimilacién de rafinosa
Asimilacion de maltosa
Formacién de artroconidios
Formacion de hifas verdaderas
Asimilacién de nitrato
Asimilacion de rafinosa
Asimilacién de nitrato
Formacion de pseudomicelio
Asimilacion de eritritol
Asimilacién de nitrato
Asimilacién de maltosa
Asimilacion de galactosa:
Asimilacién de maltosa
Asimilacién de rafinosa
Asimilacion de galactosa
Asimilacién de nitrato:
Crecimiento con 1% de &cido acético
Formacién de hifas verdaderas
Fermentacidon de glucosa
Asimilacién de maltosa
Asimilacion de maltosa
Asimilacion de galactosa
Asimilacion de trehalosa
Asimilacion de celobiosa
Asimilacién de manitol
Asimilacion de galactosa

Asimilacion de celobiosa

Positivo:Rhodotondaglutinis,
Negativo:Sporobolomycesroseu
Positivo:Rhodotorula mucilaginosa,
Negativo:Rhodotorula minuta
Positivo:Trichosporonpullulans
Negativo:Yarrowialipolytica
Positivo: Trichosporonpullulans
Negativo:Cryptococcuslaurentii
Positivo:Trichosporonpullulan
Negativo:Schizosaccharomycesoctosporus
Positivo:Trichosporonpullulans,
Negativo:Trichosporon moniliforme
Positivo:Schizosaccharomycespombe,
Negativo:Schizosaccharomycesoctosporus
Positivo:Cryptococcusalbidus
Negativo:Cryptococcuslaurentii
Positivo:Cryptococcushumicolus,
Negativo:Cryptococcuslaurentii
Positivo:Pichiaanomala,
Negativo:Candidainconspicua
Positivo:Pichiaanomala
Negativo:Candidacantarelli
Positivo:Pichiaburtonii
Negativo:Candidaboidinii
Positivo:Pichiaanomala,
Negativo:Pichiasubpelliculosa
Positivo:Pichiaburtonii
Negativo:Saccharomycopsisfibuligera
Positivo:Debaryamycespolymorphus
Negativo:Debaryomyceshansenii
Positivo:Pichia farinosa,
Negativo:Candidacantarelli
Positivo:Dekkera anomala
Negativo:Dekkerabruxellensis
Positivo:Dekkeraanomala
Negativo:Dekkerabruxellensis
Positivo:Dekkeraanomala,
Negativo:Dekkerabruxellensis
Positivo:Pichiacanadensis
Negativo:Candidalactiscondensi
Positivo:Pichiacanadensis ,
Negativo:Wickerhamielladomerquiae
Positivo:Candidaversatilis
Negativo:Candidalactiscondensi
Positivo:Candidaversatilis
Negativo:Cyteromycesmatritensis
Positivo:Candidaversatilis,
Negativo:Candidaetchellsii
Positivo:Pichiajadinii,
Negativo:Cyteromycesmatritensis
Positivo:Candidamagnoliae,
Negativo:Candidalactiscondensi
Positivo:Candidamagnoliae,
Negativo:Candidanorvegica
Positivo:Dekkera anomala
Negativo:Candidainconspicua
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Asimilacion de manitol
Asimilacion de galactosa
Asimilacion de celobiosa
Células con brotacion bipolar
Células grandes

Asimilacion de rafinosa

Asimilacion de maltosa
Formacién de hifas

Formacion de pelicula
Crecimiento a 37°C

Formacion de hifas verdaderas
Fermentacidon de glucosa
Asimilacion de trehalosa
Crecimiento a 37°C
Pseudomicelio

Colonia con tonos rojizos
Asimilacién de manitol:
Fermentacion enérgica de glucosa
Presencia de células en conjugacion
Asimilacién de rafinosa
Asimilacién de maltosa

Células grandes

Formacién de pseudomicelio

Crecimiento a 37°C

Positivo:Candidamagnoliae
Negativo:Candidalactiscondensi
Positivo:Candidamagnoliae,
Negativo:Candidanorvegica
Positivo:Dekkera anémala
Negativo:Dekkerabruxellensis
Positivo:Saccharomycodesludwigii
Negativo:Hanseniasporauvarum
Positivo:Saccharomycodesludwigii,
Negativo:Hanseniasporauvarum
Positivo:Pichiaohmeri,
Negativo:Candida sake
Positivo:Pichiaohmeri
Negativo:Kluyveromycesmarxianus

Positivo:Pichiachmeri
Negativo:Debaryomyceshansenii

Positivo:Pichiaohmeri
Negativo:Pichiaguillermondii
Positivo:Pichiachmeri,
Negativo:Candida intermedia

Positivo:Zygoascushellenicus,
Negativo:Pichiaguillermondii

Positivo:Zygosaccharomycesfermentati,
Negativo:Debaryomyceshansenii

Positivo:Kluyveromyceslactis,
Negativo:Kluyveromycesmarxianus

Positivo:Candidatropicalis
Negativo:Candida sake

Positivo:Candidatropicalis,
Negativo:Debaryomycesetchellsii

Positivo:Metschnikowiapulchenrima,
Negativo:Candida sake

Positivo:Zygosaccharomyces
Negativo:Candidainconspicua

Positivo:Zygosaccharomycesmicroellipsoideus
Negativo Candidavini

Positivo:Zygosaccharomycesmicroellipsoideus
Negativo:Candidaapicola

Positivo:Zygosaccharomycesmicroellipsoideus,
Negativo:Zygosaccharomycesbisporus

Positivo: Zygosaccharomycesrouxii
Negativo: Zygosaccharomyceshisporus

Positivo: Zygosaccharomycesbailii,
Negativo:Zygosaccharomycesbisporus

Positivo:Kluyveromycesmarxianus
Negativo:Candidaapicola

Positivo:Kluyveromycesmarxianus
Negativo: Lodderomyceselongisporus
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Asimilacion de rafinosa

Formacion de tubos germinativos
Asimilacion de trehalosa

Asimilacién de maltosa

Formacion de artroconidios
Crecimiento a 37°C

Asimilacion de maltosa
Asimilacién de trehalosa

Células grandes (> 5m)
Asimilacion de galactosa
Asimilacion de melibiosa

Presencia de células en conjugacion
Asimilacién de rafinosa
Asimilacién de rafinosa
Asimilacion de trehalosa
Asimilacion de maltosa

Formacién de pseudomicelio
Crecimiento a 37°C

Asimilacion de xilosa

Crecimiento en medio sin vitaminas

Asimilacion de trehalosa

Positivo: Kluyveromycesmarxianus
Negativo: Lodderomyceselongisporus

Positivo:Candidaalbicans,
Negativo:Lodderomyceselongisporus
Positivo:Kluyveromycesthermotderans
Negativo:Torulasporadelbrueckii
Positivo:Kluyveromycesthermotderans ,
Negativo:Torulasporadelbrueckii
Positivo:Galactomycesgeotrichum
Negativo:Candidavini
Positivo:Candidacatenulata
Negativo:Candidavini
Positivo:Candidacatenulata,
Negativo:Candida rugosa
Positivo:Candidazeylanoides,
Negativo:Candidavini
Positivo:Saccharomycespastorianus
Negativo:Pichiamembranaefaciens
Positivo:Saccharomycespastorianus
Negativo:Saccharomycescerevisiae
Positivo:Saccharomycespastorianus,
Negativo:Saccharomycescerevisiae
Positivo:Zygosaccharomycesmicroellipsoideus
Negativo:Candidainconspicua
Positivo:Zygosaccharomycesmicroellipsoideus,
Negativo:Zygosaccharomycesbisporus
Positivo:Saccharomyceskluyveri,
Negativo: Candidainconspicua
Positivo:Saccharomyceskluyveri
Negativo:Candidastellata
Positivo:Saccharomyceskluyveri,
Negativo:Saccharomycesexiguus
Positivo:Pichiafermentans
Negativo:Candidainconspicua
Positivo:Pichiafermentans
Negativo:Pichiamembranaefaciens
Positivo:Pichiafermentans
Negativo:lssatchenkiaterricola
Positivo:Issatchenkiaorientalis,
Negativo:lssatchenkiaterricola
Positivo:Candidaglabrata,
Negativo:Candidainconspicua
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