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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE BACTERIAS LACTICAS DE
KEFIR ' '

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF LACTIC ACID BACTERIA FROM
KEFIR

Maria Liliana Bolafios Carrillo! v

RESUMEN

Con el objetivo de caracterizar bacterias
lacticas, se aislaron 7 cepas de kefir, leche
fermentada tradicional que contiene microflora
diversa; compuesta principalmente de bacterias
licticas y levaduras. Los aislamientos se
caracterizaron e  identificaron a nivel
- morfolégico y a nivel molecular nsando PCR-
.RAPD. Los 7  aislamientos resultaron ser
bacterias de forma bacilar, Gram positivas,
catalasa negativas, no .esporuladas; similares al
género  Lactobaciilus. El  andlisis  del
dendrograma construido con las huellas
gendmicas de las cepas en estudio, mostré que
con un coeficiente de similitud de 0.75, se
definieron 3 grupos diferentes. El primero
formado por los aislamientos K-004, K-08B y
K-001, el segundo comprende la cepa K-06C y
el tercero lo forman las cepas K-080, K-002 y
K-08C. Las cepas K-004, K-08B y K-001
tuvieron mayor similitud con Lactobacillis
casei que las bacterias K-06C, K-080, K-002 y
K-08C. Todas las cepas mostraron alta
capacidad acidificante en leche, con una
reduccion de pH hasta niveles de 2.5-4.8,
incubando a 37°C por 24 horas.

Palabras Clave: kefir, bacterias lacticas, leches
fermentadas, PCR-RAPD, Lactobacillus casei.
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ABSTRACT

With the aim of characterizing lactic acid
bacteria, 7 strains were isolated from kefir, a
traditional fermented milk that contains diverse
microflora consisting mainly of lactic acid
bacteria and yeasts. The isolated bacteria were
characterized morphologically and with the aid
of PCR-RAPD, a molecular technique. The

seven isolates were Gram positive, catalase

negative, non-sporulated and rod shaped, thus

- corresponding to.the genus Lactobacillus. The

dendrogram analysis obtained through genomic
fingerprints from the strains studied, showed

‘that’ with a similarity coefficient of 0.75, 3

v

different groups could be determined. The first
group is made up of K-004, K-08B and K-001
strains, the second only contains the K-06C
strain, and the third one is made up of the K-
080, K-002 and K-08C strains. K-004, K-08B
and K-001 strains are more similar to
Lactobacillus casei than K-06C, X-080, K-002
and K-08C bacterias are. The isolated bacteria
showed high acidifying activity when
inoculated into milk and decreased pH values
to 2.5-4.8 after 24 hours of incubation at 37°C,

Keywords: kefir, lactic acid bacteria, fermented
milk, PCR-RAPD, Lactobacillus casei.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

Las leches fermentadas forman parte de la dieta de los
éeres humancs desde la antigliedad. Con el paso del tiempo
el consumo de estos productos se ha modificado, ya que su
elaboracién era principalmente artesanal. En la actualidad,
numerosos productos comerciales han salido al mercado
modificando los artesanales que ya existian. Tal es el caso
de las bebidas probidticas, cuya produccién ¥ consumo van
en aumento - constante; aungue gran parte de los
microorganismos empleados para su produccién son parte de
la microflora natural de leches fermentadas artesanales.

El principio de obtencién de las leéhes fermentadas es la
seleccidén de las bacterias lacticas que se inocularan al
medio de fermentacién. Si bien en la actualidad se ha
incrementado la aplicacién de técnicas de ingenieria.
genética para la modificacién de los microorganismes, aun
se realiza investigacién de bacterias, hongos y levaduras
en pfoductos artesanales, con la intencién de encontrar
microofganismos innovadores, que mejoren las

caracteristicas sensoriales de los productos fermentados.



Los  fermentados artesanales son fuente de una gran
diversidad microbiolégica, vya que esta en funcién del
origen'geogréfico, las formas de produccién, el inéculo y
ios medios de fermentacidn, entre otros factores; lb cual

hace qgue cada producto sea un microecosistema tnico.

En México, se elaboran productos fermentados artesanales
diversos, entre los cuales la; bebidas alcohélicas son las
'que ocupan . el lugar més importante. . Sin embargo,
regionalmente se - elaboran otros productos gque también
forman parte de la cultura y tradicién mexicénas. Asi, es
posible encontrar quesos "o leches fermentadas con
caracteristicas Unicas, y diferentes entre las distintas

zonas del pais, aun tratdndose del mismo producto.

Dentro de las leches fermentadas producidas artesanalmente
en México se encuentra el kéfir, conocido también Como
leche de bulgaros. Este producto se elabora a nivel casero

y forma parte de la alimentacién diaria deé muchas familias.

En este ftrabajo se aislaron siete bacterias del género
Lactobacillus sp. a partif del keéfir regional vy se
caracterizaron por medio de la técnica RAPD-PCR. TLos

resultados se analizaron con la finalidad de explicar una



parte de la diversidad microbioldgica que se encuentra en

este producto lacteo fermentado.

CAPITULO II. REVISION DE LITERATURA

II.1. Leches fermentadas
De Scroa (1974), define a las leches fermentadas o
acidificadas como ™“Las 'leches modificadas por la accién
microbiana o fermentos lacticos que son especificos para
cada uno de estos tipos de leches”. El mismo autor

clasifica estos productos en dos grupos:

A. Leches fermentadas &cidas.
La fermentacién léctica es el principal- DroOCeso de
transformacién de la leche. Se encuentran en este grupo las
siguientes leches fermentadas: yogur, leche acidéfila de
Norteamérica y Alemania, leben de Egipto y Arabia, mazum de
Armenia, kaimak de Bosnia, Herzegovina y Montenegro, entre

otras.

B. Leches fermentadas dcido-alcohdélicas.
La fermentacidn 1léactica se presenta acompafiada de la
fermentacidén alcohdlica en la leche. En este grupo estan el

kéfir y el koumiss de Rusia.



IT.1.1. Diversidad de leches fermentadas
Chandan (2002), atribuye la diversidad de las leches
fermentadas a los siguientes factores:
a. E1l uso de leche de diferentes especies animales, tales
como vaca, bufalo, oveja, vyak, cabra y camellc.
b. La aplicacién de microflora diversa.
¢. La adicién de azlcar, condimentos, granos. frutas.
etc. para crear una variedad de sabores y texturas.
d. La aplicacién de métodos adicionales de conservacién

cemo por ejemplo: congelacidn, concentracidn y secado.

Lo anterior da como resultado el consumc de una gran
cantidad de leches fermentadas en el mundo, algunas de

ellas se mencionan en el Cuadro 1.

La diversidad microbiolégica de las leches fermentadas, se
debe a que la leche es el hébitat natural de un namero
considerable de bacterias lacticas que, al modificar sus
condiciones y el medio de fermentacién, generan una gran
variedad en aromas, sabores y texturas en los productos

finales (Chandan, 2002)



Cuadro 1. Algunos productos

lacteos fermentades que se

consumen en diferentes regiones del mundo.

Nombre del producto

Pais o Regién

Leche acidéfila

Estados Unidos, Rusia

Ayran/eyran/jugurt Turquia

Cieddu Italia

Dahi India y alrededores
Dough/abdoogh/mast Afghanistan, Iran
Ergo Etiopia

Gruzovina Yugoslavia

Katyk Transcaucasia

CEFIR Rusia y Asia Central

Leben/laban/laban rayeb

Libano, Siria

Mazun/matzoon/matsun Armenia
Shosim Nepal
Shrikhand India
Tarho Hungria
Yakult Japén .
Ymer Dinamarca
Zabady Egipto, Sudén
Fuente: Chandan, 2002
II.1.2. 'Beneficios nutricionales y terapéuticos.

Las leches fermentadas no son solamente importantes por sus
caracteristicas de aromas, sabores o ‘texturas unicas N
especiales; sino también son parte de las tradiciones
culturales y religiosas de muchos pueblos en el mundo Yy Ssu

consume regular contribuye a una dieta saludable.



La fermentacidén lactica mejora la digestibilidad vy el
contenido nutricional de las proteinas vy qarbohidratos de
la ieche. La actividad proteolitica de las bacterias de las
ieches fermentadas resulta en gue éstos producfos tienen un
mayor contenido de péptidos y aminodcidos libres que la
leche, especialmente de valina, histidina, serina y prolina
(Symons, 1993). Por lo anterior, las moléculas productoc de
la digestién de las proteinas de las leches fermentadas en
el estdémago, son notablemente menores que las formadas’
despﬁés. de la ingestidén de la leche por si misma

(Kalantzopoulos, 1997).

- Las bacterias lacticas fermentan entre 20 y 30 % de 1la
lactosa en leche, a través de diferentes rutas metabdlicas
hasta la produccién de &cido lactico. La reduccién de la
. concentracién de lactosa en la leche, Jjunte con la
presencia de un alto numero de bacterias que contienen a la
enzima p-galactosidasa, explica porqué los individuos
intolerantes a la lactosa pueden consumir leches

fermentadas (Symons, 1993).

Los beneficios a la salud, que aportan las leches
fermentadas a -los seres humanos, se han reportado desde

principios del siglo XX, cuando el cientifico ruso Elie



Metchnikoff sugeria que la vida, larga y saludable de los
campesinos bulgaros se debia al consumc de productos
fermentados. El creia que cuando se consumia a los bacilos
fermentadores, se favorecia a la microflora del colon,

disminuyendo la actividad microbiana téxica (Bibel, 1988).

A pesar de que los productos fermentados se han consumido
por miles de afios, la investigacién que se ha llevado a
cabo, para determinar los efectos benéficos en los seres
humanos, cobré interés entre los cientificos scle hasta los
afios 1970's. Los principales efectos benéficos se han
atribuido al consumo de productos fermentados gue contienen

microorganismos probidticos.

Los microorganismos probiéticos se definen COome
preparaciones celulares o componentes de las células
microbianas que tienen un efecto benéfico en la salud y

bienestar del huésped (Salminem et al., 19%9).

Las bacterias acido ldcticas gque se usan para la
elaboracidn de las leches fermentadas, a pesar de aportar
~algunos efectos benéficos a la salud, no sobreviven en el
tracto intestinal; por lo que la tendencia es a la

incorporacién de bacterias probiéticas como Lactobacillus



acidophilius y Bifidobacterias a las leches fermentadas,
{(Shah, 2001). Los principales microorganismos probiéticos

que se utilizan mundialmente se presentan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Especies bacterianas usadas como cultivos -

probidticos en leches fermentadas.

Especie Cepa
Lactobacillus acidophillus Laz, TLa5, Johnsonii, NCFM,
' DDS-1, SBT-2062
L.bulgaricus ibl2
L.lactis Lal
L.plantarum 299v, Lp01
L.rhamnosus GG, GR-1, 271, LB21
L, reuteri Sp2112
L.casei Shirota, Immunitass, 744,01
L.paracasei , CRL 431
L, fermentum RC-14
L.helveticus B02

Bifidobacterium adolescentis ——-—

B.longum B536, SBT-2928

B. breve Yakult

B. bifidus Bh-11

B. essensis Dancne ({(Bio Activia)
B.lactis Bk-02

B. infantis Shirota, immunitass, 744, 01
B. laterosporus CRL 4321

B. subtilis -

Fuente: Shah, 2001



La investigacién en el drea de los probiéticos durante las
décadas pasadas, se ha conducido desde el alslamiento de
bacterias de productos lacteos fermentados, hasta
aislamientos de bacterias de origen intestinal (Sanders,
1999). Ademds se han efectuade numerosos estudios para
comprobar los beneficios que se han supuesto hacia la salud

del ser humano.

Unc de los beneficios comprobados hasta el momento es el
antagdnismo entre bacterias probiéticas y patégenos. Las
bacterias probidéticas, como lLactobacillus acidqphillué y L.
casei, producen acido lactico como principal producto final
de la fermentacién. ILas bifidobacterias producen 4acido
acético y lactico. Ademds los organismos prebidticos

producen acido citrico, peréxido de hidrégeno, diacetilo y

bacteriocinas como sustancias antimicrobianas. Todas estas

sustancias inhibitorias crean ambientes hostiles para los
patégencs del alimento, asi como para los organismos que lo

degradan.

La adherencia de los probiéticos es un tema que también se
ha investigado. Se busca que las bacterias tengan la
capacidad de adherirse, multiplicarse vy colonizar el

intestino del ser humano, de este modo, las bacterias



patdgenas tendrian  que competir con 1las probidéticas para
ocupar los “nichos” intestinales. Para asegurar la
adherencia de los probidticos a las paredes intestinales,
se han realizado estudios simulando las condiciones del
proceso del alimento, sometiendo a las bacterias a la
accién de 4cidos y pepsina, sin embargo, aunqﬁe no se
observe la adherencia in vitro, no se excluye
necesariamente la ausencia de un efecto in vivo {8hah,

2001; Ouwehand et al., 2001).

El consumo de productos probidticos también se han asociado
a la inhibicién de carcinégenos por los microorganismos
colonizadores, al fortalecimiento de las defensas cdntra
infecciones y tumores, reduccién de las concentraciones de
colesterol en  la sangre, efectos antihipertensivos,
prevencidn de alergias, entre otros (Kalantzopoluos, 1997;

Sanders, 1999; St-Onge et al., 2000; Shah, 2001).

Para asegurar los Dbeneficios del consumo de Jleches
fermentadas con microorganismos probiéticos, es necesario
realizar estudios mAs profundos, sobre todo en los efectos
directos en el ser humano, vya que la mayor parte de las

investigaciones se realizan en animales. Ademas es

necesario encontrar soluciones para los problemas de

-10



establlidad y viabilidad de los probiéticos en los
alimentos, investigar sobre tecnoclogias de microencapsulado
de las Dbacterias, mantenimiento de bajos costos vy
Aaprovechamiento de materias primas nativas (Mattila-

Sandholm et al., 2002).

IT.2. El kéfir
El kéfir es una leche fermentada, A&cida, ligeramente
alcchélica y efervescente, el probable origen y principal
lugar de consumo son las Montafias Caucdsicas de Rusia. Su
elabocracién es principalmente artesanal y puede cbtenerse a
partir de leche de cabra, oveja o vaca. Los granos del
kéfir, son el'inéCulo, por medib del cual se obtiene el

producto final (Steinkraus, 1996).

ITI.2.1. Composicién quimica y microbiolégica del
kéfir. |

El kéfir se obtiene gracias a la fermentacién de la leche
por la m;croflofa simbidtica de levaduras y bacterias. Los
géneros mas frecuentes de bacterias son: Streptococcus,
Lactobacillus y  Leuconostoc; en las levaduras son

Saccharomyces y Torula (Prescott y Dunn, 1983).

11



Dado que el kéfir se elabora mundialmente, en su mayoria
como un producto artesanal, la microflora es diversa y

depende del lugar de origen.

Numercosos estudios han aislado e identificado a los
microorganismos presentes tanto en los 'granos del kéfir
como en los productos fermentados. Algunas especies
reportadas de bacterias en el kéfir son: Lactococcus lactis
subsp. lactis, lLactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diaceylactis, Streptococcus  thermophilus, Lactobacillus
delbrueckii subsp. - bulgaricus, Lactobacillus kéfir,
Lactobacillus parakéfir, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casel subsp.
pseudoplantarum, Lactobacillus casei subsp. tolerans,
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus gasseri,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus viridiscens,

Lactobacillus fermentum y Leuconostoc mesenteroides.

Las especies de levaduras reportadas son: Kluyveromyces
marxianus var. lactis, Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces  unisporus, Candida inconspicua, Candida

maris, Torulaspora delbrueckii, Debaromyces hansenii,

12



Zygosacharomyces rouxii y Pichia fermentans (Angulo et al,
1993; Chin-Wen et al., 1999; Garrote et al., 2001; Loretan

et al., 2003; Simova et al., 2002).

Dentro de 1la microflora contaminante se han encontrado
bacterias como Bacillus, Micrococcus vy Pediococcus, que
provienen posiblemente de la leche no tratada térmicamente.
Ademas se han encontrado también especies de Acetobacter y
Enterobacteriaceae, que son resultado de la falta de
higiene durante la preparacién del kéfir (Angulo et al.,

1993} .

Los granos del kéfir estdn compuestos principalmente de
proteinas y polisacdridos dentro de los cuales se encuentra
la microflora (Garrote et al., 1997). Las bacterias acido
lacticas se encuentran localizadas principalmente en 1la
capa superficial y las levaduras se encuentran al centro de

los granos (Chin-Wen et al., 1999).

La composicidn quimica de los granos del keéfir depende de
la especie de la cual se obtenga la leche, de 1la regién vy
forma de produccién, ademds de otros factores, sin embargo
la composicién promedio de los granos del kéfir muestra en

el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Composicién quimica de los granos del kéfir.

Elementos Cantidad
Agua 890-900 g kg™
Lipidos 2 g-kg
Proteinas 30 g-kgﬂ-
Azicares 60 g-kg!
Cenizas 7 g-kg™?

Fuente: Garrote et al., 1997

II.3. Las bacterias lacticas
Las bacterias lacticas (LAB) son un  conjunto de
microorganismos dispersos en la naturaleza, se encuentran
- principalmente en el suelo y donde existan altas
concentraciones de carbohidratos, productos de hidrélisis
de procteinas, vitaminas y poco. oxigeno. Muchas de ellas se
encuentran normalmente en la leche, asi como en carne-y
vegetales; algunas bacterias lécticas son habitantes
normales del cuerpc humano. Las LAB se clasifican juntas
porque su producto final de fermentacién, el acido lactico;
es comin en todas ellas. Pueden -tolerar condicicnes muy
acidas (alrededor de pH 4) son Gram positivas y anaerobias
perc aerotolerantes. Su morfologia es cocos, bastones,
ovoides e incluse de “Y” si se consideran a las

bifidobacterias dentro de este grupo (Ssaloff-Coste, 1994).
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Las principales bacterias l&acticas para la obtencién de

productos lacteos se presentan en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Principales bacterias lacticas utilizadas en

productos lacteos.

Forma Temperatura Especies
Género ' dptima
Streptococcus cocos 40-44 °C  Str. thermophilus

Lb. bulgaricus
40-44 °c ILb. helveticus

bastones Lb. lactis
Lb. acidophilus

Lb. casei

Lactobacillus 25-30 °cC
ILb. kéfir

Lc. lactis

Lactococcus . cocos 25-30 °C _
Le. cremoris

Lec. diacetylactis
Pediococcus cCocos 25-30 °C P. acidolactici

Ln. cremoris

Ln. dextranicum

Leuconostoc ovoides 25-30 °C ILn. lactis

B. brevis

Bastones B. bifidum

Bifidcbacterium c 36-38 °C B. longum
bifidos

B. infantis

Fuente: Saloff-Coste, 1994

La fermentacién lactica es el proceso mediante el cual se

produce acido lactico a partir de glucosa. Durante la
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glicélisié, gue es la fase inicial de 1alfermentacién, una
molécula de glucesa se oxida hasta obtener dos moléculas de
dcido pirdvico. Esta oxidacién genera la energia que se
utiliza para formar dos moléculas de ATP. En el siguiente
paso; las dos moléculas de &cido pirdvico se reducen para
formar dos molécﬁlas de NADH que a su vez forman dos

moléculas de acido lactico. (Ver Figura 1)

Debido a que el &cido lactico es producto final de la
reaccidén, no continta a ninguna oxidacién, y la maycria de
la energia producida por la reaccién permanece almacenada
en el acido lactico, por lo que esta fermentacidén rinde
solo una baja cantidad de energia.

La reaccién general es:

GLUCOSA + 2ADP + 2P———p 2 ACIDO LACTICO + 2 ATP
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Lc. cremoris S. thermophilus

Lc. lactis Lb. bulgaricus
" Lc. diacetylactis Lb. helveticus
Lb. casei Lb. lactis

Lb. acidophilus

( Lactosa > ( Lactosa >

-,

Medio externo

. R ] B
Fosfoenol piruvato PERMEASA  i5%usy ﬁﬁﬁgss%x:: PARED MICROBIANA Sy
Fosfotransferasa S S
J, L Citoplasma
Lactosa - P Lactosa

l P-B-Galactosidasa l lB-Galactosidasa l

Galactosa 6P Glucosa -
T Galactosa

l

P-dihidroxi <
acetona » 3 P-Gliceraldehido

l

Piruvato

(A A ENNNEEENNEERNNENNNT)

T (P fructoguinasa)

Acido Acético

Acido Lactico

FUENTE: Symons, 1993,

Figura 1. Rutas principales de metabolismo de lactosa por
bacterias acido-lacticas usadas en la fermentacién de 1la

leche (Lc= Lactococcus Lb= Lactobaéillus 8= Streptococcus)
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De acuerdo a los productos finales de su metabolismo, las
bacterias acido lacticas pueden dividirse en

homofermentativas y heterofermentativas.

Son homofermentativas si entre 70 y 80% del preducto final
es acido lactico, y heterofermentativas cuando se produce
al mencs 50% de A4cido lactico mds otros compuestos como

dcido acético, C0O; y etanol (Tortora et al., 1995).

I1.3.1. Importancia de las bacterias lacticas
La fermentacidén de los alimentos se ha utilizado por siglos
come un método ‘para .conservar productos alimenticios
perecederos, las bacterias lacticas (LAB) son ampliamente
usadas en la produccién de alimentos fermentados. Las LAR
intervienen en la transformacién la leche generando nuevos
aromas, sabores vy texturas en el producto final. La
temperatura, pH, presencia de oxigeno y la composicién de
lé leche, contribuyen con los atributos finales del

producto especifico (Hansen, 2002).

Existen bacterias especificas para desarrollar atributos en
los productos fermentados finales. Streptococcus
thermophillus, Lactobacillus ‘delbruéckii, subsp.

bulgaricus, Lactococcus cremoris vy algunas especies de
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Leuconostoc producen exopolisacdridos estructurales que
modifican la textura, incrementando la viscosidad. En el
sabor y el aroma de las leches fermentadas estan
involucradas las bacterias Lactococcus diacetylactis vy
Leuconostoc cremoris, que imparten sabor a mantequilla en
las leches fermentadas. Las levaduras y los mohos también
pueden incluirse a la fermentacién para obtener sabores

distintives (Saloff-Coste, 1994).

Ir.3.2. Identificacion de bacterias lacticas en
productos lacteos.

La identificacién de un microorganismec @ se realiza
.tradicionalmente, por medio de un esquema de clasificacién.
Desde su primera edicién en 1923, el Bergey’'s Manual of
Determinative Bacteriology ha sido 1la referencia. mas
utilizada para identificar bacterias, por medio de
criterios como composicién de la pared celular, morfclogia,
tincién diferencial, requerimientos de oxigeno y pruebas
bioquimicas. Los microorganismos s0n muy similares
morfoldégicamente para poderlics clasificar por sU
estructura, por lo cual al observar al microscopio a los
microorganismos, poco sabemos de las relaciones
filogenéticas y evolutivas que existen entre ellas; sin

embargo es un paso inicial en la identificaciédn Y
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caracterizacién de las bacterias. La tincién diferencial,
permite hacer una clasificacién_de las bacterias en funcién
de los componentes de la pared celular, es una herramienta
mas para el acercamiento a la especie a la gue pertenece el
microorganismo. Las pruebas bioquimicas, se basan en la
actividad enzimatica de las bacterias,‘por lo que aun los
microorganismos méas relacionados pueden diferenciarse en

distintas especies (Tortora et al., 19935),.

A través del tiempg las fofmas de identificacién de los
microorganismos han . evolucionado de tal manera que el
desarrollo de nuevas métodos permita obtener mayor
precisién en la identificacién, en menor tiempo y & menor

costo.

Los métodos convencionales de deteccién y determinacién de
las especies de lactobacilos en preductos lactecs son
largos y a veces ambiguos. En la actualidad, la
investigacién se ha enfocado en la aplicacidén de técnicas
de biologia molecular para la deteccién y diferenciacién
rapida de las bacterias l&cticas. En particular, el uso de

iniciadores y sondas para la codificacién  de genes del

dcido ribonucleico ribosomal (rRNA) cfrece un gran

potencial. Estas secuencias de genes contienen regiones
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altamente conservadas comunes a todas las eubacterias asi
como regiones altamente variables (nicas a especies
particulares. Las sondas universales o iniciadores que se
alineardn a los genes que codifican para el rRNA de todas
las eubacterias pueden disefiarse a partir de las regiones
conservadas de los genes para el 16S rRNA e iniciadores
eépecificos para especies de las regiones altamente
variables de los genes para el 165 rRNA (Drake et al.,

1596).

IT.3.3. Caracterizacidén de las bacterias lacticas
Las bacterias lacticas, " en su mayoria, tienen
requerimientos nutricionales muy  similafes Yy crecen en
condiciones parecidas,‘por ello puede ser muy dificil una
diferenciacién clara entre especies. Recieﬁtemente la
investigacién se ha enfocado a la aplicacién de técnicas de
huellas genético-moleculares para la diferenciacién
confiable de las bacterias (Giraffa et al., 1998). Se han
desarrollado métodos fenotipicos como es el anilisis de las
proteinas de la célula completa por medio de geles de SbhS-
poliacrilamidé. Con respecto a las técnicas genotipicas, se
han utilizado métodos basados en la reaccién en cadena de
la polimerasa orpolymerase chain reaction (PCR). Dentro de

. las técnicas moleculares que se utilizan para caracterizar
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e identificar bacterias lacticas estd el método de
polimcrfismos aleatorios de DNA o Randomly Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) que se ha demostrado rapido vy

sensible en su aplicacién (Schleifer et al., 1995).

Entre las varlantes de la PCR esté&n también el andlisis de
restriccién del DNA amplificado (PCR-ARDRA}, la PCR basada
en secuencias repetidas (rep~PCR), Restriction Fragment
Length Polymcrfism (RFLP), y el andlisis de la secuencia
del 165 rDNA, siendo éstas Gltimas Yy RAPD-PCR las técnicas
que mas se emplean para la identificacién y caracterizaciodn
de las bacterias lacticas (Giraffa et al., 1998; Drake et
al., 1996; Coventry et al., 199§;ACocconcelli et al., 1997;
Pu et al., 1998; Moschetti et al., 1998; Morea et al.,
'1999; Fitzsimons et al., 1999; Gaya et al., 1999; Tynkkynen
et al., 1999; Ward y Timmins, 1999; Sanchez et al.,z000;
Cocolin et al., 2000; De Urraza et al., 2000; De Angelis et
al., 2001, Mannu et al., 2002;‘Lombardi et al., 2002; Ogier

et al., 2002; Yeung et al., 2002).

22



CAPITULO III. Aislamiento Yy caracterizacién por medio de

PCR-RAPD de siete bacterias lacticas del kéfir !

2 3

Maria Liliana Bolafios Carrillo *, Gabriel Leyva Ruelas 3,

4 3

Ernestina Valadez Moctezuma *, Armando Santos Moreno

IIT.1. Resumen

Con el objetivo de caracterizar bacterias lacticas, se aislaron 7
cepas de kéfir, leche fermentada tradicional gque contiene microflora
diversa; compuesta principalmente de bacterias lacticas vy levaduras.
Los aislamientos se caracterizaron e identificaren a nivel morfolégico
¥ a nivel meclecular usando PCR~RAPD, Los 7 aislamientos rasultaron ser
bacterias de forma bacilar, Gram positivas, catalasa negativas, no
esporuladas;. similares al género - Lackobacillus. L} -andlisis del
dendrograma consfruido con las  huellas gendmicas de las cepas en
estudio, mostrd que con un coeficiente de similitud de 0.8, se
definieron 3 grupos diferentes. En el primerc se agruparon los
aislamientos K-004, K-08B y K-001, el segundo comprende la.cepa K-06C y
el tercero lc forman las cepas K-080, K-002 y K-08C. Las cepas K-004,
K-08B y K-001 tuvieron mayor similitud con Lactobacillus casei gue las
bacterias K-06C, K-080, K-002 y K-0BC. Todas las cepas mostraron alta
capacidad acidificante en leche, con una reduccién de pH hasta niveles
de 2.5-4.8, incubando a 37°C por 24 horas.

Palabras Clave: kéfir, bacterias l&cticas, leches fermentadas, PCR-

RAPD, Lactobacillus caseli.

’gstudiante de la Maestria en Ciencia ¥ Tecnologia Agroalimentaria *Profesor investigador
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IIT.2. Abstract
With the aim of characterizing lactic acid bacteria, 7
strains were isolated from kefir, a traditional fermented
ﬁilk that contains diverse microflora consisting mainly of
lactic acid bacteria and yeasts. The isoclated bacteria were
characterized morphologically and with the aid of PCR-RAPD, -
a molecular technique. The seven isolates were Gram
positive, catalase negative, non-sporulated and rod shaped,
thus corresponding to the genus  Lactobacillus. The
dendrogram anaiysis‘obtained through genomic fingerprints
from the strains studied, showed that with a similarity
.coefficient of 0.75, 3 different groups could be
determined. The first group is made up of K-004, K-08B and
K-001 strains, the second only contains the K-06C strain,-
and the third one is made up of the K-080, K-002 and K—OSC
strains. K-004, K-08B and K-001 strains are more similar
to Lactobacillus casei than K-06C, K-080, K-002 and X-08C
bacterias are. The isolated bacteria showed high acidifying
activity when inoculated into milk and decreased PH values

to 2.5-4.8 after 24 hours of incubation at 37°C.

Keywords: kefir, lactic acid bacteria, fermented milk, PCR~

RAPD, Lactobacillus casei.
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ITII.3. Introduccidn
Las leches fermentadas artesanales se han caracterizado en
su  composicidén microbiolédgica, encontrandose diversas
especies, incluso se han encontrado microorganismos
desconocidos hasta el momento. Existen. alrededor de 400
productos lacteos fermentados en el mundo, el mas conocido
es el yogur, que se obtiene por la fermentacién de dos
especies bacterianas. S5in embargo, en muchos paises se
producen de manera artesanél otras léches fermentadas que
se obtienen por la accién de mads de dos especies. Es este
el caso del kéfir o leche de bﬁlgafos. El kéfir se cbtiene
gracias a la fermentacién de la leche por la microflora
simbidtica de levaduras y bacterias. Los géneros mas
frecuentes de bacterias son: Streptococcus, Lactobacillus vy
Leuconostoc; en las levaduras son Saccharomyces y Torula.
(Prescott y Dunn, 1983). Algunas especies reportadas de
bacterias en el kéfir son: Lactococcus lactis subsp.
lactis, Lactococcus lactis s5ubsp. lactis biovar.
diaceylactis, Streptococcus  thermephilus, Lactobacillus
delbrueckii subsp. - bulgaricus, Lactobacillus kéfir;
Lactobacillus parakéfir, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus caseil subsp.

pseudoplantarum, Lactobacillus casei subsp. tolerans,

25



Lactobacillus casel subsp. rhamnosus, Lactobacillus brevis,
Lactobécillus acidqphillus, Lactobacillus gasseri,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus viridiscens,
iactobacillus fermentum y ILeuconostoc mesenteroides (Angulo
et al., 1983; Chin-Wen et al., 1999; Garrote et al., 2901;
Loretan et al., 2003; Simova et al., 2002). Recientemente
la investigacioén se ha enfocado a la aplicacién de técnicas
de huellias moleculares para la diferenciacién confiable de
las bacferias (Giraffa et al., 1998). Con respecto a las
técnicas genotipicas, se han utilizado métodos basados en
la reaccidn en cadena de la polimerasa o polymerése chain
reaction (PCR). Dentro de- las técnicas moleculares que se
utilizan para caracterizar e identificar bacterias léacticas
estd el método de polimorfismos de DNA o Randomly Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) que se ha demostrado rapido vy
sensible en su aplicacién (Schleifer et al., 1995).

En este trabajo se aislaron y caracterizaron bacterias a
partir del kéfir regional utilizando la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) por medic de la técnica Random
Amplified Polimorphic DNA (RAPD) para explicar una parte de
la diversidad microbioldgica que se encuentra en este
producto lacteo fermentado, asi como definir las especies

que se encuentran en el kéfir regional.

26



III.4. Materiales y métodos

ITTI.4.1. Aislamiento de las bacterias del kéfir.

Los graﬁos de kéfir que se utilizaron come inéculo fueron
5btenidos de la regidén de Texcoco, Estado de México. ée
inocularon al 10% en 250 mlL de leche entera (3.5% de grasa)
y leche descremada ultrapasteurizada (0.5% de grasa) de la
marca comercial Alpura. El kéfir se incubd a 30° C por 48
h. Se realizaron tres resiembras en leche para obtener el
producte fermentado para los aislamientos. Del kéfir
obtenido, se realizaron cuatro diluciones en Solucién de
Ringer: 107%, 107%, 107 y 107°.

Las diluciones se sembraron por triplicade en medio De Man
Rogosa Sharpe (MRS) (DIFCC, BD, New Jersey, USA) péra
aislamiento y cultive de 1lactobacilos, utilizando la

técnica de vaciado en placa en cajas de Petri. La

incubacién se llevd a cabo a 37°C por 72 h.

IIT.4.2. Seleccidén y purificacién de 1las colonias
bacterianas seleccionadas

Se observd la morfologia de las colcenias. crecidas en las

pilacas y se observaron al microscopic por medio de tincién

de Gram. La reaccidén de Gram se confirmd por medio de la
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prueba de hidréxide de potasio al 3%, las bacterias que
formaron hilo se considerarcon como Gram negativas mientras
que las que no lo formaron fueron Gram positivas. La prueba
de la catalasa se realizé agregando 2 gotas de perédxido de
hidrégeno al cultivo bacteriano, al no formar burbuijas se
consideraron catalasa negativas. Se seleccionaron las
colonias bacterianas de color blanco, con didmetro menor a
1 mm; Gram positivas, en forma de bastédn y con agrupacién
en cadenas. Las colonias seleccionadas se sembraron en
medio MRS ‘liquido, el cual se incubd por 72 h a 37 °C. Los
alslamientos se .resembraron por medio de wvaciade en placa
en agar MRS. Las «c¢colonias obtenidas se  sembraron
nuevamente en medio MRS liqgido y se observaron al
microscopio para evaluar la pureza. FEl procedimiento se
repitid hasta queAlos aislamientos no mostraron bacterias
contaminantes. La seleccidén final se realizd en base a la
capacidad acidificante de las bacterias, para lo cual se
inoculé cada una de las bacterias purificadas al 1% en
leche descremada ultrapasteurizada marca Alpura. Se incubd
a 37° C por 24 h y después se midié el pH con un

potenciémetro marca Conductronic pH 120.
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III.4.3. Identificacién morfolégica de las bacterias
aisladas.

Una vez que se determindé la pureza de las bacterias, se

realizé la identificacién a nivel de género de acuerdoe

Beukes et al., (2001). Las bacterias se sembraron en medioc

MRS liquido con glicerol al 15%, a -10 °C para su

conservacidn.

II1.4.4. Extraccién del DNA total
La extraccién del DNA total se realizé de acuerdo a Gomez
et al., (2000) y Sambrook et al., (1989) con algunas
modificaciones. Las células bacterianas se centrifugaron a
4 000 x g durante 5 min, se lavaron con 100 ulL de agua
destilada deicnizada Yy .se resuspendieron en 200 uL de
" puffer TES [50 mM Tris-HCl (pH=8.0) 5 mM EDTA, 5% p/v de
sacarosal. 8Se agregaron 100 pl de lisozima (20 mg-mL™};
Sigma Chemical, Co} y la mezcla resultante se incubé a 37
°2 durante 40 min. La lisis se realizd agregando 250 ﬁL de
SDS 1%, se adicionaron 4 pL de RNAsa A (10 mg-qu) y se
incubd a temperatura ambiente por 5 minutos. Después se
aéregaron 10 pL de proteinasa K {10 mg/mL; Sigma Chemical,
Co) y se incubé a 37 °C por 40 min. Posteriormente, se

agregaron 400 pL de fenol saturade con Tris-HCl 100 mM; se
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mezcld fuertemente y se centrifugd por 25 minutos a 14 000

¥ g.

La capa acuosa se transfirid a otro tubo, donde previamente
-sé agregé un volumen igual de cloroformo;;lcohol iscamilico
24:1, se agité y se centrifugd durante 5 min a 14 000 x g.
La capa superior se transfirid . nuevamente a otro tubo donde
se agregaron 200 pL de acetatc de amonio 7.5 M, los tubos
se colocaron en hielo por 10 min y posteriormente se
centrifugaron a 14 000 x g durante 5 min. La capa superior
- 8e transfiridé a otro tubo donde se precipitd con 500 pL de
.isopropanol, se centrifugd y se lavd con etanol absoluto.
Finalmente el DNA. se resuspendid en 30 pL de buffer TE pH-
8.0 (10mM Tris-HC1 pH 7.6, 1mM EDTA ©pH 8.0). La
cuantificacién del DNA se hizo a partir de una dilucién
- 1:20, tomando 1 pL de DNA vy 19 pnL de aéua destilada. La
lectura se realizd por espectrefotometria UV a 260 nm
{Perkin Elmer UV/VIS Lambda Bio), con un volumen total de

la celda de 120 pL. La concentracidén se calculd con base en

la siguiente ecuacidn:

Absorbanciax50x20
1000

Concentracién de DNA pg-pL™t =

La calidad del DNA se determind por medio de electroforesis

en gel de agarcsa al 1%, cargando 10 plL a una concentracién
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de 0.1 pg-pL™ y 2 pL de amortiguador de carga 10X (Tris
base 50 mM pH 8.0, azul de bromofenol 2 mg-mL™!, xilencianol
2 mg-mL™, glicerol 25%, EDTA 5 mM pH 8.0 y agua doble
déstiladé) en una camara de electroforesis marca GIBCO BRL.
La. electroforesis se llevd a cabo por 2 h a 90 volts.
Después, el gel se tifié con bromurc de etidio (0.5 pg:-mL™Y)
para su tincidn, se visualizd y se fotodocumentd con un
transiluminador marca Dual Intensity = UVP de luz
ultravioleta modelc TS-20 y el scftware Kodak Digital

Science 1D V.2.0.3.

IIT.4.5. Seleccidn de iniciadores Carl Roth Serie K y

Serie G y amplificacién por medio de RAPD-PCR

Para la prueba de seleccién de iniciadores Carl Roth serie

K se utilizé el aislamiento K-002. El parametro de
seleccién fue la produccidén de mayor numerc de bandas
definidas. La mezcla de reaccidén para la evaluacién de

inicladores se presenta en el Cuadro 5.
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Cuadro 5. Mezcla de reaccidn, concentracidén y volumen para

la seleccidn de iniciadores Carl Roth Series K y G.

Componente Concentracion Volumen por reaccidén
. .

DNA 20 ng-pL™* 5
Iniciadores’ 20 pmol 2
dNTP s 500 pM - 10
Amortiguader .10x 2.5
Cloruro de 1.0 mM 2
magnesio

Taq DNA 1.5 0 : 0.4
Polimerasa ,
Agua 3.1
Total 25

‘Los iniciadores se colocaron unc a unc en los tubos correspondientes depositando

2 pL por tubo,

Una vez que se colocdé la reaccidn en cada tubo, se
agregaron 25 pL de aceite mineral y los tubos se
centrifugaron para meterlos al termociclador. La reaccién
de PCR se llevd a cabo de acuerdo con el siguiente programa

{Cuadro 6):
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Cuadrc 6. Programa del termociclador para la reaccién de

PCR~RAFPD.

Programa Temperatura °C Ciclos Tiempo
23 94 1 1!
24 94 desnaturalizacién 30"
40 alineamiento 38 30"
72 extension 1 307
25 72 extensidn 1 21307
10 4 enfriamiento o o

Los - productos de amplificacidén se colocaron en un gel de
agarosa al 1.5%, se cargd también un marcador de peso
molecular de 1000 pb marca GIBCO. Los productos se
sometieron a electroforesis por 2 'h a 90 volts. El gel fue
tefiido con bromuro de etidio (0.5 mg-ml™') y fotodocumentado
como se explicd anteriormente. La seleccidn de los
iniciadores que se wutilizarian para caracterizar a las
bacterias lacticas se realizd en funcién del nlmero de
bandas obtenidas con cada iniciador. La amplificacitén con
la técnica RAPD se realizdé con el mismo procedimiento que
para la seleccidén de los iniciadores. Una primera reaccién

se corrié utilizando el iniciador K17 y una segunda con el
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iniciador G17, por medio de las cantidades que se indican

en el Cuadro 6.

La separacién de los productos amplificados se realizd por
medic de electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, cargando
10 nL de los productes amplificados junto con 2 nlL de

amortiguador de carga.

ITI.4.6. ‘Anélisis del perfil electroforético generado

con RAPD
El gel obtenido se analizdé asignandoles pesos moleculares a
cada banda amplificada, con base en las bandas del marcador
de peso molecular. De los datos generades se obtuvo una
matriz binaria de datos codificande con 1 a las bandas

presentes y 0 a las bandas ausentes.

IITI.4.7. Elaboracién del dendrograma con RAPD.
La elaboracidén del dendrograma se realizé con base en la
matriz de datos, wutilizande el programa para analisis
multivariado de taxonomia numérica (NTSYS-pc v.2.0). Ademés
gse calcularon los agrupamientos consenso, utilizando el

programa Winboot con 4 000 repeticiones.
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IIT.5. Resultados y discusién

ITI.5.1. Aislamiento e identificacién de las
bacterias lacticas.
Con la siembra en placa de las diluciones del kéfir, se
obtuviercn colonias diferentes, los resultados por dilucidn

se muestran en el Cuadro 7.

Las bacterias obtenidas se caracterizaron como Gram
positivas, catalasa negativas después de su evaluacidn
-microscédpica y por medio de la prueba de la catalasa y el
hidréxido de potasio. De acuerdo .con Holt et al., (1994},
éstas ‘caracteristicas ‘corfespondieron al género

Lactobacillus.

Las cuentas totales que se presentan en el Cuadro 7,
corresponden al numero de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) por mililitro, de bacterias del género Lactobacillus
en el kéfir. Se han repértado.cuentas mayores dependiendo
de la regién de produccitn del kéfir, en Sudafrica se
tienen cuentas de 1.28 x 10° que corresponden al 23% de la
micrcflora del kéfir, en Bulgaria el pcrcentaje es dél 24

al 33% con cuentas de 2 x 10°2 3.0 x 10%; mientras gque en
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Taiwan se reportan cuentas de hasta 8.3 x 10°. En Europa,
el promedio en la cuenta de lactobacilos del kéfir esta en
el orden de 10% a 10% UFC-mL™! (Lorétan et al., 2003; Simova
'et al., 2002; Ching—Yun y Chin Wen, 1999 y Beukes et al.,
2001). Las cuentas de lactobacilos obtenidas en este
trabajo fueron de alrededor de 10* UFC-mL™!, valor un pocc .
mas alto a las cuentas reportadas en Europa pero menor-a

las cuentas encontradas en el kéfir de Taiwan o Sudafrica.

El crecimiento de las bacterias en medio MRS liquido y
sélido en tubo, se representa en la Figura 2, donde se
observa que su crecimiento oJcurre cuando existen bajas
concentraciocnes de oxigeno. Por ello, las bacterias
aisladas se consideran microaerofilicas. Ademés se-tiata de
bacterias meséfilas debido a que la temperatura de

incubacidén fue 37 °C.

El medio MRS es selectivo para aislamiento vy cmltivorde
lactobacilos, sin embargo, mediante 1la observacidn
microscédpica se encontraron también algunas bacterias del
género Streptococcus como contaminantes de los cultivos de

Lactobacillus (Figura 3).

36



Cuadro 7. Resultados de la siembra de

medio MRS agar.

las diluciocnes en

Leche entera

Dilucién Leche baja en grasa

107t Colonias  blancas, Colonias blancas,
menores de 1 mm. de menores de 1 mm. de
didmetro y colonias didmetro y colonias
amarillas mayores amarillas mayores
de 1 mm de de 1 mm de
didmetro. diametro. Cuenta
Cuenta total total promedio:
promedio 1.9 x 10" UFC-m1 ™"
2.8x10* UFC- mL™'.

1072 Colonias blancas No hay crecimiento
menores de 1 mm de
didmetrc, colonias
amarillas mayores
de 1 mm. de
diametro y colonias
blancas, mayores de
1 mm de didmetro.
Cuenta total:
1.7x10" a 2.5x10°
UFC-mLt,

i073 No hay crecimiento No hay crecimiento

1071 No hay crecimientc No hay crecimiento
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Figura 2. Representacién esquematica del crecimiento de las

bacterias en medio MRS sélido y liquido en tubo.
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Figura 3. Contaminantes del gémero Streptococcus
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El aislamientc de los lactobacilos del kéfir, se vio
influenciado por la cantidad de grasa presente en la leche
que sirvidé de medio de fermentacidédn. En el Cuadro 7, se
ébserva que la leche baja en grasa presentd mayor numero de
aislamientos que 1la leche completa en grasa, en las
diluciones 107 y 107?. De estas diluciones, asi como de la
dilucién 1071 derleche entera, se tomaron 20 colonias de
manera aleatoria, que se sembraron en medio MRS liquido
para. su purificacidén. La seleccidn de las bacterias de
estudic se realizd con base a dos pardmetros principales:

A. Las caracteristicas del Ggénero ILactobacillus. .
Bacterias Gram positivas,  catalasa negativas, en
forma de bastones y agrupadas en cadenas.

B. La capacidad acidificante, evaluada en funcién de

la disminucidén del. pH al incubar por 24 horas a

37°C.

De los 60 aislamientos, se seleccicnaron los que no
presentaron contaminantes, con lo que se llegdé a 24

aislamientocs.

Los Z4 aislamientos se inocularon en leche descremada para
evaiuar su capacidad acidificante, los resultados se

muestran en el Cuadro 8.
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Cuadro 8. Acidificacién de la leche por bacterias aisladas

de kéfir.

Aislamiento pPH
K-001 4,57*
K-002 3.24%
K-003 3.24
K~-030 3.24
K-004 2.43%
K-05A 2.43
K~05B 2.43
K-060 4.94%*
K-06A 4.94
K-06B 4,94
K-06C 4.80%*
K-007 4.80
K-07A 4.80
K-07B 4.80
K-080 5.22%
K-08A 5.22
K-08B 4.20%
K~-08C 4.83%
K-009 4,83
K-090 4.83
K-09A 4.83
K-09B 4.83
K-09C 4.83

* Aislamientos seleacionados para su caracterizacidn ‘E1L pPH inicial en
la leche evaluada fue 5.88

Algunas bacterias diferencias en su capacidad acidificante
y otras cepas presentaron similitud en la acidificacién de
la leche, como se muestra en el Cuadro 8; por le que se
selecciond un aislamiento de cada pH diferente. Los
aislamientos seleccionados fueron: K-001, K-002, K-004, K-

0606, K-06C, K- 080, K-08B y K-08C.
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En las figuras 4 a 8, se muestran las caracteristicas
morfoldgicas de las bacterias aisladas. Puede observarse
claramente la reaccién de Gram, la forma de bastones y la

agrupacién en cadenas. Las moléculas que se distinguen en

color morado al fondo de las bacterias son moléculas de

caseina de la leche; las mas grandes son agregados v parte
de la red que se forma por la accién de la acidificacién de

las bacterias.
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Figura 4. Aislamientos K-001 y K-002, citados de izquierda
a derecha.

Figura 5. Aislamientos K-004, K-060 y K-06C
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Figura 6. Aislamientos K-080 y K-08B.

Figura 7. Aislamiento K-08C
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IIT.5.2. Extraccidén, cuantificacién y calidad del DNA

El protocelo empleado permitid cbtener cantidades
suficientes de DNA, mientras que el proteocelo universal
propuesto por Sambrook et al., (1989), es 0til siempre \%
cuando se ceonsidere un tratamiento con lisozima, ¥ya que por
lo general las bacterias Gram positivas son mas resistentes
a la lisis celular que las bacterias Gram negativas. FEn la
bacteria K-060, la extraccién no produjo DNA, segin lo
muestra el Cuadrc 9, por medio de la lectura de 1a
absorbancia en el espectrofotémetro. La Figura 9 muestra la

calidad de los DNA obtenidos.

Cuadro 9. Cuantificacién de DNA por medio del

Espectrofotémetro Perkin Elmer UV/VIS Lambda Bio.

Aislamiento Concentracién de DNA (pg-mL T)

K-001 9.715
K-002 17.548
K-0n4 27.113
K-060 ' 0.0000
K~06C 4.031
K-080 6.089
K-08B 16.334
K-08C 1.533
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Figura 8. Gel de calidad del DNA obtenido. Carril 1: K-08C,
carril 2: K-08B, carril 3: K-080, carril 4: K-004, carril
5: K-06C, carril 6: XK-002, carril 7: K-001, M: Marcador de

peso molecular de 1000 pares de bases (GIBCO)

III.5.3. Seleccién de iniciadores Carl Roth Serie K y
Serie G.

Los DNA's cbtenidos se evaluaron utilizando 20 iniciladores

de la serie K y 18 iniciadores de la Serie G (Carl Roth.

En las figuras 10 y 11 se muestran los productos de la

amplificacién de los iniciadores 1-7 y 11-20 de la Serie G.
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Figura 9. Productos de amplificacién de los iniciadores de
la Serie Roth G con el aislamiento K-002. M: Marcador de
peso molecular de 1000 pares de bases (pb) {(GIBCO) ,

carriles 1-9: Iniciadores Gl a G9

M 12345678910
5090 pb i . S

4072
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2036
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517

396 pb

Figura 10. Productos de amplificacién de los iniciadores
de la Serie Roth G con el aislamiento K~-002. M: Marcador de
peso molecular de 1000 pares de bases (GIBCO), carriles 1-

9: Iniciadeores Gl1l a G20.
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Al observar las figuras anteriores, se observa qué
utilizando los iniciadores Gl a G9, se cbtiene menor numero
de bandas que utilizando lcs iniciadores Gll a G20. En
estos ultimos se observa que el 11, el 15 y el 17
amplifican mayor numero de Dbandas. De elles tres, el
iniciador K17 permite diferenciar el mayor ntimero de
pandas. La secuencia es: 57 ACGACCGACA 3'.

Se siguld el mismo procedimiento para la evaluacién de los
iniciadores de la serie K. La figura 12 presenta los
perfiles electroforéticos de la amplificacién del DNA de la

bacteria K-002.

Figura 11. Productos de amplificacién de los iniciadores
de la Serie Roth K con el aislamiento K-002. M: Marcador de
peso molecular de 1000 pares de bases (GIBCO), carriles 1-

9: Tniciadores Gll a G20.
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A partir de la Figura 12 se puede observar que, si bien
los iniciadores amplificaron wvarias bandas, es dificil
definirlas adecuadamente, = el iniciador que separd mayor
cantidad de bandas bien definidas fue el K17, cuya
secuencia es: 5’ CCCAGCTGTG 3’, por lo que se eligid para

la amplificacidédn con RAPDS.

I1T.5.4. Productos de amplificacién con la técnica
RAPD.

La Figura 13 presenta la amplificacién de los DNA s
bacterianoé, junto con una bacteria fuera del grupo
(testigo negativo) que fue Escherichia coli; y otra
bacteria‘ de la especie Lactobaciilus casei, considerada
como dentro del grupo (testigo positivo). Ademds se incluyé
una reaccién testigo, sin DNA, para comprobar la

amplificacidén de los RAPDS en las bacterias aisladas.

Las bandas generadas mediante la técnica de PCR-RAPDS
presentaron diferencias entre las cepas y entre las
bacterias que se usaron. Puede notarse que con el iniciador
K17, E. coli se obtuvieron dos bandas bien definidas, de
900 y 850 pb que no presenté ningun otro aislamiento, ni el

testigo positivo de Lactobacillus.
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Figura 12. Perfil electroforético de la amplificacién de las cepas

bacterianas utilizando los iniciadores Roth Gl7 y Roth K17. M: Marcador de
peso molecular 1000 pares de bases (PROMEGA) , M#*: Marcador de pesc molecular 25 pares de
bages (GIBCO). Carriles 1-9 iniciadox K17; 1l:Lactobacillus cagei, 2:1Escherichia coli,
3:K-06C, 4:K-080, 5:K-004, 6:K-001, 7:K-Oéc, B:K~-002, 9:K-08B, 10:Testigo negativo.
Carriles 11-20 iniciador G17; 11~ Lactobacillus casei, 12:Escherichia coli, 13:K-06C,
14:%K-080, 15:K-004, 16:K-001, 17:K-08C, 18:K-002, 19:K-08B8, 20:Testigo negativo.
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casei, igualmente, con el iniciador G1l7. E. cecli presenta
bandas muy diferentes a las demds bacterias, de 2500, 2300,

1300, 1000, 9C0 y 780 pares de bases.

Al analizar el perfil obteﬁido con el iniciador K17, se
obserﬁa gue las bacterias K-08C, K-002 presentan una banda
comun, de 1500 pares de bases y otra banda tenue a 600
pares de bases, esto indica que podria trétarse de la misma
bacteria. A su vez, las cepas K-001 y K-004 presertan un
fragmento en comin de 1000 pares de bases, por lo que
podrian estar muy relacionadas. Las bacterias K-004, K-001
y K;OBB-se relacicnan con Lactébacillus-casei ya que las

tres poseen un fragmento de 1000 pares de bases.

El iniciador G17 amplifica fragmentos mejor definidos que
K17, como puede cbservarse en la Figura 13, en las bandas
de las bacterias L. casei, E. coli y K-06C. La cepa K-06C
presenta bandas diferentes a las demds bacterias, a 1400 y
500 pares'de bases; por el contrario, las cepas X-004, K-
001, K-08C y K-002 tiemen bandas comunes; a 1800, 900 y

500 pares de bases.
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La identificacién a partir de RAPDS puede hacerse solo con
el perfil electroforético de las bandas, la inferencia se
realiza toﬁando como base el numero de pares de bases, sin
embargo, para lograr resultados mas confiables, es
necesario realizar el analisis estadistico o bien
complementar el métedo con otro adicional, como la

amplificacidén del gen 168 rRNA (Ward et al., 19299)}.

Son numerocsos los estudios gque existen sobre la
caracterizacién de bacterias lécticas con PCR-RAPDS,
generalmente, esta técnica se emplea para agrupar
microorganismos de una poblacidén numerosa. Kwon (2000),
caracterizd especies de Lactobacillus a partif de leches
fermentadas por medic de PCR-RAPD, vy encontrd resultados
similares a los obtenidos en este trabajo. Agrupd a las
bacterias en tres grupos, utilizando un programa UPGMA; vy
demostrd gque aun tratidndose de especies iquales, mediante

PCR-RAPD es posible detectar diferencias.

Las diferenclas entre especies se han encontrado también en
otros productos artesanales, como son lds quescs italianos
Paccorino, Fossa V' Canestrato, las variaciones
interespecificas se encontraron a tal grado gue el método

de PCR-RAPD fue insuficiente para la clasificacién de las
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bacterias, resultando mas eficiente el uso de perfiles de

proteinas de la pared celular (De Angelis et al., 2001} .

IITI.5.5. Analisis estadistico del dendrograma.
Por medio del analisis de bandas, se produjo matriz de
datos, a partir de la cual se construyé un dendrograma, con
el programa NTSYS. El dendrograma se muestra en la Figura

14.

Como se esperaba, E. coli, se sale completamente de la
agrupacidn de las bacterias, el cceficiente de similitud es

de 0.40 con respecto a las bacterias caracterizadas.

En las cepas de estudio, considerando un éoeficiente de
similitud de 0.75, se _pudo diferenciar tres grupos. EI
primero comprende a las bacterias L. casei, K-004, K-08B vy
K-001. La segunda agrupacién comprende sclo a la bacteria
K-06C y el tercer grupo estid conformado por las bacterias
K-080, K-002 y K-08C. La agrupacién observada en el
dendrograma coincide parcialmente con las similitudes
encontradas en el perfil de electroforesgis analizado'

anteriormente.
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L.casei

IK-DO4
K-08B
21.5%
K-001
64.4% K-06C
K-080
50.8% L_ooz
K-08C
E.coli
T T T T T T —p— e ey
0.40 0.53 0,65 0.78 0.91
Coeficiente

Figura 13. Agrupainiento de las 7 cepas aisladas del kéfir

A su vez, los agrupamientos se separan en subgrupos, en el
iniciador grupo, las cepas K-004 y K-~08B. zon similares
(coeficiente de 0.91) y la cepa K-001 eé diferente a las
dos anteriores, sin embargo, las 3 podrian identificarse
como Lactobacillus casei. Las cepas K-080 y K-002, son muy
similares y podrian considerarse como la misma cepa por

presentar un coeficiente de 0.91.

El procedimiento Boostrap mediante un métode iterativo, con
un nimero determinado de repeticiones; determina el

porcentaje de veces que un mismo agrupamiento ocurre. En el

53



dendrograma anterior, el grupo de las bacterias
identificadas como Lactobacillus casel presenta un 21.5% de
agrupamientos; cuando el porcentaje es menor de 75-80% se
éonsidera que podria tratarse de una especie diferente,
aungque probablemente seria del género ILactobacillus. EI1
grupo de las bacterias K-080, K-002 y K-08C, podria ser
otra especie de Lactobacillus o incluso podria ser otro

género ya que el porcentaje de agrupamientos es de 64.4%.

Para decir con certeza, si el grupo es otra especie o es
otro génerc seria necesarioc llevar a cabo un andlisis de la

regién 16S rDNA de las bacterias en estudio.

III.6. Conclusiones
Por medio del presente trabajo, se obtuvieron 7 cepas de
bacterias en forma bacilar, meséfilas Gram positivas,
catalasa negativas y microaerofilicas; que se identificaron

a nivel de género como Lactobacillus.

Las cuentas estan en el orden de 10% UFC:mL'% cercanas a
las reportadas en el kéfir europeo, pero bajas en
comparacioén con otras regiones del mundo como Taiwan, Rusia
y- Sudafrica. Con esto se observa que la composicién

microbicldgica depende de 1la regién del producto
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fermentado. La diferencia en cuentas de microorganismos
genera la diversidad de sabores y arcmas en los productos

fermentados artesanales alrededor del mundo.

La caracterizacidén molecular realizada por PCR~RAPD, se
llevé a cabo con 2 iniciadores, Roth K17 y Roth G17;
seleccionados con base al niumero de bandas amplificadas.

En el perfil electroforético se encontraron diferencias
evidentes en las huellas gendmicas, éstas diferencias se

confirmaron por medio del dendrograma obtenido.

Las bacterias se conjuntaron en 3 grupos: El primer grupo
esta conformado por bacterias similares a la especie
Lactobacillus casei, K-004, K-08B y XK-001; el sequndo estéd
conformado solamente por la cepa K-060 vy al tercero 1o
forman las cepas K-080, K-002 y K-08C. Para determinar con
preéisién de gue especie y género se trata, es necesario el

empleo de otras técnicas moleculares y bioquimicas.
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