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Llegué a la Biotecnologia porque en una clase de biologia en séptimo u octavo
bdsico la profe hablaba de la célula, y yo me enamoré (sequramente también
porque creci en una farmacia ariquenia jugando con una hermosa balanza de
platillos y con frascos azules llenos de eter u otros extrarios liquidos). Mds me
gusto cuando la profe hablé del ADN. No sé qué dijo exactamente pero si sé que
ese dia decidi que queria comprender el como suceden las cosas dentro de una
célula. Di la prueba de aptitud, si no quedaba en biotecnologia seria en biologia o
bachillerato, quizds en bioquimica. Entré, y aqui estoy ahora, 8 afios después, a
punto de titularme. Pasé por tres laboratorios: el de genética molecular vegetal en
segundo anio porque me gustan las plantas, el Rayo en quinto afio, porque queria
investigar experimentando en mi misma y empaparme de su manera de pensar
“autopoiética” (ahi aprendi mds que en toda mi vida y participé en
investigaciones sobre como estd organizada la célula). Y finalmente en el de
gastro en el INTA, donde hice mi muy biotecnoldgica tesis y creci como persona,
alumna y profesional. Mis proximos pasos los quiero dirigir hacia otras dreas de
la biologia, hacia mi interés por la estructura de otro tipo de relaciones, las
relaciones mente-cuerpo, que las siento mds concretas, manejables, entretenidas,
sociables y estudiadas que las relaciones celulares, motivos que me hacen sentir
comoda y gustosa. No sé concretamente cudl serd él proximo paso, pero ahora ya
sé hacia donde quiero dirigirme. Espero poder concretar mis anhelos, y ser buena
profesional en ello.



Dedico esta tesis a TODA mi familia: la que fue, la que es y a la que viene.
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RESUMEN

Actualmente en Chile la producciéon de quesos artesanales de cabra se
concenira en la IV Region. La recurrente contaminacion de estos quesos con bacterias
patégenas dificulta su comercializacién y disminuye el valor agregado de estos
productos. Al buscar la inocuidad de estos quesos los productores pasteurizan la leche
con la consecuente pérdida de la microbiota lactica nativa y de las cualidades
organolépticas que los caracterizan, lo que resulta en un queso sin personalidad
propia. Para asegurar la calidad e inocuidad del queso de cabra chileno, beneficiando
asi su comercializacion, y debido a que no se conoce la diversidad de bacterias
utilizadas en la fermentacion natural de estos alimentos en Chile, se caracterizd la
microbiota lactica a través de PCR-TTGE-secuenciacién. Mediante esta aproximacion
se compararon quesos provenientes de distintas zonas geogréficas (valle y cordillera)
de la IV Region y diferentes etapas de maduracion encontrandose poblaciones
bacterianas de Lacfobacillus, Lactococcus, Leuconostoe, Strepfococcus y Weissella.
Estas bacterias pueden ser aisladas y ufilizadas como fermentos exégenos en quesos
de cabra pasteurizados para obtener un producto inocuo y que conserve parte de las
cualidades organolépticas que caracterizan al queso de cabra artesanal de la 1V

Regién de Chile.




ABSTRACT

In Chile artisanal production of goat cheese is concentrated in the IV Region.
The presence of pathogenic bacteria in these cheeses reduce their value and also
difficult its commercialization. To improve safety, the producers use pasteurized milk
which could outcome in cheeses without own qualities. This may be due to the
consequent loss of native lactic microbiota and the organoleptic properties that
characterize them. In order to assure the quality and inocuity of the Chilean goat
cheese, and considering that the bacterial populations who make possible the natural
fermentation is unknown, lactic microbiota was characterized through PCR-TTGE-
sequencing. Using this approach, cheeses from different geographic zones (valiey and
mountain) and with different stage of maturation, were compared. Populations of
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus and Weissella were found in
the samples. These bacteria could be isolated and used like exogenous cheese starters
in pasteurized goat cheeses to obtain an innocuous product conserving part of the
organoleptic qualities that characterize the ariisanal goat cheese of the IV Region of

Chile.



INTRODUCCION

1. El queso: producto de la fermentacién de la leche.

La elaboracién del queso requiere de un intenso proceso de fermentacion de la
leche realizado por 'bacterias lacticas, donde la lactosa, el carbohidrato mas abundante
de la leche, es transformada en acido lactico. Una permeasa transporta la lactosa
dentro de la célula bacteriana donde es hidrolizada por una B-galactosidasa en glucosa
y galactosa. La giucosa es fosforilada y convertida en acido pirtivico por una aldolasa y
luego a éacido lactico por la lactato-deshidrogenasa (Marshall & Cole, 1983). Este
proceso disminuye el pH del medio, lo cual provoca la desestructuracion y precipitacion
de la principal proteina de la leche, la caseina, que se encuentra agrupada en micelas
estabilizadas mediante fosfato de calcio (Roberts y col, 1998). La caseina precipitada
junto a la grasa de la leche y bacterias lacticas conforman la cuajada. La fraccién
liguida que se elimina es el suero que contiene lactosa, otras proteinas de la leche
como la R-lactoglobulina y la a-lactalbumina, y oligoelementos (Alonso-Calieja y col,
2002). La cuajada es cortada de manera de facilitar la eliminacion del suero y
posteriormente es prensada en moldes, salada y madurada hasta obtener el producto
final el cual posee caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas propias.

En el queso ademas de bacterias lacticas se encuentran otros tipos de
bacterias (Ogier y cols, 2004), hongos (Barrios y cols, 1998; Montagna y cols, 2005} y
levaduras (Foschino y cols, 2008). Estos microorganismos se relacionan por lo general
con contaminacion durante la maduracion del queso y io habitan principalmente en su

corteza.
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Existen mas de 1.000 tipos distintos de quesos artesanales en el mundo (Fox &
McSweeney, 2004) los cuales se clasifican segun el origen de la leche utilizada (vaca,
cabra, oveja, bufalo) y su textura (muy dura, dura, semi-dura, semi-blanda, blanda). El
protocolo de manufactura de estos quesos difiere en los detalles pero en general todos
siguen los siguientes pasos: acidificacion (por bacterias lacticas naturalmente
presentes en ia leche o afadidas, o mediante la adicion de cuajo), coagulacion,
eliminacién del suero, moldeo y maduracién.

El queso de cabra es un producto mundialmente consumido, siendo Francia,
Espafia, Brasil y Argentina los principales productores. En Chile, la produccion de
queso de cabra se realiza principalmente en la cuarta region. Ei 80% de dicha
produccién se comercializa en el mercado informal debido a las malas condicicnes de
higiene que prevalecen durante su elaboracién y a su frecuente contaminaciéon por
coliformes fecales y/o por bacterias patégenas como Salmonella y Staphylococcus.
Para mejorar este aspecto se han creado centros de acopio a cargo de recolectar y

pasteurizar la leche de cabra.

2. Modos de produccion del queso y cualidades organolépticas.

Las bacterias lacticas estén- presentes en forma natural sobre las ubres de las
cabras y también, en algunos casos, en las manos del ordefiador. Durante la ordefia
dichas bacterias colonizan la leche contribuyendo al desarrollo de fa fermentacion
jactica y a la maduracion del queso. En estos procesos las bacterias lacticas
metabolizan los distintos constituyentes proteicos, glucidicos y lipidicos de la leche,
generando un gran numero de metabolitos (péptidos, diacetilos, cetonas, acidos
organicos, acidos grasos libres) que se acumuian en el queso durante su maduracidn,

otorgandole caracteristicas organolépticas propias (Khalid & Marth 1990; Fox &
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Wallace 1997; Grappin & Beuvier 1997; Chavarri y col, 2000; McSweeney & Sousa
2000; Fernandez-Garcia y col, 2002; Kieronczyk y col, 2003; Mauriello y col, 2003;
Macedo y col, 2004; Menéndez y col, 2004).

La estacion de! afio (Caridi y col, 2003) y la zona geografica de produccion
(Buchin y col, 1999; Mauriello y col, 2003), asi como las practicas higiénicas de los
productores (Desmasures y col, 1997; Klantschitsch y col, 2000; Michei y col, 2001,
Lafarge y col, 2004) son factores importantes que determinan la composicion
bacteriana de la leche y las cualidades organolépticas de los quesos. Esto ha sido
atribuido al tipo y calidad del alimento consumido por los animales y a algunas
condiciones ambientales de produccién como la temperatura.

Para disminuir la alta frecuencia de contaminacién por patégencs, debido a
deficientes practicas higiénicas de los productores, algunas cooperativas han
implementado la pasteurizacién de la leche cruda. En este proceso, en que se calienta
la leche a 63°C por 30 min, se altera la estructura de la leche y se reduce Ia carga de
patdgenos y de bacterias lacticas (Buchin y col, 1998; Buffa y col, 2001; Menéndez y
col, 2004). Esto hace indispensable utilizar nuevos fermentos lacticos, generalmente
importados, para fermentar la leche procesada y permitir la elaboracion de queso.

Las cualidades organolépticas de los quesos producidos con leche cruda son
mas intensas que las de los quesos elaborados a partir de la leche pasteun'zade'l con
fermentos importados (Buchin y col, 1998; Fitzsimons y col, 1999; Kieronczyk y col,
2003; Macedo y col, 2004). Esto se debe a diferencias considerables en la composicion
y carga de la microbiota lactica, y por lo tanto en los aminoacidos y acidos grasos libres
de estos quesos que son los que otorgan la textura, sabor y olores caracteristicos a
cada uno de ellos (Beuvier y col, 1997; McSweeney & Sousa 2000; Fernandez-Garcia

y col, 2002).



3. Dinamica de las bacterias lacticas durante la elaboraciéon del queso.

La comunidad de bacterias lacticas encontrada en quesos esta conformada
principalmente por bacterias de los géneros Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc y
Streptococcus {Coppola y col, 2001; Alonso-Calleja y col, 2002; Randazzo y col, 2002;
Duthoit y col, 2003; Ercolini y col, 2003; Fortina y col, 2003; Badis y col, 2004;
Poznanski y col, 2004; Oksuztepe y col, 2005; Aquilanti y col, 2006).

En 11 tipos de quesos de cabra provenientes de Espafia se observé que las
bacterias dominantes perienecian a los géneros Laclococcus, Lactobacillus,
Streptococcus y Leuconostoc (Buffa y col, 2001; Alonso-Calleja y cols, 2002). El
recuento de cada género bacteriano a iravés de la maduracién varié en 1 a 2 érdenes
de magnitud. Lactococcus era abundante en los comienzos de la maduracion y
disminuyé a medida que esta transcurrié (de 3,2 x 10° a 3,2 x 107 ufclg de queso),
mientras que los recuentos de Lactobacillus y de Leuconostoc aumentaron (de 10° a
108 ufc/g de queso y de 107 a 3.2 x 108 ufc/g de queso, respectivamente).

En quesos ariesanales de cabra espafioles se pudieron distinguir las siguientes
especies de Laclobacillus aislados de las muestras: L. paracasei, L. curvatus, L.
penitosus, L. cellobiosus y L. rhamnosus (Sanchez y col, 2005). Si bien existen estudios
describiendo la microbiota lactica de quesos de vaca a través de métodos moleculares
(Ogier y col, 2002; Randazzo y col, 2002; Andrighetto y col, 2004; Ogier y col, 2004),
en el caso de los quesos de cabra, la mayoria de los estudios usaron métodos cuitivo-

dependientes.

4. Niétodos moleculares aplicados al estudio de 1a microbiota lactica.
Se pueden monitorear las comunidades bacteriahas mediante técnicas

microbiologicas clasicas. Sin embargo, la mayoria de las bacterias que constituyen



ecosistemas complejos no son cultivables en los medios disponibles actualmente
(Amann y col, 1995). Por esta razén en la Ultima década se han desarrollado técnicas
moleculares que permiten caracterizar a [as comunidades bacterianas
independientemente de su habilidad de crecer en los medios de cultivo
convencionales. Estos métodos han incrementado nuestro entendimiento de la
ecologia microbiana en diversos ecosistemas (acuatico, terrestre, intestinal, alimenticio,
-entre otros) (Muyzer y col, 1993; Walter y col, 2000; Walter y col, 2001; Heilig y col,
2002; Handelsman 2004; Endo & Okada 2005; Zoetendal y col, 2006).

Los métodos cultivo-independientes consisten en la extraccion del ADN
directamente desde la muestra y en la amplificacion y analisis de algunos genes
especificos del ADN bacteriano, principalmente el gen del ADNr 16S y en su posterior
secuenciacion (Ogier y col, 2002; Randazzo y col, 2002; Duthoit y col, 2003; Ercolini y
col, 2003). La Electroforesis en Gradiente Temporal de Temperatura (TTGE) es un
método que ha sido utilizada con éxito para comparar y monitorear las dinamicas de-
comunidades bacterianas complejas (Doare-Lebrun y col, 2006; Magne y col, 2006;
Nicholson y col, 2007). Generalmente, a partir de una poblacidn heterogénea de ADN
bacteriano, se amplifica por PCR una region variable- del ADNr 16S obteniendo una
mezcla de amplicones de igual tamafio pero de secuencias diferentes segin los
distintos géneros, especies o cepas bacterianas presentes en la muestra. Luego los
amplicones son separados por eleciroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
denaturantes (urea) y de gradiente creciente de temperatura. La movilidad
electroforética de los amplicones varia en funcion del %GC de la secuencia y, por lo
tanto, de su Tm (Muyzer & Smalla 1998). Aquellos fragmentos con una Tm menor, es

decir con un menor %GC, migraran menos que aquellas moléculas con mayor Tm y



%GC. Asi, esta diferencia de movilidad electroforética entre los amplicones, resultara

en un perfil de bandas correspondiente a la muestra analizada (Muyzer y col, 1993).

5. Proyecto dentro del cual se enmarca esta tesis.

Esta tesis se enmarca dentro del proyecto “Mejoramiento de la Calidad y
Diferenciacion de Quesos de Cabra Elaborados con Leche Pasteurizada mediante la
Incorporacién de Fermentos Lacticos Locales Seleccionados” financiado por el Fondo

para la Innovacion Agraria (FIA) (FIA-PI-C-2004-1-P-040).



HIPOTESIS

Existen diferencias cualitativas en la composicién de la microbiota lactica de
quesos artesanales de cabra seglin su origen geogréfico y las distintas etapas de su

proceso de elaboracion.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los cambios que ocurren en la composicion de la microbiota lactica
durante la elaboracion de quesos artesanales de cabra provenientes de distintos

origenes geograficos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar la microbiota lactica dominante presente en quesos de cabra artesanal de
la IV Region de Chile

- Comparar la microbiota lactica de los quesos segin la zona geografica de produccion

- Comparar la microbiota lactica de los quesos segln las etapas de la elaboracion:

leche y quesos con 15 y 30 dias de maduracion



MATERIALES Y METODOS

Para el estudio de la comunidad bacteriana -del queso se emplearon métodos
moleculares cultivo-independientes basados en-el andlisis-del ADN bacteriano extraido
directamente de las muestras. En primer lugar se exploré la -diversidad bacteriana
presente -en las leches y quesos empleando partidores dirigidos al dominio bacteria
{HDA1 y HDA?2) y en una segunda etapa el analisis se centré en el uso de partidores

dirigidos a bacterias lacticas (LAG1 y LAG2) (Fig. 1).
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Fig.1: Posiciones refativas de fos partidores HDAT, HDAZ, EACT y LAC2 en ef ADNr 165
«deL-actobacillus plantarum (Lopez -y -col, 2003}

En ambas etapas se .compard a diversidad .entre muestras de diferente .origen
geografico v se estudié la dinamica de las bacterias lacticas durante el proceso de

elaboracion del queso de-cabra.

1. Obtencion de las muestras.

Se gobtuvieron 77 muesiras de leche y quesos ariesanales de pequefios
productores de la IV Region de Coquimbo, Provincia de Limari, Comunas de Ovalle,
Rio Hurtado y Punitaqui. Los quesos fueron producidos sin pasteurizacion previa de la
leche y sin la adicion de fermentos exégenos. Los métodos y herramientas utilizadas

en la produccién eran artesanales y tradicionales. Una parte de -estas muestras fue



producida en zonas de valle y otra en zonas cordilleranas en el caso de los criadores
que trashumaban con sus animales. S6lo se obtuvieron muestras de leche de
productores de valle. Los quesos recolectados tenian 15 o 30 dias de maduracién. La
recoleccion de muestras fue realizada en el mismo lugar de produccion y
almacenamiento de los productos. Las muestras se conservaron a 4°C en un “cooler”
con hielo hasta su llegada a Santiago. En el laboratorio fueron almacenadas a —20°C

hasta la realizacion del estudio molecular.

2. Extraccion del ADN.

El ADN bacterianc de las muestras se aislo utilizando el método del “Bead
Beater” segtin el protocolo adaptado de Godon y col (1997).

Dos gramos de queso fueron homogenizados sobre hielo en 3 ml de buffer
citrato al 2% (P/V). El homogenizado se centrifugd 25 min a 3.800 x g para obtener las
células bacterianas y eliminar la grasa. Al pellet se le agregaron 125 pl de isotiocianato
de guanidinio 4M en Tris-Cl 0,1 M pH 7,5 para inhibir la accién de nucleasas y 19 ul de
dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10%. Esta mezcla fue homogeneizada con un voriex
y se le adicionaron inmediatamente 400 ul de SDS al 5% en amortiguador fosfato 0,1 M
pH 8,0 para fragilizar las membranas bacterianas. Después de una incubacion de una
hora a 70°C para pre-lisar las células se afiadié a cada tubo un volumen de micro-
esferas estériles de zirconio (0,1 mm de diametro). Los tubos fueron agitados en un
“Mini Bead Beater” (Biospec Products, USA) dos veces a maxima velocidad durante 5
min para romper mecanicamente las células y liberar el ADN. Posteriormente se le
agregd a cada muestra 0,02 g de polivinilpirrolidona (PVPP), un quelante de los anillos
aromaticos inhibidores de la reaccion de PCR, y se centrifugaron 3 min a 15.000 x g.

El sobrenadante se recuperd en un tubo estéril y al pellet que contenia las micro-
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esferas y el material solido se le afiadieron 500 pl de TENP (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 20
mM de EDTA, 100 mM NaCi, 1% PVPP), luego se centrifugd nuevamente por 3 min a
15.000 x g. Este paso se repitio tres veces y todos los sobrenadantes obtenidos se
colectaron en el mismo tubo y se centrifugaron 1 min a 15.000 x g para eliminar
suspensiones. Las micro-esferas y el material sélido fueron descartados.

El ADN de cada sobrenadante se precipitdé con 1 ml de isopropanol, se mezclo
por inversion y se incubo 10 min a temperatura ambiente. Después de una
centrifugacion a 15.000 x g por 15 min el pellet fue resuspendido en 450 pi de
amortiguador fosfato 0,1 M pH 8,0 y 50 pl de acetato de potasio 5 M e incubado 90 min
en hielo con el fin de decantar impurezas y ADN plasmidial. Las impurezas fueron
eliminadas centrifugando 30 min a 15.000 x g. Cada sobrenadante fue incubado con 15
yl de RNasa A (1 mg/ml) 30 min a 37°C. El ADN fue precipitado con 1 ml de etanol y 50
ul de acetato de sodio 3 M, incubandose 10 min a temperatura ambiente. Luego, se
centrifugd 15 min a 15.000 x g y se resuspendi6 el pellet en 500 yL. de TE (Tris-HCl 10
mM pH 8,0, EDTA 1 mM). Al ADN resuspendido se le agregaron 500 ul de isopropanol.
Estos tres Ultimos pasos fueron repetidos nuevamente. El precipitado obtenido se lavo
con etanol al 70%, se centrifugd 5 min a 15.000 x g, se secd y se resuspendié en 100
ul de buffer TE. El ADN se mantuvo almacenado a —20°C. Se confirmé la calidad del
ADN obtenido en un gél de agarosa al 1,2% tefido con bromuro de etidio y visualizado

en transiluminador a 254 nm.

3. Ampilificacion del ADNr 16S con partidores dirigidos a eubacteria.
El ADN obtenido se amplificé por PCR utilizando Platinum® Taq DNA
Polimerasa (Invitrogen Corporation, Estados Unidos) y los partidores universales

HDA1-GC (5-CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG
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GGG GAC TCC TAC GGG AGG CAG CAG T-3') y HDA2 (5"-GTA TTA CCG CGG
CTG CTG GCA C-3") sintetizados por Invitrogen que amplifican 200 bases de la region
V3 del ADNr 16S de eubacterias (Lopez y col, 2003). La secuencia resaltada en negrita
corresponde a una sucesion de 30 a 50 guanidinas (G) y citosinas (C) (CLAMP GC)
adicionada al extremo 5° de uno de los partidores para impedir la completa disociacion
de los fragmentos de ADN durante la TTGE y aumentar asi la resolucion de las bandas
en el gel.

Un microlitro de cada muestra de ADN obtenido fue adicionado a 24 yul de
mezcla de reaccién que contenia Buffer Taq (concentracién final: 20 mM Tris-HC! pH
8,4 y 50 mM KCI), 0,1 mM de cada dNTP, 0,75 mM de MgCl., 0,4 yM de cada partidor
y 0,5 U de Taq polimerasa. Para la amplificacion se utilizé un protocolo de TouchDown
PCR adaptado de Muyzer y col (Muyzer y col, 1993) cuya particularidad es que la
temperatura de apareamiento inicial es mayor a la correspondiente para los partidores
utilizados. Esta temperatura va disminuyendo grado a grado durante los ciclos
sucesivos hasta llegar a la temperatura de apareamiento ideal la cual se estabiliza en
los ciclos restantes. La PCR comenzé con un paso de denaturacion de 3 min a 95°C
para liberar el anticuerpo unido al sitio activo de la Taq que impide amplificaciones
inespecificas. Los siguientes 25 ciclos de PCR consisten en un paso de denaturacion
(95°C por 30 s), apareamiento (65°C durante 30 s, disminuyendo 1°C cada ciclo hasta
llegar a los 55°C), y finalmente en un paso de extensidon (72°C por 1 min). Los
productos de PCR fueron verificados en electroforesis en gel de agarosa al 1,2% junto
con un marcador de peso molecular GeneRuler™ 100bp Plus (Fermentas internacional
Inc., Canada) y visualizados luego de ser tefiidos con bromuro de etidio en un

transiluminador a 254 nm.

o
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4. Amplificacion del ADNr 16S con partidores dirigidos a bacterias lacticas.

Para la reaccion de PCR con partidores dirigidos a bacterias lacticas 1pL de
cada ADN fue adicionado a una mezcla de reaccion que contenia en un volumen final
de 25 i buffer Taq (concentracion final: 20 mM Tris-HCI pH 8,4 y 50 mM KCI) 0,256 mM
de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 0,5 uM de cada partidor y 0,5 U de Taq polimerasa.
Los partidores utilizados fueron LAC1 (6°-AGC AGT AGG GAA TCT TCC A-3) vy
LAC2-GC (5-CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGC CCG GGG GCA CCG GGG
GAT TYC_ACC GCT ACA CAT G-3") que amplifican 340 bases de la region V3 y V4
del ADNr 16S de bacterias lacticas de los géneros Lactobacilfus, Pediococcus,
Leuconostoc y Weissella (Lopez y col, 2003). La amplificacién comenzd con una etapa
inicial de denaturacion (95°C por 3 min) seguida de 25 ciclos de PCR consistenfes de
un paso de denaturacion (95°C por 30 s), apareamiento (61°C por 1min), extension
(72°C por 1 min) y finalmente un paso de extensién final de 68°C por 7 min. La
integridad de los productos de PCR fue confirmada en un gel de agarosa al 1,2% junto
con un marcador de peso molecular GeneRuler™ 100bp Plus (Fermentas Internacionai
Inc., Canada). El gel fue tefiido con bromuro de etidio y luego visualizado en un

transiluminador a 254 nm.

5. Electroforesis en Gradiente Temporal de Temperatura (TTGE).

El TTGE de [os amplificados obtenidos con los partidores HDA y LAC se realizd
en un gel de poliacrilamida denaturante (7 M de urea, buffer TAE 1,25X (50 mmol/l Tris
base, 25 mmol/l acido acético glacial, 1,25 mmol/l EDTA, pH 80) v 8% de
acrilamida/bisacrilamida) de 16 x 16 x 1 cm. La desgasificacion previa de Ia solucién y

la adicién de 550 pl de persulfato de amonio al 10% (APS) mas 55 ul de Temed
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permitid la polimerizacion del gel. La TTGE se realiz utilizando un Sistema de
Deteccién Universal de Mutaciones (DCode System, Bio-Rad, USA) en buffer TAE
1,25X. Una vez que el buffer y el gel alcanzaron una temperatura de 66°C se cargaron
15 pl de amplificado mezclado con 15 pl de buffer de carga (0,05% de azul de
bromofenol. en 70% de glicerol) en cada pocillo. Luego el gel se corrié desde 66°C
hasta 70°C con una rampa de temperatura de 0,2°C/hora a 65 V. Una vez terminada la
migracién y estabilizado el equipo, el gel fue desmontado, lavado con agua destilada,
tefiido por 30 min con SYBRSafe 1X, visualizado en un transiluminador a 254 nm y

fotografiado con una camara digital Olympus (Modelo Camedia C-3040Z00M).

6. Re-amplificacion de bandas escindidas de los TIGE para posterior
secuenciacion.

Las bandas observadas en los TTGE fueron escindidas del gel e incubadas una
hora en agua libre de nucleasas para lavar el gel y eliminar urea y sales que interfieren
en la PCR. Luego se elimind esta agua y se incubaron las bandas en 30 ul de agua
libre de nucleasas durante una noche a 4°C para permitir la elucion en el agua del ADN
presente en cada porcion de gel. El ADN recuperado fue posteriormente amplificado
por sextuplicado mediante el protocolo de PCR para eubacteria o bacterias lacticas
segln los partidores utilizados inicialmente. Los productos de PCR fueron verificados
en electroforesis en minigeles de poliacrilamida al 8% y visualizados a luz directa luego
de ser tefiidos con nitrato de plata.

Para cuantificar el ADN de los amplicones correspondientes a las bandas

destinadas a ser secuenciadas se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1,2%

tefiidos con bromuro de etidio. Como marcador para la cuantificacion del ADN se utilizd
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un marcador de masa molecular (MassRuler™ DNA Ladder Low Range, Fermentas
International Inc., Canad3a). Los geles fueron fotografiados con camara digital y
analizados con el programa Gel Pro Analizer v3.1 (Media Cybernetics, UK). La
intensidad de cada banda se comparé con las intensidades de las bandas del
marcador de masa, obteniéndose por interpolacion, la concentracion de los amplicones

a secuenciar.

7. Secuenciacion, edicion de cromatogramas e identificaciéon de bandas
dominantes escindidas de los TTGE.

lL.os géneros y especies bacterianas que componen la microbiota lactica de
leches y quesos fueron identificados mediante secuenciacion parcial del ADNr 16S. La
secuenciacion fue realizada por la empresa Macrogen (Seul, Corea del Sur). La
concentracion minima de amplicon necesaria para secuenciar, segun los requisitos de
la empresa era de 50 ng/pl. Se secuenciaron los amplicones con los partidores directos
HDA1 y LAC1 sin la cola de GC.

Los cromatogramas correspondientes a cada banda secuenciada fueron
editados en el programa "BioEdit Sequence Alignment Editor” (Hall, 1998). Para
evaluar la calidad de las secuencias se analizd la longitud, altura, claridad y
equidistancia de los picos en el cromatograma y el nivel de la linea de fondo. El limite
3 de la secuencia se definid por la presencia del partidor reverso (reverso
complementario) y esta secuencia fue eliminada. El limite 5 fue definido desde el
comienzo de la lectura correcta, tipicamente 20-40 bases a contar del inicio de la
lectura que siempre presenta picos confusos de leer. Una vez definidos los extremos
se editaron directamente desde el cromatograma los picos que no eran claros

(tomando en cuenta su equidistancia o altura). Se colocd la base correcta cuando se
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presentd un error de lectura, o la base degenerada correspondiente si la base estaba
definida por mas de un pico de altura considerable.
Se busct si las secuencias editadas correspondian a secuencias depositadas

en la base de datos de secuencias ribosomales (RDPIl, hitp://rdp.cme.msu.

edu/seamatch/segmatch intro.isp) (Cole y col, 2005), ingresandolas en formato fasta.

Se utilizaron los parametros por defecto del RDPIl que incluyeron a todas las
secuencias de la base de datos con longitudes mayores a 1.200 bases asignadas o no
a microorganismos tipo. Se obtuvieron las 20 correspondencias mas cercanas.

El alineamiento de las secuencias se realizé con el “ClustalWW Multiple

Alignment” disponible en el programa “BioEdit Sequence Alignment Editor”.

8. Frecuencia.

Se calculd para cada poblacion bacteriana la frecuencia en que se presentd en
las muestras de quesos en funcion de su origen geografico o de su tiempo de
maduracion. Dicha frecuencia se calculd contando en todas las muestras el niimero de
bandas correspondientes a cada poblacién identificada y dividiendo el resultado
obtenido por el nimero total de muestras; estos resultados se expresaron como
porcentaje. Entonces,

F= (N/T)x100

donde,

F = frecuencia

N = nimero de bandas observadas en los perfiles de TTGE correspondientes a cada
uno de los géneros o especies bacterianas identificados mediante secuenciacion

T = numero total de muestras en cada uno de los dos grupos (definidos por el origen

geografico y por el tiempo de maduracion)
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La frecuencia de los perfiles, entendidos éstos como la combinacién de bandas
en una muestra, se calculd como el niimero de muestras con e! perfil definido (I al X)
dividido por el numero total muesiras analizadas, segun la zona geografica de

produccion o el tiempo de maduracion.

9. Analisis Estadistico.
Las frecuencias de los géneros o especies bacterianas presenfes en las
muestras segiin la zona geografica o el tiempo de maduracion se compararon por

prueba de X? (htip:.//www.georgetown. edu/facuity/ballc/webtools/ web chi.html).




17

RESULTADOS

1. Muestras de leche.

De un total de 21 muestras de leche provenientes de productores de valle sélo
fue posible extraer el ADN a 10 de ellas. De 9 muestras se obtuvo ADN amplificable
con HDA y sélo de 2 con los partidores LAC.

De las 9 muestras de leche amplificadas con los partidores HDA se obtuvieron
perfiles de TTGE en 7 de ellas donde se observaron de 1 a 2 bandas por carril {dato no
mostrado). Estas bandas fueron identificadas como bacterias pertenecientes a los
géneros Lactococcus y Streptococcus. Leuconostoc se encontré en [as leches
analizadas con los partidores LAC. No se identificd Lactobacillus ni Weissella en este
tipo de muestras.

Debido al bajo nimero de muesiras de leche analizadas y a que estas sdlo
correspondian a muestras provenientes de valle, los datos obtenidos de ellas no fueron
considerados en los analisis de la microbiota lactica segun zona geografica y tiempo de

maduracion. Sin embargo, se hace una referencia a estos datos en la discusién.

2. Composicién dé la microbiota lactica de quesos.
2.1 Identificacion de géneros bacterianos mediante TTGE con partidores
dirigidos a eubacterias.
Se analizaron 54 muestras de quesos con 15 dias de maduracion (Q15) y con
30 dias de maduracion (Q30) provenientes de productores de valle y cordillera. A todas
estas muestras se les extrajo ADN que se amplificé y que posteriormente fue analizado
mediante TTGE. En las Fig.2 y 3 se muestran como ejemplo los perfiles de 19

muestras en donde se observan de 1 a 7 bandas por carril.



Productor | Productor I Productor Il
Q15 Q30 Q15 Q30 Q15 Q30

Fig. 2: TTGE de los amplicones obtenidos con partidores dirigidos a eubacterias
(HDA1 y HDA2) de muestras de quesos con 15 y 30 dias de maduracion provenientes
de distintos productores de valle. A, B y C son las bandas dominantes cuyas
identidades son: A: Lactobacillus; B: Streptococcus y C: Lactococcus. Las bandas ai,
a2, a3, x2 y x3 son bandas poco frecuentes no consideradas en los andlisis de la
microbiota lactica.

18
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Fig. 3: TTGE de amplicones obtenidos con partidores dirigidos a eubacterias (HDA1 y
HDA2) de muestras de quesos con 15 y 30 dias de maduracién provenientes de distintos
productores de cordillera. A, B, C y D son las bandas dominantes cuyas identidades son: A:
Lactobaciilus; B: Streptococcus; C: Lactococcus; D: Weissella. Las bandas x1, x2 y x3 son
bandas poco frecuentes no consideradas en los analisis de la microbiota lactica. De la
banda n no se obtuvo ADN reamplificado.

En estos geles, se distinguieron bandas correspondientes a 11 movilidades
electroforéticas distintas. Se escindieron y eluyeron todas las bandas observadas (136)
en los perfiles de TTGE provenientes de las 54 muestras analizadas. Se reamplificaron
y secuenciaron 20 bandas (dos de cada movilidad, excepto de la movilidad n).

Fue posible identificar las bandas correspondientes a cuatro de estas
movilidades electroforéticas (A, B, C y D) como Lactobacillus, Streptococcus,
Lactococcus y Weissella con un 100% de identidad con las secuencias depositadas en
la base de datos RDPIl (Fig.2 y 3, Tabla 1). Estas bandas predominaban en la

microbiota lactica observandose respectivamente en el 52, 50, 98, y 9% de las 54
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Tabta 1: Géneros bacterianos identificados mediante secuenciacion con HDA1

Frecuencia (%)

: Correspondencia ‘ largo _zona geograf ca macluracnun

bandas o gegero Id (%) secuencia (b) _ valle cordilera Q15 Q30
A Lactobac:ﬂus 100 100 34 §5ﬂ_ 6(1 ~ mg&mw
B Streprococcus 100 100 32 _ 38 5§_ 52
€ Lactococcus: 100 100 83 83 g6 86
D Weissella 100 100 0 22 4 '

muestras analizadas, por [o que se consideraron como las poblaciones mas frecuentes
y dominantes de dicha microbiota.

Las demas movilidades electroforéticas fueron denominadas ai, a2, a3, x1, x2,
x3 y n las que se observaron en menos de un 15% de las muestras. Por encontrarse
en baja frecuencia y presentar cromatogramas con lecturas ambiguas, ninguna de ellas
fue considerada en los analisis posteriores de la microbiota lactica. A pesar de su baja
frecuencia, se considerd a Weissella dentro de [a microbiota dominante porque los

cromatogramas de estas bandas fueron claros de leer y de identificar.

2.2 Identificacion de los géneros bacterianos mediante TTGE con partidores
dirigidos a bacterias lacticas.

Se obluvieron amplicones usando los partidores LAC sélo de 43 de las 54
muesiras, los que fueron evaluados por TTGE. Las 19 muesiras con los perfiles mas
complejos se muestran en las Fig. 6 y 7 donde se observan de 1 a 5 bandas por carril.
Se escindid la totalidad de las bandas observadas (72 bandas) y se secuenciaron 27

bandas correspondientes a cada una de las 8 movilidades electroforéticas observadas.



Productor VI Productor | Productor Il
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Fig. 4: TTGE de los amplicones obtenidos con partidores dirigidos a bacterias lacticas (LAC1 y LAC2) de
muestras de quesos con 15 y 30 dias de maduracion obtenidas de productores de valle. A y E son las
bandas dominantes, cuyas identidades son: A: Lactobacillus; E: Leuconostoc. Las bandas a1, a2 y el son
bandas poco frecuentes no consideradas en los andlisis de la microbiota lactica. De la banda n no se
obtuvo ADN reamplificado.
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Fig. 5: Perfiles de TTGE de los amplicones obtenidos con partidores dirigidos a bacterias lacticas (LAC1
y LAC2) de muestras de quesos con 15 y 30 dias de maduracion obtenidas de productores de cordillera.
A, D y E son las bandas dominantes, cuyas identidades son: A: Lactobacillus, D: Weissella y E:
Leuconostoc. Las bandas a2, a4 y x son bandas poco frecuentes no consideradas en los andlisis de la
microbiota lactica.
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Mediante secuenciacién del ADNr 16S amplificado con LAC1 se identificaron 3
movilidades electroforéticas distintas (A, D y E) cuyas bandas fueron identificadas
como Lactobacillus, Leuconostoc y Weissella con un 98-100% de identidad con las
secuencias depositadas en el RDPIl (Fig. 5 y 6, Tabla 2). Estas se observaron en un
74, 72 y 9% de las muestras por lo que se consideraron como las poblaciones mas

frecuentes y dominantes de la microbiota lactica.

Tabla 2: Géneros bacterianos identificados mediante secuenciacion con LACA

Frecuencia (%)
Correspondencia 0 largo zona geografica maduracion
bandas con género 1d (%) secuencia (b} valle cordillera Q15 Q30 _
A _Lactobacillus 100 263 46 56 71 61
E Leuconostoc 100 263 46 44 71 B5
D Weissella 98 263 0 25 9 5

Las bandas denominadas como a1, a2, a4, e1, x y n no fueron consideradas en
el analisis de la microbiota lactica del queso por encontrarse en menos del 18% de las

muestras.

2.3 Composicion de la microbiota lactica segiin zona geografica.

En las 54 muestras de queso analizadas mediante TTGE con los partidores
HDA, 35 provenientes de valle y 19 de cordillera, se observaron bandas dominantes
pertenecientes a los géneros Lactobaciflus, Streptococcus, Lactococcus y Weissella.
La frecuencia de cada género en funcién de su origen geografico esta detaliada en la

Fig. 8 y Tabla 1.
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Fig. 6: Frecuencia de géneros bacterianos identificados mediante secuenciacion con HDA1
segun zona geografica. Prueba X2 no significativa.

Al comparar cada género bacteriano entre valle y cordillera se encontr6 que la
frecuencia de Lactobacillus, Streptococcus y Lactococcus era similar, siendo
Lactococcus el género mas frecuente en ambas zonas geograficas, encontrandose en
un 83% de las muestras analizadas. La gran diferencia fue que el género menos
frecuente, Weissella, se encontré sélo en muestras provenientes de cordillera.

En 43 muestras analizadas mediante TTGE con los partidores LAC, 29
provenientes de valle y 14 de cordillera, las bandas dominantes correspondieron a las
especies Lactobacillus, Leuconostoc y Weissella. En ambas zonas geograficas
Lactobacillus y Leuconostoc presentaron una frecuencia similar (Fig. 9 y Tabla 2). La

especie Weissella sélo se encontré en un 25% de las muestras pertenecientes a

cordillera.
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Fig. 7: Frecuencia de géneros bacterianos identificados mediante secuenciacion con
LAC1 segln zona geografica. Prueba X2 no significativa.

2.4 Composicion de la microbiota lactica en dos etapas de la maduracion.

Los cambios en la maduracion se analizaron en base a la frecuencia de los
géneros bacterianos. De las 54 muestras analizadas exitosamente mediante PCR-
TTGE con los partidores HDA 25 correspondian a muestras de Q15 y 29 a Q30, y de
las 43 muestras analizadas exitosamente con los partidores LAC 23 correspondian a
muestras de Q15 y 20 a Q30. En las Fig. 10 y 11 se observa que la frecuencia no vario
significativamente entre Q15 y Q30 lo que indica que la composicion se mantuvo
estable durante el proceso de maduracién. El género Lactococcus fue el mas frecuente
encontrandose en un 96% de las muestras. Los géneros Lactobacillus, Leuconostoc y
Streptococcus se encontraron en mas del 50% de las muestras de ambas etapas de
maduracion. Weissella fue el género bacteriano menos frecuente encontrandose solo

en un 6% de las muestras de Q15 y Q30 (Tabla 1y 2).
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Fig. 8: Frecuencia de géneros bacterianos identificados con HDA1 en dos etapas de la
maduracion. Prueba X* no significativa.
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Fig. 9: Frecuencia de géneros bacterianos identificados con LAC1 en dos etapas de la
maduracién. Prueba X* no significativa.
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2.5 Analisis de los perfiles observados en los TTGE.
2.5.1 Perfiles de TTGE de amplicones obtenidos con los partidores dirigidos a
eubacterias.

Se evalud la composicion de la microbiota de los quesos segun su estado de
maduracion y segtin la zona geografica de produccion a traves de la frecuencia en que
se presenté un determinado periil sobre el total de las muestras. Se encontré que los
perfiles | y IV son los mas comunes (Tabla 3) observandose aproximadamente en el
40% de las muestras. Considerando muesiras de un mismo productor, los perfiles a
través de la maduracién se mantuvieron en general sin cambios. Pequefias variaciones

se detectaron en algunos productores, como es mostrado en las Figuras 2 y 3.

Tabla 3; Petfiles observados en los TTGE con amplicones
obtenidos con HDA

Perfil Frecuencia (%)
zona geografica maduracion
valle cordillera Q15 Q30

|  Lactobacillus 28 42 36 28
Streptococcus
Lactococous

Il Lactobacillus 23 16 24 17
Lactococcus

1 Lactobacillus 3 0 0 3
Streptococcus

IV Lactococcus 40 16 24 38

V  Sfreptococcus 8 10 12 7
L actococcus

V1 Streptococcus 0 16 4 7
Lactococcus

Weissella
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2.5.2 Perfiles de TTGE con los amplicones .obtenidos con los partidores dirigidos

a bacterias lacticas.

Los perfiles observadeos en estos TTGE muestran que la composicién mas
frecuente corresponde al perfil VIl en que se encuentran bacterias de los géneros
Lactobacillus y Leuconostoc (Tabla 4). Al igual que en los perfiles de TTGE con
amplicones obtenidos de HDA estos no varian a traves de la maduracion exceptuando
algunos casos, como los productores VI y VIl (Fig. 6 y 7). Cabe sefialar que en los
perfiles de cordillera en que se observd Weissella, este era el Unico género bacteriano

presente en el perfil, es decir, era un género dominante en esas muestras.

Tabla 4: Perfiles observados en los TTGE con amplicones
obtenidos con LAC

Perfil Frecuencia (%)
zana geografica maduracion
valle cordillera Q15 Q30

VIl .Lactobacillus 24 - 21 17 30

VIl Lacfobacillus 45 43 48 40
Leuconostoc

X Leuconostoc 31 156 26 25

X Weissella 0 21 9 5
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DISCUSION

El objetivo de este estudio fue analizar mediante PCR-TTGE y secuenciacion la
microbiota lactica dominante de quesos artesanales de cabra. Los resultados obtenidos
muestran gue dicha microbiota no varia significativamente segtin el origen geografico

de los quesos ni tampoco segn los tiempos de maduracién evaluados.

1. Géneros bacterianos identificados.

1.1 En las leches.

Las poblaciones bacterianas identificadas en las muestras de leche
corresponden a poblaciones de Lactococcus, Streptococcus y Leuconostoc lo cual
concuerda con lo descrito por Badis y col (2004) en leches de cabra de Argelia. No se
detectaron poblaciones bacterianas de Lactobaciflus y Weissella en estas muestras
que también fueron reportadas previamente por Badis y col (2004).

El bajo porcentaje (35%) de ADN amplificable en las muestras de leche y Ia
ausencia en ellas de bacterias previamente reportadas en leches de cabra puede
deberse a que en las leches chilenas estas poblaciones bacterianas se encuentran en
recuentos bajos y no son detectables mediante técnicas moleculares. Para lograr
amplificar ADN directamente de una muestra se requiere como minimo de 10.000
copias de molde (Grunenwald 2003), lo que corresponde a una conceniracién
bacteriana cercana a los 10° bacterias/ml de leche. Es relevante sefialar que a pesar
de que los cultivos fienen la desventaja de que sdlo una pequefia parte de la
comunidad bacteriana crece en ellos, no se requiere de un alto recuento en la muestra
inicial ya que el uso de medios selectivos facilita su crecimiento y por lo tanto, su

deteccion.
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1.2 En los quesos

Las poblaciones bacterianas identificadas en las muestras de quesos
corresponden a Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus y Leuconostoc. Estos
resultados concuerdan con aquellos de Alonso-Callejas y col (2002), de Buffa y col
(2001) y de Hatzikamari y col (1939) obtenidos en quesos espafoles y griegos a través
de cultivos. E! género Weissella solo se identifico en los quesos de la cordiliera. Este
género no habia sido reportado previamente en quesos de cabra o de otro origen,
porque en la mayor parte de los estudios se han utilizado métodos de cultivo en agar
selectivo, donde no es posible diferenciar bacterias pertenecientes a generos
filogenéticamente muy relacionados como Leuconosfoc y Weissella. Hace un poco mas
de 10 afios estudios filogenéticos comprobaron que Leuconostoc paramesenteroides y
Leuconostoc mesenteroides, ambos pertenecientes a la familia Leuconostocaceae,
eran genéticamente distintos por lo que se cred el género Weissella formado por
Weissella paramesenteroides antiguamente denominada Leuconostoc
paramesenteroides. (Collins y col, 1993).

Cabe destacar que en el analisis de la microbiota lactica que realizamos se
utilizd solo el centro del queso ya que en un analisis por TTGE y DDGE de la
microbiota de quesos industriales de vaca (Ogier y col, 2004) se enconiré que la
microbiota del centro y de Ia corteza del queso difieren. En el centro se encontraron
Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus, Streptococcus que probablemente provenian
de los fermentos iniciadores utilizados en la fabricacién de estos quesos comerciales
mientras que en la corteza se encontré una mayor diversidad bacteriana de
Staphylococcus y bacterias gram-negativas como Moraxella, Pseudomonas vy

Corynebacterium originadas probablemente del ambiente y de la manipulacién de los

productos. Las diferencias en la composicion entre la superficie y el centro del queso
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coincidian con diferencias en el pH entre ambas zonas, siendo el centro mas acido que
la superficie del queso (Ogier y col, 2004).

Hasta el dia de hoy no se habia analizado la microbiota lactica de quesos
artesanales de cabra con técnicas moleculares. Los escasos trabajos que existen se
han enfocado en el analisis de una parte de la microbiota, por ejemplo la identificacion
genotipica de aislados bacterianos de Lactococcus factis (Psoni y col, 2007),
Enterococcus (Psoni y col, 2006) y Lactobacillus (Sanchez y col, 2005). Esto es un
inconveniente al comparar nuestros resultados con los obtenidos por métodos cultivo-
dependientes que permiten identificar sélo la fraccién bacteriana cultivable con los
medios selectivos utilizados que no necesariamente es la microbiota dominante de la
muestra.

Los estudios moleculares de la microbiota del queso se han realizado
fundamentalmente en quesos de vaca. En general, en estos estudios se reportan los
mismos componentes encontrados en quesos de cabra (Randazzo y col, 2002; Duthoit
y col, 2003; Ercolini y col, 2003; Ogier y col, 2004). A pesar de la similitud entre ia leche
de cabra y vaca, ambas presentan diferencias en la composicion de grasas, proteinas
y carbohidratos (Hadjipanayiotou 1995) y en la actividad de lipasas y proteasas
{(Chilliard y col, 2003). Entre los quesos de vaca y cabra se reportan diferencias en el
tipo de acidos grasos libres (de la Fuente y col, 1893). Estas diferencias podrian
seleccionar o favorecer el establecimiento de distintas poblaciones dentro de los
géneros descritos, es decir, diferencias a nivel de las cepas que estan colonizando y
creciendo durante el proceso de maduracion del queso. Estas diferentes cepas
sumadas a las caracteristicas de la leche podrian aportar texturas y sabores que

caracterizan al queso.



31

2. Bandas no consideradas en el andlisis.

En los perfiles de TTGE correspondientes a los amplicones obtenidos con HDA
y con LAC se obtuvieron bandas poco frecuentes y de dificil identificacion. Es el caso
de las bandas a1, a2, a3, a4, e, x, x1, x2 y x3.

En los cromatogramas de algunas de las bandas “a” se observaron picos de
baja altura los que pueden corresponder a lecturas de las hebras complementarias
(positiva o negativa) de probables heterodupletes derivados de la presencia de ADNs
filogenéticamente muy relacionados con A {Espejo y cols, 1998). La formacién de
heterodupletes entre secuencias similares de Lactobacillus sugiere que en los quesos
se encuentran distintas poblaciones (especies o cepas) de este género que no
pudieron resolverse mediante PCR-TTGE por su baja concentracién en la muestra
inicial. El hecho de que sdlo en dos productores (1 de valle y 1 de cordillera) se hayan
observado las bandas “a” evidencia que [a diversidad de Lacfobacillus en estas
muesiras es mayor.

Para Leuconostoc también se observaron diferentes poblaciones con
variaciones intragénero. Estas poblaciones resultaron diferenciables en el TTGE. La
ausencia de heterodupletes se podria deber a variaciones puntuales en las secuencias

del ADNr 168, a diferencia de Lactobacillus en que se observaron zonas variables.

3. Composicion de la microbiota lactica segin zona geografica.

La composicién de los quesos provenientes de zonas de valle o de cordillera no
presentd diferencias significativas. Independientemente de la zona de produccion la
microbiota dominante estaba compuesta por los géneros Lactobacillus, Laclococcus,
Leuconostoc y Streptococcus, siendo Lacfococcus el género mas frecuente y

componiendo la microbiota lactica como tnico género en muestras de cordillera y
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principalmente asociado a Lacfobacillus y Streptococcus en valle. También fue comuin
encontrar asociados a Lactobacillus y Leuconostoc en muestras de ambas zonas
geograficas. La gran diferencia entre valle y cordillera fue la presencia de Weissella en
algunos quesos de cordillera, género que se encuentra -escasamente representado en
otros tipos de alimentos fermentados (yuca fermentada, cebada fermentada, salame)
(Kostinek y col, 2007; Booysena y col, 2002; Samelis y col, 1994), en vegetales frescos
y en las primeras etapas de la fermentacion del forraje (Bjorkroth y col, 2002). La
escasa presencia de Weissella en las muestras y el hecho de que se haya identificado
como Unica banda en los perfiles de TTGE o sblo acompafiada de Sireptococcus o
Lactococcus podria deberse a la capacidad de Weissella de producir una bacteriocina
inhibidora de otras bacterias gram-positivas (Srionnual y col, 2007).

Las diferencias en la composicion de la microbiota lactica entre zonas
geograficas eran esperadas de acuerdo al tipo y calidad dei alimento consumido por
las cabras (Gémez y col, 1992) y por las distintas condiciones ambientales que
prevalecen en las zonas de valle y cordillera (Buchin y col, 1999; Caridi y col, 2003;
Mauriello y col, 2003). Es probable que las diferencias en la microbiota lactica sean a
nivel de especie 0 cepa, aspecios que no podemos determinar en este estudio por las

limitaciones de! método.

4. Composicidon de la microbiota lactica en dos etapas de la maduracion.

Las frecuencias de las poblaciones bacterianas identificadas no cambiaron a lo
largo del proceso de maduracion. Por ser la PCR-TTGE una metodologia cualitativa,
las variaciones en la abundancia bacteriana de las muestras se distinguen con una
baja resolucion. Al evaluar los perfiles mas comunes obtenidos con ambos pares de

partidores empleados, se observa que Lactobacillus, Streptococcus y Lactococcus (VI)
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o también Lactob;a'ciﬂus y Leuconostoc (V) componen la microbiota lactica dominante
en las muestras con quince dias de maduracion. Debido a que los partidores HDA no
amplifican bacterias del género Leuconostoc y los partidores LAC no amplifican a
Streptococcus y Lactococcus (discutido mas adelante) no fue posible observar si estos
cuatro géneros se encuentran generaimente asociados.

Al considerar las pobiaciones bacterianas enconiradas en la leche se observa
que algunas poblaciones persisten durante la maduracion del queso {Lactococcus,
Streptococcus y Leuconostoc) las que podrian formar parte de la microbiota lactica que
inicia la fermentacion. Hay otras, como Lactobacillus y Weissella, que se incorporan o

aumentan su recuento posteriormente.

5. Posibles sesgos de la técnica.

La deteccion de una poblacion bacteriana mediante PCR-TTGE esta limitada
por ta concentracion de su ADN y por la cantidad de ADN de otras poblaciones
presenies en la muestra debido a que se ampiifica preferencialmente el ADN mas
abundante de la muestra (Ogier y col, 2002).

La extraccion de ADN es un paso critico de los estudios moleculares destinados
a evaluar la diversidad genética de la comunidad estudiada. Las principales dificultades
se relacionan con la reproducibilidad y la homogeneidad del proceso de lisis
bacteriana, con ia obtencion de acidos nucieicos intactos, y con la remocion de los
compuestos que afectan la PCR (Sanchez y col, 2005).

Una fuente de interferencias es la PCR. Al amplificar mezclas de ADNs se
forman heterodupletes, moléculas de ADN formadas por dos hebras no completamente
complementarias. La formaciéon de heterodupletes dificulta la interpretacion de la

comunidad bacteriana desde los periilles de TTGE ya que sobreestima el nimero real
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de bandas. La Tm es menor en los heterodupletes que en los homodupletes, debido al
apareamiento incompleto de sus hebras, resultando en una menor migracién de ellos
en el TTGE. La formacion de estos heterodupletes puede ser reducida con
temperaturas de apareamiento mas altas y disminuyendo el numero de ciclos de
amplificacion de Ia PCR {Muyzer & Smalla, 1998).

Los partidores utilizados sesgan qué poblaciones bacterianas seremos capaces
de identificar. Con los pares de partidores HDA y LAC fue posible identificar las
poblaciones bacterianas de las muestras hasta nivel de género. Al buscar en la base

de datos del RDPII (http://rdp.cme.msu.edu/probematch/search.isp) cuantas bacterias

podrian ser amplificadas con nuestros partidores encontramos que HDA1 y HDAZ2
amplificarian aproximadamente 220.000 de las 330.000 secuencias depositadas y
12.000 de las 16.000 secuencias de bacterias pertenecientes al orden Lactobacillales
de las cuales 3.700 de 5.000 son de Lactobacilius, 200 de 290 de Weissella, 6.000 de
7.300 de Sireptococcus y 340 de 420 de Lactococcus. Con estos partidores no se
amplifica ninguna de las 297 secuencias de Leuconosfoc. Los partidores LAC1 y LAC2
ampilificarian aproximadamente 6.000 de las 330.000 secuencias depositadas en el
RDPIl y 4.800 de las 16.000 de los Lactobacillales, 4.300 secuencias de Laclobacillus,
6 de Leuconostoc, 210 de Weissella, 2 de Sireptococcus y ninguna de Lactococeus. A
pesar del bajo numero de Leuconostoc si se logré amplificar bacterias de este género
’c?? los partidores LAC, no asi de los géneros Strepfococcus y Lactococceus.

Las bandas obtenidas de TTGE con los partidores HDA (que amplifican ia zona
V3 del ADNr 16S de eubacterias, posiciones 339 a 539 de E. coli {Tannock y col,
1989)) resuitaron en secuencias cortas (100 bases) en donde los géneros presentes

poseian altas similitudes entre si, es decir, secuencias bastante conservadas con

pocos sitios variables que permitiesen una distinciéon por debajo del nivel de género.
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Una manera de distinguir hasta especie es utilizar, posteriormente a los partidores
HDA, partidores especie-especificos como lo hizo Walter y col (2000).

Con los partidores LAC (que amplifican la zona V3-V4 del ADNr 16S de
bacterias lacticas, 364 a 707 de E. coli (Walter y col, 2001)) se obtuvieron secuencias
de 200 a 250 bases que permitieron distinguir géneros bacterianos. Para resolver a
nivel de especie y cepa otras zonas del ADNr 16S u ofros genes debiesen ser
amplificados.

La presencia de bandas con igual movilidad electroforética en el TTGE no
asegura que dichas bandas tengan la misma secuencia. Esta limitacién no impide el
uso de la técnica en la caracterizacién de comunidades microbianas pero si limita las
conclusiones que se pueden obtener de la metodologia por si sola. La escisién y ia
secuenciacion de las bandas con igual movilidad electroforética son necesarias para
confirmar si son idénticas. Entonces, si las comunidades analizadas muestran distintos
perfiles de migracion sin lugar a dudas se trata de dos comunidades distintas, pero si el
perfil es similar esto puede deberse o no a dos comunidades similares y por lo tanto,

mas analisis es requerido.

6. Relevancia de este trabajo:

La descripcion de la microbiota lactica de los quesos artesanales de cabra de la
IV Region de Chile es un aporte valioso al conocimiento de ia microbiota lactica nativa,
la cual otorga las cualidades organolépticas que caracterizan a estos quescs Y permite
diferenciarlos de otros quesos de cabra de otras regiones o paises. Esta etapa de
analisis molecular es dtil porque facilita y dirige los esfuerzos destinades z aislar los
tomponentes de esta microbicta. Esto porque permite establecer una estrategia de

aislamiento seleclivo de poblaciones bacterianas y permite identificar molecularmente
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aquellas dominantes para proceder luego a su seleccion en funcién de sus
propiedades tecnoldgicas. Esto permitira elaborar fermentos utilizables a nivel nacional
y mejorar la inocuidad de esfos quesos conservando o mejorando sus cualidades

organolépticas.




37

CONCLUSION

Los resultados obtenidos mediante el uso de métodos moleculares basados en
la amplificacion del ADNr 16S, TTGE y secuenciacion muestran que la microbiota
lactica dominante de los quesos artesanales de cabra de la IV Region de Chile esta
conformada por Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc y Weissella.
La presencia de Wejssella en algunas muestras de cordillera hace la diferencia enire
quesos de diferente origen geografico. No se observaron cambios significativos de la
composicion de la microbiota lactica segun el tiempo de maduracién. Estos resultados
pueden deberse a que los cambios de la microbiota pueden encontrarse a nivel de
especie o cepa bacteriana, los cuales son revelados en algunas de estas muestras por
la presencia de heterodupletes.

PCR-TTGE-secuenciacion es una estrategia Gtil, rapida y confiable para

caracterizar ia comunidad bacteriana que habita el queso artesanal de cabra.
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