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RESUMEN

La presente investigacion consiste en la identificacion de 10 cepas obtenidas del cepario de la
Universidad Politécnica de Puebla mediante analisis de pruebas fenotipicas, dicha investigacion
se apoyara principalmente en lo mencionado por el manual de determinacion bacterioldgica de
Bergey vy el libro del Prokaryotes para llevar a cabo la identificacion de las distintas cepas de
estudio. Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de bacterias heterogéneas y estan
caracterizadas por ser Gram positivas, usualmente catalasa negativo, sin motilidad, no
espurulantes y que como mayor producto durante la fermentacion de carbohidratos generan
acido lactico (Purohit, 2012).Se realizaron pruebas de resistencia de distintos factores de
crecimiento como: temperatura, pH, concentracion de NaCl y sales biliares. También se llevaron
a cabo pruebas de crecimiento en medios de cultivo selectivos y diferenciales especificos para
bacterias acido lacticas asi como el perfil de azticares fermentables de 8 distintos carbohidratos,

y se encontrd que las cepas de estudio podrian ser del género de Lactobacillus y Enterococcus.

Palabras clave: identificacion fenotipica, bacterias acido lacticas, pruebas de resistencia,
crecimiento en diferentes medios de cultivo selectivo y diferencial, perfil de azlcares

fermentables, Lactobacillus y Enterococcus.

ABSTRACT

The present investigation is about the identification of 10 different strains from the cepario
of the Universidad Politécnica de Puebla by phenotypical tests, this investigation it is based
on the reference of the Bergey’s manual and The Prokaryotes to identify the different
strains. The lactic acid bacteria (LAB) are a heterogeneous group and it is characterized
for being gram positive, usually catalase-negative, without motility and no forming spores,
they produce as the major end product of the fermentation of carbohydrates lactic acid.
There had been done resistance tests of different growth factors such as temperature, pH,
concentrations of NaCl, bile salts. There had been done growth test on different selective
and differential culture medium for lactic acid bacteria and a fermentable sugar profile of
8 different carbohydrates and there was found that the study strains could be of the gender

of Lactobacillus and Enterococcus.



Key words: Phenotypical identification, lactic acid bacteria, resistance tests, growth on
different selective and differential culture medium, fermentable sugars profile,

Lactobacillus and Enterococcus

I. INTRODUCCION

Las bacterias acido lacticas estan comprendidas por una gran variedad de géneros, las cuales
incluyen un gran nimero de especies. Son bacterias Gram positivo, microaerofilicos y
anaerobios facultativos; usualmente no forman endoesporas y producen acido lactico como el
mayor producto de la fermentacion de carbohidratos. Los géneros de estas bacterias son:
Lactobacillus, Pediococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus, etc.

El género Lactobacillus es el grupo mas extenso dentro del grupo de los
Lactobacteriaceae y contiene sobre 110 especies. Estas especies pueden ser encontradas en
plantas, animales y también en el tracto gastrointestinal de los seres humanos; las bacterias acido
lacticas son generalmente reconocidas como seguras (GRAS) y han sido utilizadas como
cultivos iniciadores en varios procesos de la industria de alimentos debido a su habilidad de
producir sabor y textura deseable (Sajeevan, 2016).

Los lactobacilos son bacilos Gram positivos que forman parte de la flora normal de la
vagina, sistema gastrointestinal y la orofaringe de los humanos. Estan distribuidos en diversos
ambitos y comprenden parte de la flora natural de muchas otras especies animales; también se
pueden encontrar en varias fermentaciones de productos animales o de plantas, por ejemplo:

Lacteos, granos, alimentos de consumo diario, peces (Koneman et al, 2013).



II. OBJETIVOS

1. OBJETIVOS GENERALES:

Identificar las bacterias 4cidos lacticos que han sido utilizadas como referencia mediante el uso

de pruebas fenotipicas.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Identificar la especie de cada una de las 10 referencias de bacterias acidos lacticos mediante el
uso de las siguientes pruebas:
1. Verificar la pureza de los aislados en resguardo.
2. Realizar pruebas orientativas como catalasa y tincion de Gram.
3. Realizar pruebas confirmatorias como: crecimiento en medios selectivos y diferenciales
para bacterias acido lactico.
4. Pruebas fenotipicas como resistencia a diferentes temperaturas, acidez, concentraciones

de NaCl, sales biliares y asimilacion de diferentes azlicares.



II1. REVISION DE LITERATURA

1. CARACTERISTICAS GENERALES DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Las bacterias acido lacticas son un grupo de microorganismos representados por varios géneros
con caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas y metabdlicas en comun. En general, las bacterias
acido lacticas son cocos o bacilos Gram positivos, no esporulados, no méviles salvo en algunas
excepciones de cepas con flagelos (De vos et al, 2009), anaerdbicos, microaerofilicos o
aerotolerantes; oxidasa, catalasa, solo con algunas excepciones, carecen de citocromos, no
reducen nitratos y producen acido lactico como el unico o el principal producto de la
fermentacion de carbohidratos, las bacterias acido lacticas pueden crecer bajo ciertos niveles
bajos de pH como 3.2; otras pueden crecer a valores de pH tan altos como 9.6 y de forma general
crecen a pH 4-4.5. Las bacterias acido lacticas pueden encontrarse en diversas fuentes: suelo,

plantas, carnes y tracto gastrointestinal (Ramirez et al, 2007).

2. GENERO DE Streptococcus

Las cepas de Streptococcus son usualmente esféricas u ovoides, miden menos de 2um de
diametros, pueden encontrarse en células en cadenas 6 en pares cuando crecen en medio liquido,
no poseen movilidad, no son formadores de esporas, y son bacterias Gram positivas.
Practicamente todas las especies son anaerobios facultativos pero se ha observado que algunas
especies requieres CO2 para crecer, el mayor producto de la fermentacion de carbohidratos es
acido lactico sin la generacion de gases, son catalasa negativo. Ramonosa es un constituyente
comun de casi todas las paredes celulares de las especies de Streptococcus y siendo muy notable
su ausencia en las especies del grupo Mitis la cual incluye a S.pneumoniae. La temperatura
optima de crecimiento es usualmente alrededor de los 37°C, sin embargo su rango de

temperatura maxima y minima varia notablemente entre especies.



Figura. Tabla de referencias de especies de Streptococcus
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3. GENERO DE Lactococcus
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Este género presenta formas esféricas u ovoides, la células se encuentran simples, en pares o en

cadenas y estan usualmente enlongadas en la direccion de la cadena, son Gram positivas, no

forman endoesporas, sin movilidad, no realizan f-hemolisis, son anaerobios facultativos;

catalasa negativo, puede crecer a temperaturas de 10°C pero no a 45°C. Usualmente crece en

medios con 4% de NaCl con la excepcion de L./actis subsp. cremoris la cual solo tolera 2% de

NacCl. El producto final de la fermentacion de glucosa es L (+) 4cido lactico (De vos et al, 2009)

Figura. Tabla de referencias de especies de Lactococcus
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4. GENERO DE Lactobacillus

El género de Lactobacillus consiste de células de longitud variable, algunos son bacilos
alargados y delgados y otras pueden ser bacilos en forma de cuia o cortos, usualmente pueden
encontrarse en forma de corineformes 6 cocobacilos; pueden observarse cominmente cadenas,
movilidad no se presenta usualmente, no es formador de esporas, son Gram positivos. Pueden
ser homofermentativos estrictos, heterofermentativos facultativos 6 heterofermentativos
estrictos. Son anaerobios facultativos y casi no presentan reduccion de nitratos. Catalasa y
citocromos negativos, sus condiciones de crecimiento pueden variar desde 2-53°C, siendo su
temperatura 6ptima un rango entre 30-40°C. El pH 6ptimo de crecimiento puede variar entre un

pH de 5.5-6.2, el crecimiento inicial se puede ver inhibido por pH neutros o alcalinos (De vos

et al, 2009).

Figura. Tabla de referencias de especies de Lactobacillus
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5. GENERO DE Enterococcus

Son bacterias Gram positivas, las células se encuentran en forma ovoide y pueden observarse
en cé¢lulas simples, en pares o en cadenas cortas que estan frecuentemente en la direccion de la
cadena. No son formadoras de esporas y las cepas de algunas especies pueden poseer movilidad
por flagelos. Son anaerobios facultativos y algunas especies son dependientes de la
concentracion de CO2 en el medio. Son catalasa negativo pero algunas cepas pueden revelar
actividad de catalasa cuando son cultivados en agares adicionados con sangre, la respuesta de
hemolisis de sangre varia y depende en gran medida de las diferentes especies de este género.
Temperatura 6ptima de crecimiento de la mayor parte de las especies es a una temperatura entre
los 35-37°C, algunas especies son capaces de crecer incluso a 45°C y a 10°C. Son bastante
resistentes a condiciones de “sequia”. Llevan a cabo procesos homofermentativos estrictos y
producen 4cido lactico como mayor producto de la fermentaciéon de carbohidratos. Pueden

crecer en concentraciones de NaCl de 6.5% a temperaturas de 10°C y 45°C.

Figura. Tabla de referencias de especies de Enterococcus
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. REACTIVACION DE CEPAS BACTERIA ACIDO LACTICAS

Se reactivaron 10 cepas provenientes del cepario de la Universidad Politécnica de Puebla,
¢éstas habian sido conservadas en tubos de micro centrifuga de 2ml con caldo MRS y glicerol
al 20%; se llevo a cabo colocando un indculo de 100 uL en tubos de ensaye con 5 ml de caldo

MRS y se llevo a incubacion durante 24hrs a 37°C incubadora modelo FE-134AD.

2. DETERMINACION DE PUREZA DE CEPAS

Después de 24 hrs de incubacion a una temperatura de 37° C se prepar6d agar MRS en cajas
p60 y se inoculd colocando una alicuota de 10uL en la placa y se sembr6 mediante la técnica
de estria cruzada, incubando nuevamente durante 24 hrs a 37°C. Para la determinacion de
pureza se utilizé como base la homogeneidad de las colonias tomando en cuenta la morfologia

macroscopica (Relieve, borde, forma, textura, etc.).

3. CONSERVACION EN GLICEROL AL 20%

Para la conserva de las cepas se prepar6 caldo MRS y se vertié 4ml en tubos de ensaye por cada
una de las cepas de estudio, se coloco en cada tubo 100 uL de muestra para llevarlo a incubacion
por 24 hrs a una temperatura de 37°C, una vez obtenida una biomasa de 24 hrs de cada una de
las cepas de estudio, se utilizaron dos tubos de micro centrifuga de 2ml en los cuales se vertio
los 4 ml de cada una de las cepas incubadas para posteriormente centrifugar a una velocidad de
10,000 rpm durante 1 min en una centrifuga “VelaO modelo TGL-160, se retir6 el sobrenadante
mediante decantacion para obtener una pastilla celular de cada cepa.

Se prepararon dos caldos MRS, uno adicionado con glicerol al 40%, y se vertieron 750
uL de caldo MRS en los tubos de micro centrifuga de 2ml con pastilla celular y se re suspendio
mediante agitacion por inversion, posteriormente se agregaron 750 uL de caldo MRS con
glicerol al 40% y se mezcld mediante agitacién por inversion para obtener un caldo MRS con

20% de glicerol el cual se llevo a congelacion a -20°C en un congelador.

13



4. PREPARACION DE INOCULOS

Para las pruebas bioquimicas se usaron inoculos de cepas con 24 hrs de crecimiento a una
temperatura de 37°C. Los in6culos se realizaron preparando 2 ml de caldo MRS en tubos de
ensaye por cepa de estudio, donde se colocaron 100uL de alicuota de muestra donde estas se
obtuvieron a partir de las conservas realizadas en caldo MRS y glicerol al 20%.

Para las pruebas bioquimicas en medios liquido se tomaron 100ulL de alicuota y se
anadieron a los tubos de ensaye donde se realizaba el estudio.

Para las pruebas bioquimicas en medios solidos se tom¢6 10uL de alicuota y se colocd
sobre el medio de cultivo sélido para hacer posteriormente una siembra de estria cruzada o estria

simple cola de raton.

5. MORFOLOGIA MICROSCOPICA, TINCION DE GRAM Y PRUEBA DE
CATALASA

Se prepar6 agar MRS en placas p60 con un cultivo de 24hrs de crecimiento y se realizaron frotis
de cada una de las cepas de estudio para realizar la tincién de Gram y se observoé al microscopio
para corroborar si las cepas son Gram positivo o Gram negativo y analizar su morfologia
microscopica o dicho de otra manera si forman bacilos, cocos, o cocobacilos, etc.

Para la prueba de catalasa se coloco una gota de agua destilada y se afadié un ino6culo
proveniente de un medio agar MRS cultivado durante 24hrs para posteriormente agregar una

gota de agua de oxigenada

6. CRECIMIENTO A DIFERENTES TEMPERATURAS

La temperatura es un factor de crecimiento importante en el crecimiento microbiano, puesto que
los microorganismos poseen distintas capacidades que les permite o no tolerar las altas o bajas
temperaturas, y es debido a esto que se utiliza prueba bioquimica que permite delimitar el rango
de estudio de las cepas de interés para la identificacion de los microorganismos.

Se prepararon 2 ml de caldo MRS en tubos de ensaye y se inocularon con una muestra
100 uL por cada cepa donde posteriormente se llevaron a incubacion. Las muestras fueron

incubadas a dos distintas temperaturas; 10 y 45°C, donde se utiliz6 un refrigerador ajustado para
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la temperatura de 10°C y una incubadora ajustada para la temperatura de 45°C.

7. CRECIMIENTO A DIFERENTES PH

Al igual que la temperatura, el pH es otro factor de crecimiento microbiano de importancia ya
que diferentes valores de acidez o alcalinidad pueden impedir o promover el desarrollo de los
microorganismos y este valor puede ser usado para la identificacion de los distintos géneros de
microorganismos.

Se prepararon 2 ml de caldo MRS en tubos de ensaye y se ajustaron a tres pH diferentes;
2,4.4y9.6, se les inoculd 100ul de muestra de cada una de las cepas con un crecimiento de 24

hrs. en caldo MRS a a una temperatura de 37°C.

8. CRECIMIENTO A DIFERENTE CONCENTRACION DE NACL

La concentracion de NaCl es otro factor de crecimiento microbiano, debido a que, asi como la
temperatura y el pH, ya que altas concentraciones de esta sal pueden inhibir o impedir el
crecimiento de los microorganismos ya que influye, al igual que los azlcares, sobre la presion
osmotica y esta a su vez afecta la biodisponibilidad del agua del medio donde los
microorganismos se desarrollan.

Se prepard 2 ml de caldo MRS en tubos de ensaye por cada cepa a los cuales se les
agreg6 diferentes concentraciones NaCl las cuales fueron; 4.5% y 6.5%, se inoculé 100uL de

muestra de las cepas puras con un crecimiento de 24 hrs. a una temperatura de 37°C.

9. MEDIO AGAR LBS

El agar LBS, también conocido como Rugosa Agar, es un medio selectivo para el aislamiento
de las bacterias, principalmente las del género Lactobacillus, provenientes de la cavidad bucal
y heces. Los compuestos que hacen de este medio cultivo ser selectivo son: el polisorbato 80 el
cual es utilizado como una fuente de factores de crecimiento ya que aporta acidos grasos
requeridos para el metabolismo de los Lactobacillus, el citrato de amonio y el acetato de sodio

son agentes inhibidores de crecimiento para microorganismos del género Streptococcus y otras
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bacterias que puedan encontrarse en la cavidad bucal.

Se preparo6 agar LBS en cajas P60 las cuales fueron divididas a la mitad mediante marcas
con un plumon indeleble y se rotul6 con la clave respectiva de la cepa pura donde posteriormente
se inoculd colocando 10ul de una muestra de caldo MRS con 24hrs de incubacion y se llevo a

incubar en la incubadora modelo FE-134AD a 37°C durante 24hrs.

10. PRUEBA MIO

La prueba MIO consiste en un medio semi-liquido para diferenciar movilidad y las cepas que
poseen la enzima triptofanasa y ornitina descarxilasa. Se han realizado investigaciones sobre la
movilidad de las bacteria acido lacticas y se ha observado que usualmente no poseen esta
caracteristica y acorde a la bibliografia varios géneros de este grupo como Lactobacillus suelen
presentar formacion de indol (Campo et al, 2008; De vos et al, 2009).

Se prepard 2ml del medio MIO en tubos de ensaye correspondiente a cada cepa pura, se inoculd
por puncidn utilizando asas de punta circular, tomando una alicuota proveniente de tubos con
caldo MRS con un tiempo de crecimiento de 24hrs incubados a una temperatura de 37°C.,y se

llevo a incubacion durante 24 hrs a 37°C.

11. PRUEBA DE GLUCOSA/CO2

La fermentacion es unos procesos de 0xido-reduccion en condiciones anaerobias el cual realizan
los microorganismos y utilizan compuestos organicos como los azucares los cuales son
aprovechados como el aceptor final de electrones. La fermentacion de azlcares sirve para la
identificacion de cepas microbianas ya que poseen una gran diversidad de enzimas, la
fermentacion de los diferentes azuicares y la produccion de una variedad de productos depende
si la cepa es homofermentativo o heterofermentativa, para el caso de las bacterias acido lacticas
se conoce que el mayor producto de la fermentacion de carbohidratos es el acido lactico, por lo
que el medio de cultivo para la prueba de azticares consiste del indicador rojo fenol que en medio
acido da una coloracion de rojo mexicano a amarillo.

Los microorganismos heterofermentativos pueden generar gas (CO2) durante la fermentacion
de azucares por lo que utilizé una campana Durham para corroborar la presencia de burbujas
(gas) en el medio de cultivo.

Se prepararon 5 ml del medio de cultivo con el indicador rojo fenol en tubos de ensaye por cada
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cepa pura, a cada tubo se agregd una campana Durham. Se inocul6 por asada utilizando asas de
punta circular tomando una muestra proveniente de una colonia aislada de agar MRS incubada
durante 24 hrs a una temperatura de 37°C y se llevaron a cabo tres asadas por cepa, se incubo

los tubos de ensaye inoculados en la incubadora modelo FE-134AD durante 24 hrs a 37°.

12. SALES BILIARES

Las sales biliares se utilizan como ingrediente para la preparacion de medios de cultivo
selectivos de microorganismos entéricos, asi como también sirve como prueba para corroborar
la capacidad de los microorganismos para crecer en presencia de este compuesto y que se ha
documentado que gran parte de las bacterias acido lacticas poseen dicha capacidad ya que son
usadas como probioticos en la industria, siendo la tolerancia a sales biliares una caracteristica
probidtica (Clementina Cueto and, Stephania Aragon, 2012).

Se prepararon 2ml de caldo MRS en tubos de ensaye por cepa pura y se le adiciono sales biliares
al 1%, se inoculd una muestra de 100 uL de caldo MRS con un crecimiento de 24 hrs a una
temperatura de 37°C, posteriormente se preparé agar MRS en placas P60, se colocd sobre el
medio solido una alicuota de 10 uL del caldo MRS adicionado con las sales biliares al 1% y se
realizd una siembra por estria cruzada, se incubo en la incubadora modelo FE-134AD a 37°C

durante un periodo de 24 hrs para la toma de resultados.

13. MEDIO AGAR LACTOSA AZUL DE CHINA

El medio agar lactosa azul de China es un medio diferencial para cepas capaces de degradar
lactosa como unico azlcar fermentable y para el llevar a cabo el conteo microbiano en muestras
de leche, el modo de accidn consiste en que este medio se encuentra libre de inhibidores y
contiene lactosa como reactante. La degradacion del azlcar a 4cido es indicada por el vire de
color provocado por el indicador de pH, azul China, el cual da una coloracién de “incolora”
(color del medio) a azul.

Se preparé agar lactosa azul de China en cajas P60, las cajas fueron divididas a la mitad
mediante marcas con un plumoén indeleble y se rotuld con la clave respectiva de cada una de las
cepas puras, se tomaron 10 uL de una muestra de caldo de MRS incubada durante 24hrs y se

realizd una siembra por estria simple cola de raton.
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14. AGAR M5

Las bacterias acido lacticas pueden estar divididas en dos grupos fisioldgicos, dependiendo de
su ruta de fermentacion de hexosas: las bacterias acido lacticas homofermentativas y las
bacterias acido lacticas heterofermentativas. Las bacterias acido lacticas homofermentativas
degradan hexosas via glicolisis, produciendo acido lactico como producto final principal,
mientras que las bacterias acido lacticas heterofermentativas usan la via pentosa fosfato y
producen acido lactico, CO2, acido acético y/o etanol (M.Zuiiiga y S. Ferrer, 1992). El medio
M5 es un medio formulado disefiado para diferenciar a las bacterias homofermentativas de las
heterofermentativas, utilizando como azucar fermentable la fructosa y el indicador de pH verde
de bromocresol, para llevar a cabo dicha diferenciacién, donde se observa un viré en el color
del medio (azul-verdoso) a amarillo, siendo una respuesta positiva para cepas
homofermentativas, y si el medio no se observa un vire de color o este se torna verdoso, indica
formacion de diferentes compuestos que mantienen el pH y no producen una acidificacion,
siendo una respuesta positiva para cepas heterofermentativas.

Se prepard el medio diferencial agar M5, en la cual se utiliz6 para la formulacion del medio:
10grs/L de peptona de caseina. 5grs/L, 2.5grs/L de fructosa, 2.5grs/L de fosfato monopotésico,
Iml/L de Tween 80, 0.2 grs/L sulfato de magnesio heptahidratado, 20ml/L verde de bromocresol
y 20ml/L de agar bacteriologico; en cajas P60 por cada cepa pura, se coloco una alicuota de 10
uL a partir de una muestra en caldo MRS con 24hrs de crecimiento y se realizo una siembra por

estria cruzada, las placas se incubaron por 24 y 48hrs a 37°C.

15. PERFIL DE AZUCARES

Se prepararon 81 ml del medio base para la prueba de azlcares (sin agregar el carbohidrato) y
se vertid 9 ml del medio de cultivo en recipientes de 20 ml, se rotuld los recipientes con cada
uno de los azucares que se utilizaron para llevar a cabo la prueba, los cuales fueron: arabinosa,
rafinosa, celobiosa, lactosa, rabiosa, xilosa, sacarosa, fructosa. Se ocupd para el perfil de
azucares cajas de 96 pozos, se dividio la caja en dos secciones para inocular dos cepas por placa
como se muestra en la figura 1, en las cuales se colocd 225 uL de cada azlcar, se realizaron
asadas utilizando un asa de punta circular y se coloc6 una muestra obtenida de una colonia

aislada en agar MRS con un tiempo de crecimiento de 24hrs, este proceso se realizd por
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triplicado, se incubaron las cajas de 96 pozos en la incubadora modelo FE-134AD durante 24hrs

a una temperatura de 37°C.

Figura 1: Orden de carbohidratos en placa de 96 pozos.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

1. DETERMINACION DE PUREZA DE CEPAS

Se tomo6 como base de referencia para la determinacion de pureza de las cepas de estudio la
observacion de colonias homogéneas en los medios de cultivo agar MRS con un tiempo de
incubacion de 24hrs a una temperatura de 37°C de manera que compartieran las mismas
caracteristicas de morfologia macroscopica (Forma, borde, superficie, elevacion, consistencia,

color y luz transmitida), dichos resultados se mostraran en la tabla 1.
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2. MORFOLOGIA MICROSCOPICA, TINCION DE GRAM Y PRUEBA DE
CATALASA

Acorde a la literatura las cepas mas comunes de bacterias acido lacticas son: Lactobacillus,
Pediococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus (Sajeevan et al, 2016) y Enterococcus
(Koneman et al, 2013), por lo que durante la tinciéon de Gram al observar al microscopio se
observaron principalmente formas de bacilos gram positivos, seguido de cocobacilos gram
postivos y finalmente un Gnico coco Gram positivo, esto dio a pensar que posiblemente gran
parte de las cepas de estudio pertenecieran al género de Lactobacillus. Durante la revision de
bibliografia se encontré que las bacterias pertenecientes al género de Lactobacillus pueden
hallarse en forma de bacilos, corineforme o en forma de cocobacilos (De vos et al, 2009).
Existen bacterias que comparten caracteristicas fenotipicas con el género de Lactobacillus y
pueden crecer en los mismos medios selectivos, algunos ejemplos de estas bacterias son cepas
del género: Weissella, leuconostocs, pediococci, bifidobacteria, y ocasionalmente carnobacteria,
lactococci, streptococci, enterococci y tetragenococci (Dworkin et al, 2006), y al igual que
Lactobacillus, el resto de géneros mencionados son catalasa negativo y bacterias Gram

positivas.

Tabla 1: Resultados de morfologia macroscopica y microscopica

Clave de lacepa Morfologia Descripcion de Morfologia = Descripcion Morfologia
macroscopica morfologia microscopica  de microscopica x100
macroscopica x100
YOP Forma: circular Tincion: Gram positivo

Borde: entero .
. Forma: Bacilo
Elevacion: convexa

Superficie: lisa

Consistencia: cremosa

Luz: opaca

LA-5 Forma: circular Tincion: Gram positivo
Borde: entero .
Forma: Bacilo

Elevacion: convexa

Superficie: lisa

Consistencia: cremosa
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Luz: opaca

REF1

Forma: circular
Borde: entero
Elevacion: convexa
Superficie: lisa
Consistencia: cremosa

Luz: opaca

Tincién: Gram positivo

Forma: cocobacilo

REF2

Forma: circular
Borde: entero
Elevacion: convexa
Superficie: lisa
Consistencia: cremosa

Luz: opaca

Tincién: Gram positivo

Forma: cocobacilo

REF3

Forma: circular
Borde: entero
Elevacion: convexa
Superficie: lisa
Consistencia: cremosa

Luz: opaca

Tincién: Gram positivo

Forma: cocobacilo

REF4

Forma: circular
Borde: entero
Elevacion: convexa
Superficie: lisa
Consistencia: cremosa

Luz: transparente

Tincién: Gram positivo

Forma: Coco

NI

Forma: circular
Borde: entero
Elevacion: convexa
Superficie: lisa
Consistencia: cremosa

Luz: opaca

Tincién: Gram positivo

Forma: Bacilo

N2

Forma: circular
Borde: entero
Elevacion: convexa
Superficie: lisa
Consistencia: cremosa

Luz: opaca

Tincidon: Gram positivo

Forma: Bacilo
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N22

N28

Tabla 2: Resultados de morfologia microscopica, pureza, tincion de Gram y catalasa para las cepas de estudio

Forma: circular
Borde: entero
Elevacion: convexa
Superficie: lisa
Consistencia: cremosa

Luz: opaca

Forma: circular
Borde: entero
Elevacion: convexa
Superficie: lisa
Consistencia: cremosa

Luz: opaca

Tincidon: Gram positivo

Forma: Bacilo

Tincidon: Gram positivo

Forma: Bacilo

Crecimiento

En placa

Homogéneo/ Morfologia microscopica  |[Pureza Prueba de catalasa
Clave de la cepa  |Heterogéneo Coco/bacilo/cocobacilo ~ Si/no +- Tincion de Gram +/-
Yop Homogéneo Bacilos Si - +
LA-5 Homogeneo Bacilos Si - +
REF 1 Homogéneo Cocobacilo Si - +
REF 2 Homogéneo Cocobacilo Si - +
REF 3 Homogéneo Cocobacilo Si - +
REF 4 Homogéneo Cocos Si - +
Cepa No. 2 Homogeneo Bacilos S - +
CepaNo.22  |Homogéneo Bacilos St - +
CepaNo.28  |Homogeneo Bacilos Si - +
Cepa No. | Homogéneo Bacilos Si - +

3. CRECIMIENTO EN AGAR LACTOSA AZUL DE CHINA

Acorde a las especificaciones descritas por el fabricante del medio Azul de china se encontrd

que especies del género Enterococcus presentan una coloracion de colonia azul marino o azul

fuerte.

Tabla: Referencia de control de calidad del medio agar lactosa azul de China

Cepa de prueba

Escherichia coli ATCC 25922
Proteus mirabilis ATCC 29906

Crecimiento
Bueno/Muy bueno

Bueno/Muy bueno

Cambio de color a azul
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Bueno/Muy bueno -

Enterococcus faecalis ATCC 11700 Bueno/Muy bueno + (pobre)
Streptococcus agalactiae ATCC 13813 Bueno/Muy bueno +
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 | Bueno/Muy bueno +
Bacillus cereus ATCC 11778 Bueno/Muy bueno -

V.4. CRECIMIENTO EN AGAR LBS

De acuerdo a la investigacion realizada sobre los componentes utilizados en el agar LBS se
comprobo que es un medio selectivo principalmente para cepas del género de Lactobacillus, ya
que posee compuestos como acetato de sodio que inhiben el crecimiento de cepas que puedan
hallarse en muestasde la cavidad bucal o heces, como por ejemplo especies del género
Streptococcus

0 Enterococcus, lo que conllevo a la sospecha que las cepas REF2, REF4 y N28 al no crecer en

el medio de cultivo pudieran no ser del género Lactobacillus

5. CRECIMIENTO A DIFERENTES TEMPERATURAS

Al hacer la revision de resultados de crecimiento a una temperatura de 10°C y 45°C se tomo en
cuenta las especies del género de Lactobacillus, Leuconostoc y Enterococcus, y se descartd la
posibilidad que se tratase de una especie del género Carnobacterium ya que esta no es capaz de
crecer a temperaturas de 45°C y tampoco en presencia de acetato, por lo que no seria capaz de
crecer en el medio LBS (Dworkin et al, 2006).

La cepas con las claves correspondientes a YOP, LA-5, REF1, REF3, N1, N2, al considerarse
que pertenecen al género de Lactobacillus se realizd la comparacion de crecimiento a diferentes
temperaturas de distintas especies con los resultados obtenidos de cada cepa con las
mencionadas en la bibliografia, se encontrd que podria tratarse de las especies de Lactobacillus
de: L.acidophilus, L.gallinarum, L.jhonsonii, L.nagelii, L.arizonensis, L.paralimentarius,
L.rhamnosus, L.zeae, L.parakefiri, L.pontis (De vos et al, 2009; Dworkin et al, 2006)

Las cepas REF2 y REF4 al observarse cocobacilos, se compar6 con la literatura y es posible que
estas cepas se tratasen de cepas de Enterococcus 6 algunas especies de Streptococcus ya que

pueden crecer a temperaturas de 10°C (crecimiento lento) y a 45°C (De vos et al, 2009).
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6. CRECIMIENTO A DIFERENTES PH

Se descart6 la posibilidad que las cepas de estudio perteneciesen al género Carnobacterium ya
que acorde a la investigacion bibliografica este género de bacterias no puede crecer en pH acidos
a partir de un valor de 4.5, y es un dato diferencial utilizado para la identificacion de
Lactobacillus (Dworkin et al, 2006), por lo que se mantuvo la sospecha que las cepas puedan
pertenecer a distintas especies del género Lactobacillus, Enterococcus y Streptococus (Koneman

et al, 2013, De vos et al, 2009; Dworkin et al, 2006).

7. CRECIMIENTO A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE NACL

Se compard los resultados obtenidos a partir de las 10 cepas estudio con la bibliografia y acorde
a la investigacion se encontré que diversas especies del género Lactobacillus, y Enterococcus
pueden crecer a concentraciones de 6.5% de NaCl (Dworkin et al, 2006, Koneman et al, 2013).
La cepa con la clave correspondiente a REF3 presento resultados de un crecimiento debil en los
medios de cultivo de MRS adicionado con una concentracion de 6.5% de NaCl lo que llevo a la
sospecha, de acuerdo a la literatura que la cepa pudiera tratarse de una especie del género

Lactococcus (Dworkin et al, 2006).

8. CRECIMIENTO EN MEDIOS DE CULTIVO ADICIONADOS CON SALES
BILIARES

Se encontro en la literatura que la mayor parte de las especies documentadas de Enterococcus
han sido aisladas del intestino de animales mamiferos (incluyendo el ser humano), aves o en
contaminacion de cultivos de plantas por heces (Dworkin et al, 2006, De vos et al, 2009), esto
indicd que las especies de este género tienen alta tolerancia a las sales biliares ya que es un
compuesto que se encuentra dentro del tracto gastrointestinal, de la misma manera varias
especies del género Lactobacillus, al ser parte de la micro flora natural del tracto gastrointestinal
de varias especies animales incluida el hombre (Koneman et al 2013), se logré6 comprobar que
varias especies de estos géneros poseen altas tolerancias a este compuesto y lograr proliferar en

los medios de cultivo.
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9. PRUEBA DE MOVILIDAD Y ORNITINA EN MEDIO MIO

Acorde a la bibliografia los géneros de algunas especies de Lactobacillus y Enterococcus pueden
poseer un flagelo permitiendo movilidad, aunque no se encontré mas informacion con respecto
a este punto (De vos et al, 2009). Se realiz6 la comparacion de los resultados con la literatura y
se descarto la posibilidad de que la cepa REF3 se tratase de alguna especie de Streptococcus ya

que fue la tnica en presentar movilidad positiva.

10. FERMENTACION EN EL MEDIO AGAR M5

En base a los resultados obtenidos y la revision bibliografica se encontraron los siguientes
puntos;

Las cepas YOP, LA-5, REF1 REF3, REF4, N22 y No28 al dar un resultado positivo para una
fermentacion homofermentativa se consideraron las especie de dentro de los géneros de
Lactobacillus y Enterococcus y se encontr6d que pueden tratarse de: L.acidophilus, L.jhonsonii,
L.nagelii y E.faecalis (Dworkin et al, 2006). Las cepas REF2, N1, N2 al dar un resultado positivo
para una fermentacion heterofermentativa se consideraron las especies de: L.arizonensis,
L.paracasei, L.paralimentarius, L.rhamnosus ya que estas especies pertenecen al grupo de

bacterias heterofermentativas (Dworkin et al, 2000).

Figura 2: Agar MS5, sin inoculacion
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Figura 3: Agar MS5, respuesta homofermentativa Figura 4: Agar M5, respuesta heterofermentativa

11. FERMENTACION DE GLUCOSA Y FORMACION DE GAS

Acorde a la literatura gran parte de las especies de Lactobacillus, Enterococcus pueden
fermentar la glucosa generando principalmente como producto final de la fermentacion de este
azucar acido lactico y no suelen producir CO2 (De vos et al, Dworkin et al, 2006 ) lo cual este
dato se confirm¢ al observarse las respuestas de las cepas de estudio, sin embargo no se logro
disminuir el nimero de posibles especies ya que no hubo diferencia entre las cepas de estudio y

es una respuesta comun entre los géneros mencionados.

12. PERFIL DE AZUCARES

Tabla 3: Resultados del perfil de azucares en placas de 96 pozos.

Placa de 96 pozos sin inoculacion Placa de 96 pozos con los indéculos de YOP y LA-5 por un

tiempo de incubacion de 24hrs a una temperatura de 37°C
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Placa de 96 pozos con los inéculos de REF1 y REF2 por un | Placa de 96 pozos con los in6culos de REF3 y REF4 por un

tiempo de incubacion de 24hrs a una temperatura de 37 tiempo de incubacion de 24hrs a una temperatura de 37

Placa de 96 pozos con los indculos de No.1 y No.2 por un | Placa de 96 pozos con los indculos de No.22 y No.28 por un

tiempo de incubacion de 24hrs a una temperatura de 37 tiempo de incubacion de 24hrs a una temperatura de 37

Se realiz6 la comparacion de literatura con los resultados obtenido de la cepa YOP
comparando principalmente aquellas cepas que pertenezcan al grupo de bacterias
homofermentativas o heterofermentativa facultativa, y se analizé su perfil de azicares como se
muestra en la tabla 5 para compararlo con la tabla 3 y la tabla 4 donde la especie con el mayor
indice de caracteristicas similares fueron L.pantheris y L. paracasei subsp. paracasei acorde a
la bibliografia citada ( Dworkin et al, 2006; De vos et al, 2009), sin embargo no se puede
determinar que en efecto L.pantheris 6 L. paracasei subsp. paracasei sea la especie
correspondiente a la cepa YOP, ya que es necesario realizar principalmente pruebas moleculares
para confirmar(Dworkin et al, 2006; De vos et al, 2009).

Acorde a la tabla 3 y la tabla 4 de referencias la cepa LA-5 puede tratarse de las especies
de L.acidophilus, L.jhonsonii, y L. rhamnosus sin embargo se pone en cuestion la falta de
capacidad de la cepa para fermentar el azicar de sacarosa el cual podria explicarse si se tratase
de algun tipo de sub especie que no posea tal capacidad y se sugieren mas investigaciones al

respecto de esta cepa (Dworkin et al, 2006; De vos, 2009).
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La cepa REF1 acorde a los resultados en agar M5 puede tratarse de una bacteria
homofermentativa o heterofermentativa facultativa por lo que se hizo la comparacion de
resultados de su perfil de azucares con los mostrados en la tabla 3 y la tabla 4, se encontr6 que
las especies con mayor nimero de similitudes con respecto a los resultados del perfil de aztcares
de esta cepa son L.rhamnosus , L.jhonsonii y E.faecalis pero no se puede decir con exactitud si
se trata de estas especies y requiere de un mayor numero de pruebas fenotipicas y genotipicas
(Dworkin et al, 2006; De vos, 2009).

La cepa REF2 acorde a los resultados en agar M5 puede tratarse de una bacteria
heterofermentativa estricta y se realizo la comparacion del perfil de azucares fermentables y se
determind que podria ser una especie de L.suebicus, es necesario el realizar el estudio de pruebas
moleculares para confirmar el género y especie de esta cepa (Dworkin et al, 2006; De vos, 2009).

La cepa REF3 acorde a los resultados en agar M5 puede tratarse de una bacteria
homofermentativa o heterofermentativa facultativa y se llevdo a cabo la comparacién de
resultados a partir de los datos obtenidos de las referencias bibliograficas, en el que se determind
que podria tratarse de E.faecalis al ser el género y especie con el mayor nimero de similitudes
con respecto a la cepa de estudio, se requiere un analisis por medio de pruebas moleculares para
confirmar este supuesto (Dworkin et al, 2006; De vos, 2009).

La cepa REF4 se lograron observar forma de cocos por lo que se compard los resultados
del perfil de azucares de esta cepa con la tabla 3 donde se observo que un gran nimero de
similitudes con el género y especie de E.faecalis y se requiere de un estudio por medio de prueba
molecular para confirmar el supuesto (Dworkin et al, 2006; De vos, 2009).

La cepa con la clave correspondiente a N1 y N2 se compar6 con la tabla 5, ya que se
observd un crecimiento heterofermentativo en el medio agar M5 y se tiene el supuesto que
podria tratarse de una bacteria heterofermentativa estricta del género Lactobacillus, se
determind que se requiere mas pruebas fenotipicas y estudios por medio de pruebas moleculares
para lograr una mejor identificacion de la cepa y corroborar su género e identificar la especie
(Dworkin et al, 2006; De vos, 2009).

La cepa con la clave correspondiente a No.22 se comparé con la tabla 3 y tabla 4, ya que
se observo un crecimiento homofermentativo en el medio agar M5 y se tiene el supuesto que
podria tratarse de una bacteria homofermentativa estricta o heterofermentativa facultativa del

género Lactobacillus, y de acuerdo a la comparacion con los resultados del perfil de azicares
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obtenidos en laboratorio y en literatura se observo que la cepa de estudio tenia varias similitudes

con la especie L.casei y L.amyphilus (Dworkin et al, 2006; De vos, 2009).

La cepa con la clave correspondiente a No.28 se comparo con la tabla 3 y tabla 4, ya que

se observo un crecimiento homofermentativo en el medio agar M5 y se tiene el supuesto que

podria tratarse de una bacteria homofermentativa estricta o heterofermentativa facultativa del

género Lactobacillus spp y Enterococcus.spp (Dworkin et al, 2006; De vos, 2009), sin embargo

al igual que las cepas No. 1 y No.2, es necesario la aplicacion de pruebas moleculares para

corroborar el género y la especie de la cepa. Acorde a la comparacion realizada se observé gran

similitud entre la cepa de estudio y la especie de E.faecalis

Tabla 4: Referencia de resultados del perfil de azicares de diferentes especies de bacterias acido lacticas homofermentativas

estrictas

Azucares fermentables

Especies Arabinosa Rafinosa = Celobiosa | Lactosa Ribosa Xilosa Sacarosa Fructosa
E.faecalis - ND + d d d ND +
L.acidophilus ND D + + ND ND + ND

L. jhonsonii ND d + + ND ND + ND
L.nagelit ND - + - ND ND + ND
L.amyphilus ND - + - ND ND - ND
L.pantheris ND - + + ND ND - ND

+, Positivo; -, negativo; ND, no hay datos; d, del 11-89% son resultados positivos

Dworkin et al, 2006; De vos, 2009

Tabla 5: Referencia de resultados del perfil de azucares de diferentes especies de bacterias acido lacticas heterofermentativas
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facultativas

Azucares fermentables

Especies Arabinosa = Rafinosa | Celobiosa = Lactosa Ribosa Xilosa Sacarosa Fructosa
L. paracasei - - + ND + - + ND
subsp.

paracasei

L.casei - - + ND + - + ND
L. - - + ND + - + ND
paralimentari

us

L. rhamnosus d - + ND + - + ND
L. zeae - - + ND + - + ND

+, Positivo; -, negativo; ND, no hay datos; d, del 11-89% son resultados positivos

Dworkin et al, 2006; De vos, 2009

Tabla 6: Referencia de resultados del perfil de azucares de diferentes especies de bacterias acido lacticas heterofermentativas

obligadas
Azucares fermentables
Especies Arabinosa Rafinosa = Celobiosa | Lactosa Ribosa Xilosa Sacarosa Fructosa
L. parakefiri + - - ND + - - ND
L. pontis - d - ND + - + ND
L. suebicus + - d ND + + d
L.reuteri + + + ND + - + ND

+, Positivo; -, negativo; ND, no hay datos; d, del 11-89% son resultados positivos

Dworkin et al, 2006; De vos, 2009

En la tabla 7 se muestran los resultados obtenidos de todas las pruebas fenotipicas

realizadas para el estudio de las cepas de interés
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Tabla 7: Resultados obtenidos de las pruebas fenotipicas de las cepas obtenidas del cepario de la Universidad Politécnica de

REF-1 REF-2 REF-3 REF-4 No. 1 No. 2 No.22 INo.28 YOP LA-5
Crecimiento en Lactosa-azul-CH + + ++ ++ - + - ++ w ++
Lactosa-azul-Ch-color-colonia Azul tenue Azul tenue Azul marino | Azulmarino | Azultenue | Azultenue | Azultenue | Azulmarino | Azultenue | Azul tenue
Lactosa-azul-Ch-color del medio Azul marino |Azul marino )Azul marino |Azul marino |Azul marino |Azul marino |Azul claro  |Azul marino|Azul claro  |Azul marino
+ - + - + + + - + +
++ ++ -+ -+ + -+ -+ ++ + +
+++ ++ w + + + - + w +
++ ++ ++ ++ 4+ +++ ++ +++ ++ w
+ + + + + + + + + w
o+ e +4 ++ ++ ++ ++ ++ +++ ++
+ w w w ++ ++ + ++ +++ w
+ + w w ++ ++ + ++ +++ ++
res 1% + + + + + + + + + +
Movilidad en MIO O- O- O- O- O- O- O- O- O- O-
M- M - M+ M- M- M- M- M- M- M-
Fermentacion en MS HOMO HETERO HOMO HOMO HETERO | HETERO HOMO HOMO HOMO HOMO
+- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
+ + - + - R - - - +
+ + + + - + + + + +
+ + - + - R - + +
+ + + + + + + +
- + + + + + + - -
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + +

+++, Vasto crecimiento; ++, crecimiento moderado; +, poco crecimiento; w, crecimiento debil; HOMO, homofermentativo;

HETERO, heterofermentativo, O, Ornitina negativo; M -; movilidad negativa; M +, movilidad positiva

13. CONSERVA EN GLICEROL AL 20%

Durante la conserva de las cepas en caldo MRS y 20% de glicerol se realizd una investigacion
acerca del crecimiento de Lactobacillus y Enterococcus en medios adicionados con MRS en el
que se encontrd que ambos géneros tienen la capacidad para proliferar en distintos medios

solidos/liquidos adicionados con este compuesto (Dworkin et al, 2006)

VI. CONCLUSION

En base a la investigacion de los resultados obtenidos para la identificacion de las cepas de
estudio provenientes del cepario de la Universidad Politécnica de Puebla, se concluyd que las
cepas con la clave correspondientes a YOP, LA-5, REF2, No.1, No.2, No.22 podrian pertenecer
al género de Lactobacillus spp ya que de acuerdo a la literatura comparte un gran nimero de
caracteristicas fenotipicas y morfologicas, es necesario un estudio por medio de pruebas

moleculares para lograr una identificacion mas especifica. Las cepas de estudio No.28, REF1,
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REF3, REF4 se determind que pueden pertenecer al género de Enterococcus spp ya que se
encontraron varios resultados similares con los encontrados dentro de la literatura citada y es

necesario seguir con los estudios de mas pruebas fenotipicas, asi como pruebas moleculares.
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