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RESUMEN

En este trabajo se recopil6 informacion actualizada acerca
de técnicas bioquimicas y moleculares de identificacion de
bacterias acidolécticas a partir de matrices alimentarias, sus
perspectivas y limitaciones.
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ABSTRACT

Methods of identification of lactic acid bacteria
isolated of foods

Information about biochemical and molecular techniques used
in lactic acid bacteria in food matrix were recopiled and their
perpectives and limitations were discussed.
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INTRODUCCION

Lamicrobiologia de los alimentos se ha enfocado, prin-
cipalmente, al estudio de la sobrevivencia de
microorganismos patdgenos, de descomposicion o a
la actividad de algunos de los que son fermentadores.
Sin embargo, para entender su presenciay crecimiento
en los alimentos se reconoce, en la actualidad, la impor-
tancia de su estudio con un enfoque ecoldgico (1-4).

Tradicionalmente, los microorganismos se han identi-
ficado de acuerdo a su fenotipo pero para ello se re-
quiere del aislamiento y cultivo de los mismos. Esta
necesidad ha limitado la comprension de la diversidad
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microbiana, pues 90 % de los microorganismos en los
ambientes naturales no pueden cultivarse empleando las
técnicas tradicionales (5). En los Gltimos afios se ha
incrementado el conocimiento de los géneros microbianos
presentes en las comunidades complejas debido al em-
pleo de métodos moleculares y de herramientas utiliza-
das en estudios filogenéticos para identificarlos.

El hombre antiguo aprendio a producir los alimentos fer-
mentados por el método de ensayo y error. Estos conte-
nian una microbiota natural, de ahi que sus caracteristi-
casy las condiciones de almacenamiento determinaban
el predominio de algunos de sus miembros. Los alimen-
tos fermentados contienen, por lo general, microbiotas
complejas que son dificiles de estudiar experimentalmen-
te. El empleo de las técnicas moleculares permite des-
cribir, monitorear y controlar comunidades microbianas
para que lleven a cabo la fermentacién y mantener la
estabilidad del producto final (1).
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Métodos para la determinacion de la estructura
de comunidades microbianas

Una alternativa para la determinacion de la estructura
microbiana de los alimentos fermentados es aislar los
microorganismos y tipificarlos. La capacidad
diferenciadora en el caso de las bacterias &cido lacticas
(BAL) se basa en las caracteristicas bioquimicas y los
bioproductos del final de la fermentacion de las espe-
ciesaaislar (6, 7). Otra posibilidad es utilizar métodos
que no dependan del cultivo, en los que se extraen &ci-
dos nucleicos directamente del alimento. Se dispone
actualmente de muchos medios de cultivo para el ais-
lamiento y diferenciacion de las bacterias lacticas aun-
que sélo a algunos de ellos se les considera selectivos,
entre ellos estd el M17 para Lactococcus spp, MRS
para Lactobocillus spp y el MSE para Leuconostoc

spp (8-11).

Los protocolos de aislamiento comienzan con dilucio-
nes seriadas en agua de peptona de la muestra y siem-
bra en los medios selectivos para bacterias lacticas,
mediante la técnica de siembra a profundidad con
sobrecapa del agar selectivo utilizado, la incubacion se
realiza en condiciones de anaerobiosis. Para la confir-
macion de las colonias se realiza una tincion de gramy
observacion al microscopio (12-15).

Los métodos de identificacion de microorganismos en
sentido general se pueden hacer de diferentes formas.
Especificamente en el caso de las BAL, muchos auto-
res han empleado la técnica AP1 50 Biomeriux para la
identificacion bioquimica (15, 16); sin embargo, las
técnicas moleculares ofrecen mayores ventajas pues
se necesita de menor tiempo para obtener los resulta-
dosy es posible distinguir microorganismos a nivel de
especie y serotipo.

El polimorfismo de longitud de fragmentos de restric-
cion (RFLP, por sus siglas en inglés) fue el primer mé-
todo molecular que se empleo para la diferenciacion
de BAL. En esta técnica, se extrae el ADN (el genoma
completo) de cada cepa, se digiere con enzimas de res-
triccion y los fragmentos obtenidos se separan y
visualizan por electroforesis en geles de agarosa (17).
Se obtienen patrones de bandas con buena
reproducibilidad pero por lo general son muy comple-
jos. La manera en que mas se ha empleado el RFLP es
estudiando el polimorfismo de regiones particulares.

Para hacer una ribotipificacion se transfieren fragmen-
tos a una membrana, se hibridan con una sonda rARN
marcada y se visualizan Unicamente los fragmentos
hibridados, que se pueden comparar con cepas de re-
ferencia.

Las técnicas basadas en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) se han em-
pleado ampliamente para la determinacion de
microorganismos en alimentos por su simplicidad y ra-
pidez (18). Entre ellas se encuentran el anélisis de ADN
amplificado al azar y el polimorfismo de longitud de
fragmentos amplificados. Especificamente el PCR
multiple, que emplea diferentes pares cebadores que
detectan simultdneamente las bacterias acidoléacticas
presentes, ha sido uno de los métodos empleados para
determinar las BAL productoras de histamina, tiramina
y putrescina (19, 20).

El anélisis de ADN polimoérfico amplificado al azar
(RAPD), conocido también como APPCR (PCR ce-
bado arbitrariamente) consiste en amplificar al azar
regiones del ADN extraido de los microorganismos.
Los cebadores se escogen al azar, por lo que no es
necesario contar con informacion sobre secuencias
especificas del microorganismo a tipificar. Se utilizan
temperaturas de alineamiento bajas, de manera que se
obtengan productos de PCR que permiten el alinea-
miento de los cebadores a pesar de que existan una o
dos bases que no coincidan. Después de su separacion
mediante electroforesis en geles de agarosa se obtie-
nen patrones simples de fragmentos de ADN de dife-
rentes tamarfios. El problema de esta técnica es su sen-
sibilidad a las condiciones de reaccion, por lo que es
dificil, en ocasiones, obtener una reproducibilidad
interlaboratorios adecuada. Esta técnica se ha emplea-
do para la identificacion de cepas de microorganismos
probidticos de las subespecies L. casei subsp. casei y
L. casei subsp. rhamnosus y de L. acidophilus (16).

El polimorfismo de longitud de fragmentos amplifica-
dos (AFLP) es una combinacion de PCR y el empleo
de enzimas de restriccion. Se basa en la amplificacion
por PCR de fragmentos de restriccion de ADN
genémico (21). Esta y otras técnicas basadas en el
PCR han sido automatizadas mediante el uso de
cebadores marcados con fluorescencia (22). Es la téc-
nica que més se ha utilizado para el analisis de colec-
ciones microbianas aisladas de alimentos fermentados.
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Uno de ellos fue para determinar la dinamica de la
poblacidn de la microbiota natural de un cultivo de suero
utilizado para la produccion del queso parmigiano
reggiano, que reveld la presencia de cuatro biotipos
entre los que se encontraban Lactococcus helveticus
y Lactococcus delbrueckii ssp. lactis (23).

El analisis de restriccion de ADN ribosomal amplifica-
do (ARDRA) se basa en la obtencion de rADNs me-
diante amplificacion por PCR empleando cebadores
universales, el producto se digiere con enzimas de res-
triccion y los fragmentos se analizan en geles de agarosa
(24). Con esta metodologia se obtienen patrones de
bandas o «huellas digitales» de cada microorganismo.
Se determinan, utilizando diferentes tipos de software,
sus diferencias y se construyen dendrogramas. Para
identificar los microorganismos clasificados es comdn
incluir en el anélisis cepas de referencia o identificar
cepas representativas de cada grupo mediante la com-
paracion de secuencias del gen ribosomal 16S (25).
Generalmente se utilizan enfoques de taxonomia
polifasica, incluyendo ademaés de éstos, otros métodos
de clasificaciony de identificacion.

La electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE,
por sus siglas en inglés) emplea enzimas de restriccion
que digieren el ADN microbiano, el cual entonces esta
sujeto a separacion electroforética. Las enzimas Sfil,
Notl y Smal se han empleado para diferenciar niveles
intraespecificos en diferentes especies de
Lactobacillus aislados de vinos (26). Después de la
separacion, los fragmentos ADN se comparan en or-
den para evaluar la variabilidad durante la separacion
de las cepas de una misma especie (27-28). La ma-
yor desventaja de esta técnica es su laboriosidad y el
tiempo que se necesita para obtener los resultados asi
como que lo equipos necesarios para su implementacion
son Costosos.

Todas estas metodologias son muy convenientes para
clasificar e identificar rapidamente colecciones de
microorganismos; sin embargo, requieren del aislamien-
to y cultivo de los microorganismos, lo que encarece
bastante el proceso al requerir de mas tiempo.

Analisis de comunidades complejas mediante
métodos que no requieren cultivo

Debido a que se recupera un porcentaje bajo de bacte-
rias cultivables mediante las técnicas tradicionales de
diferentes ambientes naturales, ha sido necesaria la
busqueda de metodologias que no dependan del cultivo
de los microorganismos. Estas han permitido explorar
la diversidad microbiana, analizar la estructura de di-
chas comunidades y han revelado que la diversidad
microbiana es mucho mayor de lo que se habia consi-
derado.

El primer paso es la extraccion y purificacion del ADN
de las muestras. Esta puede ser directa (extraccion del
ADN total de la muestra) o indirecta (extraccion de
microorganismos de la muestra, seguida de la extrac-
cion de ADN de estos). Posteriormente se amplifican,
mediante PCR, ciertas regiones del gen ribosomal 16S.
Dependiendo del grupo de microorganismos que se
desee estudiar, se usan desde cebadores muy genera-
les hasta muy especificos.

Para la separacion de los fragmentos de rADN 16S
amplificados, es necesario construir bibliotecas de clonas
de rADN 16S, cuya posterior secuencia y analisis per-
mite determinar la diversidad microbiana. Es posible
identificar o determinar cuéles son los microorganismos
conocidos més cercanos a los miembros de la comuni-
dad mediante la comparacion de las secuencias de los
fragmentos de rADN 16S con las bases de datos, como
RDP (Ribosomal Database Project) o Genbank. Algu-
nos investigadores emplearon esta estrategia para de-
terminar la diversidad de bacterias Gram positivas del
pozole (29). La mayoria de las secuencias se identifi-
caron como bacterias lacticas, que ya se habia reporta-
do como el grupo predominante durante la fermenta-
cion de este alimento, pero ademas se detectaron es-
pecies que no habian sido aisladas mediante técnicas
tradicionales de cultivo.

Perfil de "huellas digitales” microbianas

La obtencidn de "huellas digitales™, que constituyen un
patrén o un perfil de la diversidad genética de una co-
munidad microbiana, son las mas utilizadas en la actua-
lidad. En este caso se separan electroforéticamente los
fragmentos de rADN amplificados (Fig. 1). La aplica-
cion de electroforesis en geles con gradientes
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desnaturalizantes, como el DGGE (electroforesis en gel
con gradiente desnaturalizante) y TGGE (electroforesis
en gel con gradiente de temperatura) permiten separar
fragmentos de la misma longitud pero con diferentes
secuencias, que son las caracteristicas de los obteni-
dos mediante la amplificacion de regiones de los genes
ribosomales del ADN de una comunidad microbiana.
Los agentes desnaturalizantes (una mezcla de urea y
formamida en el caso del DGGE y la temperatura en el
del TGGE) provocan la separacion de las cadenas do-
bles de ADN. Estas contienen dominios con tempera-
turas de fusion caracteristicos, de manera que cuando
se alcanza una determinada temperatura o concentra-
cién de desnaturalizante, la molécula se funde total o
parcialmente y disminuye su velocidad de migracion
en el gel. Las temperaturas de fusion de esos dominios
dependen de variaciones en sus secuencias de bases,
por lo que los fragmentos correspondientes a
microorganismos diferentes tendran diferentes posicio-
nes en el gel (30).

Separacn de fragmentos por gradiente deenaturalzante

A T C G
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i

Secusnciacion da bandas Basa de datos
indwduales da secuenaas

Identificacion de los miembros de la comunidad

Fig. 1. Obtencién de “huellas digitales” de comu-
nidades microbianas en alimentos fermen-
tados por el método DGGE (1).

Las investigaciones en este campo se han dirigido ha-
cia ladistribucion espacial de la microbiota de matrices
complejas, por ejemplo el pozole. En este caso se obtu-
vieron las "huellas digitales” por DGGE de fragmentos
de ADN obtenidos al amplificar la region V3 de los
genes de ARN 16S del ADN extraido de la masa.
Demostraron que bacterias del género Streptococcus,

que no habian sido detectadas utilizando los métodos
tradicionales de cultivo, predominan durante la fermen-
tacion (31). Lactobacillus plantarum y Lactobacillus
fermentum constituyeron otro grupo predominante y
también se encontraron lactococos y miembros del gru-
po Leuconostoc-Weissella. Demostraron la presen-
cia de gradientes de poblaciones microbianas, siendo
mayor la diversidad microbiana en la periferia que en
el centro de la bola de masa. En otro estudio, utilizaron
el mismo enfoque para estudiar la dindmica de la po-
blacion microbiana durante la fermentacion de este ali-
mento, encontrando que la diversidad microbiana se
mantiene durante la fermentacion (32).

En el caso de la vainilla, los estudios se dirigieron a
conocer la ecologia microbiana durante el proceso tra-
dicional del curado. En primer lugar se determind la
contribucién de los microorganismos mediante el em-
pleo de la técnica DGGE de rADN 16S/18S junto con
métodos tradicionales de microbiologia como parte de
un enfoque polifasico para determinar la presencia y
cambios de las comunidades microbianas durante el
proceso del beneficio. Observaron que los mohos'y le-
vaduras desaparecian durante el escaldado de las vai-
nas y detectaron nimeros considerables de bacterias
termofilicas y termotolerantes del género Bacillus du-
rante el curado posterior, predominando B. subtilis y
B. licheniformis. El analisis de DGGE revel6 que no
se pudieron detectar mediante los métodos tradiciona-
les una gran parte de los microorganismos que se de-
sarrollaron durante la etapa de asoleado y sudado, por
lo que sugirieron que el establecimiento de sus posicio-
nes filogenéticas ayudaria a disefiar medios de aisla-
miento para estos microorganismos (33).

Otro producto en el que se ha utilizado es en el whisky
de malta para conocer los cambios en su microbiota.
Al emplear PCR-DGGE determinaron que al principio
predominan Streptococcus thermophilus o
Saccharococcus thermophilus y al final los
lactobacilos (Lactobacillus acidophilus o
Lactobacillus crispatus) que no crecen en medios de
cultivo convencionales (34).

La fermentacion de salchichas es otro caso en el que
participa una microbiota complejay en los estudios rea-
lizados para describir la diversidad bacteriana durante
la fermentacion natural de salchichas italianas median-
te PCR-DGGE se determin0 la fuerte actividad de las
bacterias lacticas durante la fermentacién, con mayor
diversidad durante las primeras horas y el predominio
de Lactobacillus sake y Lactobacillus curvatus, pre-
sentes tanto en los geles obtenidos a partir de ADN
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como de ARN, a las que se atribuyeron los cambios
fisicos y sensoriales del sustrato. La principal diferen-
cia entre los geles de ADN y de ARN fue la deteccion
de L. plantarum Gnicamente en los primeros, cuyo pro-
ducto de PCR se generd posiblemente a partir de célu-
las muertas. La técnica resulto muy conveniente, pues
permite monitorear el estado de la fermentacion y obte-
ner resultados en un tiempo corto, lo cual hace posible la
realizacion de ajustes tecnoldgicos inmediatos (35).

En el ragusano, queso artesanal de Sicilia, que posee
caracteristicas sensoriales Unicas, resultado de las con-
diciones ambientales locales, al estudiar la evolucion
de los cambios microbianos durante su maduracion uti-
lizando técnicas microbiol6gicas clasicas y técnicas
moleculares independientes del cultivo (PCR, RT-PCR
y DGGE de genes de ARN 16S obtenidos al usar
cebadores tanto de bacteria como especificos para el
grupo Lactobacillus), observaron que en la leche utili-
zada como sustrato habia presencia de Leuconostoc y
Lactococcus lactis, no muy activas metabdlicamente,
cuyas bandas desaparecieron después de la coccion
de la cuajada y de Macrococcus caseolyticus
metabdlicamente activo tanto en la leche como en la
cuajada cocida. Durante la maduracion observaron
presencia de Streptococcus thermophilus y
Lactobacillus delbrueckii que fueron las mas activas
en esta etapa, por lo que consideraron que estan rela-
cionadas con el desarrollo del sabor y el aroma del pro-
ducto y que deben estar bien adaptadas a las condicio-
nes ambientales durante la maduracion de este queso.
L. delbrueckii, identificada como bacteria importante
en los quesos estudiados, no fue aislada en medios se-
lectivos. Esto demuestra la importancia de incluir
métodos independientes del cultivo para estudiar
microbiotas complejas, como la que participa en la fer-
mentacion de este queso (36).

Comparacion de la identificacién por técnicas
moleculares respecto a las bioquimicas

No cabe duda que la taxonomia de las bacterias acido
lacticas ha evolucionado en los ultimos 15 afios. De
agrupar a los integrantes por las caracteristicas
fenotipicas tales como fermentacion de carbohidratos,
tincion de gram y morfologia, se ha pasado a agrupar-
se de acuerdo a caracteristicas genotipicas como la
secuencia de la subunidad del 16S del ADN ribosomal
(37). Esto trajo como consecuencia que algunas cepas
que estaban agrupadas en una especie mediante el
método fenotipico ahora estén formando parte de otras
especies segun los métodos genéticos.

En un estudio realizado para la identificacién molecular
de probidticos aislados de alimentos se observéd que
siete de las cepas analizadas (58,3 %) coincidieron en
la identificacion por métodos moleculares y bioquimicos;
se encontr6 que dos cepas de L. casei subsp.
rhamnosus (16,6 %) coincidieron con la misma espe-
cie al analizarse con la técnica de PCR y el método
bioquimico; en cambio, de las seis cepas de L.
acidophilus soélo cinco coincidieron (41,6 %) y una
fue identificada como L. casei subsp. casei y de las
cuatro cepas de L. paracasei, una fue L. casei subsp.
rhamnosus, dos de L. casei subsp. casei y otra no
pudo ser identificada (16).

En un estudio realizado, un tercio de los lactobacilos
identificados difirieron al ser identificados por APl y
PCR. En el caso del grupo de lactobacilos
homofermentativos obligados, la técnica molecular
reasignd cinco de nueve cepas, cabe sefialar que en
dicho estudio, dos de cinco cepas (40 %) de L.
acidophilus no pudieron ser confirmadas por el méto-
do molecular y una cepa de L. rhamnosus fue identifi-
cada como L. paracasei (38).

Otros estudios encontraron que mas de la mitad de los
lactobacilos analizados (L. jensenii y L. gasseri) ha-
bian sido identificados erroneamente como L.
acidophilus utilizando el API 50 CH al identificar di-
chas cepas utilizando sondas de ADN. Se encontrd que
hay un alto nivel de variabilidad fenotipica entre espe-
cies probidticas de lactobacilos y que sugiere, en com-
binacion con una limitada base de datos para la identi-
ficacion de estas especies el uso limitado de este mé-
todo y de otros fenotipicos de identificacion (39).

Las diferencias en la identificacion por los métodos
moleculares y bioquimicos se encuentran con frecuen-
cia y se sugiere que se deben a que la base de datos
del método API no esta actualizada con respecto a la
taxonomia mas reciente, lo que conducira a una erré-
nea identificacion o a resultados confusos.

CONCLUSIONES

El mejor conocimiento sobre la vida microbiana en es-
tos alimentos permitird no sélo disefar cultivos inicia-
dores adecuados, sino monitorear y controlar el desa-
rrolloy laactividad de las poblaciones microbianas com-
plejas que se requiere actlen en ciertos alimentos fer-
mentados. Los avances recientes en los métodos para
el andlisis de comunidades microbianas hacen posible
complementar a los métodos tradicionales para obte-
ner informacidn sobre aspectos importantes de la
ecologia microbiana de alimentos fermentados: diver-
sidad, estructura 'y funcion.
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