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RESUMEN 
 

En la región del valle de tulancingo se procesan aproximadamente 219 millones de 

litros de leche al año en más de 56 queserías; el producto que más se fabrica es el 

queso tipo Oaxaca, perteneciente a la familia de quesos de pasta filata. La mayoría de 

los quesos tipo Oaxaca se elaboran con leche cruda. 

 
Actualmente se desconoce la microflora del queso tipo Oaxaca elaborado con leche 

cruda, no existen estudios al respecto, por lo que se considera de gran importancia 

saber que bacterias ácido lácticas conforman el mencionado queso para conocer su 

calidad, así como para proponer cultivos iniciadores. 

 
En este trabajo se estudiaron quesos elaborados con leche cruda provenientes de 8 

industrias diferentes, aislándose un total de 160 cepas utilizando como medio de 

cultivo MRS. Posteriormente a estas cepas se les hizo pruebas de Gram, catalasa, 

oxidasa con objeto de seleccionar las presuntas bacterias ácido lácticas (BAL), 

obteniéndose 79 cepas que poseían las siguientes características (Gram +, catalasa – 

y oxidasa -). 

 
Para identificar las presuntas cepas de BAL a nivel especie se llevaron a estudiar al 

Departamento de Higiene y Tecnología de los Alimentos de la universidad de León 

(España), en donde a las cepas se les determinaron pruebas bioquímicas utilizando el 

Sistema Vitek en combinación con las tarjetas para la identificación de 

microorganismos gram positivos (GPI). 

 

Las 79 cepas aisladas fueron adscritas por el Sistema Vitek a las siguientes especies; 

Streptococcus equinus (29%), Enterococcus durans (14%), E. faecium (6%), E. 

gallinarum (3%), S. mitis (1%). Sin embargo, el 47% de las cepas aisladas no pudieron 

ser adscritas a ninguna especie por este sistema de identificación. Por este motivo, se 

decidió utilizar una técnica genética, el Ribotipado, para la identificación de las 

mismas. Con la mencionada técnica, el 52% de las cepas no identificadas se 



 v

adscribieron al género Lactobacillus, en concreto a las especies Lactobacillus 

plantarum y Lactobacillus paracasei, supsb. paracasei. 

 

Finalmente, el 34% de las cepas analizadas no fueron identificadas por ninguna de las 

dos técnicas utilizadas en este estudio. 

 

Este estudio muestra un perfil característico de las bacterias ácidos lácticos del queso 

Oaxaca elaborado en el Estado de Hidalgo con leche cruda. 



 vi

SUMMARY 
 

In the Mexican region of ‘Valle de Tulancingo’ approximately 219 million liters of milk 

per year are processed in more than 56 cheese local factories; the most popular 

product being Oaxaca cheese, which is a cheese belonging to the filata paste cheese 

family and made in most cases from raw milk. 

 
At the moment the microbiology of raw milk Oaxaca cheese has scarcely been studied. 

Specially, it is considered of great importance the knowledge about the lactic acid 

bacteria (LAB) in the mentioned cheese in order to know its quality, as well as to a 

further development of starter cultures for be used in pasteurized-milk Oaxaca cheese 

elaboration. 

 
In this work, raw milk cheeses originating from 8 different industries were studied. A 

total counts in MRS agar were obtained and 160 strains were isolated from the MRS 

plates. These isolates investigated with the Gram, catalase and oxidase tests in order 

to select the presumptive LAB, obtaining 79 isolates showing the expected 

characteristics (Gram +, catalasa - and oxidasa -). To identify the presumptive LAB 

isolated at species level they were studied in the Department of Hygiene and 

Technology of Foods of the ‘Universidad de Leon’ (Spain), where the biochemical 

characteristics of the strains were determined using the Vitek System equiped with 

cards for the identification of positive microorganisms gram (GPI). The 79 isolated 

stocks were assigned by the Vitek System to the following species: Streptococcus 

equinus (29%), Enterococcus durans (14%), and faecium (6%), and gallinarum (3%), 

S. mitis (1%). Nevertheless, 47% of the isolated stocks could not be assigned to any 

specie by this system of identification. For this reason, it was decided to use a genetic 

analysis, the Ribotyping, for the identification of the unidentified strains. With 

Ribotyping, 52% of the tested strains were assigned to the genus Lactobacillus, 

specifically to L. plantarum and L. paracasei, supsb. paracasei. A total of 34% of the 

presumptive LAB strains isolated from the cheese were not identified by any of the two 

techniques. This study shows a characteristic profile of the LAB in the raw milk Oaxaca 

cheese made in the State of Hidalgo. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 

 El queso es un alimento nutritivo y versátil que juega un papel importante en 

una dieta saludable. Aunque el consumo de los productos lácteos en todo el 

mundo esta en descenso, el queso es una excepción esto puede ser debido a 

diversas causas; i) los beneficios que otorga el queso para la salud, ii) a la 

variedad de quesos que existen en el mundo – más de 600 variedades – y iii) a la 

gran aceptabilidad de este como ingrediente en la industria de la hostelería y 

culinaria, (O’Connor y O’Brien, 2000). 

 

 En la región del valle de Tulancingo, se procesan aproximadamente 800 mil 

litros de leche al día para la elaboración de quesos (Comisión Estatal de la Leche, 

2006). En esta región se elabora una gran diversidad de productos lácteos, 

principalmente el queso denominado tipo “Oaxaca”.Sin embargo la elaboración de 

este queso se lleva a cabo de forma empírica, ya que la mayoría de las empresas 

que fabrican los quesos son de tamaño pequeño a mediano (2000 y 30,000L) esta 

circunstancia ha ocasionado diversos problemas; i) una baja tecnificación de las 

industrias lácteas de la región ii) una falta de cumplimiento con las normas 

sanitarias establecidas y ii) en ocasiones un uso inadecuado de aditivos,(Caro, 

comunicación personal). 

 

 El queso tipo Oaxaca es un queso que pertenece a la familia de los quesos 

de pasta “hilada” en cuyo proceso de fabricación, la pasta se acidifica hasta 

alcanzar un pH cercano a 5.2-5.4. Este pH permite la formación de las correas y 

trenzado de las mismas, características distintivas del queso tipo Oaxaca, 

(Palacios, 2006). 

 

 La acidificación del queso tipo Oaxaca en la mayoría de las industrias 

lácteas de la región se lleva acabo mediante una acidificación láctica espontánea 

(que no se utilizan cultivos lácticos comerciales), provocando, por un lado, una 



Introducción  
 

 2 

mala calidad del queso y por otro lado, una proliferación de bacterias patógenas. 

 

 La falta del uso de los cultivos lácticos comerciales se debe a que estos, 

son una mezcla de bacterias ácido lácticas (BAL) que no tienen las aptitudes 

tecnológicas – capacidad de acidificación y formación de las correas – necesarias 

para la elaboración de este queso, provocando una fusión “apelmazamiento” de 

las correas y una disminución de la calidad del queso, (Caro, comunicación 

personal). 

 

 Actualmente y de acuerdo a la bibliografía consultada no existen trabajos 

sobre la identificación de las especies de BAL aisladas en quesos mexicanos, más 

aún de las especies de bacterias acido lácticas presentes en el queso tipo 

Oaxaca. 

 

 Una de las principales razones de este estudio es identificar las BAL 

presentes en este queso. Por otra parte conocer la capacidad antimicrobiana de 

las BAL presentes en el queso tipo Oaxaca frente a diversos patógenos – 

Sthaphylococcus aureus, Listeria inocua y Bacillus cereus. 
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II.OBJETIVO GENERAL DEL TRABAJO 
 

Identificar las bacterias acido lácticas aisladas de quesos artesanales tipo Oaxaca, 

elaborados en el Valle de Tulancingo Hidalgo. 
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III. REVISION DE LITERATURA 
 

3.1.- Definición de los Quesos de Pasta Filata 
 
 Los quesos de pasta filata se distinguen por el proceso, el cual incluye un 

tratamiento de amasado de la cuajada con agua caliente una vez que fue 

acidificada. Este tratamiento convierte a la cuajada en una masa fundida que 

después de ser estirada adquiere su textura (Fox et al., 2000). Los quesos de 

pasta filata son muy populares en varios países de Europa Mediterránea y 

Latinoamérica, incluyéndose quesos de pastas blandas o semi-blandas, dentro de 

las cuales el queso Mozzarella o el Scarmorze, siendo el primero el más popular 

en el ámbito mundial, y semiduras o duras en las que el queso se ha sometido a 

una larga maduración, como el Caciocavallo o el Provolone (Franco, 1998). 

 

3.2.- Definición del Queso Tipo Oaxaca e Importancia de este Queso en la 
Región 
 
 El queso Oaxaca es conocido solo en México y se fabrica en todo el país, 

se conoce con otros nombres como son: quesillo, queso de hebra y queso 

asadero, aunque no está claro si son o no variedades diferentes. Pertenece a la 

familia de quesos de pasta filata, en donde su tecnología o proceso de elaboración 

la pasta se acidifica para obtener un pH de 5.3 a 5.2 en cuyo proceso se moldea y 

se le da forma. El moldeado se hace en forma de correas mediante estiramiento 

de la cuajada aún caliente y se trenzan, como se puede observar en el diagrama 

de flujo del queso tipo Oaxaca (Figura 1). 

 
 En Tulancingo varias fábricas se dedican a la producción de queso Oaxaca, 

es difícil contarlas y aún con mayor dificultad evaluar su volumen de producción, 

su mercado y su rentabilidad, la mayoría de las producciones de queso Oaxaca, 

se elabora con leche cruda. La secretaria de salud “acepta” al queso Oaxaca 
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elaborado con leche cruda como “queso pasteurizado” tomando en cuenta que se 

emplea agua caliente para el fundido de la pasta (malaxado), (Silva, 1991). La 

composición físico química del queso tipo Oaxaca se muestra en la Tabla 1 

(García, 2006). 

 

Tabla 1. Composición físico-química (%), pH y aw del queso tipo Oaxaca 
 elaborado en el Estado de Hidalgo.  
 

Características físico-
químicas Media ±DE 

Humedad 50.82  

Materia Grasa 22.4 

Proteína 21.3 

Cenizas 3.6 

Lactosa 0.1 

pH 5.02 

aw 0.973 

(García -Islas 2006) 

aw: actividad de agua  

 
 En la región del valle de tulancingo se procesan 219 millones de litros de 

leche al año en más de 56 queserías, el producto que mas se elabora es el queso 

tipo Oaxaca, la producción de este queso es de forma artesanal, y la calidad del 

producto es heterogénea dependiendo de la calidad de la leche (SAGARPA, 

2003). 

 

3.3.- Antecedentes de la Producción  
 
 El objetivo básico de la elaboración de los quesos es prolongar la vida de 

anaquel y conservar los componentes nutritivos de la leche. Y tras la coagulación 

de la leche y corte del coágulo, los procesos de calentamiento en tina y agitación, 

unidos a la acidificación, promueven la sinéresis del suero de los granos de 

cuajada (Walstra et al., 2001). 
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Figura 1. Diagrama de Flujo de Elaboración del Queso Tipo Oaxaca 
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3.4.- Microbiología de los Quesos 
 
 La microflora de la leche a temperatura ambiente produce de forma 

espontánea ácido láctico, siendo esta acidificación el comienzo del proceso de 

elaboración de la mayoría de los quesos elaborados con leche cruda. Cuando se 

usa leche pasteurizada, gran parte de la microflora se destruye por el calor y por 

este motivo se agregan cultivos iniciadores acidificantes (BAL) para que 

produzcan el decremento del pH. 

 

 El queso es un ecosistema en cambio continuo tanto en cuanto a los 

factores externos de conservación-maduración como a los intrínsecos como la 

composición y la microbiología. El queso contiene elevados contenidos 

microbianos que juegan un papel importante en sus características de calidad 

(Cogan, 2000). 

 

 En el queso se producen reacciones bioquímicas e interacciones 

microbianas, la presencia de las bacterias en los quesos depende de la 

contaminación microbiana de la leche, la acidificación de la misma previa a la 

elaboración del queso, los tratamientos térmicos de la leche, el uso de cultivo 

iniciador, las condiciones del proceso, principalmente en cuanto a tiempos, 

temperaturas y condiciones higiénicas. La investigación en quesería se ha 

enfocado en desarrollar tecnología designada a controlar el crecimiento 

microbiano y sus efectos en la calidad del queso (Peláez y Requena, 2005). 

 

 Como se ha mencionado anteriormente los quesos se pueden elaborar con 

leche cruda, en cuyo caso la flora presente es la que llega a la leche del ambiente 

y se desarrolla en la misma. También se pueden elaborar con leche pasteurizada, 

en cuyo caso, la microflora del queso puede ser dividida en 2 grupos: flora ácido 

láctica utilizada como estárter y flora secundaria, que consiste en flora resistente a 

la pasteurización que llegó a la leche del medio ambiente (Beresford et al., 2001). 
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 Las poblaciones microbianas en el queso son más complejas, en los 

quesos elaborados con leche cruda, que en los de leche pasteurizada lo que hace 

que los quesos sean diferentes (Grappin y Beuvier, 1997). La diversidad 

microbiana que exista en un determinado queso, así como la interacción entre las 

poblaciones microbianas es uno de los principales factores que contribuyen al 

flavor, por medio de la producción de sustancias sápidas y aromáticas fruto del 

desarrollo microbiano, y a la textura del queso, por medio de la acidificación y la 

producción de exopolisacáridos (Leroy y De Vuyst, 2004; Peláez y Requena, 

2005). 

 De acuerdo a la bibliografía consultada al momento de la realización de 

este trabajo, la microbiología del queso Oaxaca ha sido poco estudiada. 

Recientemente (Palacios, 2006) realizo un estudio microbiológico del queso tipo 

Oaxaca proveniente de diversas empresas del Valle de Tulancingo Hgo. Este 

estudio muestra una elevada cantidad de FAPV y BAL (Tabla 2), lo que indica que 

el proceso del queso tipo Oaxaca elaborado con leche cruda se lleva a cabo 

mediante una fermentación láctica. 

 

Tabla. 2 Recuentos de los principales grupos microbianos del queso tipo Oaxaca  
 (Log 10 ufc /g) 
 

Grupo microbiano Media±DE 

FAMV 7.63 ±0.76 

FAPV 6.78 ±0.91 

BAL 6.52 ±0.85 

M Y L 4.82 ± 2.52 

Coliformes 4.08 ±1.41 

E. coli 3.61 +/-1.21 

(Palacios-Vargas 2006) 
FAMV: flora aerobia mesofila viable 
FAPV: flora aerobia psicrotrofa viable  
BAL: bacterias ácido lácticas  
M y L: Mohos y Levaduras  
DE: Desviación estándar 
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3.5.- Microbiología de los Quesos de Pasta Filata 
 
 La microflora de los quesos de pasta filata ha sido descrita en diversos 

trabajos, los autores dejan muy claro los siguientes aspectos. 

 

o En primer lugar, los recuentos de microflora total en el día de elaboración 

del queso suelen ser bajos (del orden de 105 ufc/g) debido 

presumiblemente al proceso de malaxado (Kindstedt, 1993) que implica un 

calentamiento de la cuajada durante varios minutos a temperaturas que 

varían entre los 50-70ºC. No obstante una cantidad considerable de 

microorganismos mesófilos y termófilos soportan este tratamiento térmico y 

son los más importantes en definir la evolución de las características del 

queso durante su maduración. 

 

o En segundo lugar, la microflora predominante en los quesos de pasta filata 

evoluciona y varía considerablemente a medida que transcurre el tiempo de 

maduración de los quesos (Villani et al., 1991). En quesos de pasta filata 

madurados se observa un incremento de las BAL asociado a un aumento 

relativo, o proporción, en el número de lactobacilos (Papademas y 

Robinson, 2000; Gobbetti et al., 2002; Piraino et al., 2005). 

 

o En tercer lugar, la producción de quesos de pasta filata puede estar basada 

en la pasteurización y el uso de una mezcla de cultivos iniciadores 

seleccionados, normalmente termófilos (Oberg et al., 1991) (estos cultivos 

conducen a una baja variabilidad en la microflora de estos quesos). Otra 

forma es el empleo de leche cruda acidificada espontáneamente. O 

alternativamente el uso de leche cruda o pasteurizada a la que se inocula 

(aproximadamente un 10%) suero de un lote del día anterior o leche 

fermentada espontáneamente en donde han crecido microorganismos no 

seleccionados (en este caso, existe en el queso una mezcla compleja de 

microorganismos, cuya composición depende de numerosos factores 

ambientales como temperaturas de incubación del suero o leche, pH, 
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interacciones microbianas, etc., siendo la población dominante la de las 

bacterias ácido lácticas) (Parente et al., 1998; Coppola et al., 2001). 

 

 Es importante considerar que el uso de leche cruda en la fabricación de 

quesos frescos o de corta maduración no está permitido y está asociado a un 

riesgo para la salud. La desventaja de usar las dos últimas opciones respecto a la 

calidad del queso es que la población microbiana y las características de calidad 

del queso asociadas a dicha población pueden sufrir variaciones importantes entre 

lotes difíciles de predecir, pero por otra parte, las cepas seleccionadas 

naturalmente son resistentes a fagos e incluso pueden mostrar actividad 

antimicrobiana (Parente et al., 1998). 

 

 La microflora del queso Mozzarella ha sido descrita en varios trabajos 

científicos. Morea et al., (1999) encontraron en un queso Mozzarella fresco 

elaborado con leche cruda inoculada con un 10% de suero crudo fermentado a 

18ºC procedente de un lote de quesos del día anterior, que la microflora estuvo 

compuesta por cepas pertenecientes a los géneros Leuconostoc, Streptococcus, 

Lactococcus, Carnobacterium, Aerococcus, Staphylococcus y Enterococcus.  

 

 Morea et al., (1998) demostraron que los lactobacilos no forman parte de la 

flora dominante de los quesos Mozzarella frescos pero juegan un papel importante 

en la calidad de los mismos, primero por su función en la acidificación de la leche 

y segundo por su función durante la maduración. También señala que los 

principales lactobacilos detectados en este queso fueron heterofermentativos, 

identificando, mediante perfiles genéticos, un total de 11 cepas distintas en su 

estudio. 

 

 En los trabajos mencionados, los autores coinciden en detectar en quesos 

Mozzarella elaborados sin adición de cultivos iniciadores seleccionados la 

presencia dominante de cepas de los géneros Streptococcus, Enterococcus, 

Lactococcus y Lactobacillus (Coppola et al., 2001; Morea et al., 1998; De Angelis 
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et al., 2006). También en otros quesos de pasta filata como el Caciocavallo (Del 

Prato, 1996; Gobbetti et al., 2002; Piraino et al., 2005) o el Halloumi (Papademas y 

Robinson, 2000) se han encontrado bacterias de estos géneros como 

predominantes. 

 

 Considerando todos los trabajos revisados, algunas de las especies más 

repetidas y con mayor presencia fueron Streptococcus thermophylus, Lactococcus 

lactis, Lactobacillus delbrueckii, L. plantarum, L. fermentum, L. paracasei, L. 

parabuchneri, L. helveticus, Enterococcus faecalis, E. durans, E. faecium, etc. Las 

especies bacterianas identificadas en los trabajos anteriormente comentados 

suelen estar comprendidas entre 5 y 15, con uno o varios biotipos dentro de cada 

especie, y pertenecen normalmente a los géneros Enterococcus, Streptococcus y 

Lactobacillus, y muchas de las cepas mostraron elevada termorresistencia, como 

era de esperar en quesos en cuyo proceso ha tenido lugar un paso de malaxado 

con agua caliente (Mateo,J. comunicación personal). 

 
3.6.- Las Bacterias Acido Lácticas 
 
3.6.1.- Generalidades 
 
 El queso elaborado con leche cruda o pasteurizada los grupos microbianos 

con mayor presencia o mayor interés tecnológico en los quesos son las BAL. El 

concepto de BAL como grupo de microorganismos se desarrolló a principios del 

siglo XX. 

 

 Las primeras definiciones se basaron en la habilidad de fermentar y 

coagular la leche, lo cual incluía a los coliformes. Posteriormente, se restringió a 

los Gram positivos. De acuerdo con Orla-Jensen (1919) citado por Stiles y 

Holzapfel (1997) las verdaderas BAL son un grupo natural de bacterias Gram 

positivas, no móviles, que no forman esporas, con forma de bacilos o cocos, que 

fermentan los carbohidratos y alcoholes de más de 3 átomos de carbono para 

formar principalmente ácido láctico, (Konings et al., 2000). 
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Su hábitat lo constituyen tanto sustratos de origen animal como vegetal 

(Temmerman et al., 2004). Aunque son 11 los géneros de BAL asociados a los 

alimentos: Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, 

Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, 

Vagococcus y Weissella (Stiles y Holzapfel, 1997), los principales géneros del 

grupo de las BAL presentes en el queso son los lactococos, lactobacilos, 

leuconostoc, enterococos y estreptococos Klaenhammer et al., (2002), cada una 

de los cuales posee una morfología y unas características bioquímicas 

determinadas (Sneath et al., 1986). 

 

 Según Konings et al., (2000), las BAL son agentes implicados en la 

fermentación de numerosos alimentos, muchas de ellas pueden crecer en 

condiciones elevadas de presión osmótica, utilizan proteínas de la matriz 

alimentaria como fuente de aminoácidos, por lo que son proteolitìcas en mayor o 

menor medida, experimentan un proceso de lisis celular cuando el medio de 

crecimiento no es adecuado liberando enzimas en las matrices alimentarías y son 

susceptibles al ataque de fagos. 

 

3.7.- Identificación de Bacterias Lácticas 
 
 Debido a su uso en la industria alimentaria la caracterización metabólica, 

parámetros de crecimiento, resistencia a los procesos industriales, de las bacterias 

lácticas ha sido muy completa (Temmerman et al., 2004).  

 

 En las últimas décadas se ha puesto especial interés a la correcta 

identificación de las mismas, existiendo un amplio rango de técnicas destinadas a 

este cometido. La mayoría de las técnicas requieren de un medio adecuado de 

aislamiento, dentro de las técnicas que requieren de aislamiento previo en cultivos 

están las técnicas fenotípicas (características morfológicas, fisiológicas y 

bioquímicas y perfiles proteicos) y genotípicas (PCR con uso primers específicos, 

determinación de secuencias de genes como 16S rDNA, uso de enzimas de 

restricción, (Temmerman et al., 2004). 



Revisión de Literatura  

 13

 Respecto a los sistemas de identificación fenotípicos basados en la 

caracterización bioquímica se pueden hacer mediante una secuencia de pruebas 

individuales de utilización, o crecimiento en medios con presencia, de unos 

determinados compuestos, o se puede realizarse una serie de pruebas 

bioquímicas simultáneas con métodos miniaturizados comercializados (API, 

BIOLOG, Vitek).  

 

 Las pruebas de caracterización bioquímica en general son técnicas más 

baratas comparadas con las genotípicas. Estas técnicas ofrecen un resultado de 

discriminación a nivel de género y a veces de especie. Son útiles para la 

identificación de ciertas BAL, pero puede haber cepas que presenten fenotipos 

similares que no correspondan con genotipos relacionados. 

 

 Así mismo, a veces ofrecen resultados ambiguos y en el caso de realizar 

pruebas de forma individual llevan mucho tiempo de trabajo. Respecto a las 

pruebas basadas en la proteómica, utilizando la técnica como la electroforesis, se 

ha observado que es un método confiable para la identificación de BAL 

(Temmerman et al., 2003), pero su mayor inconveniente es la carga de trabajo que 

representa y que no discrimina entre subespecies (por ejemplo entre el grupo de 

Lactobacillus acidophilus: L acidophilus, L. crispatus, L. amylovorus, L. gallinarum, 

L. johnsonii y L. gasseri). 

 

 Por los inconvenientes de los métodos fenotípicos anteriormente 

mencionados y dado el desarrollo de las técnicas basadas en la genética, en los 

últimos años la identificación de BAL ha sido orientada hacia los métodos 

genotípicos, los cuales proporcionan métodos de clasificación y discriminación 

más robustos que los anteriores, pudiendo llegar a discriminar entre especies, e 

incluso entre cepas (McCartney, 2002). 

 

 Muchas técnicas genotípicas están basadas en la Reacción en 

Cadena de la Polimerasa (PCR) que amplifica determinados fragmentos de DNA 
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mediante el uso de primers. Los primers más utilizados para detectar la presencia 

de una determinada BAL son secuencias específicas del gen 16S rDNA, 

específicas para diferentes especies de BAL (Temmerman et al., 2004). Si se 

requiere identificar una cepa de BAL desconocida es útil la secuenciación de los 

genes 16S rDNA y su comparación (similitud) – mediante algoritmos de búsqueda 

como el BLAST o el FASTA –, con secuencias de esos fragmentos almacenadas 

en bases de datos, que recogen las secuencias de múltiples BAL previamente 

analizadas. (EMBL:http//www.ebi.ac.uk/embl;Genbank; http://www ncbi 

nlm.nih.gov/Genbank). 

 

 El uso de enzimas de restricción es otro método genotípico desarrollado y 

utilizado para la identificación de bacterias lácticas. Las enzimas de restricción 

específicas rompen el DNA en fragmentos específicos que dependen de la cepa 

que se esté analizando. También la amplificación por PCR aleatoria, es decir sin 

primers específicos, amplificación polimorfica de DNA al azar (RAPD) es otra 

técnica muy usada y útil para identificación de BAL, en la que se amplifican 

fragmentos determinados para cada BAL determinada, por lo que al igual que en 

la técnica anterior hay perfiles diferentes para BAL diferentes. 

 

 El Ribotipado es un método que permite identificar y clasificar las bacterias 

en función de los genes del RNA ribosomal, esta técnica combina el uso de 

enzimas de restricción con la detección de los fragmentos resultantes mediante 

sondas rDNA, también se ha utilizado para la identificación de BAL (Lyhs et al., 

2002). El poder de discriminación de esta técnica depende en gran medida del tipo 

de enzimas de restricción y de las sondas de rDNA utilizadas. Finalmente, otras 

técnicas utilizadas para la identificación de BAL son las basadas en la hibridación 

DNA-DNA o en la caracterización de DNA plasmídico. 
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3.8.- Actividad Antimicrobiana de las Bacterias ácido lácticas (BAL) 
 
 La fermentación como medio de conservación de los alimentos se ha usado 

desde tiempos prehistóricos. En gran parte de los alimentos fermentados el punto 

clave o fundamental es el paso de los azúcares a ácido láctico llevado a cabo por 

las BAL. 

 

 Las BAL, además de ácido láctico pueden producir cantidades apreciables 

de otros productos antimicrobianos de bajo peso molecular como el peróxido de 

hidrógeno, acetoína, diacetilo, CO2, alcohóles, etc. (Helander et al., 1997), que 

llegan al alimento con efecto en mayor o menor medida inhibidor; y además de 

estos metabolitos de la fermentación, las BAL producen bacteriocinas (Rodríguez 

et al., 2003; Leroy y De Vuyst, 2004).Estas sustancias son péptidos catiónicos en 

cantidades suficientes pueden eliminar o inhibir bacterias que compiten por 

sobrevivir o crecer en el mismo nicho ecológico (Reddy et al., 2004; Deegan et al., 

2006). Muchas bacterias Gram positivas o Gram negativas producen 

bacteriocinas. Las primeras en estudiarse fueron las colicinas producidas por E. 

coli (Cleveland et al., 2001). 

 

 Entre las bacterias productoras de bacteriocinas, las BAL son de interés 

especial para la industria alimentaria. Hay numerosos ejemplos de BAL 

productoras de bacteriocinas (Cleveland et al., 2001), la mayoría de estas se han 

aislado de la microflora presente de forma espontánea en los alimentos (Nettles y 

Barefoot, 1993) por lo que seguramente han sido utilizadas y consumidas 

inconscientemente durante años. 

 

 En la actualidad parece ser que las únicas bacteriocinas comercializadas, 

son la nisina, producida por Lactococcus lactis, que fue detectada por primera vez 

en 1953, y la pediocina PA-1, producida por Pediococcus acidilacti, además se 

han descrito otras como la lacticina 3147 o lacticina 481 que están en fase de ser 

comercializadas (Deegan et al., 2006). Muchas otras han sido detectadas pero su 

aplicación comercial no ha sido considerada, además, como resultado de la 
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investigación, cabe pensar que se pueden encontrar nuevas bacteriocinas no 

descritas anteriormente (Ennahar et al., 1999). 

 

 Las bacteriocinas producidas por las BAL son sintetizadas en los ribosomas 

celulares. Hay 5 clases de bacteriocinas, pero la mayoría pertenece a las clases I 

y II. Las de clase I son pequeños péptidos (< 5 kDa, normalmente entre 19 y 50 

aminoácidos) resistentes al calor que contienen aminoácidos azufrados 

característicos como la lantionina o metil-lantionina por lo que se conocen como 

lantibioticos (Chatterjee et al., 2005). Estos ejercen su acción sobre las bacterias 

sensibles interfiriendo en sus reacciones enzimáticas esenciales. Las de clase II 

son también pequeños péptidos (< 10 kDa)  termosensibles pero no contienen los 

aminoácidos azufrados mencionados anteriormente. A esta clase pertenecen la 

mayoría de las bacteriocinas (Ennahar et al., 1999). 

 

 Dentro de la clase II hay una subclase, la IIb, que se caracteriza por que la 

bacteriocina está compuesta de dos péptidos que actúan sinérgicamente (Nissen-

Meyer et al., 1992; Ennahar et al., 1999). 

 Los genes responsables de la producción de bacteriocinas suelen estar 

asociados con DNA cromosómico o plasmídico. En este sentido, se han descrito 

varias secuencias de DNA, aproximadamente una decena hasta el momento, que 

contienen los loci que codifican la producción de las respectivas bacteriocinas 

(Nes y Johnsborg, 2004). 

 

Por otra parte, son varios los mecanismos por los cuales las bacteriocinas de las 

BAL ejercen su efecto antimicrobiano (Deegan et al., 2006). Parece ser que los 

mecanismos de acción se basan en la interacción bacteriocina – membrana de 

bacteria sensible (Héchard y Sahl, 2002). Para empezar la fuerza electrostática es 

el motor que hace que la bacteriocina llegue a la bacteria una vez realizada la 

unión bacteriocina-receptor celular uno de los mecanismos descritos es la 

formación de poros en la membrana alterando el equilibrio celular respecto al pH e 

intercambio iónico con el exterior. También se han descrito mecanismos de 
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inhibición de la pared celular. Las bacterias productoras de bacteriocinas se 

protegen de sus propias bacteriocinas mediante la producción de 

inmunoproteinas. 

 

 La industria alimentaria recomienda el uso de bacteriocinas, para prevenir 

infecciones alimentarías Si bien, su uso no se entiende como un proceso o barrera 

primaria para la prevención del crecimiento o supervivencia de los patógenos, sino 

como una barrera adicional, algo que ayuda a reducir la probabilidad del 

crecimiento o supervivencia de los mismos. Su utilidad práctica se ha plasmado en 

la reducción de los recuentos de patógenos o el aumento en la fase estacionaria o 

disminución de la velocidad de crecimiento (Ennahar et al., 1999; Cleveland et al., 

2001). 

 

 La nisina tiene un amplio espectro de actividad que abarca la mayoría de 

las Gram positivas y además inhibe la germinación de las esporas de Bacillus spp. 

y de Clostridium spp. (Gross y Morell, 1971), mientras que la lactocina A tiene un 

espectro de acción limitado solo a las cepas de lactococos (Stoddard et al, 1992). 

 
 Las bacteriocinas se deben de usar junto con adecuadas medidas 

higiénicas, u otras medidas esenciales como el sistema de análisis de riesgos y 

control de puntos críticos (HACCP) y otros tratamientos tecnológicos como el 

calor, la acidificación, el frío, etc. 

 

 En relación a la elaboración de quesos, los primeros estudios sobre el uso 

de cultivos iniciadores productores de bacteriocinas, en concreto nisina, se 

centraron en el retraso del crecimiento de clostridios en quesos madurados para 

prevenir la hinchazón tardía (O’Sullivan et al., 2006). En este sentido, se ha 

sugerido su uso como alternativa al nitrato de potasio para prevenir el defecto de 

hinchazón tardía de los quesos debido a la contaminación de la leche con 

Clostridium spp. (Thomas et al., 2000). También se ha investigado y sugerido 

repetidamente el uso de bacteriocinas – cultivos iniciadores productores de 

bacteriocinas, en muchos casos nisina – para el control de Listeria monocytogenes 
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en quesos elaborados con leche cruda o pasteurizada (Buyong et al., 1998; 

Ennahar et al., 1998; Rodríguez et al., 2000; Cleveland et al., 2001; Millet et al., 

2006), así como de Staphylococcus aureus (O’Sullivan et al., 2006). 

 

 También las bacteriocinas se pueden usar para mejorar la calidad de los 

atributos sensoriales de ciertos alimentos como el queso, por medio del control 

que pueden tener frente microflora alterante o no deseada, o generando ruptura 

celular y la consecuente liberación de enzima por parte de las bacterias afectadas, 

lo cual puede usarse para potenciar actividades proteolíticas o lipolíticas cuando 

sea deseable (Leroy y De Vuyst, 2004; Guinane et al., 2005; Peláez y Requena, 

2005). 

 

 Las bacteriocinas se pueden incorporar en los alimentos como preparación 

purificada o semipurificada (Carolissen-MacKay et al., 1997), agregando un 

ingrediente fermentado con bacterias productoras de bacteriocinas, agregando un 

cultivo iniciador con BAL productoras de bacteriocinas a un alimento antes de su 

fermentación (Deegan et al., 2006). A la hora de utilizar microorganismos 

productores de bacteriocinas en los alimentos hay que considerar los efectos 

antagónicos o sinérgicos tanto entre dichos microorganismos y la otra flora del 

alimento así como con determinadas sustancias que lo componen (determinados 

compuestos de los alimentos, elementos minerales, pH, etc.) (Helander et al., 

1997).
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

4.1.- Toma de Muestras 
 
 Se analizaron 8 muestras de quesos tipo Oaxaca elaborados con leche 

cruda procedente de 8 industrias artesanales del Valle de Tulancingo. Las 

muestras analizadas se obtuvieron directamente de las industrias dentro del 

periodo de vida de anaquel. La cantidad de quesos muestreada estuvo 

comprendida entre 250 a 500 g de cada uno de los quesos, se transportaron al 

laboratorio en el envase proporcionado en la industria en un tiempo máximo de 

una hora y se conservaron en refrigeración (5ºC aproximadamente) por un máximo 

6 horas antes de proceder a su análisis. 

 

4.2.- Recuentos de Bacterias Ácido Lácticas (BAL) 
 
4.2.1.- Preparación de la Muestra 

 
 Se tomaron asépticamente 10 g de queso Oaxaca de las diversas Industrias 

muestreadas se diluyeron en 90 mL de agua peptonada estéril (la solución 

contenía 1 g de peptona y 8.5 g NaCl por L de agua destilada). La mezcla se 

homogenizó en un Stomacher (Seward Stomacher 80, London UK) durante 2 min 

de esta solución se realizaron las diluciones decimales necesarias para el 

recuento de las BAL. 

 

4.2.2.- Recuento de las BAL 
 
 El recuento de las BAL se realizo tomando por duplicado 1 mL de cada 

serie de diluciones decimales (10-3, 10-4, 10-5) que fueron agregados a placas de 

Agar Man, Rogosa and Sharpe (MRS) (Oxoid) acidificado a un pH de 5.4 como 

medio de cultivo. Las placas se incubaron a 37ºC durante 48 h siguiendo la 

metodología descrita por Menéndez et al., (2001) y Herreros et al., (2006). 
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4.3.- Aislamiento 
 
 Después del recuento e incubación se tomaron hasta 5 colonias presuntas 

BAL por cada placa de Agar MRS sembrada. Con un asa de platino se introdujo 

una colonia en un tubo de ensayo que contenía 5 mL de caldo MRS previamente 

esterilizado (Oxoid). Los tubos se incubaron a 37ºC por 48 horas. Transcurrido 

este tiempo, 1 mL de cada tubo de ensaye se introdujo en un tubo de eppendorf 

que se centrifugó a 12,000 r.p.m durante 3 min. Posteriormente, se retiró el 

sobrenadante y las células se resuspendieron en 1 mL de caldo MRS que 

contenía glicerol al 50% previamente esterilizado, y se mantuvieron a -20ºC. 

 
4.4.- Pruebas de Pre-caracterización de las Presuntas BAL 
 
4.4.1.- Prueba de Gram usando KOH 
 
 A partir de los tubos eppendorf que se tenían congelados (con las presuntas 

cepas de BAL) con un asa se sembró una alícuota en placas de agar MRS por 

estría y se incubaron las placas a 37ºC por 48 horas. En un portaobjetos se 

introdujo una colonia y se agrego una gota de solución de hidróxido de potasio al 

3% (Química Meyer), se adscribió como Gram + si no formaba filamentos 

viscosos. 

 

4.4.2.- Determinación de la Catalasa 

 
 Se sembraron todas las cepas aisladas, de las presuntas BAL, en placas de 

agar MRS por el método de estría y se incubaron a 37ºC por 48 h. Transcurrido 

este tiempo se tomó una colonia de cada muestra y se introdujo en un 

portaobjetos y se agregó una gota de solución de peroxido de hidrogeno al 3%, 

(J.T Baker). La presencia de la enzima catalasa se detectó cuando la colonia que 

presento burbujas al reaccionar con el peroxido de hidrogeno por lo que se toma 

como positiva. 
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4.4.3.- Determinación de la Citocromo Oxidasa 

 
 Por el método de estría se sembraron todas las presuntas cepas de BAL en 

placas de agar MRS y se incubaron a 37ºC por 48 h. Posteriormente se preparó 

una solución al 5% de alfa naftol en etanol al 95% (v/v) (Técnica Química) 

Directamente sobre las placas se vertieron unas gotas de la solución antes 

mencionada, si las colonias presentaban coloración azul marino se tomaba como 

positivo (Barrow and Feltham, 1999). 

 
4.4.4.- Observación Morfológica al Microscopio 

 
 Esta prueba se realizo con dos finalidades por un lado, comprobar los 

resultados de la técnica de KOH, o sea verificar que las cepas son Gram positivas 

(bacterias que se tiñen de color violeta) y por otro lado, observar la morfología de 

las mismas (cocos o bacilos), utilizando como control una cepa Escherichia coli 

para microorganismos Gram negativos (colección de bacterias del laboratorio de 

microbiología del CICyTA). 

 

 Esta prueba se realizó solo con las cepas que fueron Gram positivas de 

acuerdo a la técnica de KOH (apartado 4.4.1), catalasa negativa (apartado 4.4.2), 

oxidasa negativa (4.4.3). De las presuntas cepas de BAL congeladas se 

sembraron a tubos de ensaye con caldo MRS y se incubaron a 37ºC por 24 h. 

Pasado este tiempo se sembraron en placas de agar MRS y se incubaron a 37ºC 

por 48 h. 

 

 De cada una de las colonias se tomó la mitad y se colocaron en un 

portaobjetos con una gota de agua destilada y la mezcla se dejó secar a 

temperatura ambiente, posteriormente se agregaron unas gotas de solución de 

cristal violeta (Técnica Química) y se esperó 2 min, se agregó unas gotas de lugol 

(1 gramo de yodo, 2 gramos de yoduro potasico en 300 mL de agua destilada) 

(Quimica meyer), después de 1 min se agregó una mezcla de alcohol-acetona 

(Técnica Química) hasta quitar la coloración azul y tras 15 s se enjuagó con agua 
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destilada y se agregó unas gotas de safranina (0.25g de safranina en 100mL de 

agua destilada) (Técnica Química) y se espero 1 min se enjuagó de nuevo con 

agua destilada y se dejo secar a temperatura ambiente, la preparación se observó 

al microscopio a 100 X. 

 
4.4.5.- Actividad Hemolítica 
 
 Esta prueba solo se realizó sobre las cepas que fueron Gram positivas, 

catalasa negativas, oxidasa negativas. Siguiendo las indicaciones de Wilkinson, 

(1981), se preparó medio de cultivo líquido Triptone Soja Broht (Oxoid) al que se le 

agregó extracto de levadura (YE) al 0,6% previamente esterilizado (TSB + 0.6% 

YE), las cepas que se tenían congeladas se sembraron y se incubaron 24 h a 

37ºC. 

 

 Se tomo, alícuotas de cada uno de los tubos y se sembraron por estría en 

placas de agar sangre (el medio de cultivo se enriqueció con sangre de oveja 

estéril 50 mL por L de medio) las placas se incubaron en anaerobiosis a 37ºC 

durante 48 h. Las condiciones de anaerobiosis se obtuvieron almacenando las 

placas en una jarra de anaerobiosis en la que se deposito un sobre generador de 

condiciones anaerobias (Anaerogen Oxoid) transcurrido el tiempo de incubación 

se procedió a la lectura de las placas. Las cepas que tuvieron actividad hemolítica 

presentaron halos o zonas transparentes alrededor del crecimiento bacteriano, 

mientras que en las placas con crecimiento de cepas no hemolíticas no se observo 

ninguna región transparente que indicara la presencia de dicha actividad. 

 

4.4.6.- Determinación de la Actividad Gelatinasa  
 
 Esta prueba solo se realizó sobre las cepas que fueron Gram positivas, 

catalasa negativa, oxidasa negativa. Para determinar esta actividad se partió de 

medio liquido TSB + 0,6% YE de 24 h de incubación a 37ºC de todas las cepas 

aisladas en MRS. Alícuotas de dichos tubos se sembraron  por agotamiento en 

placas de Triptone Soja Agar (TSA) (Oxoid) que contenían un 3% de gelatina 
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(Sigma) y se incubaron durante 48 h a 35ºC.  

 

 Finalizado este tiempo se procedió al revelado de las placas, se agregó una 

solución de ácido tricloroacetico al 30%. Transcurridos unos segundos las placas 

se volvieron opacas como consecuencia de la desnaturalización de la gelatina, 

salvo en las zonas alrededor del crecimiento microbiano donde esta fue 

degradada debido a la actividad gelatinasa de la cepa de acuerdo a las 

recomendaciones de Su et al., (1991). 

 
4.5.- Identificación Bioquímica por el Sistema Vitek 
 
 La primera caracterización a nivel de especie de las cepas aisladas que 

fueron Gram positivas, catalasa negativas, oxidasa negativas se realizó en el 

equipo sistema Vitek AutoMicrobic System modelo “32” (BioMéreiux) utilizando 

una tarjeta para la identificación de bacterias Gram positivas (GPI) siguiendo las 

recomendaciones del proveedor. Esta tarjeta es recomendada para bacterias 

Gram positivas. Las características del ensayo, recogidas en el manual del 

proveedor se muestran en el Anexo I. 

 

4.5.1.- Pruebas Complementarias a la Identificación Bioquímica por el 
Sistema Vitek 
 
 De acuerdo a las instrucciones de él proveedor de él sistema Vitek, cuando 

las pruebas bioquímicas incluidas en la tarjeta dieron como resultado la posible 

asignación a dos o más especies, con gran probabilidad para ambas, se realizaron 

pruebas complementarias según lo estipulado en el boletín técnico de él proveedor 

(ver Anexo I) como fueron: 
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4.5.2.- Crecimiento en una Solución de NaCl al 6.5%  

 
 El crecimiento de las cepas se realizó en medio de cultivo liquido TSB + 

0,6% YE de extracto de levadura de 24 horas de incubación a 37ºC. Se tomó una 

alícuota de este medio y se hizo crecer en 5 mL del caldo Brain Heart Infusión 

(BHI), Oxoid que contenía cloruro de sodio al 6.5% y de glucosa al 1%. Los tubos 

de ensaye con el medio antes mencionado fueron incubados a 37ºC por 24 horas 

(Barro and Feltham, 1999). 

 
4.5.3.- Fermentación del Piruvato 
 
 El medio de cultivo para realizar esta prueba se realizó de la siguiente 

manera: triptona, 10 g; extracto de levadura, 5 g; piruvato de sodio, 5 g; azul de 

bromotimol 10 mL (solución etanólica de 4 mg por mL); fosfato ácido de potasio 

(K2HPO4), 5 g, agar 10 g, los reactivos son para preparar un litro de medio de 

cultivo. Todos los ingredientes sólidos se disolvieron por calor, la mezcla se dejo 

enfriar y se agregó la solución de indicador, se mezclo y se ajusto el pH de 7.2 a 

7.4, repartiéndose el medio en tubos de ensaye que se esterilizan a 115 ºC por 20 

min. Las cepas problema se sembraron en este medio y se incubaron a 37ºC por 

48 h y se examinaron diariamente. Si los tubos cambiaron su coloración de verde 

a amarillo significa que han fermentado el piruvato  y se tomó la cepa como 

positiva (Barro and Feltham, 1999). 

 
4.5.4.- Movilidad a 30ºC 
 
 El crecimiento de las cepas se realizo en medio de cultivo liquido TSB + 

0,6% YE de extracto de levadura durante 24 h de incubación a 37ºC. Se utilizo el 

medio de cultivo Motility Test Medium (MTM, DIFCO) previamente esterilizado a 

115ºC por 20 minutos, sembrándose alícuotas del caldo con una asa sin arillo, que 

se introdujo justo a la mitad del tubo, incubándose a 37ºC (Barro and Feltham, 

1999). 
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4.6.- Identificación de las Cepas Microbianas por el Método de Ribotipado 
 
 El Ribotipado se llevó a cabo solamente sobre aquellas cepas aisladas 

del queso Oaxaca que no pudieron ser identificadas a nivel de especies con 

porcentaje de probabilidad mayor al 95% en el Vitek AutoMicrobic System. Este 

proceso se realizó en el Instituto de Biología Molecular, Genómica y Proteómica 

de la Universidad de León, España con el equipo “RiboprinterTM Microbial 

Chracterization system. (Ver más Información en http://www.Unileon 

.es/index.php?elementoID=12981. 

 

 En primer lugar se hicieron crecer las cepas en placas de agar MRS a 

37ºC por 48 h, posteriormente se recolectaron las células con un palillo de plástico 

estéril y se pusieron en una solución amortiguadora y se transfieren a un rack de 8 

pocillos. Posteriormente los rack con las bacterias se colocaron en un termobloque 

que viene con el equipo con el objeto de inactivar térmicamente cualquier bacteria. 

El DNA se extrae de las células y lo corta con enzimas de restricción. 

 

 El análisis incorpora una endonucleasa EcoRI estándar. Los fragmentos 

se cargan en un minigel de agarosa y se separan mediante electroforesis. Luego 

se transfieren e inmovilizan sobre una membrana. Posteriormente se desnaturaliza 

el DNA y se hibrida con una sonda de rDNA marcada a la que se une un 

anticuerpo acoplado a una enzima, cada muestra, se compara con la base de 

datos de unas 6000 cepas que tiene el equipo. En el Anexo II figuran las especies 

de la base de datos pertenecientes a los géneros Enterococcus, Lactobacillus, 

Streptococcus y Lactococcus. 

                                                 
1 Un ejemplo ilustrativo en el que se describe una aplicación del Ribotipado en la identificación 

bacteriana es el de Barney et al. (2001) (http://aem.asm.org/cgi/reprint/67/2/553). 
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4.7.- Determinación de actividad antimicrobiana  
 
 Se eligieron 47 cepas de BAL al azar y fueron sembradas en TSB (Difco)  

adicionado con un 0,6 % de  extracto de levadura (Difco), y se incubaron a 37ºC 

por 48 h. Transcurrido este tiempo, 5 µL de este medio de cultivo se sembraron en 

TSA (Oxoid) adicionado con 0,2% de glucosa (Sigma) y se incubaron a 37ºC 

durante 24 horas, previamente las placas petri habían sido dividas en 4 segmentos 

con objeto de sembrar 2 bacterias con su respectiva réplica. 

 

 Para conocer el efecto inhibidor de las BAL aisladas del queso tipo Oaxaca 

se utilizaron las siguientes bacterias sensibles (patógenas); Staphylococcus 

aureus (S9), S. aureus (S13), S. aureus (S181), S. aureus (S192), S. aureus (361), 

Bacillus cereus, Listeria inocua, que fueron obtenidas de la colección de 

microorganismos del Departamento de Higiene y Tecnología de los Alimentos de 

la Universidad de León, España. 

 

 Estas bacterias fueron sembradas en TSB adicionado con un 0,6 % de 

extracto de levadura y se incubaron a 35ºC durante 24 horas. Transcurrido este 

tiempo 60 µL (que corresponde a una concentración de 105 ufc/mL) de bacterias 

patógenas crecidas en las condiciones antes descritas, fueron sembradas en 60 

mL de un cultivo semisólido, que en este caso fue TSB adicionado con 0.5 % de 

agar. Una sobre-capa de 5 ml del agar semisólido inoculado con el 

microorganismos patógeno se vertió sobre las placas de TSA +0.2% glucosa que 

contenían las BAL crecidas, y se incubaron a 30ºC por 24 horas. Finalmente, 

después de 24 horas de incubación las placas fueron revisadas para medir los 

halos de inhibición, tomando como un organismo inhibidor aquel que formo un 

halo igual a 1 mm de diámetro. 
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V. RESULTADOS Y DISCUSION 
 

5.1.- Recuentos de Presuntas Bacterias Acido Lácticas en Agar MRS 
 
 En la Tabla 3, se muestran los recuentos promedio de las bacterias 

mesófilas que crecieron en agar MRS, presuntas bacterias ácido lácticas (BAL), 

presentes en las distintas muestras de queso tipo Oaxaca elaborado 

artesanalmente. El recuento promedio de las BAL fue de 6.77±0.09 Log ufc/g. Así 

mismo, como podemos observar que los distintos quesos tuvieron un recuento 

similar. Estos resultados son coincidentes con los recuentos observados en 

nuestro laboratorio por Palacios (2006) (6.52 ufc/g) en queso Oaxaca de la región 

utilizando Agar LBS. 

 

Tabla 3. Recuento en Agar MRS (Log ufc/g) de quesos tipo Oaxaca elaborado 
 artesanalmente 
 

Industria Recuento medio Desviación 
I 6.66 0.33 
II 6.33 0.03 
III 6.86 0.03 
IV 6.81 0.01 
V 6.80 0.02 
VI 6.90 0.00 
VII 6.76 0.04 
VIII 6.84 0.00 

Total 6.77 0.09 
 

 Los valores obtenidos están por encima de los descritos para queso 

Mozzarella tradicional, también un queso fresco de pasta filata, que están en torno 

a 104-105 ufc/g en queso recién elaborado (Morea et al., 1999; Ercolini et al., 

2004). Según explican estos autores, el calentamiento de la cuajada durante el 

malaxado es el principal responsable de los bajos recuentos observados. Sin 

embargo, en el estudio de Gobbetti et al. (2002) sobre otro queso de pasta filata, 

el queso Caciocacallo, se observaron recuentos en torno a 106-107, más similares 
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a los del queso Oaxaca, en el primer día después de su elaboración; valores que 

experimentaron un ligero incremento (aproximadamente 1 ufc) a lo largo de los 60 

días de maduración. Las diferencias entre los recuentos encontrados podrían 

deberse principalmente a diferencias en la intensidad del tratamiento térmico – 

diferencias en los tiempos y temperaturas en el proceso de malaxado–. 

 

5.2.- Precaracterización de Bacterias Aisladas del Queso Tipo Oaxaca  
 
 En la Tabla 4, se pueden observar las principales pruebas preliminares de 

diferenciación de las bacterias aisladas en Agar MRS a partir de quesos 

elaborados con leche cruda. Se aislaron un total de 160 cepas de las cuales el 

49.4%, 61%, 49.4% fueron gram positivas, catalasa negativas y oxidasa negativas, 

respectivamente. Sólo 79 de 160 cepas estudiadas mostraron las características 

esenciales de las bacterias acido lácticas Gram +, catalasa -, oxidasa -. 

 

Tabla 4. Precaracterización de bacterias aisladas en Agar MRS a partir de queso 
 tipo Oaxaca elaborado con leche cruda. 
 

 

 

 
 

 

 Estas bacterias fueron utilizadas para las pruebas de identificación y estudio 

de sus propiedades antimicrobianas, aproximadamente la mitad de las colonias 

crecidas en medio MRS no se correspondieron a bacterias con las características 

típicas del grupo de las BAL gram +, catalasa – y oxidasa - 

 

5.3.- Identificación de Bacterias Ácido Lácticas por el Sistema Vitek 
 
 En la Tabla 5, se muestran los resultados de identificación de las cepas 

Gram +, catalasa – y oxidasa – aisladas en MRS de quesos tipo Oaxaca 

elaborados a partir de leche cruda asociados al sistema Vitek. En la tabla se 

 frecuencias
Gram + 79/160 

Catalasa - 98/160 
Oxidasa - 79/160 

Gram +, Catalasa – y oxidasa - 79/160 
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incluyen las pruebas preliminares requeridas antes de analizar las cepas por el 

sistema (morfología, actividad hemolítica y actividad gelatinasa), los resultados de 

la identificación – especie y bionúmero –, considerando en caso de que fuese 

indicado en el manual los resultados de diversas pruebas complementarias 

(crecimiento en presencia de sal, utilización del piruvato y movilidad). 

 
 En relación a las pruebas preliminares, el 88% de las cepas aisladas 

mostraron una forma de cocobacilos, solo 1 cepa presento una forma clara de 

bacilo y el resto se observaron en forma de cocos. Por otra parte, el 2 y el 4% 

mostraron actividad hemolítica y gelatinasa, respectivamente. Estas actividades se 

presentan en bacterias lácticas (BAL) que pueden ser consideradas como posibles 

patógenas, especialmente bacterias del género Enterococcus (Franz et al., 1999). 

 
 Las 79 cepas presuntas bacterias ácido lácticas, se agruparon en 54 

perfiles (correspondientes a 54 bionúmeros identificados por el sistema). De 

acuerdo a los perfiles derivados del sistema Vitek y considerando que la 

identificación a nivel de especie fue estadísticamente aceptada cuando la 

probabilidad de la misma obtenida por la base de datos superó el 95%; de las 

presuntas bacterias ácido lácticas, el 29% fueron adscritas a la especie 

Streptococcus equinus, el 14% a la especie Enterococcus durans, el 6% a la 

especie E. faecium, el 3% a la especie E. gallinarum, 1% a la especie S. mitis. 

 

 Sin embargo, el 47% de las cepas aisladas no pudieron ser adscritas a 

ninguna especie, frente a lo que se puede suponer que podrían pertenecer a los 

géneros Lactobacillus y Lactococcus (no recogidos en la base de datos). Este alto 

porcentaje de microorganismos no identificados también se puede deber a las 

limitaciones en la identificación que tiene del sistema Vitek, de forma que las 

pruebas obtenidas en las tarjetas GPI utilizadas no fueran suficientes para la 

discriminación de las cepas aisladas del queso tipo Oaxaca. 
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Tabla 5. Pruebas de caracterización e identificación de las cepas Gram positivas, catalasa negativas y oxidasa 
 negativas aisladas en Agar MRS a partir de quesos tipo Oaxaca elaborados con leche cruda, pruebas 
 preliminares, resultados de la identificación del sistema Vitek y pruebas complementarias#. 
 

 

  Pruebas preliminares Resultados del Vitek System Pruebas complementarias 
Perfil n Morfología Hemólisis Gelatinasa Identificación Probabilidad* Bionúmero NaCl Piruvato Movilidad

1 1 Cocobacilos - - Aerococcus 
spp./E. avium 53/32 77347230600 - ND ND 

2 1 Cocobacilos - - E. faecium 99 77367602610 + - ND 
3 1 Cocobacilos - - E. faecium 99 77367741710 + - - 
4 1 Cocobacilos - - E. faecium 95 77347720700 + - - 
5 1 Cocos - - E. faecium 95 77367700410 + - - 
6 1 Cocobacilos - - E. faecium 95 77365220510 + - - 

7 1 Cocos ND ND E. avium/E. 
faecium 89/10 77367733610 ND +/- +/- 

8 1 Cocobacilos - ND E.gallinarum 90 77365630600 + - + 
9 1 Cocobacilos - - E. gallinarum 97 76367774110 ND - + 

10 1 Cocobacilos - - E. durans 92 77341020400 ND ND ND 
11 1 Cocobacilos - - E. durans 93 77341230410 ND ND ND 
12 1 Cocobacilos - - E. durans 94 77361220600 ND ND ND 
13 1 Cocobacilos - - E. durans 99 77341200410 ND ND ND 
14 2 Cocobacilos - - E. durans 99 77341220410 ND ND ND 
15 5 Cocobacilos - - E. durans 99 77343200400 ND ND ND 
16 1 Cocobacilos - - E. durans 99 77343220400 ND ND ND 
17 1 Cocos - - E. durans 99 77343220410 ND ND ND 
18 1 Cocobacilos - - E. durans 99 77363220400 ND ND ND 

19 1 Cocobacilos - - E. durans/E. 
avium 41/24 77347320410 ND - - 

20 1 Cocos - + E. durans/E. 
faecium 74/22 77347221510 ND - - 

21 1 Cocobacilos - - E. faecalis 93 77341631610 ND ND ND 
22 1 Cocos - - E. gallinarum 99 75765771730 ND ND + 

23 1 Cocos - - E. gallinarum/E. 
avium 31/26 77367630400 ND ND ND 

24 1 Cocobacilos - - E. gallinarum/E. 
avium 92/4 77367731510 ND ND ND 
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Continuación 

 

# Pruebas recomendadas por el proveedor para completar la identificación del sistema Vitek: crecimiento en NaCl al 6.5%, permite diferenciar entre Enterococcus “+” y 
Streptococcus “-”; fermentación de piruvato, permite diferenciar entre E. faecium “-“ y E. avium “+”; movilidad, expresión motil en el medio Motility Test Medium a 30ºC, permite 
diferenciar entre E. faecium “-“ y E. gallinarum “+” 
* Probabilidad normalizada en porcentaje de la fiabilidad de la identificación proporcionada por el sistema Vitek 
ND: No determinado (estas pruebas solo se realizaron en caso de que se indicara su realización en el manual del sistema Vitek) 

25 1 Cocobacilos - - E. gallinarum/E. 
casseliflavus 93/5 76365370330 ND ND ND 

26 1 Cocobacilos - - NI  76345634210 ND ND ND 
27 1 Cocobacilos - - NI  77343621710 ND ND ND 
28 1 Cocobacilos - - NI  77777731700 ND ND ND 
29 2 Cocobacilos - - S. equinus 95 74141000000 ND ND ND 
30 1 Bacilos - - S. equinus 96 76341020400 ND ND ND 
31 1 Cocobacilos - - S. equinus 97 74141020400 ND ND ND 
32 1 Cocos - - S. equinus 98 74341020000 ND ND ND 
33 1 Cocobacilos + + S. equinus 98 76141000400 ND ND ND 
34 1 Cocobacilos ND ND S. equinus 99 54341220400 ND ND ND 
35 2 Cocobacilos - - S. equinus 99 74141000400 ND ND ND 
36 1 Cocobacilos - - S. equinus 99 74341000000 ND ND ND 
37 2 Cocobacilos - - S. equinus 99 74341000400 ND ND ND 
38 2 Cocobacilos - - S. equinus 99 74341020400 ND ND ND 
39 2 Cocobacilos - - S. equinus 99 74341200400 ND ND ND 
40 4 Cocobacilos - - S. equinus 99 74341220400 ND ND ND 
41 1 Cocobacilos - - S. equinus 99 74341220410 ND ND ND 
42 2 Cocobacilos - - S. equinus 99 76341000400 ND ND ND 
43 6 Cocobacilos - - S. equinus 76/15 76341220400 ND ND ND 
44 3 Cocobacilos - - S. equinus/S. constellatus 88/11 76341200400 ND ND ND 
45 1 Cocobacilos - - S. equinus/S. acidominimus 53/24 76141000000 ND ND ND 
46 1 Cocobacilos - - S. equinus/S. agalactiae 87/12 74141000010 ND ND ND 
47 1 Cocos - +/- S. equinus/S. agalactiae 88/8 76141020410 ND ND ND 
48 2 Cocobacilos - - S. equinus/S. constellatus 80/17 76141020400 ND ND ND 
49 1 Cocobacilos - - S. equinus/S. intermedius 88/4 75341020400 ND ND ND 
50 4 Cocobacilos ND - S. equinus/S. salivarius 93/2 75141000400 ND ND ND 
51 1 Diplococos - - S. mitis/S. oralis 93/3 53043010000 ND ND ND 
52 1 Cocobacilos + - S. mitis/S. oralis 95/3 51043010000 ND ND ND 
53 1 Cocobacilos - - S. uberis/E. gallinarum 77/12 77365630400 ND ND ND 
54 1 Cocobacilos - - S. uberis/S. mutans 72/12 75367430400 ND ND ND 
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5.4.- Perfiles Bioquimicos de las Presuntas BAL Aisladas del queso Tipo 
Oaxaca Detectados en el Sistema Vitek 
 
 En la Tabla 6, se muestran los perfiles bioquímicos y los bionúmeros de 

las presuntas bacterias ácidos lácticos aislados del queso tipo Oaxaca de acuerdo 

al sistema Vitek. En resumen, las cepas aisladas crecieron generalmente en 

presencia de los antibióticos optoquina (100%), novobiocina (100%) y bacitracina 

(95%). El 100% de las cepas fermentaron la glucosa, el 97% crecieron a 

temperaturas de 10 y 40 ºC y el 78% crecieron a altas concentraciones NaCl (6%), 

que son características fenotípicas propias de las bacterias lácticas, 

especialmente lactobacilos y enterococos (Kandler, O., y N. Weiss, 1986). 

Además, el 86% hidrolizaron la esculina. Por otra parte, la mayoría de las cepas 

aisladas no presentaron actividad ureasa (98.7%), arginina descarboxilasa 

(97.4%) y no fermentaron el pullulano (97.4%) y la xilosa (97.4%). Para el resto de 

las pruebas hubo mayor variabilidad entre las cepas estudiadas. 

 

 Las pruebas fenotípicas basadas en las características morfológicas, 

fisiológicas y en los patrones de fermentación de carbohidratos, crecimiento en 

presencia de inhibidores, etc., obtenidas en sistemas rápidos de identificación 

como el Vitek, el sistema API (BioMérieux), etc., son utilizadas en los análisis de 

rutina de la identificación de las BAL u otros grupos bacterianos. Sin embargo, 

estos sistemas presentan limitaciones importantes, como son el elevado número 

de cepas no identificadas, 60% o más según los trabajos de Corsetti et al., (2001) 

y Muyanja et al., (2003), la baja reproductibilidad y resolución taxonómica (muchas 

veces solo se consigue identificar a nivel de género), además la información de 

cómo están hechas las bases de datos algunas veces es escasa y está mal 

documentada (Temmerman et al., 2004). Su utilización radica sobre todo en su 

bajo costo, comparado con el costo de los sistemas de identificación más eficaces 

basados en la genómica o proteómica. 
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 En cualquier caso, las especies identificadas por el Vitek en el queso 

Oaxaca pertenecieron fundamentalmente a los géneros Streptococcus y 

Enterococcus. Estos géneros han sido descritos por varios autores entre los 

géneros más frecuentementes en quesos de pasta filata elaborados con leche 

cruda: Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus y Lactobacillus (Del Prato, 1996; 

Morea et al., 1998 y 1999; Papademas y Robinson, 2000; Coppola et al., 2001; 

Gobbetti et al., 2002; Piraino et al., 2005; De Angelis et al., 2006). La ausencia de 

lactobacilos y lactococos en esta identificación con el sistema Vitek está sin duda 

relacionada con el hecho de que las especies de los mencionados géneros no se 

encuentran en la base de datos del mencionado sistema. 

 

 En los estudios anteriormente mencionados sobre quesos de pasta filata y 

en relación con los enterococos, en concordancia con nuestros resultados se ha 

observado frecuentemente la presencia de E. fecales, E. durans, E. faecium. No 

obstante, respecto a los Streptococcus, al comparar las especies identificadas en 

el queso Oaxaca con el sistema Vitek con las especies identificadas en resultados 

en los otros quesos de pasta filata, sorprende la excesiva cantidad de S. equinus, 

cuando la especie más frecuente en los otros quesos es S. thermophylus. Esta 

discrepancia tal vez se deba a las limitaciones en la identificación del sistema 

Vitek en cuanto a la adscripción a especie (o incluso a género), ya que la base de 

datos del sistema Vitek está especialmente desarrollada para detectar 

estreptococos de muestras de origen clínico. 
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Tabla 6. Perfiles bioquímicos de los distintos bionúmeros detectados en el sistema Vitek  
 

Bionúmero 
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51043010000 - + + - - - - - - - + + + - - - - + - - - - - - - - - - 
53043010000 - + + + - - - - - - + + + - - - - + - - - - - - - - - - 
54341220400 - + - - + + + - - - + + - - - + - - + - - - - - - + - - 
74141000000 + + - - + + - - - - + + - - - - - - - - - - - - - - - - 
74141000010 + + - - + + - - - - + + - - - - - - - - - - - - - - + - 
74141000400 + + - - + + - - - - + + - - - - - - - - - - - - - + - - 
74141020400 + + - - + + - - - - + + - - - - - - + - - - - - - + - - 
74341000000 + + - - + + + - - - + + - - - - - - - - - - - - - - - - 
74341000400 + + - - + + + - - - + + - - - - - - - - - - - - - + - - 
74341020000 + + - - + + + - - - + + - - - - - - + - - - - - - - - - 
74341020400 + + - - + + + - - - + + - - - - - - + - - - - - - + - - 
74341200400 + + - - + + + - - - + + - - - + - - - - - - - - - + - - 
74341220400 + + - - + + + - - - + + - - - + - - + - - - - - - + - - 
74341220410 + + - - + + + - - - + + - - - + - - + - - - - - - + + - 
75141000400 + + + - + + - - - - + + - - - - - - - - - - - - - + - - 
75341020400 + + + - + + + - - - + + - - - - - - + - - - - - - + - - 
75367430400 + + + - + + + - - + + + + + - - + + + - - - - - - + - - 
75765771730 + + + - + + + + - + + + - + + + + + + + + - - + + + + + 
76141000000 + + - + + + - - - - + + - - - - - - - - - - - - - - - - 
76141000400 + + - + + + - - - - + + - - - - - - - - - - - - - + - - 
76141020400 + + - + + + - - - - + + - - - - - - + - - - - - - + - - 
76141020410 + + - + + + - - - - + + - - - - - - + - - - - - - + + - 
76341000400 + + - + + + + - - - + + - - - - - - - - - - - - - + - - 
76341020400 + + - + + + + - - - + + - - - - - - + - - - - - - + - - 
76341200400 + + - + + + + - - - + + - - - + - - - - - - - - - + - - 
76341220400 + + - + + + + - - - + + - - - + - - + - - - - - - + - - 
76345634210 + + - + + + + - - - + + - + - + + + + - - - + - + - + - 
76365370330 + + - + + + + - - + + + - + + + - + + + - - - + + - + + 
76367774110 + + - + + + + - - + + + + + + + + + + + - - + + - - + - 
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Continuación                             
77341020400 + + + + + + + - - - + + - - - - - - + - - - - - - + - - 
77341200410 + + + + + + + - - - + + - - - + - - - - - - - - - + + - 
77341220410 + + + + + + + - - - + + - - - + - - + - - - - - - + + - 
77341230410 + + + + + + + - - - + + - - - + - + + - - - - - - + + - 
77341631610 + + + + + + + - - - + + - - - + + + + - + - - - + + + - 
77343200400 + + + + + + + - - - + + + - - + - - - - - - - - - + - - 
77343220400 + + + + + + + - - - + + + - - + - - + - - - - - - + - - 
77343220410 + + + + + + + - - - + + + - - + - - + - - - - - - + + - 
77343621710 + + + + + + + - - - + + + - - + + - + - + - - + + + + - 
77347221510 + + + + + + + - - - + + + + - + - - + - + - - + - + + - 
77347230600 + + + + + + + - - - + + + + - + - + + - - - - - + + - - 
77347320410 + + + + + + + - - - + + + + + + - - + - - - - - - + + - 
77347720700 + + + + + + + - - - + + + + + + + - + - - - - + + + - - 
77361220600 + + + + + + + - - + + + - - - + - - + - - - - - + + - - 
77363220400 + + + + + + + - - + + + + - - + - - + - - - - - - + - - 
77365220510 + + + + + + + - - + + + - + - + - - + - - - - + - + + - 
77365630400 + + + + + + + - - + + + - + - + + + + - - - - - - + - - 
77365630600 + + + + + + + - - + + + - + - + + + + - - - - - + + - - 
77367602610 + + + + + + + - - + + + + + - + + - - - - - - - + + +  
77367630400 + + + + + + + - - + + + + + - + + + + - - - - - - + - - 
77367700410 + + + + + + + - - + + + + + + + + - - - - - - - - + + - 
77367731510 + + + + + + + - - + + + + + + + + + + - + - - + - + + - 
77367733610 + + + + + + + - - + + + + + + + + + + - + + - - + + + - 
77367741710 + + + + + + + - - + + + + + + + + - - + + - - + + + + - 
77777731700 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - + - - + + + - - 

 
BAC, Bacitracina; OPT, Optoquina; HCS, Hemicelulosa; 6NC, Cloruro de sodio al 6%; 10B, 10% Bilis; 40B, 40% Bilis; ESC, Esculina; ARG, 

Arginina; URE, Urea; TZR; Rojo de tetrazolium; NOV, Novobiocina; DEX, Dextrosa; LAC, Lactosa; MAN Manitol; RAF, Rafinosa; SAL, 

Salicina; SOR, Sorbitol; SUC, Sacarosa; TRE, Trehalosa; ARA, Arabinosa; PYR, Piruvato; PUL, Pullulan; INU, Inulina; MEL, Melibiosa; 

MLZ, Melezitosa; CEL, Celobiosa; RIB, Ribosa; XYL Xilosa.  

+ Actividad o crecimiento                                             - Ausencia de actividad o crecimiento 



Resultados y Discusión 
 

 36

5.5.- Identificación de Bacterias Ácido Lácticas Mediante la Técnica de 
Ribotipado 
 
 Debido al alto número de cepas no identificadas por el sistema Vitek, se 

decidió utilizar un método genético de identificación, el Ribotipado, sobre una cepa 

representativa de cada uno de los bionúmeros que obtuvieron menos de un 95% 

de probabilidad en la fiabilidad de identificación con el mencionado sistema (Tabla 

5). 

 

 En las tablas 7 a 26 se muestran los perfiles electroforéticos obtenidos por 

la técnica molecular de Ribotipado para las cepas que no se identificaron por el 

sistema Vitek con un porcentaje de probabilidad > al 95%, indicándose el 

bionúmero correspondiente, el resultado de la identificación en el que se muestran 

las especies con mayor índice de similitud y dicho índice –comprendido entre 0 y 

1. 

 

 Respecto al índice de similitud, de acuerdo a las especificaciones del 

método, se consideró que la confiabilidad de la identificación fue aceptable con un 

índice superior a 0.85 y no aceptable con un índice igual o inferior a 0.85. En el 

primer caso, se adscribió la bacteria problema a la especie con mayor similitud y 

en el segundo caso, a la bacteria problema se le clasificó como no identificada. 

 

 Con el Ribotipado y de acuerdo a lo anteriormente explicado se identificaron 

10 cepas de las 19 analizadas. Un total de 9 cepas fueron adscritas a la especie 

Lactobacillus plantarum (Tablas 8-9, 11, 16, 17, 18, 19, 24 y 26) y una cepa más 

fue identificada como Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (Tabla 10). 

 

 En el resto de las tablas se muestran los perfiles electroforéticos obtenidos 

por el Ribotipado de las cepas aisladas del queso tipo Oaxaca que mostraron una 

similitud < 0.85. Entre los resultados de las cepas clasificadas por el ribotipado 

como no identificadas con mayor índice de similitud, los resultados indicaron que 

una cepa tenía una similitud de 0.81 con Leuconostoc argentinum (Tabla 7), dos 
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con Lactobacillus brevis con una similitud de 0.68 (Tabla 20 y 22), tres con 

Lactobacillus plantarum con una similitud de 0.68, 0.82 y 0.81 (Tablas 21, 23y 25), 

respectivamente. 

 

Tabla 7. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionúmero 53043010000 
 

 

 

Tabla 8. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionúmero 77361220600 
 

 

 

Tabla 9. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionúmero 77367630400 
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Tabla 10. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionúmero 76345634210 
 

 

 

Tabla 11. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionúmero 77365630600 
 

 

 

Tabla 12. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionúmero 77341020400 
 

 

 

Tabla 13. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionúmero 76141000000 
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Tabla 14. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionúmero 76141020400 
 

 

 

Tabla 15. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionúmero 76141020410 
 

 

 

Tabla 16. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionúmero 74141000010 
 

 

Tabla 17. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionúmero 77347320410 
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Tabla 18. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionúmero 76341220400 
 

 

 

Tabla 19. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionúmero 75367430400 
 

 

 

Tabla 20. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionúmero 77777731700 
 

 

 

Tabla 21. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionúmero 77365630400 
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Tabla 22. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionúmero 77347230600 
 

 

 

Tabla 23. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionúmero 77367731510 
 

 

 

Tabla 24. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionúmero 77347221510 
 

 

 

Tabla 25. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionúmero 75141000400 
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Tabla 26. Resultados del Ribotipado para la cepa con bionúmero 77341230410 
 

 

5.6.- Resumen de Identificación Obtenido por el Ribotipado 
 Un resumen de los resultados del Ribotipado para aquellas cepas que 

presentaron una fiabilidad de identificación en el  sistema Vitek menor al 95 % se 

muestra en la Tabla 27. Como era de esperar y debido a la ausencia del género 

Lactobacillus en la base del sistema Vitek, el 52% de las cepas fueron adscritas al 

género Lactobacillus, en concreto a las especies Lactobacillus plantarum y 

Lactobacillus paracasei, supsb. paracasei. 

 

 En concordancia con este estudio, Lactobacillus plantarum es una de las 

especies que con mayor frecuencia ha sido aislada en quesos de pasta filata semi-

blandos, por ejemplo, Mozzarella, Caciocavallo Podolico, Halloumi (Villani et al., 

1991; Morea et al., 1998; Papademas y Robinson, 2000; De Angelis et al., 2006). 

Sin embargo, ese microorganismo no ha sido aislado en otros quesos de pasta 

filata como el queso Grana,  que es un queso de pasta cocida en el que se 

aislaron principalmente la especie Latobacillus helveticus (Parente et al., 1998) y 

el queso Mozzarella elaborado con leche de búfala en donde se aislaron 

principalmente Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis, Lactobacillus 

delbrueckii y Lactobacillus crispatus (Ercolini et al., 2001). 

 

 Posiblemente la presencia de – L. plantarum – puede estar relacionada con 

las temperaturas de elaboración del queso o con el tipo de leche utilizada como lo 

han observado Papademas and Robinson (2000), quiénes encontraron especies 

de bacterias ácido lácticas distintas dependiendo de la especie de la cual se 

obtuvo la leche utilizada. 
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 La presencia de L. plantarum y L. casei subsp. casei han sido observadas 

por Morea et al., (1998) en la cuajada del queso Mozzarella después del fundido, 

así mismo, la primera especie fue la única especie bacteriana encontrada en el 

queso después de 24 h a 4ºC, estos resultados son similares a los encontrados en 

este estudio mediante el Ribotipado. 

 

 Por otra parte, el 48% de las cepas analizadas por el Ribotipado no fueron 

identificadas (Tabla 25). Aunque el Ribotipado es una técnica con alto poder de 

discriminación para la identificación de microorganismos, su eficiencia depende 

del número y tipo de enzimas de restricción utilizadas, así como las sondas de 

rADN utilizadas para hibridar con una secuencia de ADN específica del 

microorganismos a identificar (Temmerman et al., 2004), posiblemente, sea este el 

caso, debido a que en esta identificación se utilizó únicamente la enzima EcoRI, lo 

implicó una menor eficiencia del método. 
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Tabla 27. Resultados de los análisis de identificación obtenidos mediante el 

 Ribotipado* para cepas pertenecientes a aquellos bionúmeros que 

 presentaron una fiabilidad de identificación del sistema Vitek inferior al 95% 

 

Bionúmero del Vitek Identificación por Ribotipado 
 Especie Fiabilidad % 

53043010000 NI - 
74141000010 Lb. plantarum 91 
75341020400 NI - 
75367430400 Lb. plantarum 89 
76141000000 NI - 
76141020400 NI - 
76141020410 NI - 
76341200400 NI - 
76341220400 Lb. plantarum 90 
76345634210 Lb. paracasei 88 
77341020400 NI - 
77341230410 Lb. plantarum 91 
77347221510 Lb. plantarum 87 
77347230600 NI - 
77347320410 Lb. plantarum 95 
77361220600 Lb. plantarum 87 
77365630400 NI - 
77365630600 Lb. plantarum 90 
77367630400 Lb. plantarum  - 
77367731510 NI - 
77777731700 NI - 
751410000400 NI - 

 
* 85% es la fiabilidad mínima aconsejada en el Ribotipado para poder asignar a una especie con 
una certeza aceptable. 
- fiabilidad del Ribotipado < 85%  
 

5.7 -Adscripción a Especie de las Bacterias Aisladas en el Queso Tipo 
Oaxaca 
 
 En la Tabla 28 muestra los resultados conjuntos de adscripción a especie 

de las bacterias aisladas en MRS a partir del queso tipo Oaxaca elaborado con 

leche cruda, utilizando los dos sistemas de identificación, el sistema Vitek y el 

Ribotipado. El 55% de las cepas fueron identificadas por el sistema Vitek, 11% por 

la técnica del Ribotipado y el 34% no fueron identificadas por ninguno de los 

métodos utilizados. 
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 Las 42 cepas identificadas por el sistema Vitek  fueron adscritas a las 

siguientes especies: Streptococcus equinus (23 cepas), Enterococcus durans (11), 

Enterococcus faecium (5), Enterococcus gallinarum (2) y Streptococcus  mitis (1). 

Mientras que por la técnica del Ribotipado se adscribieron a las especies 

Lactobacillus plantarum (9) y Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (1). El resto 

de cepas (27), pertenecientes a 14 bionúmeros del Vitek, no fueron identificadas. 

 

 El número de cepas no identificadas en este estudio ha sido superior a 

otros estudios donde se realiza el análisis de fragmentos específicos en el gen 

16S rDNA (Morea et al., 1998; Ercolini et al., 2001; Gobbetti et al., 2002). Con la 

utilización de esta metodología basada en ese gen o bien con la utilización de 

enzimas específicos en la técnica del Ribotipado podrían haberse obtenido una 

identificación más fiable. Para demostrar este hecho se requeriría de estudios 

comparativos entre métodos. 

 
Tabla 28. Adscripción a especie de las cepas bacterianas aisladas en Agar MRS 
 de muestras de queso tipo Oaxaca elaborado con leche cruda 
 (identificadas en el sistema Vitek ≥ (95%), y el Ribotipado ≥ (85%). 
 

Número 
cepas 

Especie Sistema de 
identificación 

Fiabilidad % 

23 S. equinus VITEK 95-99 
9 Lb. plantarum Ribotipado  87-95 
11 E. durans VITEK 99 
5 E. faecium VITEK 95-99 
2 E. gallinarum VITEK 97-99 
1 Lb. paracasei Ribotipado 88  
1 S. mitis VITEK 95 
27 No identificados*   

77377230600, 77367733610, 77341020400, 77341631610, 77367630400, 
77367731510, 76365370330, 77343621710, 77777731700, 76341200400, 
76141000000, 76141020410, 76141020400, 75341020400 

 

En caso de cepas no identificadas con las fiabilidades indicadas se muestra en la última fila los 

bionúmeros de las mismas según el sistema VITEK 

≥ Mayor o igual  
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5.8.- Actividad antimicrobiana de algunas cepas aisladas del queso tipo 
Oaxaca 
 
 En la tabla 29, se muestra la actividad antimicrobiana de las cepas 

bacterianas aisladas del queso tipo Oaxaca frente a diferentes microorganismos 

patógenos, observándose que el 100% de las cepas inhibieron al menos un 

microorganismo patógeno. 

 
 De un total de 47 cepas estudiadas, el 87% de las bacterias acido lácticas 

fueron capaces de inhibir a Listeria inocua, el 76 % a Bacillus cereus y a la cepa 

de Staphylococcus aureus denominadas por la colección del Departamento de 

Higiene y Tecnología (DHT) de la Universidad de León, España como S. aureus 

S181 el 80%, a la cepa de S. aureus S361 el 72%, a la cepa de S. aureus S192 el 

68%, a la cepa de S. aureus S13  el 64 % y a la cepa de S. aureus S9 el 34 %. 

 
 La inhibición de las bacterias ácido lácticas puede deberse por una parte a 

la producción de diversos compuestos derivados de su metabolismo, por ejemplo 

ácido láctico, peroxido de hidrogeno, etc. (Klaenhammer, T. R. 1993). Por otra 

parte, se sabe que algunas cepas de BAL son capaces de producir bacteriocinas, 

compuestos peptídicos que inhiben de forma específica el crecimiento bacteriano 

(Helander et al., 1997). 

 
 Diversos autores han observado, el efecto inhibidor de las BAL debido a la 

producción de bacteriocinas frente a microorganismos patógenos o alterantes 

similares a los ensayados en este estudio como es el caso S. aureus y B. cereus 

(Muñoz et al., 2004; Ananou et al., 2005; Grande et al., 2005). Según los 

anteriores autores es frecuente encontrar BAL en quesos de leche cruda 

productoras de bacteriocinas. 

 
 No obstante lo dicho, en este estudio no se pudo saber el origen de la 

inhibición pues no se determinó qué tipo de compuesto la produjo – no se ha 

estudiado la naturaleza del compuesto inhibidor, siendo esta una tarea 

programada para estudios posteriores. 
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Tabla 29. Actividad antimicrobiana de algunas cepas aisladas en Agar MRS a partir de queso tipo Oaxaca frente a diversos 

 microorganismos patógenos. 

Bionumero  S. aureus B.cereus L. inocua 
 S9 S13 S181 S192 S361   
53043010000 - + + + - - - 
74141000010 + + + + - + + 
75141000400 - - - + +* + + 
75141000400 + + + + + - + 
75141000400 + + + + - + + 
75141000400 - - + + + + +* 
75341020400 - - + - - - - 
75367430400 - - + + + + ++ 
76141000000 - - + + + + + 
76141020400 + + + + + - + 
76141020400 - - +* +* + + +* 
76141020410 - + + + + + + 
76341200400 + + + - + + + 
76341200400 - - + + + + + 
76341220400 + + + + + + + 
76341220400 - - - - - - + 
76341220400 - + + + + + + 
76341220400 - - + + + + + 
76341220400 - + +* + - - + 
76341220400 - + +* ++ + + + 
76345634210 + + + + + - + 
76367774110 - + + - - - - 
77341020400 - + + + + + + 
77341200410 - + - - - - + 
77341220410 - - - - - - + 
77341220410 - - +* + + + +* 
77341230410 - - +* + - +* + 
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Continuación        
77341631610 - + +* ++ + + + 
77343200400 + + + - + + + 
77343200400 + + + - + + + 
77343200400 + + ++ - + + - 
77343200400 - - - - - + - 
77343220400 + + - - + + - 
77343621710 - + - + + + + 
77347221510 - + + + + + + 
77347230600 - - + + + + + 
77347320410 - + + ++ + + + 
77347720700 ++ + + ++ + + + 
77361220600 - ++ + ++ + + + 
77365630400 - - + + + + + 
77365630600 + - + - + + + 
77367602610 - + - - - - + 
77367630400 - + - + - + + 
77367700410 + + + + + + + 
77367731510 - + + + + + + 
77367741710 + + + - + + + 
77777731700 + - + - + + + 
 
 - Ausencia de actividad microbiana  (sin halo) 

+* Halo difuso 

+ Actividad microbiana con un halo ≥1mm 

++ Actividad microbiana con un  halo ≥ 2mm 
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VI. CONCLUSIONES 
 

 La flora láctica del queso Oaxaca elaborado con leche cruda ha sido 

caracterizada.  

 

 Los principales géneros de BAL identificados en el queso Oaxaca elaborado 

con leche cruda con el sistema Vitek fueron: Streptococcus equinus (23 cepas), 

Enterococcus durans (11), Enterococcus  faecium (5),  Enterococcus gallinarum 

(2) y Streptococcus  mitis (1) y ii) con la técnica del Ribotipado aplicada a las 

cepas no identificadas con el sistema anterior: Lactobacillus plantarum (9) y 

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (1). 

 

 No fueron identificadas 27 cepas por ninguno de los dos métodos 

empleados en este estudio debido a las limitaciones de los métodos. 

 

 Respecto a la presencia de S. equinus, debido a que no ha sido detectado 

en quesos de pasta filata por otros autores y a las limitaciones del sistema Vitek, 

podríamos suponer que puede haber error de identificación, por lo que se 

requeriría estudiar estas cepas mediante metodología genética. 

 

 La mayoría de las bacterias ácido lácticas estudiadas mostraron un efecto 

inhibidor frente a los microorganismos  patógenos ensayados en este estudio, 

especialmente inhibieron a Listeria inocua y Bacillus cereus. 

 

 Este es el primer estudio que se ha hecho con el fin de buscar un cultivo 

iniciador que utilice bacterias autóctonas para queso Oaxaca. Además, este 

trabajo que ha consistido en caracterizar las BAL presentes en el queso tiene la 

utilidad de conocer qué géneros y en qué proporción podrían incluirse en dicho 

cultivo iniciador. 
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Se recomienda realizar posteriores estudios con el fin de conocer la evolución de 

la flora láctica durante el proceso de elaboración, conservación del queso, la 

aptitud tecnológica de las cepas aisladas y su capacidad de producción de 

bacteriocinas.
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VII. ANEXOS 
 

ESPECIFICACIONES DEL USO DE LAS TARJETAS GPI (identificación de 
gram positivos) RECOGIDAS EN EL MANUAL DE REFERENCIA DE 
MICROBIOLOGIA DEL SISTEMA VITEK 
 
Anexo 1. Bacterias Gram positivas  que se encuentran recogidas en la base de 

datos del sistema Vitek 
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Anexo 2. Pruebas bioquímicas obtenidas en las tarjetas GPI  
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Anexo 3. Test complementarios (GPI) para obtener una identificación a nivel 
especie  
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Anexo 4. Bacterias Ácido Lácticas que se Encuentran Recogidas en la Base 
de Datos del Ribotipado 
 

ENTEROCOCCUS LACTOBACILLUS
 

LACTOCOCCUS
 

STREPTOCOCCUS
 

Enterococcus 
avium 
 

Lactobacillus 
acetotolerans 

Lactococcus 
garvieae 
 

Streptococcus 
agalactiae 
 

Enterococcus 
casseliflavus 
 

Lactobacillus 
acidophilus 

Lactococcus 
lactis 
 

Streptococcus 
anginosus 
 

Enterococcus 
cecorum 

Lactobacillus agilis Lactococcus 
lactis ss. 
cremoris 
 

Streptococcus bovis 
 

Enterococcus 
dispar 
 

Lactobacillus 
alimentarius 

Lactococcus 
lactis ss. lactis 
 

Streptococcus 
constellatus 
 

Enterococcus 
durans 
 

Lactobacillus  
 
amylophilus 

Lactococcus 
piscium 
 

Streptococcus 
cristatus 
 

Enterococcus 
faecalis 
 

Lactobacillus 
amylovorus 

Lactococcus 
plantarum 
 

Streptococcus 
downei 
 

Enterococcus 
faecium 
 

Lactobacillus 
animalis 

Lactococcus 
raffinolactis 
 

Streptococcus 
dysgalactiae ss. 
equisimilis 

Enterococcus 
flavescens 
 

Lactobacillus 
aviarius ss. 
araffinosus 

 Streptococcus equi 
ss. Equi     

Enterococcus 
gallinarum 
 

Lactobacillus 
aviarius ss. 
aviarius 

 Streptococcus equi 
ss. zooepidemicus 

Enterococcus 
hirae 

Lactobacillus 
bifermentans 

 Streptococcus 
intermedius 

Enterococcus 
malodoratus 
 

Lactobacillus 
bifermentans 

 Streptococcus mitis 
 

Enterococcus 
mundtii 
 

Lactobacillus 
brevis 

 Streptococcus 
mutans 
 

Enterococcus 
pseudoavium 
 

Lactobacillus 
buchneri 

 Streptococcus oralis
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Enterococcus 
raffinosus 
 

Lactobacillus casei  Streptococcus 
parasanguinis 
 

Enterococcus 
saccharolyticus 
 

Lactobacillus casei 
ss. casei 

 Streptococcus 
pneumoniae 
 

Enterococcus 
species 
 

Lactobacillus 
catenaformis 

 Streptococcus 
pyogenes 
 

Enterococcus 
sulfureus 
 

Lactobacillus 
collinoides 

 Streptococcus 
salivarius 
 

 Lactobacillus 
coryniformis 

 Streptococcus 
species 
 

 Lactobacillus 
coryniformis ss. 
coryniformis 

 Streptococcus 
thermophilus 
 

 Lactobacillus 
coryniformis ss. 
torquens 

 Streptococcus 
uberis 
 

 Lactobacillus 
crispatus 

 Streptococcus 
vestibularis 
 

 Lactobacillus 
curvatus 

  

 Lactobacillus 
curvatus ss. 
curvatus 

  

 Lactobacillus 
cypricasei 

  

 Lactobacillus 
delbrueckii 

  

 Lactobacillus 
delbrueckii ss. 
bulgaricus 

  

 Lactobacillus 
delbrueckii ss. 
delbrueckii 

  

 Lactobacillus 
delbrueckii ss. 
lactis 

  

 Lactobacillus equi   
 Lactobacillus 

farciminis 
  

 Lactobacillus   
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fermentum 
 Lactobacillus 

fructivorans 
  

 Lactobacillus 
gallinarum 

  

 Lactobacillus 
gasseri 

  

 Lactobacillus 
graminis 

  

 Lactobacillus 
hamsteri 

  

 Lactobacillus 
helveticus 

  

 Lactobacillus 
hilgardii 

  

 Lactobacillus 
homohiochii 

  

 Lactobacillus 
intestinalis 

  

 Lactobacillus 
jensenii 

  

 Lactobacillus 
johnsonii 

  
 

 Lactobacillus 
kefiranofaciens ss. 
kefiranofaciens 

  

 Lactobacillus 
kefiranofaciens ss. 
kefirgranum 

  

 Lactobacillus kefiri   
 Lactobacillus 

kimchii 
  

 Lactobacillus 
lindneri 

  

 Lactobacillus 
malefermentans 

  

 
 

Lactobacillus mali   

 Lactobacillus 
murinus 

  

 Lactobacillus oris   
 Lactobacillus 

parabuchneri 
  

 Lactobacillus 
paracasei 

  

 Lactobacillus   
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paracasei ss. 
paracasei 

 Lactobacillus 
paracasei ss. 
tolerans 

  

 Lactobacillus 
parakefiri 

  

 Lactobacillus 
paraplantarum 

  

 Lactobacillus 
pentosus 

  

 Lactobacillus 
plantarum 

  

 Lactobacillus 
pontis 

  

 Lactobacillus 
reuteri 

  

 Lactobacillus 
rhamnosus 

  

 Lactobacillus 
ruminis 

  

 Lactobacillus sakei   
 Lactobacillus sakei 

ss. sakei 
  

 Lactobacillus 
salivarius ss. 
salicinius 

  

 Lactobacillus 
sanfranciscensis 

  

 Lactobacillus 
sharpeae 

  

 Lactobacillus 
species 

  

 Lactobacillus 
suebicus 

  

 Lactobacillus 
vaccinostercus 

  

 Lactobacillus 
vaginalis 

  

 Lactobacillus zeae   
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