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RESUMEN. La produccién de queso artesanal en México iguala o supera a la produccion formal,
aproximadamente por cada 100 L de leche de bovino se obtienen 10 kg de queso y 90 L de
lactosuero, este residuo es considerado como contaminante por su alta carga organica que ademas
favorece el desarrollo de Enterococcus. En este trabajo se identificaron Enterococcus en muestras
de lactosuero de cuatro localidades en Puebla. Se aislaron bacterias Gram positivas, catalasas
negativas, con capacidad para crecer a diferentes temperaturas (10, 40 y 45 °C), valores de pH (9.2
y 9.6), y concentracién de NaCl (4 y 6.5%). Se hicieron pruebas de PCR de punto final para confirmar
la deteccidn de Enterococcus faecium (19 cepas) y Enterococcus faecalis (seis cepas) en lactosuero
de tres localidades, estos resultados sugieren que es necesario una mejor vigilancia sanitaria del
lactosuero, para evitar la proliferacidon de microorganismos potencialmente patdgenos.
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ABSTRACT. Mexico’s cheese artisanal production is similar or higher than industrial production,
approximately 100 L cow’s milk are used to made 10 Kg of cheese and 90 L of whey, that could be
considered like an environmentally harmful by product because it has a high content of organic
matter that promotes the growth and development of Enterococcus. In this study, Enterococcus
strains were identified in whey from four locations of Puebla. Bacterial gram positive were isolated,
furthermore their metabolism shown negative catalase, growth at different temperature (10, 40
and 45 °C), pH values (9.2 and 9.6) and NaCl concentrations (4 and 6.5%). Endpoint PCR tests were
made to confirm detection of Enterococcus faecium (19 strains) and Enterococcus faecalis (six
strains) in whey from three locations, these results suggest that a better sanitary control of whey
is necessary to avoid the proliferation of potentially pathogenic microorganisms.
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INTRODUCCION

México es uno de los productores de leche mds importantes en el mundo. La produccién
de leche bovina en 2022 fue de 13 mil 105 millones de litros a nivel nacional, que lo ubican como
el décimo quinto lugar entre los paises con mayor produccién de leche bovina; mientras que en el
estado de Puebla la produccion de leche fue de 456 mil 601 litros (SIAP 2023). De los cuales el 23%
fue utilizada por la industria quesera, pero este porcentaje corresponde a la industria formal, ya
que es dificil cuantificar la participacién de los negocios que fabrican queso de forma artesanal
(Gonzalez-Cérdova et al. 2016, Mazorra-Manzano y Moreno-Hernandez 2019).

En México, el tipo de queso de fabricacidn tradicional que mas se consume es el fresco,
cuya demanda representa alrededor del 80% (Gonzalez-Cérdova et al. 2016). Otras variedades de
igual importancia, por el alto consumo entre la poblacidn, son el queso Panela y el queso Oaxaca
también llamado Quesillo, y en menor escala el requesén (Torres-Llanez et al. 2006, Caro et al.
2020). La mayoria de estos quesos artesanales son elaborados con leche cruda de vaca, aunque en
el caso de queso panela también se utiliza leche de oveja, cabra o una mezcla de las tres (Gonzalez-
Cérdova et al. 2016). El uso de leche sin pasteurizar para la fabricacién de estos tipos de queso
hace que el lactosuero generado durante el proceso tenga una variedad de bacterias acido lacticas
no iniciadoras (BAL-Ns) llamadas asi porque no fueron adicionadas deliberadamente, es decir, son
de origen autdctono que cuando forman parte del queso otorgan sabores, texturas y olores
caracteristicos al producto (Bettera et al. 2023, Buchanan et al. 2023). La importancia de este tipo
de queserias se debe a que aproximadamente el 70% de los quesos mexicanos son producidos de
forma artesanal por industrias micro, pequefias o medianas, ubicadas en rancherias y pequefios
pueblos con métodos rusticos, generalmente carentes de un control de calidad estricto y que
muchas veces presentan incumplimiento de la Norma Oficial Mexicana NOM-121-SSA1-1994 que
recomienda el uso de leche pasteurizada para la fabricacidon de queso (Torres-Llanez et al. 2006,
Gonzalez-Cérdoba et al. 2016, Metz et al. 2020) y la NOM-243-SSA1-2010 que indica las
especificaciones sanitarias que deben cumplir los derivados lacteos en su elaboracién (Rivera-de-
la-Cruz et al. 2017, Rangel-Ortega et al. 2023). El principal subproducto generado durante la
fabricacién de quesos es el lactosuero, que en la mayoria de los casos se vierte como efluente,
considerando que el 90% de la leche que se usa para fabricar queso se convierte en lactosuero, su
produccidén se torna relevante (Asas et al. 2021). El lactosuero es un liquido translucido, verdoso,
obtenido por separacion del codgulo de leche, después de la precipitacion de las proteinas,
principalmente caseina, durante la elaboracién de queso, contiene proteina sérica, lactosa,
minerales y grasa, es decir, aproximadamente el 55% de los sdlidos de la leche y dependiendo del
método usado para la precipitacion de la caseina se clasifican en suero dulce y suero acido (Rocha-
Mendoza et al. 2020). El suero dulce es generado cuando se utilizan enzimas (cuajo, quimosina o
renina) para la separacion del codgulo de la leche durante la elaboracién tradicional de queso
fresco, panela, de pasta cocida o prensada (vaca) y quesos de ovejas; se caracteriza por ser pobre
en acido lactico, en calcio, fésforo y con pH mayor a 6.0. El suero acido es resultado de la separacién
de la caseina por la adicion de acidos organicos (acido citrico, acético o lactico), la fermentacion de
la lactosa con bacterias acido lacticas (BAL) autéctonas de la leche utilizada o con cultivos
iniciadores (Rocha-Mendoza et al. 2020). El lactosuero genera un serio problema ambiental por su
alta carga organica, su demanda bioquimica de oxigeno (DBO) de 35 000 mg L y la demanda
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quimica de oxigeno (DQO) de 68 000 mg L por cada 100 L de suero, representa un nivel de
contaminacién equivalente a las aguas residuales producidas por 45 personas al dia (Asas et al.
2021). Pero no es el Unico problema, también puede ser fuente de bacterias como Enterococcus
faecium y Enterococcus faecalis, que a pesar de su baja virulencia, son responsables de infecciones
nosocomiales, involucradas en una gran variedad de cuadros clinicos relacionados con infecciones
del tracto urinario, abdominal, pélvico y pueden presentar resistencia a antibidticos como la
vancomicina (Terzi¢-Vidojevi¢ et al. 2021, Davis et al. 2022). Las bacterias pertenecientes al género
Enterococcus son parte de la microbiota secundaria de quesos de elaboracién tradicional debido a
su ubicuidad y capacidad para crecer en ambientes acidos y salinos; ademas, los componentes de
alto valor nutricional del lactosuero lo hacen un medio apropiado para el desarrollo de
Enterococcus (Rabaioli et al. 2019, Song et al. 2022, Dosuky et al. 2022, Marasco et al. 2022, Bettera
et al. 2023). Segun Li C et al. (2020) se estima que la produccién anual del lactosuero en todo el
mundo es de 1.15 x 108 a 1.40 x 102 toneladas, con un aumento cada afio del 1 al 2%, por lo que
se han propuesto varias alternativas para el aprovechamiento de tan grandes cantidades de este
residuo lacteo (Asas et al. 2021, Park et al. 2021), una de ellas es el consumo humano, como fuente
de proteina y lactosa, sin embargo, es de interés monitorear la presencia de microorganismos
potencialmente dafiinos para evitar enfermedades en la poblacién que consuma tales productos
(Asunis et al. 2020, Decadt et al. 2023). Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue
determinar la presencia de especies de Enterococcus de relevancia ambiental y clinica a partir de
muestras de lactosueros de quesos de produccion artesanal de las localidades de Chipilo, Cholula,
Nealtican, y Santa Ana Xalmimilulco en el estado de Puebla.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

La investigacion se llevd a cabo en los laboratorios de microbiologia y biologia molecular de
la Universidad Politécnica de Puebla. Se recolectaron 36 muestras de lactosuero de queserias
artesanales de las localidades de Chipilo, Cholula, Nealtican y Santa Ana Xalmimilulco en el estado
de Puebla. Las localidades fueron consideradas por su alta producciéon en queso fresco, panela,
quesillo y requesdn, debido a que son los quesos de mayor consumo por la poblacién aledaiia. Los
lactosueros se clasificaron dependiendo del tipo de queso por el cual se originaron. Aquellos
lactosueros cuyos productores no establecieron claramente el tipo de queso que lo origind, se
denominaron como lactosueros mixtos de queserias. El muestreo se realizé de acuerdo con la
norma NMX-F-285-1977 que hace referencia a la toma y transporte de muestras de alimentos para
su analisis microbiolédgico. Los lactosueros fueron recolectados en recipientes estériles,
transportados y almacenados a temperatura de refrigeracion de 2 a 8 °C hasta su procesamiento.

Aislamiento de BAL

Todas las muestras se inocularon en agar Man Rogosa y Sharpe (MRS marca DIFCO),
primero se realizaron diluciones seriadas de cada muestra hasta 1072 en solucién salina isotdnica
al 0.85%, se utilizaron 50 uL como indculo y se distribuyeron por estria masiva en placas P100 con
el agar mencionado, posteriormente se incubaron a 37 °C por 24 h. La purificacién se llevé a cabo
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eligiendo colonias aisladas semejantes en morfologia a las BAL, pequefias, blanquecinas o
transparentes, con forma circular, borde entero, y con didmetro de aproximadamente 1 mm para
la resiembra. Las bacterias purificadas con morfologia de cocos Gram positivos y catalasa
negativos, se aislaron en medio soélido MRS (DIFCO). Los cultivos puros se conservaron por
congelacion a -20 °C en medio liquido MRS con glicerol al 20%.

Caracterizacion fenotipica

Las colonias puras, se evaluaron siguiendo el criterio de Ludwig et al. (2009) para
discriminar a los Enterococcus del resto de las BAL. Se realizaron pruebas de crecimiento a
diferentes temperaturas (10, 40 y 45 °C), valores de pH (9.2 y 9.6) y concentraciones de NaCl (4 y
6.5%) en caldo MRS a 37 °C por 48 h. Se utilizé el agar KF (Kenner Fecal) Streptococcus base (Merk),
este medio contiene azida de sodio para inhibir el crecimiento de bacterias Gram negativas y
purpura de bromocresol como sustancia indicadora que cambia a amarillo en condiciones acidas,
adicionalmente el medio se preparé con cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) que tifie de rojo a
las colonias capaces de reducir el TTC, como en el caso de los Enterococcus. Los microorganismos
aislados se inocularon en el medio de lactosa azul de china (Merk Millipore) para verificar si eran
capaces de producir acido lactico a partir de lactosa, las cepas que presentaron esta propiedad
crecieron como colonias de un color azul intenso. Para la prueba de asimilacién de azlcares se
utilizé como medio de cultivo base, el caldo rojo fenol conteniendo diferentes carbohidratos al 1%:
lactosa, xilosa, sacarosa, maltosa, ribosa, fructosa y glucosa (Sigma-Aldrich). La produccién de CO»
se observé mediante el uso del caldo rojo fenol (Merk) con glucosa y campana Durham. La prueba
de movilidad se realiz6 en medio MIO (BD BIOXON). También se incluyé la prueba de citrato,
prueba de hemdlisis en agar sangre y crecimiento en manitol (BD BIOXON). Todas las pruebas se
incubaron a 37 °C por 24 h.

Identificacion molecular

La extraccidon de ADN, se realizd a partir de un cultivo de 24 h de células bacterianas
inoculadas en 5 mL de caldo MRS e incubadas a 37 °C. El rompimiento de la membrana celular se
llevd a cabo con Bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB) segun Doyle et al. (1987) con las
modificaciones necesarias para la extraccion de ADN bacteriano. La biomasa obtenida se incubd a
65 °C por 30 min con 1 mL de la solucién amortiguadora de extraccién (CTAB 2%: Tris-HCI, EDTA,
pH 8; NaCl, 2-mercaptoetanol). Para precipitar las proteinas se afiadid cloroformo-alcohol
isoamilico. A partir de la fase acuosa se precipitaron los acidos nucleicos con isopropanol frio. El
precipitado de ADN se lavd con etanol al 70%, se solubilizé en agua libre de nucleasas y se
almacend a -20 °C hasta su uso. La verificacién de la calidad y peso molecular del ADN se realizd
por electroforesis en geles al 0.8 y 1.5% (m/v) de agarosa (promega) tefiidos con bromuro de etidio
(0.2 pg mL?) para ADN gendmico y para productos de PCR, respectivamente. Para el registro de
los geles se usé un fotodocumentador UVP photoDoc-it, Imaging System. Se llevd a cabo la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) con el sistema comercial TopTaq® Master Mix Kit (Qiagen) para
PCR. Cada tubo de reaccidn contenia 12.5 pL de Top Tag Mix, 1 uL de cada iniciador, 2-3 uL de ADN
y agua libre de nucleasas a un volumen final de 25 pL. La amplificacién de las secuencias
nucleotidicas utilizadas para la caracterizacién molecular se realizé por PCR. La reaccion se dispuso
en un termociclador Bio-Rad MyCycler bajo el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 94 °C
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por 2 min, 30 ciclos conformados por tres etapas, desnaturalizacidon a 94 °C por 1 min, hibridacién
por 1 min en un rango de 46 a 60 °C dependiendo de cada par de iniciadores, polimerizacién por 1
min a 72 °C, y una extension final a 72 °C por 1 min. Los productos de la PCR fueron analizados
mediante una cdmara de electroforesis (Modelo Mini-Sub® Cell GT Bio-rad) en un gel de agarosa
al 2% utilizando 1.3 pL de la solucién de azul de bromofenol por cada de 5 uL de muestra. El voltaje
de corrida fue de 100 v por 30 min.

RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de 36 muestras de lactosuero se purificaron 89 cepas de cocos Gram positivas,
catalasa negativas, fermentadores de lactosa, todas con caracteristicas generales de BAL, de estas
cepas solamente 33 demostraron capacidad de soportar temperaturas de incubacién de 45 °C,
crecimiento en medios con azida de sodio como el agar KF, crecimiento a pH 9.6 y halotolerancia
moderada (NaCl al 4%), el resto de las cepas se descartaron por no cumplir con los criterios
fenotipicos de la poblacién objetivo. Estos criterios han sido utilizados por varios autores para la
identificacidon preliminar de Enterococcus en quesos de leche bronca (Murugesan et al. 2018,
Margalho et al. 2020, Terzi¢-Vidojevi¢ et al. 2021), en leche de camella (Hawaz et al. 2016)
lactosuero (De-Sousa et al. 2020), muestras de agua (Davis et al. 2022) y ambientales (Domig et al.
2003). La Tabla 1 contiene los resultados de las pruebas fenotipicas realizadas a los 33 aislados
presuntivos, todas las cepas resultaron negativas a motilidad y hemdlisis, lo que indica que son
bacterias no filamentosas y no secretan hemolisinas, por esta razén no causan la lisis de glébulos
rojos denotando inocuidad en las cepas aisladas. Segun Georges et al. (2022) la secrecion de
hemolisinas en microorganismos de este género ha sido relacionada con alta toxicidad en
infecciones humanas. Todos los aislados tornaron el medio acido al degradar ribosa, fructosa y
glucosa, pero ninguna de las cepas produjo CO; al metabolizar la glucosa, lo cual coincide con lo
publicado por Domig et al. (2003) quienes indican que el metabolismo de este grupo de bacterias
es homofermentativo y utilizan la via de Embden-Meyerhof-Parnas para producir acido lactico sin
descarboxilacion a partir de glucosa. Los resultados obtenidos en el perfil de fermentacién de
carbohidratos coinciden con Dosuky et al. (2022) quienes identificaron E. faecalis, E. faecium y E.
hirae en lactosuero de queso salado. La determinacidn de la especie se realizd segun el criterio del
manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey (Ludwig et al. 2009) y de acuerdo con los resultados
se agruparon en 3 especies. Las bacterias positivas a hidrdlisis de citrato y a la reduccién de TTC se
clasificaron como E. faecalis. Debido a que la capacidad de hidrolizar citrato indica la presencia de
la enzima citrasa y esta altamente valorada en la produccién de quesos madurados debido a que
mejora el olor y sabor (Terzi¢-Vidojevié et al. 2021). El resultado negativo a la produccion de acido
a partir de sacarosa y manitol es propio de E. durans, sin embargo, la fermentacion de maltosa
para ésta misma especie tuvo resultados que no concordaron con la referencia.
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Tabla 1. Resultados de las pruebas fenotipicas de las cepas aisladas de lactosuero.

E. faecium E. faecalis E. durans Enterococcus sp.

Ludwig Cepas Ludwig Cepas Ludwig Cepas Ludwig Cepas

Prueba fenotipica (2009)  aisladas  (2009)  aisladas  (2009)  aisladas  (2009) aisladas

movilidad - - - - - - - -
hemdlisis d - - - D - D ND
Citrato - - + + _ _

CO: con Glucosa - - - - - - - -

Crecimiento:
alo°C + d + - + - + -
a40°C + + + + +
ad5°C + + + + + + d +
enpH9.2 + + + +
enpH 9.6 + + + + d
en 4% NaCl + + + +
en 6.5% NaCl + + + d + d d -
Con Azida de sodio + + + + + + + +
Reduccién de TTC - - + d - -
Produccién de 4cido con:
Lactosa + + + + + + + +
Maltosa + d + + + - + +
Xilosa - - - - - - R d
Sacarosa d + + d - - ¥
fructosa + + + + + d + +
Ribosa + + + d + d + +
Glucosa + + + + + + + +
manitol d + + ND - - ND

+,90% 0 mas cepas son positivas; -,90% o mas cepas son negativas; d, 11-89% de las cepas son positivas;
ND, no determinada.

Las bacterias incapaces de reducir el TTC en agar KF, y con capacidad de producir acido por
la fermentaciéon de sacarosa y manitol se clasificaron como E. faecium (Tabla 1). El desarrollo de
Enterococcus a temperaturas de 10 °C es tipico de este grupo, aunque varias cepas de E. faecalis y
E. Durans aisladas en este trabajo no presentaron esa caracteristica. Al respecto, Hawaz et al.
(2016) también reportaron cepas de E. faecalis y E. casseliflavus en leche de camella sensibles a
temperaturas frias, incapaces de crecer a 10 °C. Las especies identificadas aqui, coinciden con las
reportadas por Quillama et al. (2020), quienes caracterizaron cepas de Enterococcus Unicamente
por métodos fenotipicos a partir de quesos artesanales de Perd, encontrando principalmente E.
faecium (38 cepas), E. durans (dos cepas), y E. faecalis (una cepa), pero no lograron discernir la
especie de 27 cepas de Enterococcus aisladas; por ello es importante la caracterizacion molecular.
En el presente trabajo, los resultados de algunas pruebas fenotipicas generaron ambigliedad,
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como la reduccion de TTC y la produccién de acido con manitol, por lo que no fueron utiles para
asignar la especie por lo que se realizd la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) para confirmar
la identidad de las cepas. En la Tabla 2 se muestran los iniciadores utilizados en la PCR de punto
final para determinar el género (16S rRNA) y la especie (Ecium, VanC1, E1 y E2, DuHi y Du). Los
resultados de la PCR 16SrRNA confirmaron el género Enterococcus para los 33 microorganismos
aislados. Los oligonucledtidos 16S rRNA fueron disefiados y utilizados por Yean et al. (2007) para
identificar al género Enterococcus en muestras clinicas con una especificidad del 100%.

Tabla 2. Iniciadores utilizados para la determinacion de género y especie en Enterococcus.
Nombre del Tamafio del

iniciador Region amplificada Secuencia 5’-3 producto (pb) Referencia
16SrRNA-F 16S rRNA AGGGGATAACACTTGGAAACA
1128 pb Yean et al. 2007
16SrRNA-R Enterococcus sp. TTCGCGACTCGTTGTACTTC
Ecium-F CGCAGAGCATGAAGTGTCCA
ddl E. faecium 557 pb Yean et al. 2007
Ecium-R2 CTTCTCGG CTGCTTTTGTA
CiF VanC1 GGTATCAAGGAAACCTC Dutka-Malen et al. 1995
822 pb )
CR E. gallinarum CTTCCGCCATCATAGCT Alves et al. 2009
E:F ATCAAGTACAGTTAGTCTT ~
dd| E. faecalis 941 pb D”“X"I Malen Ietz(gbgggs
E:R ACGATTCAAAGCTAACTG ves et al.
DuHiF TTATGTCCCAGTATTGAAAAATCAA
ddl E. durans 187 pb Knijff et al. 2001
DuR TGAATCATATTGGTATGCAGTCCG

Diversos autores han resuelto la especie secuenciando una fraccion del gen ARNr 16S
(Olvera-Garcia et al. 2017, Dosuky et al. 2022, Marasco et al. 2022), sin embargo, para algunas
especies de este género no es suficiente esta comparacién debido a que la identidad podria ser
mayor o igual a 99.8% entre ellas para esta region de ADN (Ludwig et al. 2009). Por ello, también
se utilizd PCR especifica de especie y se amplificaron los genes que codifican ligasas D-alanina:D-
alanina (ddl) para E. faecium, E. faecalis y E. durans, ademas la secuencia VanC1 especifica para E.
gallinarum debido a que han sido Utiles para la especiacidon de Enterococcus en muestras clinicas
(Dutka-Malen et al. 1995, Knijff et al. 2001, Yean et al. 2007, Alves et al. 2009) y alimentarias como
la leche pasteurizada (Nasiri et al. 2022). Mediante el ensayo de PCR especifica se caracterizé a 19
cepas como E. faecium (Figura 1A, 1By 1C), 6 como E. faecalis (Figura 1E, 1F) y 4 como E. durans
(Figura 1D). Estos resultados coinciden con los trabajos de varios autores que han caracterizado la
microbiota de quesos fabricados con leche cruda de vaca encontrando a E. faecium como especie
dominante, seguida de E. faecalis y E. durans en productos lacteos (Torres-Llafiez et al. 2006,
Quillama et al. 2020), por ello se estima que la misma poblacidn microbiana estaria presente en el
lactosuero de quesos elaborados con leche sin pasteurizar.
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Figura 1. PCR especifica para determinar la especie de Enterococcus. M: marcador de peso molecular 100 pb.
(Promega) A), B y C) Amplificacidn del gen ddl de E. faecium (557 pb). Cepas C2, C4, C5, C7, C9, C10, C13, C14, B1, B3,
B6, B7, B8, B9, B13, B15, B16, C15, C16 resultaron positivas para E. faecium. D) Amplificacién del gen dd/ de E. durans
(187 pb). Cepas B2, B4, B5 resultaron positivas para E. durans. E) y F) Amplificacién del gen ddl de E. faecalis (941 pb).
Cepas B10, B11, B12, C3, C3, C17 resultaron positivas para E. faecalis.

En estudios donde se caracterizaron bacterias acido lacticas no iniciadoras (BAL-Ns) en
quesos mediterrdneos y quesos brasilefios, se ha encontrado que una tercera parte de ésta
poblacion estd formada por Enterococcus (Margalho et al. 2020, Terzic-Vidojevic et al. 2021) los
ensayos moleculares del presente trabajo, confirman lo anterior, ya que partiendo de 89 BAL
aisladas, 37% de ellas son Enterococcus, se asigno la especie a 29 de estas cepas utilizando la PCR
pero no fue posible distinguir la especie de las cepas B14, C1, C8 y C12; sin embargo, de acuerdo
al perfil fenotipico, se infiere que podrian ser E. casseliflavus, ya que los resultados de pruebas
fenotipicas son similares a los publicados por Hawaz et al. (2016). Las muestras con la mayor
cantidad de cepas aisladas fueron las del lactosuero mixto, probablemente a que proceden de
establecimientos donde elaboraban productos como quesillo, queso fresco, queso panela y
requeson, principalmente, y es una mezcla de lactosueros acidos y dulces (Tabla 3). La alta
incidencia de cepas de Enterococcus en subproductos lacteos y alimentos fermentados sugieren
que este género tiene un papel importante como BAL-Ns en el proceso de desarrollo del sabor y
aroma durante la elaboracion de quesos, debido a ciertas caracteristicas metabdlicas como la
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produccién de enzimas proteoliticas y lipoliticas, asi como la produccién de diacetilo a partir de
citrato (Centeno et al. 2022).

Tabla 3. Cepas de Enterococcus aislados del lactosuero de distintas localidades de Puebla

. Origen del . Identificacién de Total de cepas aisladas
Localidad Cepas aisladas . .
lactosuero especies por PCR por origen del lactosuero
Chipilo Mixto B1,83,89 E. faecium E. faecium (9)
E. faecalis (3)
B2 E. durans E. durans (1)
Enterococcus sp. (2)
B10 E. faecalis
Cholula Mixto B12 E. faecalis
B13,B15,C16 E. faecium
B14 Enterococcus sp.
sta. /-}na? Mixto C1 Enterococcus sp.
Xalmimilulco
C2,C13,C14 E. faecium
c3 E. faecalis
Chipilo Quesillo B4,B5 E. durans E. faecium (3)
E. durans (2)
Sta. Ana 7,9, C15 E. faecium Enterococcus sp. (1)
Xalmimilulco
c8 Enterococcus sp.
Chipilo Queso fresco B6 E. faecium E faecium (7)
E. faecalis (2)
B11 E. faecalis
Cholula B7,B8,B16,C4,C5 E. faecium
C6 E. faecalis
Nealtican c10 E. faecium
Nealtican Panela c11 E. durans E. durans (1)
Enterococcus sp. (1)
C12 Enterococcus sp.
Cholula Requeson c17 E. faecalis E. faecalis (1)

() nimero de cepas aisladas

Los resultados, indican que en 3 de las 4 localidades analizadas se detectd la presencia de
E. faecalis, hallazgo que comUnmente se considera como contaminacioén fecal, principalmente por
que Enterococcus se encuentran entre los patégenos nosocomiales mas comunes que pueden
causar infecciones y enfermedades importantes (Almeida-Santos et al. 2021, Rangel-Ortega et al.
2023), pero muchos estudios han informado que esta ocurrencia no siempre estd relacionada con
la contaminacion, y que las cepas nosocomiales son diferentes a las cepas de Enterococcus
presentes en alimentos y lactosuero. Un ejemplo, de estas diferencias es que algunas cepas como
E. faecium M74, E. faecium SF-68, E. faecalis Symbioflor se incluyen en productos medicinales o
alimenticios como probidticos siendo eficaces y seguros (Braiek et al. 2019). Las enterocinas son
en gran parte las moléculas responsables del efecto probidtico de Enterococcus, el microorganismo
completo se aplica en el tratamiento y/o prevencién de enfermedades humanas y animales, como
el alivio de los sintomas del sindrome del intestino irritable, la diarrea provocada por antibidticos
y la prevencion de diferentes afecciones intestinales en humanos, animales de granja y mascotas.
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Las enterocinas son bacteriocinas, péptidos con actividad antimicrobiana que han tomado interés
como alternativa a los antibidticos, por ello, el negocio de las bacteriocinas es importante y tiene
altas expectativas de crecimiento (Kasimin et al. 2022). Con respecto a la nisina, primera
bacteriocina en ser comercializada, se espera que abarque un mercado de 553 millones de ddlares
para 2025. El queso mexicano también se estudia como fuente de probidticos, se han reportado
bacteriocinas como la Pediocina PA-1 que se aislé del queso Cotija, del estado de Michoacdn,
ademas E. durans 41D que produce Duracin GL que se aislé de muestras de queso mexicano (Trejo-
Gonzdlez et al. 2022). En las muestras de lactosuero de las 4 localidades analizadas en Puebla se
aislaron 89 bacterias acido lacticas de las cuales 33 fueron caracterizadas como del género
Enterococcus, la especie mayoritaria fue E. faecium, seguida de E. faecalis y en tercer lugar E.
durans. Para cuatro cepas no se determind la especie. Hace falta una legislacién apropiada para
diferenciar entre cepas de Enterococcus patdgenas y cepas seguras, con la finalidad de promover
en productores y consumidores la aceptacién de cepas seguras como candidatas potenciales para
aplicaciones utiles y benéficas como probidticos. Lo anterior, contribuye a revalorizar el lactosuero
como una fuente de beneficios para la salud y evitar desecharlo al ambiente.
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