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Resumen

La investigacion de los probidticos en el Ecuador es un tema poco discutido, sin
embargo, son conocidas las caracteristicas de mejora para la salud. El desarrollo de la
investigacion se centra en la caracterizacion de los microorganismos benéficos de
muestras de leche del Canton Cayambe por medio de aislamiento en medios de cultivo
MRS Y AN en anaerobiosis y pruebas de lacto-fermentacion. Las especies fueron
sometidas a pruebas bioquimicas (tincion gram, catalasa, oxidasa, hemolisis). Los
géneros identificados como Bacillus, Lactobacillus y Lactoccoccus, se les realizd una
extraccion y purificacion de ADN por el método de lisis alcalina y SDS, ademas de
una amplificaciébn molecular con primers especificos de la region 16S del ARN
ribosomal. La secuenciacion fue llevada a cabo con la ayuda de la agencia
MACROGEN, y la identificacion de las especies con ayuda de la base de datos NCBI,
de la cual resultaron 10 especies bacterianas acido lacticas con caracteristicas
probidticas. Las 6 especies bacterianas diferentes fueron evaluadas en medios de
cultivo modificado para comprobar su resistencia como probiéticos, del cual las
bacterias Bacillus cereus, Lactobacillus delbreukii, Lactobacillus casei fueron las que
mejor tolerancia a pH, temperatura, sales biliares y NaCl tuvieron, ademas de una clara
competencia contra las especies S. marcences y E. coli. Las caracteristicas de
tolerancia a medios de cultivo modificados permiten sugerir que los probidticos
identificados podrian ser utilizados en la industria para mejorar la dieta de los animales

por medio de balanceados.

Palabras clave: Probioticos, leche bovina, lacto-fermentacién, PCR.



Abstract

The investigation of the probiotics in Ecuador is a little discussed topic, nevertheless,
the characteristics of improvement for the health are known. The development of the
research focuses on the characterization of the beneficial microorganisms of milk
samples from the Cayambe Canton by means of their isolation in MRS and AN culture
media in anaerobiosis and lacto-fermentation tests. The species were subjected to
biochemical tests (gram stain, catalase, oxidase, hemolysis). The genera identified as
Bacillus, Lactobacillus and Lactoccoccus were subjected to an extraction and
purification of DNA by the alkaline lysis and SDS method, as well as a molecular
amplification with specific primers of the 16S region of the ribosomal RNA. The
sequencing was carried out with the help of the MACROGEN agency, and the
identification of the species with the help of the NCBI database, which resulted in 10
bacterial lactic acid species with probiotic characteristics. The 6 different bacterial
species were evaluated in modified culture media to check their resistance as
probiotics, of which bacteria Bacillus cereus, Lactobacillus delbreukii, Lactobacillus
casei were the best tolerance to pH, temperature, bile salts and NaCl had, in addition
to a clear competition against S. marcences and E. coli species. The characteristics of
tolerance to modified culture media suggest that the identified probiotics could be used
in the industry to improve the diet of animals through balanced.

Key words: Probiotics, bovine milk, lacto-fermentation, PCR.



Introduccion

En la actualidad la reciente preocupacién mundial sobre asuntos de salud, el
crecimiento acelerado de la poblacion mundial y las exigencias de alimentacion ha
derivado en otras alternativas, entre ellos los probidticos, debido a sus multiples
aplicaciones como medicina preventiva en el campo agricola (Rodriguez, 2012, pag.
7), ya que este tipo de microorganismos, segun la FAO/OMS y ONU (2001) citado
por Martinez & Pel&ez (2012): Los probidticos son definidos como microorganismos
vivos que suministrados en cantidades adecuadas son una alternativa al uso de los
antibidticos y otorgan beneficios para la salud del huésped (pag. 1), por lo que se
buscan sistemas mejorados de produccion donde los alimentos sean méas sanos y
también permitan obtener altas producciones con una adecuada sostenibilidad
econdmica, principalmente en la crianza de animales, haciendo viable la incorporacion
de estos microorganismos en una dieta alimentaria que estimulan el fortalecimiento de
la flora intestinal, limitando el crecimiento de organismos patdgenos y beneficiando al

sistema inmune de los animales bajo crianza (Arteaga, 2015, pag. 1).

Es importante saber que en el Ecuador segin indica ElI Universo (2015) “Las
inclemencias del clima y las enfermedades son situaciones que por afios han afectado
al ganado en el pais y que han contribuido con la tasa de morbilidad y mortalidad de
la especie de los vacunos. Ademas, es dificil que los bovinos adultos alcancen un peso
ideal de 1.000 a 1.200 Ib, pues en época seca bajan a unas 700 u 800 Ib, ya que en
temperaturas muy altas el animal se fatiga y solo se alimenta de 4 y 6 horas (las
primeras de la mafiana y las Ultimas de la tarde). También, adquieren enfermedades

que proliferan en invierno como diarreas, gastrointestinales, pulmonares o parasitosis”

(pag. 1).



Arteaga (2015) indica tambien que “los animales de granja son muy susceptibles a
desbalances bacterianos en el tracto digestivo, lo que conduce a una insuficiente
conversion de los nutrientes y al retardo del crecimiento. Para contrarrestar estas
dificultades, ocurri6 por afios que las dietas se suplementaban con antibi6ticos que son
efectivos en la disminucién de diarreas, al igual que funcionaban como promotores del
crecimiento. Sin embargo, su uso indiscriminado trae como consecuencia que cepas
bacterianas patogenas desarrollen resistencia a los antibidticos que se usan para

controlarlas” (pag. 1).

A pesar que en el Ecuador no existen estudios significativos vale recordar que otras de
las aplicaciones que se les han dado a los probidticos a nivel mundial son: Las
actividades antialérgicas contra la diarrea, infecciones urinarias, cancer de colon,
reducir el uso de promotores de crecimiento en animales (Rodriguez, 2012, pag. 8),
mejorar la alimentacion de los humanos o animales y también evitar enfermedades

causadas por patdgenos entéricos (Jurado, Calpa, & Chaspuengal, 2014, pag. 1).

Siendo el origen principal de su eficacia en tantas aplicaciones, al habitad natural de
los probidticos es el sistema gastro intestinal, razon por la que han sido aislados de
intestinos y heces animales, aguas contaminadas, leche y otros alimentos fermentados

(Guevara, y otros, 2017, pag. 1).

Otros estudios se ha realizado en Cuba, donde “son numerosos los resultados con el
uso de probidticos; en este sentido, la Estacion Experimental de Pastos y Forrajes Indio
Hatuey desde el afio 2012, desarrolla un programa de investigacion para evaluar el
efecto que ejercen los probidticos de la Firma Francesa Sorbial S.A.S. en el valor

nutritivo de las dietas y en la respuesta animal, los cuales estan formados por una



mezcla de cepas seleccionadas de Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus

rhamnosus ” (Sanchez, Lamela, & Ldépez, 2015, pag. 184).

Milian (2014) menciona que “se aislaron e identificaron cepas de Bacillus spp.
tomadas de: heces de bovino, contenido del ciego de pollos, jugo de tomate alterado y
mezcla de suelo con sangre bovina, para la elaboracion de bio-preparados probi6ticos

con posibilidades de uso en animales de interés zootécnico” (pag. 2).

Segun Arteaga (2015) “Algunas experiencias practicas en la provincia de Manabi
evidencian un comportamiento productivo satisfactorio. Es el caso de la utilizacion de
probidticos en gallinas ponedoras, en las que el porcentaje de postura, huevos alojados
por ave por semana y conversion en huevos por kg de alimento consumido, fue
superior al tradicional. Similar comportamiento se ha observado en cerdos lactantes
cuando se incorpor6 el Lactobacillus salivarius C65, obteniéndose animales con

mayor aumento de peso luego de 5 semanas” (pag. 1).

Los probidticos de mayor conocimiento comercial; pertenecen a las especies
Bifidobacterium (adolescentis, animalis, bifidum, breve y longum) y Lactobacillus
(acidophilus, casei, fermentum, gasseri, johnsonii, reuteri, paracasei, plantarum,

rhamnosus y salivarius) ( Simone, 2018, pag. 2).

Los productos probidticos pueden contener una o varias especies de los
microorganismos identificados como tal, ello conjuntamente con la microflora
intestinal conforman una barrera contra los microorganismos patégenos (Kerry, y

otros, 2018, pag. 1).



Por lo antes mencionado, la presente investigacion tuvo como objetivo caracterizar
bacterias acido-lacticas nativas de muestras de leche bovina del canton Cayambe con
potencial probidtico en animales; ademas se aislaron bacterias &cido-lacticas de
muestras de leche lacto-fermentadas, aplicando técnicas microbioldgicas
convencionales y se identificaron los microorganismos aislados mediante
caracterizacion morfoldgica, pruebas bioquimicas y moleculares para finalmente ser
evaluada la capacidad probiotica de las bacterias acido lacticas aisladas mediante

diferentes pruebas de laboratorio.



Capitulo 1

Marco Conceptual

1.1. Problemética

Segun lo que menciona Meza (2014) “En el Ecuador, se hace uso indiscriminado e
irresponsable de antibidticos, principalmente en la ganaderia, sea en su alimentacién o
contra enfermedades, originando resistencia bacteriana frente a los antibioticos; y a su
vez problemas de riesgo, debido a que constituyen un reservorio de organismos
resistentes, capaces de infectar al hombre, por otro lado, hay que considerar que la
ingestion de alimentos que contienen residuos de antibidticos, consiguen originar en
el hombre reacciones de alergia o hipersensibilidad, ademéas de la transferencia
indirecta de genes resistentes, mismos que pueden generar graves intoxicaciones
alimentarias, que no se combaten féacilmente con medicamentos, asi como

enfermedades que suponen una amenaza para la vida” (pag. 3).

Siendo realmente una gran problematica para el Ecuador, considerando que la
ganaderia ha sido tradicionalmente un sector clave para la economia nacional aportado
alrededor del 7,59 % del Producto Interno Bruto (PIB) del pais (Méas Leche-Centro de
la Industria Lactea, 2017, pag. 1). Por lo tanto una buena alimentacion segin Cueva
(2014) es uno de los factores que determinan el éxito de la explotacion ganadera, mejor
sanidad, mayor incidencia en la produccion y de reproduccién del ganado lechero (pag.

18).



1.2. Importancia de los probi6ticos

La crianza eficiente de las terneras como futuras productoras de leche, es uno de los
principales objetivos de la ganaderia, sin ello no sera posible asegurar el sostenimiento

de la produccién ni el crecimiento del rebafio (Cueva, 2014, pag. 18).

Segun Rosmini, et. al (2004) indica que “el ganado bovino a partir de su nacimiento
entra en contacto con los microorganismos del medio ambiente que colonizan su
cuerpo. El aparato digestivo se recubre de microorganismos que se desarrollan
naturalmente en ese habitat, ademéas cada especie animal presenta una composicién
distinta y especifica de microbiota intestinal. El uso de los microorganismos con
capacidad probidtica es una alternativa terapéutica para el tratamiento y prevencién de

algunas patologias animales” (pags. 182,183,185).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (2016) la crianza de animales libres
de promotores de crecimiento es el objetivo primordial debido a que microrganismos
patdgenos van cada vez adquiriendo mayor resistencia a los antibidticos (pags. 638-

639).

En la Unién Europea desde el 2006 se exige la disminucion de los antibidticos y
cambiar a una alternativa mas natural que permita el incremento de la proteina, que
sustente un cuidado adecuado de los animales y al mismo tiempo garantice la

seguridad alimentaria (Benoit & Catherine, 2013, pégs. 284-292).

En los paises desarrollados es muy comun observar al ganado con un cuidado estricto
en su dieta, sin embargo, en paises menos desarrollados la crianza se lo realiza con

residuos de cultivos, el pastoreo, entre otros productos agroindustriales muy ricos en



fibra, pero bajos en nitrdgeno dando como resultado que se sintetice menos acido graso

y como consecuente la pérdida de productividad (Simone, 2018, pags. 1-9).

El rumen de los animales esta poblado por cerca de 200 especies de bacterias con una
poblacion de 10%° a 10™ g/mL, sin embargo, los hongos se los puede encontrar con
una poblacion de 10% a 10° g/mL de 6 géneros anaerobios, mientras que los protozoos
y ciliados se los encuentra de 107 y 10° g/mL aproximadamente. Las bacterias son las
encargadas en degradar y transformar los alimentos por lo que se encuentran en una

proporcion del 50 % al 75 % (Muhammed, 2018, pags. 241-249).

Las investigaciones en el incremento de la cantidad de microrganismos benéficos han
demostrado que no solo el sistema gastrico es el que mejora, sino también la digestion,
el metabolismo, el sistema inmune y la comunicacion del intestino con el cerebro
ademas de la competencia contra otros microorganismos patégenos (Davis, 2014,

pags. 9-17).

1.3. Bacterias &cido-lacticas (BAL)

Se trata de microorganismos con capacidad probidtica, que crecen naturalmente en
mayor cantidad en el intestino de animales por lo que, se los han identificado también
de leche y se utilizan en la produccidn de alimentos fermentados (Nishino & Matsuda,

2017, pag. 2).

Su capacidad antagonista hacia otros patdgenos se debe al cambio de pH por la
produccion de acido-lactico, acido propidnico y acido citrico que resulta del proceso
de sintesis de carbohidratos, la produccion de metabolitos de hidrogeno, bacteriocinas

entre otras (Novillo, 2016, pags. 2,3).



Las caracteristicas mas importantes es que son un grupo heterogéneo de
microorganismos que generan &cido lactico como resultado de la fermentacion de
azucares mediante 2 vias (homofermentativa y heterofermetativa produciendo aqui
CO., etanol y/o &cido acético). Pueden ser ubicadas en el grupo de las bacterias
grampositivas con catalasa y oxidasa negativa, no esporuladas, no pigmentadas e
incapaces de producir nitratos, generalmente inmaoviles y su crecimiento en un medio

anaerobio, aerotolerantes o microaerofilas (Diaz, 2012, pag. 17).

Las BAL son muy utilizadas en la industria, que con un tamafio de genoma de 2 a 3
Mpb han conferido un valor nutricional, sabor y textura de los lacteos consumidos hoy
en diay productos como el pan, embutidos, encurtidos entre otros (Novillo, 2016, pags.

1-3),

Se han identificado también compuestos aldehidos 3 hidroxipropionico, también
Ilamados retuina las cuales contienen capacidad antimicrobiana y que pueden ser
producidos por las especies Lactobacillus reutery, Lactobacillus brevis, Lactobacillus
buchueri, Lactobacillus collinides y Lactobacillus coryniformis (Sanchez & Tromps,

2014, pégs. 124-129).

1.4. Principales Probidticos por su género

Como microorganismos probidticos se utilizan principalmente de manera comercial,
bacterias de los géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacillus, Streptococcus,
Pediococcus y Enterococcus (Pérez & Falco, 2012, pags. 29,30), sin embargo, segun
Rosmini, et. al, (2004) indica que del tubo digestivo de terneros criados en condiciones
artificiales se han aislado en mayores cantidades Pediococcus acidilactis,
Lactobacillus farciminis, Lactobacillus reuteri, Enterococcus faecalis, Enterococcus

faecium, Lactobacillus salivarius y Lactobacillus casei. con excepcion de L.

8



farciminis, estos microorganismos han sido reportados en otras especies animales.
Ademaés, Rosmini, et. al, (2004) menciona lo importante que es tomar en cuenta que
el intestino de los terneros jovenes es colonizado a partir del ambiente en el cual son

criados (pags. 181-191).

1.4.1. Género: Lactobacillus

Lactobacillus es el agente probiético mas comdnmente usado; son bacterias
grampositivas, no moviles, no forman esporas, catalasa negativa, con forma de bacilos
y su principal caracteristica es la formacién de acido lactico como producto prioritario
de la fermentacion, en animales de granja confieren buena salud intestinal estimulando
el crecimiento de una microbiota saludable, previniendo la colonizacion intestinal de
patdgenos entéricos, reduciendo la contaminacion fecal, nociva por la emision de
gases, produccidn de sustancias antimicrobianas, patrones de resistencia a antibioticos,
mejora de la capacidad digestiva y respuesta inmunitaria mediada por anticuerpos,

eficacia y seguridad demostrables (Dowarah, Verma, & Agarwal, 2017, pags. 1-6).

El género Lactobacillus es el mas conocidas por los avicultores ya que su aumento de
acido lactico disminuye el pH y combate ferozmente contra E.coli, Pseudomonas sp,

Prpteus sp, Salmonella sp y Stafilococus sp (Tomald, 2007, pag. 4).

Se divide en tres grupos: a) homofermentativos obligados (L. acidophilus, L.
delbrueckii subespecie bulgaricus, etc) termobacterias que no fermentan pentosas; b)
heterofermentativos facultativos (L. casei, L. plantarum, etc) que fermentan pentosas
y ¢) heterofermentativos obligados (L. brevis, L. reuterii, etc) que producen CO; de

glucosa (Jay & Loessner, 2005, pags. 149-173).



1.4.2. Género: Lactococcus

El género Lactococcus estd conformada por bacterias acido-lacticas, esféricas u
ovaladas de catalasa negativa, oxidasa negativa, no maéviles y son utilizadas como
probidticos, en especial la especie Lactococcus Lactis, la cual tiene beneficios en
animales frente a patégenos causantes de diarreas, es decir ayudan a mejorar la
digestion e incrementan la capacidad inmunoldgica del animal (Sun, y otros, 2018,

pags. 296-303).

1.4.3. Género: Bacillus

EL género Bacillus es muy reconocido en la industria acuicola por poseer especies
productoras de antibioticos se han utilizado como agentes antimicrobianos,
antifngicos, antivirales, entre otras aplicaciones que le confieren la capacidad
probidtica. Dado que Bacillus es un género de especie esporulenta le confiere una
ventaja sobre las bacterias Lactobacillus, entre ellas mayor tolerancia frente a otros
patdgenos, debido a que generan exoenzimas Yy su capacidad de resistencia a

condiciones de temperatura y mayor vida atil (Ajay, y otros, 2016, pags. 62-70).

1.5. Pruebas de Laboratorio.

1.5.1. Pruebas de Lacto-fermentacion

Se trata de una prueba rapida de fermentacion de la leche que dejando en reposo 24
horas y a 37 °C se produce la fermentacion por parte de la flora bacteria existente en
la leche, las caracteristicas de la fermentacion como coagulacién, presencia de gas y
de suero proporciona datos acerca de la calidad de la leche sin necesidad de un analisis
exhaustivo. Otorgan resultados como grado de contaminacion, conservacion y

condiciones sanitarias, desde el momento de la obtencion u ordefio hasta la fabricacion
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del producto. Para ello se considera la abundante produccion gaseosa, escasa
coagulacion, descomposicién patrida entre otras alteraciones (Zamoran, 2003, pag.

25).

1.6. Métodos de identificacion

1.6.1. Macroscopicas

1.6.1.1. Tincion de Gram y morfologia

La identificacion morfoldgica es el paso fundamental para el aislamiento de colonias
bacterianas, mediante la observacion de forma, consistencia, y color, (Figuras 1y 2);
En el caso de la tincion Gram permite obtener una clasificacion generalizada en dos
grandes grupos mediante su forma. Las Gram positivas (+) y las Gram negativas (-)
proporcionan también un control de pureza de la colonia bacteriana, donde la gran
mayoria de bacterias Gram (-) resultan ser patdgenas, mientras que las Gram (+) no
proporcionaran un peligro para el ser humano, en el que se encuentran las bacterias

acido-lacticas (Fernandez & Garcia, 2010, pags. 25-26).

Caracterizacion Morfoldgica de colonias bacterianas

Forma Borde Elevacion Superficie

Puntiforme wive | Entero
= Plana s Lisa o rugosa
Circular £
Ondulado lovada ws | Mate o brillante
Rizoide ” Convexa

— Seca o cremosa
Lobulado
aregu ' Cratoriforme  diamdi, Invasiva o
superficial
Fllamentcsa * - Filamentoso Acuminadn .
o

Figura 1: Caracterizacién morfoldgica de las bacterias en cultivos primarios

Fuente: (Stanchi, y otros, 2007, pag. 1)
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Clasificacion morfologica de las bacterias
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Figura 2: Clasificacion de las bacterias segiin su estructura bajo microscopio

> ATCINEs

Fuente: (Aliaga, 2011, pag. 1)

1.6.1.2. Catalasa

Se trata de una adaptacion de los microorganismos al H202 (Peroxido de hidrogeno)
que, aunque no es un radical libre es poco reactivo. La enzima catalasa es de vital
importancia en los organismos, para la eliminacién del H2O> intracelular, protegiendo
a las especies aerobicas o reactivas del oxigeno por ser un residuo, de las especies
anaerdbicas resultando negativo en una prueba ya que no se podra evidenciar el

burbujeo (Kraeva & Horakova, 2017, pag. 1).

1.6.1.3. Oxidasa positiva

La prueba de oxidasa permite la identificacion de la enzima oxidasa, debido a la
reaccion con el citocromo oxidasa, que activa el citocromo por la presencia de oxigeno
generado de la descomposicion oxigeno-agua, dependiendo mucho de la especie
bacteriana las especies aerobias seran las que por lo general daran positivo a esta

prueba, mientras que la gran mayoria de bacterias anaerobias daran un resultado
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negativo y las bacterias anaerdbicas estrictas que carecen de la enzima, por lo que

generan oxidasa negativos (Kraeva & Horakova, 2017, pag. 2).

1.6.2. Pruebas moleculares

Las pruebas moleculares permiten un andlisis mucho mas confiable en la identificacion
de microorganismo, la técnica basada en el aislamiento de material genético permite
un mayor porcentaje de confiabilidad de lo que se quiere obtener (Lopez & Mejia,

2012, pags. 3169-3175).

1.6.2.1. Extraccién de ADN

La extraccion del ADN es la técnica fundamental dentro de las practicas moleculares,
el aislamiento y purificacion permiten que pueda ser utilizada en el PCR y la

secuenciacion (Alejos, Aragon, & Corejo, 2013, pags. 24-29).

Debido a que la molécula de ADN se encuentra dentro de varias membranas
conformadas por lipidos y proteinas se utilizan detergentes como el dodecilsulfato
sodico (SDS). La solucion de lisis permitira que se degrade los diferentes organelos
que conformaran la célula y una solucion de proteasas permitira degradar las proteinas
mientras que el uso de fenol cloroformo-alcohol isoamilico las precipitara (Gonzalez

& Gonzalez, 2011, pags. 875-883).

El uso de etanol a 4 °C o isopropanol y la centrifugacion permite que se forme el pellet
el cual es el ADN ya purificado. El uso de buffers TrissEDTA permite almacenar el
ADN aun pH 8 mientras que el &cido etildiaminotetraacéico (EDTA) permitira una

estabilidad del ADN al unirse a la molécula (L6pez & Mejia, 2012, pags. 3169-3175).
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1.6.2.2. Electroforesis

La electroforesis se ha convertido en la principal técnica de analisis microbioldgica y
se basa en la separacion de moléculas por su polaridad, permitiendo el uso de
electricidad para la separacion de moléculas como consecuencia de la diferenciacion
en pesos moleculares verificAndose por la distancia que recorren dentro de un gel, el
mismo que generalmente es de agarosa y en cuyo interior presenta micro orificios por

donde circula la molécula de ADN (Flérez & Mayo, 2015, pags. 63-69).

También depende de la concentracién del gel, considerando que a mayor
concentracion los orificios seran de menor tamafio y no permite una circulacion
amplia. La molécula de ADN debera ser previamente aislada de todos los componentes
que la rodean el cual se obtiene utilizando soluciones degradadora de lipidos,
ARNasas, buffer amortiguador y solventes como alcohol y cloroformo (Kuhn,

Bollmann, & Krahl, 2018, pags. 732-751).

1.6.2.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Permite la amplificacion de ADN con el propésito de obtener mayor cantidad de
muestra, la técnica utiliza enzimas que provocan una fuerte catéalisis, en la reaccién se
utiliza como sustrato ADN genomico, los primers, desoxirribonucle6tidos trifosfatos
(dNTPs), el ion magnesio, solucion amortiguadora (buffer) y H2O; Todos estos
elementos sometidos a tres etapas: La desnaturalizacion, hibridacion y elongacién
permiten obtener copias de un fragmento de ADN en especial, los mismos que son
analizados en geles de agarosa para confirmar su existencia (Tamay de Dios, 2013,

pags. 70-78).
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Los primers utilizados forman parte de la region 16S ARN de la region del 16S del
ribosoma secuencia que se encuentra en todas las especies con un claro distintivo en
bacterias que permite clasificar taxonémicamente por las diferencias que existen en su

secuencia de ADN (Sanchez & Dominguez, 2017, pégs. 730-736).

1.6.2.4. 16S rRNA

La secuenciacion del segmento de restriccion 16S es una herramienta ampliamente
utilizada hoy en dia en la investigacion taxonomica, filogenia, o entornos de
microrganismos los cuales se los puede analizar en los diferentes niveles evolutivos
(reino, phylum, clase, orden, familia, género y especie) con un alto grado de
confiabilidad debido a que la longitud y secuencia varia entre especies (Li & Ding,

2017, pags. 16-26).

1.6.2.5. Secuenciacion Sanger

Se denomina a la técnica por la cual una vez amplificado un segmento especifico de
ADN se puede identificar cada uno de sus nucleétidos, utilizando equipos de
secuenciacion muy sensibles capaces de captar la fluorescencia emitida por los 2’-
deoxinucle6tidos (dNTP) y los dideoxininucle6tidos (ddNTP) unidos a la cadena de

ADN (Brownlee, 2018, pags. 2661-2669).

El método consiste en obtener una cadena complementaria de ADN a la cual se unen
cada uno de los ANTP y ddNTP con la ayuda de la polimerasa la cual unird nucleétidos
a la cadena hasta encontrarse con una base modificada para que detenga la sintesis. La
reaccion se lleva a cabo en 4 diferentes tubos con la misma secuencia de ADN a
analizar, los 4 nucle6tidos que se uniran a la cadena guia, y el nucledtido modificado

para emitir fluorescencia debido a que cada uno poseera un color diferente. La
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revelacion se la realiza en gel de acrilamida con un laser que capta los colores de los
diferentes nucledtidos modificados e identificando cada una de las bases que

conforman la secuencia (Besser, y otros, 2018, pags. 235-241).

1.6.2.6. NCBI

También conocido como El Centro Nacional de Investigacién Biotecnoldgica tiene
como objetivo el almacenar y divulgar informacion cientifica de los procesos
moleculares y genéticos con énfasis en la salud y enfermedades basicamente enfocado
en la automatizacion de la informacion, el analisis por métodos computacionales de

estructuras y moléculas para uso de la comunidad cientifica ( Pepper, 2018, pag. 1).
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Capitulo 2

Materiales y Métodos

2.1. Localizacion y descripcion

La presente investigacion se realizo en la “Asociacion de Productores Agropecuarios
el Progreso Cariacu” (APPC), constituido por 45 socios, localizada en la comunidad
de Cariacu, Canton Cayambe, provincia de Pichincha. Cuya ubicacion geogréfica tiene
una Latitud de: 0°05°21.02""; Longuitud: 78°06°06.33"" y Altitud: 2850 a 3100
m.s.n.m. Las condiciones climaticas de la zona se mantienen a una temperatura entre

8 a 22°C, frio templado, con heladas de incidencia moderada. (Anexo 1)

2.2. Toma de muestras

La investigacion se realizd previa visita y autorizacion de la directiva de la
organizacion “APPC” para la obtencion 45 muestras de leche, (Anexo 2) durante 5
ocasiones con un total de 225, con el fin de reducir errores estadisticos en el promedio
de datos como es el Conteo Total Bacteriano (CBT) o factores externos que generen

indices bajos ocasionales en los mismos datos (Wallace Ruiz, 2015).

Estas muestras fueron tomadas segun el instructivo N°001 del Laboratorio de Calidad
de Leche, el mismo que consiste en recolectar 50 mL de leche por cada productor en
envases de plastico previamente desinfectados, estos deben ser previamente
identificados y etiquetados con codigo de barras segn el nimero de muestra, para
luego ser transportadas en envases térmicos sellados hasta los laboratorios de la carrera

de Biotecnologia de la Universidad Politécnica Salesiana.
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2.3. Andlisis de Laboratorio

2.3.1. Lacto-Fermentacién

Para realizar el aislamiento e identificacion de las bacterias acido lacticas como uso en
probidticos, se controld la calidad de la leche mediante lacto-fermentacion, el cual
consiste en tomar 10 mL de muestra de leche en tubos de ensayo e incubar a bafio
maria por 24 horas (Universidad de Zuria, 2003, pags. 19-20). Para la seleccion se
tomaron referencias visuales, las mismas que pasaron desde un estado liquido hasta

uno gelatinoso tomado como referencia la Tabla 1.

Tabla 1.

Interpretacion y clasificacion de leche lacto-fermentada

COD | ESTADO DESCRIPCION

1. Estado Liquido | Sin formacion de suero o alteracion de la muestra, es

normal que presente una capa de grasa de leche.

2. Estado Formando un coagulo homogéneo de la muestra, en
Gelatinoso ocasiones poca cantidad de suero.

3. Estado Liquido | No homogéneo puesto que presenta una capa
Separado observable clara de suero de leche y una capa de grasa

indicando tres capas.

4. Estado Queso | formando coagulos a manera de quesillos no
homogéneos con clara separacion de suero de leche
entre los codgulos y en ciertos casos pequefias burbujas

de aire atrapadas

Fuente: (Murillo, 2003, pag. 20).
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Después de verificar si existe 0 no separacién por suero en las muestras, fue necesario
inclinar el tubo de un lado a otro para verificar correctamente el estado liquido o

gelatinoso de cada muestra. (Anexo 3)

2.3.2. ldentificacion mediante pruebas bioquimicas

Se realizaron aislamientos de cepas de bacterias acido-lacticas a partir de muestras de
leche lacto-fermentadas que presentaban estado 1y 2 segun la (Tabla 1), provenientes
de los productores del Centro de Acopio. Para lo cual las muestras seleccionadas
fueron comparadas con los datos CBT (descartando aquellas muestras con un CBT >
150 000 CBT/mL, o estado de lacto-fermentacion 3 y 4) provenientes del LCL y asi

verificar una concordancia con las mismas (Anexo 4 y 5).

2.3.2.1. Preparacion de Medios de Cultivo

Cada medio se realiz6 segun las especificaciones establecidas por el fabricante,

utilizando agua destilada y esterilizacion a 121 °C durante 15 min en autoclave.

Tabla 2.

Especificaciones para la preparacion de medios.

Medio Especificacion g/L
MRS (Man, Rogosa y Sharpe) Caldo: 52

Agar: 70
PEPTONA 15
AN (Agar Nutriente): 23
TBS: Trytic Soy Broth 30
Agar bifasico sangre-chocolate Adquirido de laboratorio
Agar Malta: 28
TSA: Trytic Soy Agar 37

Elaborado por: Los autores, 2018.
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2.3.2.2. Protocolo de Siembra

Estas muestras lacto-fermentadas se diluyeron en agua peptonada estéril desde 107
hasta 1072 e inoculadas por dispersion 100 L de la dilucion 1072 en la superficie de los
medios Man, Rogosa y Sharpe (MRS) y Agar Nutritivo (AN) esparciendo
uniformemente con un asa de vidrio. Posterior a ello, ambos medios fueron incubados
en una atmosfera de anaerobiosis a 37 °C por un intervalo de tiempo de 48 a 72 horas

(Lara & Burgos, 2012, pag. 32) .

2.4. Protocolo de Identificacién mediante pruebas bioquimicas

Se seleccionaron las colonias a partir de sus caracteristicas morfoldgicas, y en su
posterior aislamiento, mediante la técnica de siembra por estrias o agotamiento en los
medios MRS y AN (Milian, et. al, 2014, pag. 347). Cada cepa aislada fue sometida a
cuatro pruebas preliminares de identificacion: tincion de Gram, catalasa y oxidasa

(Sanchez, y otros, 2011, pag. 155).

Las cepas puras se sembraron en medio bifasico (agar chocolate-agar sangre) y fueron
caracterizadas segin el grado de hemolisis producido: a-hemolisis, B-hemdlisis, y-
hemolisis, de acuerdo con el comportamiento descrito en el (Anexo 6b) verificando
asi su familia correspondiente, ademas de evitar falsos positivos a causa del medio
AN, principalmente en la prueba de catalasa. Las colonias aisladas se cultivaron por
duplicado (Lara & Burgos, 2012, pag. 32) y las cepas puras de bacterias acido-lacticas,
se conservaron en tubos con agar MRS y AN en refrigeracion - 80 °C con la adicion

del 30 % (v/v) de glicerol (Diaz M., Iglesias, & Valifio C, 2014, pag. 20).
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2.4.1. Meétodos Moleculares

La identificacion molecular de las BAL se realizo mediante extraccion de ADN de las
muestras de cepas bacterianas puras, previamente masificadas en medios TBS y MRS,
en condiciones de anaerobiosis a 37 °C por 72 horas (Lara & Burgos, 2012, pag. 32);
posterior a ello se analizo en gel de agarosa, para verificar la presencia de ADN, la
misma que continuamente se amplifico partiendo de la region 16S mediante PCR
convencional. Los productos de PCR fueron analizados en gel de agarosa
corroborando asi la amplificacion, a su vez, se confirmé si el tamafio de banda
corresponde al tamafio de la region 16S. Los productos de PCR fueron enviados a
secuenciar y purificar en la empresa MACROGEN en Corea (Fuerte & Mallitasig,

2018).

2.4.1.1. Extraccién de ADN

Una vez seleccionadas las cepas de mayor masificacion se procedio a extraer el ADN
mediante una adaptacion de las técnicas descritas por Reader y Broda (2008) Paredes
y Yugsi (2016) modificado por (Fuerte & Mallitasig, 2018): “Colectar el material
celular en los tubos eppendorf afiadiendo 1000 pL del medio que contiene la muestra
y centrifugar por 5 min a 13000 rpm vy retiramos el sobrenadante, este paso se repite
hasta obtener una cantidad adecuada, se aumenté 500 pL de buffer de lisis (200 mM
Tris HCl a pH 8,5; 250 mM NaCl; 25 mM EDTA; 0,5 % SDS) luego se homogeniz6
empleando vortex por 1 miny se incubd en termo bloque por 20 min a 60 °C, aplicando
bortex cada 10 min. Luego se agregd 500 pL de solucion fenol-cloroformo a 4 °C en
proporcion 1:1 homogenizado en vortex por 5 min. Posterior se centrifugé a 13000

rpm por 20 min separando el ADN suspendido en el cloroformo.
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El sobrenadante fue transferido a un tubo de 1,5 mL, afiadiendo 400 uL de cloroformo
a — 20 °C, mezclado por 1 min mediante inversion y centrifugacion a 13000 rpm por
5 min. El sobrenadante se incub6 en un nuevo tubo junto con 4 puL de ARNasa (10
mg/mL) a 37 °C por 30 min. Se agreg6 500 pL de isopropanol a 4 °C, inversion por 1
min e incubado a - 20 °C por 15 min. Posterior a ello centrifugar por 5 min a 13000
rpm. Se desecho el sobrenadante conservando el pellet formado, el cual fue lavado con
500 pL de etanol al 70 % a — 20 °C e inversion 1 min. Finalmente centrifugar por 5
min a 13000 rpm, el sobrenadante fue desechado. El pellet seco se resuspendid en 50
uL de buffer Tris EDTA y almacenado a — 20 °C. La presencia o ausencia de ADN
fue determinado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %, afiadiendo 5 puL de
Sybr safe por cada 50 mL de TBE 1X. Cada muestra fue preparada con 5 puL de ADN,
5 uL de tampon de carga Blue Juice 2X y fueron corridas a 90 V por 40 minutos en la
camara de electroforesis Labnet (Lee, Costumbrado, Hsu, & Kim, 2012). El gel fue
revelado y fotografiado en un equipo foto documentador Bio-imaging systems” (pags.

25-26).

2.4.1.2. Amplificacion de la regién 16S (PCR)

La amplificacion de la region 16S rRNA se realiz6 usando los primers 27F
(5" TCCTACGGGAGGCAGCAGT?) Y 1492R
(5" GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT3") mediante la técnica PCR: “En tubos
de 0,2 mL se coloc6 12,5 uL de Master Mix Go Taq Promega, 0,5 pL de primer 16S
rRNA Forward, 0,5 pL de primer 16S rRNA Reverse, 10 uL de agua libre de nucleasas
y 1 pL de ADN resultando en un volumen final de 25 pL para cada tuvo descrito en el

manual.
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La PCR se realizé en el termociclador marca Labnet Multigene bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 minutos, 25 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C por 1 minuto, annealing a 60 °C por 2 minuto, extension
inicial por 1 minuto a 72 °C y extension final de 7 minutos a 72 °C seguido de
mantenimiento a 4 °C (Umesha, Manukumar, & Raghava, 2016). Los productos de
PCR fueron observados por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1 % bajo las
mismas condiciones empleadas para detectar presencia de ADN” (Fuerte & Mallitasig,

2018, pag. 27).

Tabla 3.

Especificaciones para cada reaccién de PCR.

Reactivo Cantidad pL
Agua 9,25
Disolucion 1,25
Fower 0,50
Revers 0,50
Taq 12,50
Muestra 1,00

Elaborado por: Los autores, 2018

2.4.1.3. Secuenciacion.

Los productos de PCR fueron enviados a secuenciar en la empresa MACROGEN en
Corea, en tubos eppendorf de 1,5 mL con 20 uL de muestra a una concentracion de 20
ng para ser analizados empleando la técnica Sanger y los resultados obtenidos fueron

comparados con la base de datos del NCBI mediante el software BLAST.
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2.4.2. Analisis de secuencias

Se analizaron la validez de las secuencias obtenidas mediante el programa FinchTV
version 1.4.0. Posteriormente las secuencias fueron alineadas en el software Muscle
de Mega 6 para finalmente las muestras deseadas llevarlas a demas analisis como

probidticos.

2.4.3. Evaluacion de la capacidad probiotica

Para la evaluacion de las propiedades probioticas, se inocularon 100 pL de cada
microorganismo, a una concentracion conocida de (1500 000 UFC/mL). Ademas las
siguientes pruebas fueron modificadas segun lo usado por Lara & Burgos (2012) con
incubacion a 35 °C durante 24 horas, medios MRS y AN en anaerobiosis, para
comprobar que son microorganismos probioticos, la sobrevivencia y resistencia se
comprobd al comparar el conteo de microorganismos viables del inoculo, con las
células sobrevivientes después de la incubacion a diferentes valores de pH el
porcentaje de resistencia fue calculado por la siguiente ecuacion:

Donde:

_(UFC/ medio p)/
%Rp= (UFC/mL medio inocuo) * 100

RpH = Resistencia de prueba
UFC = Unidades formadoras de colonias
Medio p = Medio modificado para la prueba

Medio inocuo = Medio sin modificar, atil como control (pag. 33).
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La tolerancia a cambio de pH se evaluo a diferentes valores de (3, 5y 7); usando HCI
2 mol y NaCl 10 mol y un potenciémetro pH; mientras que la tolerancia a sales biliares
fue realizado a diferentes concentraciones de (0,05; 0,15 y 0,3 % p/v) de
Dehydrocholic acid sodium salt (pag. 36).

Para la tolerancia a cambios de temperatura aplicaron temperaturas de (25, 35y 42 °C)
y en la tolerancia a concentraciones de NaCl se aplicaron concentraciones de (2, 4, 7
% p/v). Mientras que en la prueba de antagonismo fue realizada contra Salmonella sp.
y E. coli pertenecientes al banco de cepas de los laboratorios de la carrera de
biotecnologia, las cuales fueron inoculadas a igual concentracion que las cepas de
interés en las pruebas anteriores en agar TSA, en la superficie se colocaron 6 discos
impregnados con los microorganismos de ensayo. La accidn antagonica se evidencid

por la presencia de halos de inhibicidn y crecimiento alrededor de los discos. (pag. 33).

2.4.4. Andlisis estadistico.

El presente ensayo fue llevado a cabo bajo un disefio de bloques completos al azar,
conducido con un arreglo trifactorial 13x2x6 (Pruebas * Medios de cultivo *
Bacterias). El analisis estadistico se realiz6 en el programa Infostat, usando modelos
lineales generales y mixtos; y las comparaciones de medias fueron discriminadas para
los efectos simples de los factores mientras que para interacciones fueron de hasta dos

factores, usando la prueba DGC (Prueba de Di Rienzo, Guzméan y Casanoves).
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Capitulo 3

Resultados y Discusién

3.1. Lacto-fermentacién

De los datos obtenidos para lacto-fermentacion de 45 productores (225 muestras) se
descartaron aquellos productores que no concordaban con un Conteo Total Bacteriano
< 150 000 CBT/mL, ademas de no presentar una constancia en la presentacion de su
leche en los dias de muestreo; obteniendo asi una muestra final de 27 productores, es
decir (135 muestras) las cuales se presentan en los Anexos 4 y 5, incluyendo aquellas
muestras con una lacto-fermentacion no idonea (estado 3 y 4) que concuerdan con los
autores Jay, Loessner, & Golden, (2005) mencionando a los bacilos coliformes como

productores de gas a partir de lactosa (pag. 150).

Por ello en la figura 3, se observa que el CBT no tiene una correlacién potencial con
la calidad de la leche implicada en el proceso de lacto-fermentacion debido a que
pueden ser 0 no patdgenas, sin embargo, la caracteristica fundamental son los rasgos
de textura, color y aroma claramente visible en los estados fisicos 1y 2 de 110 muestras
que pertenecerian a los géneros de bacterias acido-lacticas como Lactobacillus,
Lactococcus, Pediococcus, Bifidobacterium, las cuales estan implicadas en la textura,
gelificacion de la leche, sabor, estabilidad y aroma en alimentos fermentados que
ayudan al establecimiento de las condiciones para la elaboracién de ciertos productos

lacteos (Parra H., 2010, péag. 94).
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También se sabe que por efecto de la acidez producida por la fermentacion de la
lactosa, la leche puede llegar a coagular gracias a la coalescencia de las caseinas al
alcanzarse el pH iso-eléctrico, lo cual es deseable en la elaboracion de yogurt y quesos,
mientras que en la elaboracion de crema y mantequilla una ligera acidificacion permite
acelerar el proceso y aumentar el rendimiento; y algunas especies producen
polisacaridos (gomas, mucina) que aumentan la viscosidad de la leche cambiando su

textura (Geronimo, 2007, pag. 13).

Por lo tanto, se tomaron en cuenta aquellas bacterias que mostraban caracteristicas
altas de coagulacién homogeénea sin que exista un estandar de rango especifico en los
datos CBT que concuerde con este protocolo de lacto-fermentacion util para
probidticos, resultando del anterior discernimiento 22 productores (110 muestras) de
Optima calidad, obtenidas de las 135 iniciales, de las que se logro6 aislar durante el

proceso 10 cepas distintas.

Diagrama CBT vs Lacto-fermentacion

140,00 4,5
120,00 4,0
3,5

100,00
) 3,0
80,00 2,5
60,00 2,0
40,00 L5
1,0
20,00 0,5
0,00 0,0

=O=—CBT/mL =O=LACTO-F

Figura 3: Promedio CBT vs lacto-fermentacion de 27 productores de leche.

Elaborado por: Los autores, 2018.
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3.2. Identificacion mediante pruebas bioquimicas

Todas las especies de bacterias fueron identificadas morfolégicamente como BAL
puesto que cumplian con los requisitos buscados, concordando con resultados
mencionados por estudios realizados por Vélez Zea, Gutiérrez, & Campuzano (2015)
indicando que deben tener borde entero, forma circular, una ligera elevacion,
convexas, cremosas; ademas de ser Gram positivas, catalasa y oxidasa negativa (pags.

141-149).

Todas las bacterias fueron observadas con un aumento de 100X y aceite de inmersién
para ser catalogadas correctamente (Tabla 5). Adicionalmente las pruebas de hemolisis
indicaron que las bacterias pertenecen a tres géneros: Lactobacillus, Lactococcus y
Bacillus. Respaldandose con la investigacion de Fan WuWu (2016) que menciona 13
géneros de las BAL como “bacterias gram positivas no esporuladas productoras de
acido lactico y &cido tolerantes, anaerobias y catalasa negativa generalmente no

motiles” (pags. 8-13).

Pese a existir pocos estudios sobre presencia de probidticos en leche bovina, se conoce
que las bacterias de estos géeneros son una alternativa al uso de los antibioticos que
pueden equilibrar la microbiota del intestino (Jurado, Calpa, & Chaspuengal, 2014,

pag. 242).
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Tabla 4.

Caracteristicas de las 10 cepas aisladas inicialmente.

Cod.

Morfologia/ Hemolisis/ Presunto Género

Foto microscépico

4AM

Bacilos irregulares pequefios / y — Hemolisis /
Bacillus spp

Bacillus spp: Se wusan comUnmente como
especies probidticas en la industria de los
piensos (Larse, y otros, 2013, pag. 119)

Bacilo uniformes grandes y gruesos / y -
Hemdlisis / Lactobacillus spp

Lactobacillus spp: Ampliamente distribuido en
productos de origen vegetal y en el tracto
gastrointestinal humano y animal, desde el
punto de vista como probidticos comerciales
tienen especial interés 26 especies. (Moreno,
2013, pag. 17)

18 M

Bacilos segmentados cortos / y - Hemolisis /
Lactobacillus spp

23 A

Cocos / y - Hemodlisis / Lactococcus spp,
Pediococcus spp

Lactococcus spp: En ningln caso son
patogenos. Pediococcus spp: Oportunista, en
algunos casos. (Rodriguez, 2016, pag. 11)

27

Bacilos irregulares pequefios / y - Hemolisis /
Bacillus spp
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31 M | Bacilos irregulares largos/ y - Hemolisis / Y TR Y
Bacillus spp EARE X
im 3 ~\\ o
bRy
100X
34 M | Bacilos uniformes largos / y - Hemolisis / 5 p ORS 4
Lactobacillus spp sser 3 Vs T
g "y ','.,",\ .
%
100X
35M | Bacilos uniformes largos / y - Hemdlisis /
Lactobacillus spp
. h i
R
100X
38 M | Bacilos irregulares pequefios / y - Hemolisis / , ¥\ R
Bacillus spp e
[ - s\\' =4
e 1 o A
.- f\ r.‘\“:
39 M | Bacilos irregulares pequefios y gordos/
Hemolisis: y/ Bacillus spp

Elaborado por: Los autores, 2018
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3.3. Métodos Moleculares

3.3.1. Extraccién de ADN y Amplificacion de la region 16S

La extraccion de ADN se realizd con el método de fenol-cloroformo modificado por
Fuertes (2018) de Reader y Broda (2008); Paredes y Yugsi (2016) permitiendo obtener
ADN con un tamafio de aproximadamente 13000 pb como se pudo observar en el gel

de electroforesis.

El ADN obtenido fue utilizado para amplificar la region 16S rRNA mediante la técnica
PCR convencional y se obtuvieron bandas con una media de 1300 pb, que corresponde
al tamafio normal a la region 16S rRNA, siendo su tamafio aproximadamente de 1 550
pb de longitud y estd compuesta de regiones tanto variables como conservadas

(Clarridge, 2004, pag. 840) (Figura 4).

Amplificacion de la region 16rRNA

131 18MT 28M 28.1AT 29M 28AT 29AT 29AN 24m

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa de las muestras de PCR.

Fuente: Los autores, 2018.
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3.3.2. Andlisis de secuencias

En la mayoria de las especies se ha obtenido una identidad y cobertura superior al 96
%. Se identificaron 4 cepas del género Lactobacillus, 4 cepas del género Bacillus, 1
bacteria del género Lactococcus y 1 bacteria que no pudo ser clasificada usando la
base de datos del NCBI, por lo que fue nombrado Lactobacillus luego de la

clasificacion en el arbol filogenético.

En el género Lactobacillus se encontrd 1 especie L.casei, 2 especies L.sp y una especie
L.paracasei; del género Lactococcus se encontrd que era L. lactis sub. Lactis; mientras
que en el género Bacillus se encontraron 3 especies B. cereus y 1 especie B. subtilis.
Estas especies son consideradas como probidticas, lo cual se puede comprobar con lo
mencionado por las investigaciones de ( Tallapragada, et al, 2018, pags. 32-36) en el
cual identifican especies del genero Lactobacillus con un 99 % de similitud, asi como
tambien en estudios de metagenomica en los cuales se identifican los generos Bacillus

y Lactococcus como probioticos (Gueimonde & Collado, 2012, pégs. 32-34).
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Tabla 5.

Identificacion Molecular de las 10 cepas aisladas.

COoD

ESPECIE

ACCESO

COB.

ID.

SECUECIA

4aM

Bacillus
cereus strain
TERI SID5

gi[1063189
077|KX82
2159.1

99

98

GCCTATACATGCAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGAC
GGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGC
TAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCAC
TTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGA
TGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGC
GTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTT
GAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGG
TGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGG
GAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGA
TATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT
AAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTCTGACAA
CCCTAGAGATAGGGGCTTCTCCCTTCGGGAAGCGAATTGACAAGGGGTTGCATGGGTTGTC
GTCCACCTCCTGGTCCTGGAAATGTTTGGGGTTAAGTTCCCCGCAACCGAGCGGCAACCCCT
TGGATCTTTAATT

Uncultured
bacterium
clone

0i|2959836
50|HM021
368.1

95

99

CGTGCTATACATGCAGTCGAGCGAGCTGAATTCAAAGATCCCTTCGGGGTGATTTGTTGGA
CGCTAGCGGCGGATGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTAAAGACTGGGATACCACT
TGGAAACAGGTGCTAATACCGGATAACAACATGAATCGCATGATTCAAGTTTGAAAGGCGG
CGCAAGCTGTCACTTTAGGATGAGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCT
ACCAAGGCAATGATGCGTAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACA
CGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGAT
GGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTGGTGAAGA
AGGATAGAGGCAGTAACTGGTCTTTATTTGACGGTAATCAACCAGAAAGTCACGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAA
AGCGAGCGCAGGCGGAATGATAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAACTG
CATCGGAAACTGTCATTCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGG
AATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACG
CTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAA
CGATGAGCGCTAGGTGTTGGGGACTTTCCGGTCCTCAGTGCCGCAGCAAACGCGTTAAGCG
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1063189077
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1063189077
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1063189077
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX822159.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NHVZUK7N01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX822159.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NHVZUK7N01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX822159.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NHVZUK7N01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HM021368.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NHVDFK1Z015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HM021368.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NHVDFK1Z015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HM021368.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NHVDFK1Z015

CTCCGCCTGGGGGAGTACGACCGCCAAGGTTGAAACTCAAAGGGAATTGACGGGGGGCLCC
GCCACAAGCGGTGGAAGCATGTGGGTTTAATTCGAAAGCAACGCGGAAAAACCTTTACCA
AGGTCTTGGACATCCCTGCCGCTACACCC

18M

Lactobacillus
paracasei
strain

gi[1279336
906|MG55
1250.1

45

99

CTATACATGCAGTCGACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGATTCAACATGG
AACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACAT
TTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATG
GCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCT
CACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGCCTG
ATGGAGGAACGCCCCCCGAGTTAAAAAAGATTTTTTTTTGGGGAAAACACAATTTTTTTTGG
AAAAAAAAAACCCCCCAACAAAATAATTTTTTCTTTCGGGGGGTTATCACAAAAAAACCGG
GGCGTTATTTGTGTAGGCCCCCGGGTTTTCTCTTTTGGGGGGGGGTGTCGCGCATATTTTTG
CGGGTATAAGAACACACGGGGGTTTTTTCTTCATAGCAAAAAAACCCCCCTTATAAAAAAA
AAAAACCCTAAAAGGGAAAATTTTTTTTTTAAAAAAAAGGGGAACCCCCTTTTATTGGGGG
AAAACCCCCCTATTTGGAAAAACCCAAGGGGAAGAGGCGTTTTTGTTTTTTAAAAAATCGA
GGAGCGCCAACAATGGGGGGGGAAAGAATAAAAACCCCGGAGGGCCTTCCCCTCAAAAAA
AATCAAAGGCTTTGGGGGGGGTTGGCC

23A

Lactococcus
lactis subsp.
lactis strain

gi[9371072
89|KR2651
48.1

57

89

CGAAGTGGCCGGCTGCCTAAAACTGCAAGTTGAGCGCTGAAAGTAGGAACTTGCTCCAACT
GAATGAGCAGCGAACGGGTGAGTAACGCGTGGGGAATCTGCCTTTGAGCGGGGGACAACT
TTTGGAAACGAATGCTAATACCGCATAACAACTTTAAACACAAGTTTTAAGTTTGAAAGAT
GCAATTGCATCACTCATAGATGATCCCGCGTTGTATTATCTAGTTGGTGAGGTGAAGGCTCT
CCCAGGGGATAATACATATCCCACATGAGAGGGGGATCGGCCACATTGGGGCTGAGACAC
GGGCCAAACTCCCACAGGAGGCAGCACTAGGGAATCTTCGGCAATGGGCGAAAGTCTGAC
CGAGCAACGCCCCGCGAGTGAAAAAAGTTTTTTGATCGTAAAACTCTGTTGGTATAGAAAA
AAGTTGGTGAGAGTGGAAAGCTCCTCATGTGGACGGTACTACCCCGAAAAGGGACGGCTA
AATTCCTGGCCACAACCCCCGGAATACCTAAGTCCCCAACGTTGTTCCGGAATTATTGGGG
GTTAAACGAGCGCAAGTGGGTTATTAAGTCTGGAGTTAAAAGCCCTGGCTCCACCCTTGTA
TGCATTGTAAACTGGTAGACTTGAGTGCACGAAAGGAGAGTGGAATTCCTGTGTAGCGGTG
AAATGCGTACATATATGGAGGAACACCCGTGGCGAAAACGGCTCTCTGGGCTGTGACTGAC
ACTGAGGCTCGAAAACGTGGGGAGCAAACAAGAATATATACCCCGGGGGTCCCCCCCTAA
ACAATAATGCTAGATGTATGGGGGCTTTTTCTTCTCTTTTTTGCCACCTAAACCACTAAAAC
CTCCCCCCGGGGGGGACAACCCCCCCGGGTGTAAATCCCAAGAAATTTATAGGGGGLCCCCC
CAACCGGGGGAGCAAGGGGGTTTTTTTTTTTAAAAACCCGCGGAAAACTAACCACGGCTGG
GAAAATTCCTTTTTTTTTTCAAAAAAAAAAAATTTTTTTCTGAAAAGGAAAAAAAAAGGTG
CCCGGGGGTTTTTCCCCCCCCCCCCCGGAAAATTTGGGTTTTTTTTCCCCCCCCCCCCcCcccce
CCCCCCTTTTTTTTTTTTCCCCCCCAAAATTTTGGGGCCTTAAAAAAAAATTCCGGGGGTTA
AACCCCAAAAAAAAGGGGGGGGGGGGGGTTTCAAAAAAAATCCCGCCGGCCCTTTAAATT
GGGGGGGGCACCCCGCCCCCCCCCCCGGGGGGGGAAGAAAAAGGTCCGGCCCACCCAAAG
GTGGGTTTGGAAATATCTTAAACCAAAACCTTGGT
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1279336906
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1279336906
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1279336906
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG551250.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NHV9SN26015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG551250.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NHV9SN26015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG551250.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NHV9SN26015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_937107289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_937107289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_937107289
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KR265148.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NHV5XXHD015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KR265148.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NHV5XXHD015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KR265148.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NHV5XXHD015
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Bacillus
cereus

gi[9278205
41|KP9806
26.1

99

98

TGCTATACATGCAGTCGAGCGATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACG
GGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCT
AATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACT
TATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGAT
GCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGC
GTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTT
GAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAAGTGGGAAGCGTTATCCGGAAATATTGGGGGGTAAAGCGCGCGCA
AGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAACCCACGGCTCAACCGTGGAAGGTCATTGGAAACT
GGGAGACTTGAGTGCAGAAAAAGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAAGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCG
AAAGCGTGGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT
GCTAAGTGTT

31M

Lactobacillus
casei

gi[7622100
21|LN6235
94.1

84

96

TGGAATTGCGGCTGCTATACATGCAGTCGACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCG
AGATTCAACATGGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGT
GGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTT
GGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGT
GAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATT
GGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGG
ACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTG
TTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAA
GCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAAGTGGCAAGCGTTATCCGGAT
TTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTA
ACCGAAGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAAAGGACAGTGGAACTCCA
TGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAAGCGGCTGTCTG
GTCTGTAACTGACGCTTAGGCTCCAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATAGATACCCTGGTAG
TCCATGCCGTAAACGATGATGCTAGGTGTTTGAAGGGTTTCCCCCCTTCAATGCCGCACCTA
AAGCATTAAGCATTCGCCCGGGGGGGTACAACCCCAAGGTTGAACTCCAAGGAATTGACG
GGGGGCCCCACAAACGGTGGAACATGTTGGTTTATTTTTAACAACCCCCAAAAACTTACCA
GGTCTGGAATTCTTTTGTTCCCTGAAAAAAAAAGGTTTCCCCTTCCGGGGCAAAAAAAAAG
GGGGGGCAAGGGTTTTCTTCCCCCCCCGTCCCGGAAAATTTTGGGTTAAATTCCCCCCCCCA
AAGCCAAACCCTTTTTAACAATTTTGCCGCAATTTTTTTTGGGGCCCCCCCTTAAAAAAAGG
CCGGGGGAAAACCCCAAAAAAAAATGGGGGGA

34M

Lactobacillus
sp. strain FF

gi|1070574
245|KX89
8555.1

99

99

CTGCTATACATGCAGTCGAACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGATTCAACA
TGGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAA
CATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAG
ATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATG
GCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAG
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_927820541
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_927820541
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP980626.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NHTK7TEA014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP980626.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NHTK7TEA014
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ACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCT
GATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGA
AGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACCGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAAGTGGGAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCG
TAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAG
CGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGG
TGAAATGCGTAGATATATGGGAGAACACCAGTGGCGAAAGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTG
ACGCTTAGGCTCCAAAGCATGGGTAGCGAACAAGGATTAGATACCCTGGGTAGTCCATGCC
CCTAAACGATGAATGCTAGGTGTTTGGAAGGGTTTCCCC

35M

Lactobacillus
sp. strain FF

gi[1070574
245|KX89
8555.1

58

98

TGGCTTGCGGGCGTGCTATACATGCAGTCGACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACC
GAGATTCAACATGGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAA
GTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTC
TTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTG
GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCAC
ATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAAT
GGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACT
CTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAG
AAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAAGTGGGAAGCGTTATCCG
GATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGC
TTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACT
CCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAAGCGGCTGT
CTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCT
GGGTAGTCCATGCCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTTGGAAGGGGTTTCCGCCCCTTCA
GTGGCCCCACCTAACGCAATTAAGCATTCCGCCCTGGGGGAGTACGACCGCCAAGGGTTGA
AACTCCAAAGGGAATTTGACCGGGGGGCCCGCACCAAGCGGGTGGAAGCATGGTGGGTTT
TAATTTTTAAGCAACCCCGGAAAAAACCTTTACCCAGGGTCTTGGACAATCCTTTTTTGGTT
CCCCCTGAAAAAGAATAAAGGGTTTTCCCCCTTTCCTGGGGGGCAAAAATAAAAAAAGGG
GGGGTGGCAAGGGGGTTGTTTCGTTCCAACCTCCCCGTGTCCCGGGGAAAAGAATTTTGGG
GGTTTTAAAATTTCCCCCCCCAACAAAAAAGGGGGAAACCCCCTTCTTTTAGAAAACAGTT
TTTTCCCCGCCCCCCTTTTTTTTTTTTGGGGGGGGCCCCCCTTTCTTTAAAAAAAAAAAAATC
CGGGCGGGGGCCAAAAAACCCCGCCGAAGAAAAAAGGAATTTTGGGGGGGGGGGGGAGA
GGAATCCCCTCCAAATTCAAAATACAATAATGGAGGCGCCCCCTCCCTATAAAAAATAAAA
GACGGGGGGGGGGGTGACACACACCACACCCGGGTTTTCCTCCAAAACCTCCCGGGGGGG
AAGGGGGTGGGGGGGTAACCAAAACCCCAAAAAATATTTTTTITGTCTTTGGGAAAACCCCA
CCCC

38M

Bacillus
cereus strain

gi[1227426
422|MF59
2436.1

99

99

CTATACATGCAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGG
GTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTA
ATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTT
ATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATG
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CGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGT
GAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGA
ATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTG
GTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGA
GACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATA
TGGAGGAACACCAGTGGCGAAAGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAA
GCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTA
AGTGTTAGAAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GCATGTGGGTTTAAT
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CTGCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCGTGATGTTAGCGGCGGAC
GGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGC
TAATACCGGATGGTTCCTTGAACCGCAGGTTCAAGGATGAAAGATGGTTTCGGCTACCACT
TACAGATGGACCCGCGGCGCATAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGAT
GCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGC
GTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGGAC
TAACTGCTTGGACCTTTGCCGGACCTTACCCGAAAGCCCCCGGTAAATTCCTGGCCACCACC
CCGGGAATTCCTAAGTGGGCAGCGTTTGCCCGAATTATTGGGCGTTAAGGGGTTCCAAGGC
GGTTCCTTAATCTGAAGTTAAAACCCCCCGGTTCACCGGGGAAGGGCATTGGAAACTGGGG
AGACTTGAATGGAAAAAAAGAGAAGTGAATTTCCCGTGTTACGGGTAAATGGCTAGAGAT
GTGGGAAGAAAACCCAATGGGCCAAAGGGCACTCTCTTGGTCTGTTAACTGGAGCCTTAAG
GAACCAAAAGCCTGGGGGGAACCGAACAGGGATTAAAATACCCCTGGGTAAGTCCCCCGC
CCGTAAAACGAATGAAATGGCTAAAATGGTTAAGGGGGGTTTTCCGCCCCCCTTTAATGGC
TTGCAGCCTTAACGCCAATTAAAGCCACTTCCCGCCCTGGGGGGAAGTTAC

Elaborado por: Los autores, 2018. Fuente: (National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine, 2018)

37



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_334980963
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_334980963
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF938968.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NHVSDRRR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF938968.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NHVSDRRR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF938968.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NHVSDRRR014

Para respaldar los resultados idéneos del arbol filogenético (Figura 5) se tomaron como
referencias a las especies Lactobacillus casei strain Dwan5, Lactobacillus delbruekki
subsp. bulgaricus CFL1, Streptococcus thermophilus strain ATCC 19258,
Lactococcus plantarum strain DSM 20686, Clostridium perfringens strain ATCC
13124, Bacillus sp. strain MBL B21, Bacillus thuringiensis strain KS, Aspergillus
niger CATY9555, que fueron obtenidas de la base de NCBI. Todas estas especies se
alinearon junto con los grupos formados por las bacterias estudiadas en base a su
género, especie y subespecie, presentando soportes de rama altos, lo cual confirma que
la identificacion molecular fue correcta. La especie antes no identificada form6 un
grupo de soporte de rama alto con Lactobacillus delbruekki subsp. bulgaricus CFL1,
lo que significa que esta especie posiblemente pertenece al mismo género y especie,

como lo demuestra el arbol filogenético.

Arbol filogenético de las secuencias identificadas

0.00 . .
Lactobacillus casei(31)
0.00
0.01 —@Lactobacillus sp. strain FF(34)

0.02 0.00

Lactobacillus sp. strainFF(35)

0.00 . ) )
0.02 L lactobacillus casei strain Dwan5

000 | actobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CFL1

0.04 I:D'DD Uncultured bacterium clone(9)
L&Stremococcus thermophilus strain ATCC 19258
02| actococeus plantarum strain DSM 20686
0.03 0.01 LLactococcus lactis subsp. lactis strain(23)
oo _&Bacmus subtilis strain(39)
0.00 0.02 L% | actobacillus paracasei strain(18)

0.13 Clostridium perfringens strain ATCC 13124

0.00

0.00 0.02

Bacillus cereus(27)

0.00 Iﬂﬂacillus cereus strain TERI SID5(5)

0.00 L2 Bacillus sp. strain MBL B21

0.00

0.03

Bacillus thuringiensis strain KS

0.00 Bacillus cereus strain(38)

Aspergillus niger CATY3555

0.67

Figura 5: Arbol de filogenia de las especies analizadas.

Elaborado por: Los autores, 2018
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3.4. Pruebas como Probidticos.

En el andlisis de varianza del ensayo para las pruebas de resistencia como probiotico
se obtuvo evidencia de diferencias significativas (p=0,05) para los efectos de: Bacteria,
Pruebas y todas las interacciones dobles entre (medios, bacterias y pruebas) (Tabla 6).
Esto implica que los medios de cultivo no afectan significativamente la habilidad como
probidtico de los microorganismos (Anexos 9a, 9b) sin embargo existe diferencias
entre las cepas y el efecto causado por las concentraciones. También resalta la
necesidad de ajustar la combinacion de los 3 factores para afinar el desempefio

probidtico.

Tabla 6.
Anaélisis de varianza de las pruebas como probioticos

Num DF  F-value p-value

Interrelacion 1 3588,4 <0,0001
Medios 1 0,06 0,8118
Bacteria 5 102,67 <0,0001
Pruebas*Concentracion 12 57,87 <0,0001
Bacteria*Pruebas*Concentracion 60 7,89 <0,0001
Medios*Bacteria 5 15,73 <0,0001
Medios*Pruebas*Concentracion 12 10,51 <0,0001

Num DF: Numero de Factores en cada interrelacion; F-value: Valor de Fisher; Medias con

una letra comun no son significativamente diferentes p > 0,05.

Elaborado por: Los autores, 2018
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En la Figura 6 se observa el desempefio general en porcentaje de las especies sometidas
a prueba, donde la bacteria con mejor porcentaje de resistencia es Bacillus cereus
(83,07 %), seguida por la bacteria Lactobacillus delbrueki (71,50 %), las demas
bacterias muestran porcentajes menores al 67 % aun cuando pertenecen al mismo

género.

Esto tiene similitud a los resultados presentados por Milian, et. al. (2014) que obtuvo
48 cepas del género Bacillus spp., y solo tres mostraron resistencia como probidtico
(pag. 347), ademas Lara & Burgos (2012) muestran porcentajes altos de crecimiento

en especies de Lactobacillus sp. y Bacillus sp. entre 70 y 90 % (pag. 39).

Resistencia probidtica de las especies

Porcentaje de resistencia probiotica de las especies

A
B
c c
5
D
25 i it
Bacillus cereus Lactobacilius delbruekii Lactobacillus casei Lactobacillus paracasei Lactococcus lactis Bacillus subtilis
Especie

Porcentaje
2

By

Figura 6: Resistencia general probiotica en porcentaje de cada especie de BAL.

Elaborado por: Los autores, 2018

En la Figura 7 se observa el efecto positivo en porcentaje de las pruebas segun las
concentraciones (C1, C2, C3) correspondientes a pH (3, 5y 7); temperaturas (25, 37 y
42 °C); Sales Biliares (0.05; 0.15 y 0.3 % p/v) y Cloruro de Sodio (2, 4, 7 % p/v). La
prueba que mejor efecto positivo logré en las bacterias corresponde al parametro

pH/C1 equivalente a un valor de pH 3.
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Esto demuestra que las bacterias tienen capacidad de adaptarse al tracto digestivo
tolerando la barrera acida, concordando con Milian, et. al (2014) que menciona que la

acides del estbmago puede alcanzar valores de pH 2 (pag. 348).

La segunda mejor prueba fue T°/C2 (37 °C) con datos similares de Sanchez, et. al,
(2015) reportando en su investigacion que, en todas las temperaturas que evaluaron se
observo crecimiento bacteriano de los 17 aislados y de 11 cepas, mostraron mayores

rendimientos a temperaturas de 37 °C (pag. 97).

En las sales biliares no existe diferencias significativas o influencia en los porcentajes
de resistencia de las bacterias en relacion con el control, no obstante, se puede decir
que S.B/C3 (0,3 % p/v) es el de mejores resultados, ademas el NaCl en altas
concentraciones tiene un efecto negativo sobre las bacterias; sin embargo, los mejores
resultados fueron con NaCl/C1 (2 % p/v) (Tabla 7). Donde Lara & Burgos, (2012)
menciona que las diferencias en la tolerancia al transito gastrointestinal también
pueden deberse a las diferencias existentes en la estructura de la pared celular de las

distintas especies y géneros bacterianos (pag. 35).

100,00
75,00
50,00
25,00

0,0

CONTROL  PH/CL

Resistencia probidtica por prueba probidtica

Porcentaje de resistencia probiotica por pruebas

E
E
PH/C2

S.B./C1 S.B./C2 S.B./C3 ToIC1 T°IC2 T°/C3 NACL/C1 NACL/C2 NACL/C3
Pruebas

Porcentaje

o

Figura 7: Resistencia por concentracién de pH, sal biliar, temp. y NaCl.

Elaborado por: Los autores, 2018.
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Tabla 7.
Comparacion de medias de los porcentajes de las pruebas*concentracion hacia las

bacterias.

Pruebas/Concentracion Medias E.E.

PH/C1 100,00 3,06 A

T°/C2 79,17 3,06 B

PH/C3 70,03 3,06 C

S.B./C3 63,36 3,06 D
PH/C2 62,99 3,06 D
S.B./C2 62,15 3,06 D
S.B./C1 59,29 3,06 D
T°/C1 55,99 3,06 D
NACL/C1 54,02 3,06 D
CONTROL 50,50 6,12 D
NACL/C2 37,62 3,06

T°/C3 36,99 3,06

NACL/C3 1,38 3,06 F

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Elaborado por: Los autores, 2018

En la figura 8 se verifica claramente las interacciones de las diferentes pruebas: pH,
Sales biliares (S.B.), Temperatura (T°), Cloruro de Sodio (NaCl) con cada especie de
bacteria, para las que se tomaron como referencias los controles, los mismos que se
muestran en las gréaficas de manera estandar y neutral con potencial del 50 %,
observando que para las condiciones del parametro pH/C1 (pH 3 = 100 %) todas las
bacterias actian de manera similar sin verse afectadas, en comparacién a las demas
concentraciones o parametros (pH 5 y 7) existiendo mayor variabilidad segun la
bacteria y concentracion que interactien primordialmente como se observa en las
bacterias Lactobacillus paracasei y Lactococcus lactis, siendo positivo, puesto que
segun Jurado & Fajardo (2017) indican que la mayoria de microorganismos tienen una

limitada capacidad de desarrollo en pH < 3, siendo un pH moderado para los
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Lactobacillus y relativamente bueno a pH 4, ademas que la tolerancia a un medio acido
es reconocida como una de las propiedades deseables utilizados para seleccionar

potencialmente cepas probioéticas (pags. 64,65).

Las pruebas de sales biliares y temperatura muestran estabilidad en categoria A y
resistencia superior al 50 % Unicamente en las especies Lactobacillus delbreukii,
Lactobacillus casei y Bacillus cereus, teniendo asi que la especie con mayor
sensibilidad a los cambios de concentracion en estos dos parametros y con resistencia
del 50 % es la bacteria Lactobacillus paracasei. esto puede ser por que las sales biliares
representan moléculas anfipaticas con actividad antimicrobiana que actdan como
detergentes, producen dafio a nivel de la membrana celular y en la estructura del ADN
bacteriano. Ademas de la madurez del ganado del que proceda la cepa, indicando
mayor resistencia aquellas que se origine de terneros (Sanchez & Dominguez, 2017,

pags. 99-101).

En cambio, para la prueba del NaCl, influye significativamente la concentracion y la
bacteria que se encuentre en interaccion sin mostrar un estandar definido (Anexos 9c
a 9f), por lo cual podemos descartar claramente que en este estudio las bacterias
Lactococcus lactis y Bacillus subtilis no son viables como probi6ticos ya que muestran
mayor sensibilidad y resistencia probidtica, al actuar de manera solitaria, ya que Lara
& Burgos (2012) menciona que la mayoria de las bacterias son relativamente
insensibles a las variaciones de la presion osmética, y se adaptan a cambios fuertes en
la concentracion de solutos del medio, porque poseen una pared celular
mecanicamente rigida, deduciendo que las cepas nativas tienen cierta capacidad de
acondicionarse ante determinadas concentraciones de sales, siendo 7 % la maxima

condicion de salinidad tolerada hipertonicamente (pag. 37).
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En la figura 9 observamos que el mejor medio para las bacterias Bacillus cereus y
Lactobacillus delbreukii es MRS, mientras que para las especies Lactobacillus casei y
Lactobacillus paracasei, el medio optimo es AN, sin mostrar entre ambos medios una
diferencia significativa, concordando por lo mencionado por Jurado & Fajardo (2017)
“El valor obtenido durante la fase exponencial muestra que la cepa lactica posee

caracteristicas adecuadas de crecimiento en el medio MRS” (pag. 65)
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Resistencia probidticos de pruebas vs especie
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Figura 8: Efecto de resistencia probidtica de cada prueba vs especie bacteriana.
Elaborado por: Los autores, 2018
Efecto del medio en las bacterias
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Figura 9: Interaccion del efecto que tiene el medio en cada bacteria.
Elaborado por: Los autores, 2018
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3.4.1. Prueba de antagonismo

En la tabla 8 se observa el rendimiento antagonico de las especies como probioticos

donde el mejor tratamiento se da en condiciones de anaerobiosis, la mejor especie con

accion antagénica fue la bacteria Lactobacillus casei seguida por la bacteria

Lactococcus lactis, ademas se demuestra una mejor accion antagénica de todas las

cepas seleccionadas ante E. coli que para S. marceses, concordando con los resultados

mencionados por Sanchez, et. al. (2011) al parecer debido a la produccién de acidos

organicos, como el &cido lactico o acético en la fermentacion desciende a un pH a 3-4

en los cultivos de las cepas evaluadas (pag. 159) (Anexo 8b).

Tabla 8:

Prueba de antagonismo.

ANAEROBIO AEROBIO Promedio

BACTERIAS E. coli S. marcenses E. coli S. marcenses .

Halo (mm) Halo (mm) | Halo (mm) | Halo (mm) a1

(mm)

Bacillus 5 3 4 0 3
Cereus
Bacillus
subtilis > 1 0 4 2,5
Lactpcoccus 3 4 ) 4 325
Lactis
Lactf)bacnlus 6 3 4 0 375
casei
Lactobacillus
delbreukii 3 0 0 0 0,75
Lactobacllllus 4 ) 0 0 15
paracasei
Promedio 4,33 2,17 1,67 1,33

Elaborado por: Los autores, 2018
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4. Conclusiones

De las 225 muestras de leche analizadas, solo se utilizaron 135 muestras con un valor
< 150 000 CBT/mL de los cuales, los estados de la lacto-fermentacion 1y 2 dieron
como resultado final 110 muestras, sin embargo, no se obtuvo una correlacion

especifica con el rango de CBT.

De las 110 muestras de leche obtenidas de la lacto-fermentacion se aislaron bacterias
de colonias con caracteristicas de tincion Gram (+), oxidasa (-) y catalasa (-), ademas
de pruebas moleculares para el segmento 16S, las cuales dieron como resultado la

identificacion de 10 especies de los géneros Bacillus, Lactobacillus y Lactococcus.

Las pruebas que se utilizaron para verificar la capacidad probidtica de las bacterias
como pH, temperatura, sal biliar, y cloruro de sodio, indicaron que las especies
Bacillus cereus, Lactobacillus delbreukii, Lactobacillus casei fueron las mas
tolerantes a las condiciones sometidas, mientras que el resto de las especies de
bacterias aun cuando son consideradas como probidticas no resistieron las

concentraciones a las cuales fueron evaluadas.
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La capacidad antagonista fue efectiva para la especie Lactococcus lactis tanto en una
atmosfera aerébica como anaerobica lo cual se observdé mediante la aparicion de un
halo de inhibicion, indicando que las especies Bacillus cereus, Lactococcus lactis y
Lactobacillus casei son idoneas para enfrentarse a bacterias patdgenas dentro del
sistema gastrointestinal, descartando a la especie Lactobacillus delbrueckii por no
presentar buena capacidad antagénica ya que su halo fue evidente solo frente a E. coli

en anaerobiosis.

En las pruebas de tolerancia, los probidticos con mayor utilidad en esta investigacion
son las bacterias Bacillus cereus y Lactobacillus casei mismos que pueden ser

masificados con las condiciones adecuadas.
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5. Recomendaciones

Investigar cada una de las bacterias identificadas como potenciales probidticos
(Bacillus cereus y Lactobacillus casei) para adaptarlos en diferentes balanceados
animales, seleccionando aquellas con mejores resultados de crecimiento y resistencia,

segun los requerimientos del ganado bovino.

Realizar mas estudios en las demas bacterias aisladas (Lactobacillus delbrueckii,
Lactococcus lactis, Bacillus subtilis) para verificar si pueden potenciarse como
probidticos, al ser combinadas o usadas en diferentes concentraciones y asi aprovechar

al maximo los recursos bioldgicos que se encuentran al momento.

Complementar la investigacion con un estudio sobre metagenémica con la mayor
cantidad de muestras de leche bovina, si es posible a nivel nacional para obtener un
cepario de bacterias probidticas Utiles para una comparacién genes activos que

caracterice la capacidad probiética.
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7. Anexos

Anexo 1. Toma de muestras de Leche, fase de Campo.

Anexo la. Ubicacién Geografica del Cetro de Acopio Cariacu

Fuente: (Google Earth, 2018).

Anexo 1lb. Toma de muestras de leche en el centro de acopio Cariacu

Nota: Tomada por los Autores, 2018
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Anexo 2. Listado de nombres de los productores del centro de acopio “Cariacu”.

PRODUCTOR

Cadena Emilio

Cadena Eulalia

Cadena Eumelia

Caluguillin Dolores

Caluguillin José

Caluguillin Rosa

Campues Carmen

Catucuamba Angel

©O©| O N| o O b W N -

Catucuamba Antonio

[EEN
o

Catucuamba Isidro

[EEN
[EEN

Farinango Janeth

[EEN
N

Farinango José

[EEN
w

Farinango Luis

[EEN
iSN

Guacan Ernesto

[EEN
a1

Guacan Manuel

[EEN
(o]

Guajan Isabel

[EEN
\‘

Guajan Janeth

[EEN
o

Guajan Patricio

[EEN
(o]

Gualavi Enma Fria

N
o

Gualavisi Enma Cal

N
[

Guatemal Segundo

N
N

Lechon Rosa

N
w

Novoa Gladys

Elaborado por: Los Autores, 2018

24

Novoa Gonzalo

25

Novoa Manuel

26

Novoa Marco

27

Rojas Blanca

28

Rojas Carmen

29

Tabango Hortencia

30

Tabango Luz

31

Tabango Ulcuango Manuel

32

Tabango Ushifia Manuel

33

TQ1

34

TQ2

35

Tuqueres Rodrigo

36

Ulcuango Margarita

37

Ulcuango Marina

38

Ulcuango Miguel

39

Ulcuango Ramén

40

Ulcuango Zoila

41

Ushina Blanca

42

Ushifia Jorge

43

Ushifia Remigio

44

Cadena Emilio

45

Cadena Eulalia

46

Cadena Eumelia

47

Caluguillin Dolores
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Anexo 3. Proceso de lacto-fermentacion en laboratorio

Anexo 3a. Lacto-fermentacién en distintas fases entre las muestras.

; N v
i

Nota: Tomada por los Autores, 2018

Anexo 3b. Fase 2 de coagulo lacto-fermentacion

Nota: Tomada por los Autores, 2018

Anexo 3c. Fase 3 separacion por suero

Capa de suero, debajo de
una fina capa de grasa
natural de leche y sobre
la leche propiamente.

Nota: Tomada por los Autores, 2018

Anexo 3d. Fase 4, Grumos no uniformes y suero abundante.

Nota: Tomada por los Autores, 2018
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Anexo 4. Datos de todos los muestreos CBT y Lacto-fermentacion

FECHAS: 23/02/2018 | 24/02/18 | 21/03/2018 | 22/03/2018 | 03/04/2018 | 04/04/2018 | 26/04/2018 | 26/04/2018 | 12/06/2018 | 13/06/2018 PROMEDIOS
COD | PRODUCTOR 281-(')-(/)?'_ Lacto-F S(T)-é?l' Lacto-F S(T)-é?l' Lacto-F ET)-(/;(;]L Lacto-F ET)-(/;(;]L Lacto-F )Cz?-(l)—(/)r(;“_ Lacto-F

Cadena Emilio 11 2 3 13 3 13 1 8 3 9,40 3,0

2 | Cadena Eulalia 40 10 1 97 1 45 1 16 1 41,60 1,0
3 | Cadena Eumelia 18 2 31 1 10 2 11 1 5 1 15,00 1,0
4 | Caluguillin Dolores 9 1 6 1 13 1 12 1 2 8,40 1,0
5 | Caluguillin José 16 3 14 1 19 1 14 1 10 1 14,60 1,0
7 | Caluguillin Rosa 19 1 15 1 37 1 X X 4 3 18,75 1,0
8 | Campues Carmen 14 3 11 1 10 1 14 1 1 1 10,00 1,0
9 | Catucuamba Angel 33 3 8 3 17 3 49 3 1 1 21,60 3,0
11 iﬁi‘éﬁgmba 116 3 63 1 1001 1 68 1 21 1 253,80 1,0
12 | Catucuamba Isidro 37 2 18 2 X X 43 1 28 31,50 2,0
13 | Farinango Janeth 33 3 32 3 X X 46 1 X X 37,00 3,0
14 | Farinango José 19 4 16 4 230 1 21 3 28 1 62,80 4,0
15 | Farinango Luis 369 2 33 2 21 2 15 1 358 2 159,20 2,0
17 | Guacan Ernesto 37 3 20 2 80 1 X X 20 2 39,25 2,0
18 | Guacan Manuel 37 2 34 2 20 1 23 1 22 1 27,20 1,0
19 | Guajan Isabel 149 3 26 3 95 1 68 1 23 2 72,20 1,0
20 | Guajan Janeth 14 3 13 3 15 3 12 1 5 3 11,80 3,0
21 | Guajén Patricio 31 1 16 1 93 1 19 1 17 1 35,20 1,0
22 | Gualavi Enma Fria 133 3 64 2 179 2 554 2 17 1 189,40 2,0
23 | Gualavisi Enma Cal 25 3 33 2 71 2 45 1 13 2 37,40 2,0
24 | Guatemal Segundo 34 3 14 3 74 1 58 1 17 2 39,40 2,0
25 | Lechon Rosa X X 7 1 17 1 X X 19 1 14,33 1,0
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27 | Novoa Gladys 65 1 37 1 144 2 223 1 118 1 117,40 1,0
28 | Novoa Gonzalo 21 1 9 3 10 1 15 1 8 1 12,60 1,0
29 | Novoa Manuel 23 3 12 3 X X 14 1 18 1 16,75 1,0
30 | Novoa Marco 239 3 138 3 372 3 89 3 132 3 194,00 3,0
31 | Rojas Blanca 28 1 21 3 93 1 17 1 12 1 34,20 1,0
32 | Rojas Carmen 26 1 15 1 19 1 20 1 2 1 16,40 1,0
33 | Tabango Hortencia X X 32 3 24 4 38 1 X X 31,33 1,0
34 | Tabango Luz 21 1 8 1 15 2 24 2 5 2 14,60 2,0
35 | Tabango Ulcuango 36 4 26 3 155 2 35 1 84 1 67,20 1,0
Manuel
36 | Tabango Ushifia 32 2 34 3 X X 76 1 39 3 45,25 3,0
Manuel
37 | TQ1 106 3 76 2 111 4 31 2 61 3 77,00 3,0
38 | TQ2 92 2 43 2 98 3 65 2 47 2 69,00 2,0
39 | Tuqueres Rodrigo 38 8 2 110 2 57 1 14 3 45,40 2,0
40 | Ulcuango Margarita 85 1 8 1 X X 35 1 11 1 34,75 1,0
41 | Ulcuango Marina 28 1 18 X X 32 1 40 1 29,50 1,0
42 | Ulcuango Miguel 60 3 9 1 18 1 28 1 87 2 40,40 1,0
43 | Ulcuango Ramén 39 1 17 1 28 3 27 1 17 3 25,60 1,0
44 | Ulcuango Zoila 203 2 5 3 X X 59 1 113 2 95,00 2,0
45 | Ushifia Blanca X X 14 2 3 X X X X 11,50 30
46 | Ushifia Jorge 39 1 18 1 23 1 28 1 27 1 27,00 1,0
47 | Ushifia Remigio 27 2 52 1 18 2 25 1 16 3 27,60 1,0

Elaborado por: Los Autores, 2018
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Anexo 5. Datos CTB y Lacto-fermentacion de las 27 muestras para inoculacion.

Cod. Datos promedios de
CBT/mL X1000 | Lacto-F

1 9,40 3,0

2 41,60 1,0

3 15,00 1,0

4 8,40 1,0

5 14,60 1,0

8 10,00 1,0

9 21,60 3,0
14 62,80 4,0
18 27,20 1,0
19 72,20 1,0
20 11,80 3,0
21 35,20 1,0
23 37,40 2,0
24 39,40 2,0
27 117,40 1,0
28 12,60 1,0
31 34,20 1,0
32 16,40 1,0
34 14,60 2,0
35 67,20 1,0
37 77,00 3,0
38 69,00 2,0
39 45,40 2,0
42 40,40 1,0
43 25,60 1,0
46 27,00 1,0
47 27,60 1,0

Elaborado por: Los Autores, 2018
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Anexo 6. Identificacion mediante pruebas bioquimicas

Anexo 6a. Pruebas de hemdlisis y oxidasa.

Nota: Tomada por los Autores, 2018

Anexo 6b. Grado de hemolisis generado por microorganismos

Hemolisis Descripcion

a-Hemdlisis | Se observa clarificacion parcial del medio de cultivo alrededor de
las colonias, ademas se produce una degradacién de los enlaces alfa

de la hemoglobina

B-hemdlisis | Se observa clarificacion total del medio de cultivo alrededor de las
colonias. Se produce una degradacién de los enlaces Beta de la

hemoglobina

y-hemdlisis | No se observa clarificacion del medio de cultivo alrededor de las
colonias. No se produce ninguna degradacion de los enlaces alfa y

Beta de la hemoglobina

Fuente: (Gutierrez, 2016, pag. 16)
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Anexo 7. Identificacion Molecular (Electroforesis de ADN)

Marcador Muestras analizadas
Ladder

Nota: Elaborado por: Los autores, 2018
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Anexo 8. Pruebas como Probiotico

Anexo 8a. Conteo de UFC, para Temperatura, Sal Biliar, pH, NaCl

Nota: Elaborado por: Los autores, 2018

Anexo 8b. Halos de inhibicion en prueba de antagonismo

Nota: Elaborado por: Los autores, 2018
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Anexo 9. Datos estadisticos de las Pruebas como probidticos

Anexo 9a. Gréafica de barras entre las medias de los porcentajes de resistencia segun

los medios de cultivo.

Porcentaje de resistencia probiética en los medios de cultivo

100

75

50

Porcentaje

25

AN MRS
Medios de cultivo

Nota: Elaborado por: Los autores, 2018

Anexo 9b. Tabla de medias de los porcentajes de los medios de cultivo para las

pruebas de bacterias como probioticos

Medios Medias E.E.

AN 56,65 1,33 A

MRS 56,2 1,33 A

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Elaborado por: Los autores, 2018
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Anexo 9c. Tabla de las medias entre bacterias

Bacteria Medias E.E.

Bacillus cereus 83,07 2,31 A

Lactobacillus delbruekii 71,5 2,31 B
Lactobacillus casei 63,87 2,31 C
Lactobacillus paracasei 63,26 2,31 C
Lactococcus lactis 36,29 2,31 D
Bacillus subtilis 20,54 2,31 E

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Elaborado por: Los autores, 2018

Anexo 9d. Tabla de datos complementarios en las interacciones Bacterias vs Pruebas

probidticas

Pruebas*Conc.  Bacteria Medias E.E.

PH/C1 Bacillus subtilis 100 7,5 A
NACL/C1 Bacillus cereus 100 7,5 A
PH/C1 Lactobacillus delbruekii 100 7,5 A
PH/C1 Lactobacillus casei 100 7,5 A
PH/C1 Lactococcus lactis 100 7,5 A
S.B./C2 Bacillus cereus 100 7,5 A
PH/C1 Lactobacillus paracasei 100 7,5 A
PH/C1 Bacillus cereus 100 7,5 A
T°/C1 Lactobacillus delbruekii 100 7,5 A
PH/C2 Bacillus cereus 100 7,5 A
PH/C3 Bacillus cereus 100 7,5 A
PH/C3 Lactobacillus paracasei 100 7,5 A
T°/C2 Bacillus cereus 97,97 7,5 A
S.B./C1 Lactobacillus delbruekii 97,73 7,5 A
T°/C2 Lactobacillus paracasei 97,59 7,5 A
PH/C2 Lactobacillus casei 96,84 7,5 A
T°/C1 Lactobacillus casei 96,8 7,5 A
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Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Elaborado por: Los autores, 2018
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Anexo 9e. Grafica de barras de interaccion entre los medios de cultivo y las pruebas

probidticas.

ion de resi ia probidtica Pruebas vs Medio de cultivo

CONTROL PH/C1 PH/C2 PH/C3 S.B./CL S.B./C2 SB./C3 TICt TIC2 TIC3 NACL/C1 NACL/C2 NACL/C3
Pruebas

B v B ws

Nota: Elaborado por: Los autores, 2018

Anexo 9f. Tabla de medias entre los medios de cultivo y las pruebas probidticas

Pruebas*concentracion Medias E.E.

PH/C1 100 3,06 A

T°/C2 79,17 3,06 B
PH/C3 70,03 3,06 C
S.B./C3 63,36 3,06 D
PH/C2 62,99 3,06 D
S.B./C2 62,15 3,06 D
S.B./C1 59,29 3,06 D
T°/C1 55,99 3,06 D
NACL/C1 54,02 3,06 D
CONTROL 50,5 6,12 D
NACL/C2 37,62 3,06

T°/C3 36,99 3,06

NACL/C3 1,38 3,06 F

Nota: Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Elaborado por: Los autores, 2018
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Anexo 9¢g. Tabla con los datos completos para el analisis de pruebas para probioticos.

Medios Pruebas/ Bacteria Repeticion Conteo
concentracion
AN CONTROL Lactobacillus delbruekii | 920
AN CONTROL Lactobacillus casei | 468
AN CONTROL Lactococcus Lactis | 49
AN CONTROL Lactobacillus paracasei | 3000
AN CONTROL Bacillus cereus I 899
AN CONTROL Bacillus subtilis | 141
MRS CONTROL Lactobacillus delbruekii | 170
MRS CONTROL Lactobacillus casei | 313
MRS CONTROL Lactococcus lactis | 31
MRS CONTROL Lactobacillus paracasei | 954
MRS CONTROL Bacillus cereus | 385
MRS CONTROL Bacillus subtilis | 1074
AN NACL/C1 Lactobacillus delbruekii | 644
AN NACL/C1 Lactobacillus delbruekii 1| 802
AN NACL/C1 Lactobacillus delbruekii I 0
AN NACL/C1 Lactobacillus delbruekii v 0
AN NACL/C1 Lactobacillus casei | 371
AN NACL/C1 Lactobacillus casei 1 356
AN NACL/C1 Lactobacillus casei I 383
AN NACL/C1 Lactobacillus casei v 421
AN NACL/C1 Lactococcus lactis | 14
AN NACL/C1 Lactococcus lactis I 19
AN NACL/C1 Lactococcus lactis I 39
AN NACL/C1 Lactococcus lactis v 54
AN NACL/C1 Lactobacillus paracasei | 0
AN NACL/C1 Lactobacillus paracasei I 0
AN NACL/C1 Lactobacillus paracasei 11| 0
AN NACL/C1 Lactobacillus paracasei v 0
AN NACL/C1 Bacillus cereus | 1710
AN NACL/C1 Bacillus cereus 1 1732
AN NACL/C1 Bacillus cereus I 1017
AN NACL/C1 Bacillus cereus v 979
AN NACL/C1 Bacillus subtilis | 0
AN NACL/C1 Bacillus subtilis I 0
AN NACL/C1 Bacillus subtilis Il 0
AN NACL/C1 Bacillus subtilis v 0
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766
1240
1398
197
219
140
203

526
314
553
543
712
662
454
516

1362
1130
1222
1072
800
974
468
472

3000
3000
3000
3000



AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN

TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei

Lactobacillus casei

81

650
698
838
629

482
546
1176
1474
525
496
439
412
33
55
49
56
3000
3000
3000
3000
818
834
994
948
288
276

1044
646
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AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS

TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1
TEMPERATURA/C1

Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

82

22
27

13
3000
3000
3000
3000

724
1174
1004
1122

1342
1152
1488
1426
310
287
262
369
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MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS

TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C2
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3

Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei

Lactobacillus paracasei

83

119
193
161
206
219
236
379
416

48

53

11
1026
1064

854
870
748
724
1498
1326
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488
612
1216
1112



MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN

TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
TEMPERATURA/C3
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei

Lactobacillus casei

84

281
291
1457
1360

3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
1202
1160

766

660

473

537

438

498



AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN

PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3

Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

85

19
45
42
38
3000
3000
3000
3000
1335
1451
1204
1841

563
650
680
674
438
427
451
403

14
17
14
22

3000

3000

3000

3000

1146

1548

1214

1240
114

99
197
153



MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS

PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C1
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2

Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei

Lactobacillus paracasei

86

3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000

612

732

686

645

282

285

322

358
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MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS

PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C2
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3
PH/C3

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis

636
658
1062
932

913
846
920
860
180
118
142
271

Nota: Elaborado por: Los autores, 2018
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