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RESUMEN

Introduccion: El queso fresco sinaloense artesanal, arraigado en la gastronomia, cultura y
economia local, carece de investigacion cientifica respecto a su microbiota y la relacion con
calidad y seguridad de estos lacteos. Este estudio se enfoca en este vacio explorando la
estructura y diversidad de la comunidad bacteriana. Objetivo: Describir la composicion
bacteriana presente en el queso fresco sinaloense de produccion artesanal utilizando técnicas
de metagenomica dirigida y bioinformatica. Metodologia: Se obtuvieron 30 muestras de 10
comunidades sinaloenses diversas. Con secuenciacion V3 ARNr 16S se exploro la
comunidad bacteriana. Con herramientas bioinformaticas y estadisticas se abordd asignacion
taxondmica, deteccion de patdogenos y probiodticos, identificacion de biomarcadores
taxondmicos y prediccion funcional. Resultados: La secuenciacion masiva reveldo 978
OTUs, destacando los filos dominantes Proteobacteria y Firmicutes. La composicion varid
por clima, urbanizacion, region y sitio. Biomarcadores revelaron asociacién de variables
ambientales y geograficas en la comunidad bacteriana. Patogenos y probiodticos se
identificaron, funciones metabdlicas incluyeron sintesis proteica, metabolismo energético y
de carbohidratos, con vinculos patogénicos. Conclusiones: Este estudio profundo de la
microbiota en el queso fresco Sinaloense Artesanal resalta a Proteobacteria y Firmicutes
como claves en su estructura bacteriana, influyendo en su calidad. Presencia de patogenos y
probidticos sugiere relevancia en seguridad alimentaria y salud. Consistencia geografica
sefala uniformidad valiosa en la microbiota. Patrones climaticos y geograficos indican como

el ambiente influye. El andlisis funcional sugiere implicaciones nutritivas y sensoriales.

vii



ABSTRACT

Introduction: Artisanal Sinaloan fresh cheese, rooted in local gastronomy, culture and
economy, lacks scientific research regarding its microbiota and the relationship with quality
and safety of these dairy products. This study addresses this gap by exploring the structure
and diversity of the bacterial community. Objective: To describe the bacterial composition
present in Sinaloan artisanal fresh cheese using directed metagenomics and bioinformatics
techniques. Methodology: Thirty samples from 10 different communities in Sinaloa were
obtained. With 16S rRNA V3 sequencing, the bacterial community was explored. Using
bioinformatics and statistical tools, taxonomic assignment, detection of pathogens and
probiotics, identification of taxonomic biomarkers, and functional prediction were applied.
Results: Mass sequencing revealed 978 OTUs, highlighting the dominant phyla
Proteobacteria and Firmicutes. The composition varied by climate, urbanization, region, and
site. Biomarkers revealed association of environmental and geographic variables in the
bacterial community. Pathogens and probiotics were identified, metabolic functions included
protein synthesis, energy and carbohydrate metabolism, with pathogenic links. Conclusions:
This in-depth study of the microbiota in Artisanal Sinaloense Fresh Cheese highlights
Proteobacteria and Firmicutes as keys to its bacterial structure, influencing its quality.
Presence of pathogens and probiotics suggests relevance in food safety and health.
Geographic consistency signals valuable uniformity in the microbiota. Weather and
geographic patterns indicate how the environment influences. Functional analysis suggests

nutritional and sensory implications.

viii



I. INTRODUCCION

El queso, una joya culinaria y nutricional obtenida a partir de la fermentacion de la leche,
adquiere formas y sabores diversos en todo el mundo. Su creacion se enfoca en preservar los
componentes primordiales de la leche, transformandose en un manjar altamente nutritivo con
cualidades que deleitan el paladar (Gobbetti et al., 2018). Su origen se remonta a Asia Menor,
especificamente a la antigua Turquia alrededor del 7,000 A.C., y se alza como uno de los
pocos alimentos ricos en microorganismos vivos y activos. Los grupos microbianos que
intervienen en su elaboracion, compuestos por bacterias, levaduras y hongos filamentosos
(mohos) (ASM, 2015), juegan roles ecoldgicos esenciales en la coagulacion, maduracion y
transformacion de componentes clave como grasas, proteinas y aminoacidos, configurando
las propiedades sensoriales tunicas del queso (Von Neubeck et al., 2015).

Las complejas interacciones quimicas y enzimadticas entre el queso y su comunidad
bacteriana residente, denominada microbiota del queso, son responsables de su sabor
distintivo. La amplia gama de factores, como la naturaleza de las caseinas, la grasa y los
carbohidratos en la leche base, junto con las modificaciones bioquimicas impulsadas por las
bacterias colonizadoras de la matriz del queso, engloban una red determinante en la creacion
de sabores y texturas. Estas bacterias pueden provenir de la contaminacion ambiental, el uso
de leche no pasteurizada o ser agregadas intencionadamente como iniciadores microbianos
(Khalid y Marth, 1990; Smit et al., 2005; Milani et al., 2020). Un ejemplo paradigmatico es
el de las bacterias acido-lacticas, que inducen la acidificacion y precipitacion de la proteina-
caseina en la leche, separando la cuajada y el suero (Fox y McSweeney, 2004).

Dentro de la diversidad quesera, el queso fresco se distingue como un icono en México y

otros paises de América Latina, y su popularidad estd en aumento en Estados Unidos (Torres-



Llanez et al., 2006). Su capacidad de ser consumido inmediatamente después de su
elaboracion heterogénea a partir de leche cruda de vaca que permite la incorporacion de
formas y sabores regionales, poseen un atractivo distintivo (Van Hekken y Farkye, 2003).
Sin embargo, esta diversificacion también puede conducir a la ausencia de seguimiento y
cumplimiento de normativas, acarreando la presencia de microorganismos potencialmente
patogenos y el riesgo de enfermedades transmitidas por alimentos (Gonzélez-Cérdova et al.,
2016; Méndez-Romero et al., 2021). Aunque la regulacion vigente, como la NOM-183-
SCFI-2012 (DOF, 2012), enmarca los controles microbioldgicos convencionales, no aborda
la trascendencia de la composicion global de la comunidad microbiana en el producto final
(Murugesan et al., 2018).

En la actualidad, la exploracion de los consorcios microbianos se materializa a través de la
metagendmica, un analisis del ADN total presente en una muestra. Este enfoque, conocido
como Metagendmica, ofrece nuevas perspectivas sobre las comunidades microbianas y su
dindmica (Handelsman et al., 1998; Escobar-Zepeda et al., 2016). Las tecnologias de
secuenciacion de alto rendimiento han develado un entendimiento mas profundo de estos
ecosistemas microbianos, incluida la secuenciacion de amplicones, que ha emergido como el
método mas prominente para analizar comunidades microbianas, aplicable a diversas
muestras. Los genes marcadores esenciales, como el ADN ribosomal 16S para procariotas y
el 18S y espaciadores transcritos internos (ITS) para eucariotas, son fundamentales en este
enfoque (Klindworth et al., 2013; Liu et al., 2021).

La trascendencia de esta investigacion radica en la posibilidad de promover la seguridad
alimentaria, la calidad y la potencial innovacion en la produccion de queso fresco en Sinaloa,
Meéxico. Con el fin de salvaguardar la salud publica y reforzar la industria quesera local, se

busca comprender la interaccion de la microbiota con este producto emblematico. La
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implementacion de regulaciones adaptadas a la region y el aprovechamiento de la diversidad
microbiana podrian no solo garantizar la seguridad de los consumidores, sino también
enriquecer la experiencia culinaria y respaldar el arraigo cultural de Sinaloa. En este sentido,
la investigacion tiene el potencial de elevar la calidad y la apreciacion de los productos

locales en la region, consolidando asi su identidad gastronémica.



II. ANTECEDENTES

2.1. Origen y transformacion del Queso

El queso, un alimento nacido de la leche fermentada, despliega una diversidad sorprendente
de sabores y formas en todo el globo terrestre, manteniendo el proposito fundamental de
conservar la riqueza proteica y grasa de la leche. A lo largo de su evolucion, el queso ha
trascendido su funcion basica, transformandose en una delicia culinaria de alta categoria,
dotada de cualidades sensoriales unicas que armonizan con las preferencias palatales y
aportan un valor nutricional sobresaliente. La variedad se revela en torno a un estimado de
1,000 tipos distintos de queso en todo el mundo (Fox y McSweeny, 2004; Gobbetti et al.,
2018). La gestacion de este alimento se encuentra arraigada en la region del Creciente Fértil,
un tramo geografico enmarcado por los rios Tigris y Eufrates hasta la costa mediterrénea del
sur de la actual Turquia, cuyo inicio data de aproximadamente 8,000 afios atras durante la
Revolucion Agricola. El discernimiento de las bondades nutritivas de la leche derivada de
animales domesticados dio pie a la idea de compartir este valioso recurso lacteo entre los
humanos y su progenie. Las cabras y las ovejas, caracterizadas por su naturaleza gregaria y
docil, se erigieron como las primeras especies proveedoras de leche, aunque el ganado bovino
ha asumido el rol predominante en la produccion lechera global, representando cerca del 85%
del suministro total de leche en el mundo (principalmente de la especie Bos taurus) (Fox y
McSweeny, 2004).

2.2. Fases en la elaboracion del queso

La confeccion de queso se desglosa en diversas etapas fundamentales, cada una de las cuales

ejerce un papel crucial en la consecucion de sus caracteristicas distintivas. Estas fases



cruciales son: acidificacion, coagulacion, modificaciones post-coagulaciéon y maduracion
(Fox y McSweeney, 2004; Bintsis y Papademas, 2017).
2.2.1. Acidificacion
El proceso inicial de acidificacion, cuyo eje radica en el uso de bacterias lacticas autdctonas
o cultivos de suero natural, desencadena una serie de procesos quimicos esenciales para el
sabor y la textura del queso. Si bien métodos tradicionales subsisten en ciertas variedades
artesanales, la introduccion global de cultivos iniciadores seleccionados ha conferido mayor
control sobre el proceso y la calidad del producto final. Estos iniciadores pueden ser de cepas
mixtas, que combinan distintas cepas de bacterias acido-lacticas, o de cepas definidas, que
contienen variantes conocidas de estas bacterias (Fox y McSweeney, 2004; Bintsis y
Athanasoulas, 2015; Bintsis y Papademas, 2017). Los roles de la acidificacion son multiples:
o Controlar el desarrollo de microorganismos patdgenos o deteriorantes.
e Influir en la actividad enzimética durante la maduracion, moldeando el sabor y la
calidad del queso.
« Disolver el fosfato de calcio coloidal, regulando el contenido de calcio en la cuajada
y su proporcion soluble, factores esenciales para la textura.
e Promover la separacion de fases, determinando la composicion del queso y el
crecimiento de la microbiota.
o Afectar la actividad del coagulante y su retencion en la cuajada, influyendo en la tasa
de proteolisis en la maduracion (McSweeney, 2007).
2.2.2. Coagulacion
La etapa de coagulacion, esencial para todas las variedades de queso, se materializa a través
de multiples enfoques, incluyendo protedlisis limitada por proteinasas seleccionadas,

acidificacion a pH 4.6 o a pH aproximado de 5.2 en combinacion con calentamiento a 90 °C.
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La coagulacion puede engendrar gelificaciones 4cidas o con cuajo, siendo esta ultima técnica
la responsable de mas del 75% de la produccion quesera global. En torno al 70% de las
variedades de queso, son elaboradas mediante coagulacion enzimatica, mientras que otras,
como Cottage y Quark, son fruto de la coagulacion acida, en la cual las caseinas a y P se
funden en un gel insoluble con la grasa incrustada en esta matriz proteica (Fox y McSweeney,
2004; Fox y Guinee, 2013; Bintsis y Papademas, 2017).

2.2.3. Modificaciones post-coagulacion

Tras el logro de la cuajada o codgulo, se desencadenan pasos adicionales especificos para
cada variedad de queso, desembocando en la concentracion de aproximadamente diez veces
de componentes como caseina, grasa y fosfato calcico micelar. Dichos pasos pueden incluir
el corte del gel en particulas de cuajada, el escaldado (calentamiento de las particulas en
suero), el cheddarizado (trituracion de bloques de cuajada), el lavado de cuajada, el
estiramiento de pasta hilada, el moldeado de forma y peso, el drenado por prensado y la
salazon (Fox y McSweeney, 2004; Bintsis y Papademas, 2017).

2.2.4. Maduracion

Aunque algunas variedades de queso son apreciadas en su frescura, la mayoria atraviesa un
periodo de maduracion, que oscila entre 2 semanas (Mozzarella) y 2 afios (Parmigiano-
Reggiano o Cheddar extramaduro). Si bien las caracteristicas Unicas de los quesos se
empiezan a desarrollar durante la elaboracion, la maduracion desempefia un rol crucial en la
refinacion de sus propiedades. Aunque la cuajada puede variar en cada variedad, los cambios
bioquimicos esenciales que ocurren durante la maduracion y, en consecuencia, las
propiedades sensoriales, estan en gran medida predefinidos por el proceso de creacion, asi
como por factores como la composicion, humedad, contenido de sodio y pH, ademaés de los

tipos de iniciadores y microorganismos secundarios agregados (Fox y McSweeney, 2004).



A medida que se explora el laberinto de la creacion quesera, queda claro que cada fase posee
un proposito distintivo en la produccion de este manjar culinario. El entendimiento mas
profundo de estas etapas y su influencia en la calidad y caracteristicas del queso brinda una
base esencial para la optimizacion de su elaboracion y la exploracion de nuevas posibilidades
gastronomicas.

2.3. Clasificacion de variedades de queso

La clasificacion de las diversas variedades de queso se fundamenta en una serie de atributos,
segiin McSweeney et al. (2017). Estos criterios comprenden la textura, influenciada en gran
medida por el contenido de humedad, el método de coagulacion, que a menudo se toma como
criterio principal y los indices de maduracion. Davids (1965) aborda la clasificacion basada
en el contenido de humedad, con <25% para variedades muy duras, 25-36% para duras, 36—
40% para semiduras y >40% para blandas. Fox (1993) sugiere la clasificacion en
superfamilias segun el agente coagulante, incluyendo quesos de cuajo, quesos acidos (como
Cottage, Quark y Crema) y calor/acido (por ejemplo, Ricotta, Manouri). Fox et al. (2000) y
Fox y McSweeney (2004) amplian la categorizacion de quesos coagulados con cuajo,
basandose en agentes de maduracion caracteristicos y tecnologia de fabricacion.

2.4. Quesos artesanales

Los quesos artesanales se definen como productos lacteos producidos a pequeia escala,
utilizando leche producida en la granja y siguiendo las técnicas tradicionales de elaboracion
del queso propias de cada region (Kamimura et al., 2019). Los quesos artesanales son muy
apreciados por los consumidores y tienen un importante significado social, econdmico y
cultural. Su trascendencia econdmica es debida a sus propiedades especificas segun la region
en la que se elaboran (Rodrigues et al., 2020). En México, los quesos artesanales reflejan

rasgos culturales, territoriales, historicos y de estilo de vida propios de las regiones donde
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son preparados (Morales et al., 2011; De la Rosa-Alcaraz et al., 2020). Hasta la fecha,
alrededor de 40 variedades diferentes de queso han sido reconocidas como quesos mexicanos
artesanales genuinos (Villegas de Gante et al., 2014), siendo las variedades Cocido de
Sonora, Oaxaca, Chihuahua, Crema de Chiapas, Bola de Ocosingo y Poro de Tabasco algunas
de las mas destacadas (De la Rosa-Alcaraz et al., 2020). Un emblema de este impacto es el
queso Cotija, galardonado internacionalmente por su calidad (Escobar-Zepeda et al., 2016).
2.5. Quesos mexicanos

La tradicidon quesera en México se remonta a mas de 500 afios atras, con la llegada de la
colonizacion espafiola que trajo consigo procesos culturales y técnicas de produccion. A
pesar de su historia relativamente breve, México cuenta con maés de 40 variedades de queso,
elaborados siguiendo recetas europeas pero adaptadas a los gustos del Nuevo Mundo. La
amplia gama de quesos mexicanos abarca desde los frescos hasta los semiafiejos y afiejos,
con el queso fresco representando cerca del 80% de la produccion (Jiménez-Guzman et al.,
2009; Torres-Vitela et al., 2012; Gonzalez-Cérdoba et al., 2016). En particular, el queso
Panela, Oaxaca, Chihuahua y otros, capturan la diversidad y tradicion de la gastronomia
mexicana.

2.5.1. Queso fresco

El queso fresco, popular en México y Latinoamérica, adopta variantes como Aro, Molido y
Ranchero (Torres-Llanez et al., 2006; Cervantes-Escoto et al., 2013; Gonzéalez-Cérdoba et
al., 2016). Su proceso de fabricacion, aunque similar en muchos aspectos, resulta en una
variedad de composiciones fisicoquimicas debido a diferencias regionales (Van Hekken y

Farkye, 2003; Gonzalez-Cordoba et al., 2016).



2.5.2. Queso Panela

El queso Panela, similar al Feta griego, se distingue por su suavidad, dulzura y forma
moldeada en canasta. Se elabora con leche de vaca, cabra o una mezcla de ambas, también
se elabora con leche descremada. Al elaborarse generalmente con leche pasteurizada, su
manufactura puede llevar algiin grado de automatizacion. A pesar de esto, también se produce
en menor cantidad a partir de leche cruda por queseros artesanales. (Jiménez-Guzman et al.,
2009; Saxer et al., 2013; Cervantes-Escoto et al., 2013; Gonzalez-Cdrdoba et al., 2016).
2.5.3. Queso Oaxaca

El queso Oaxaca, conocido como queso de Bola, de Hebra o Quesillo, comprende una de las
variedades mas populares y de mayor consumo a nivel nacional, con produccion distribuida
por todo el pais tanto a niveles industriales como artesanales. Durante el proceso de
elaboracion de este queso, la cuajada se acidifica hasta alcanzar un pH de 5.3 y luego se
amasa en agua caliente y se estira. Se forman tiras finas a partir del queso en formacion, que
se enfrian en agua con sal y luego se cortan en segmentos. Posteriormente, los segmentos se
trenzan en la tipica forma de bola o nudo, que puede pesar desde unos pocos gramos hasta
varios kilogramos. El proceso de produccion artesanal es similar al queso Mozzarella, y
requiere un conocimiento especifico de varios pasos criticos durante el proceso de
elaboracion que deben ser reconocidos por el artesano, como la acidez necesaria para obtener
un queso estirable o la cantidad de sal que se debe agregar. Estas habilidades queseras son
esenciales para minimizar la variabilidad entre diferentes lotes de produccion y sus
caracteristicas sensoriales y estructurales. Debido a su produccion a partir de leche cruda, sus
notas de sabor son lacteas, mantecosas, acidas y fermentadas (Caro et al., 2011; Villanueva-
Carvajal et al., 2012; Cervantes-Escoto et al., 2013; Villegas de Gante et al., 2014; Gonzalez-

Cérdoba et al., 2016).



2.5.4. Queso Chihuahua

El queso Chihuahua, también conocido como queso Menonita o Chester, posee raices en la
comunidad menonita. Se produce principalmente a partir de leche de vaca pasteurizada, ya
sea entera o con un contenido de grasa estandarizado El origen de este queso esté ligado a las
comunidades menonitas que emigraron de Canadd a México en la década de 1920 y se
asentaron en el estado de Chihuahua. Actualmente, también se produce en regiones donde no
existen asentamientos menonitas, lo que ha resultado en la existencia de muchas variaciones
que, aunque se consideran genuinas, poseen su propio conjunto Unico de caracteristicas
(Cervantes-Escoto et al., 2013; Gonzalez-Cordoba et al., 2016).

2.5.5. Queso Bola de Ocosingo

El queso Bola de Ocosingo se destaca por su peculiar proceso de elaboracion, que involucra
la superposicion de dos quesos. Esta tradicion arraigada en la comunidad contribuye a su
caracter distintivo. Tiene una forma esférica dura y pesa aproximadamente 1 kg. Este fue el
primer queso de marca colectiva en México, y recientemente se ha buscado una proteccion
mas amplia, como una clasificacion Denominacion de Origen Protegida para este queso. Su
distincion como marca colectiva se basa en su produccion artesanal que utiliza leche cruda
exclusivamente de ganado cebu-pardo suizo en Ocosingo (Cervantes Escoto et al., 2008;
Gonzalez-Cordoba et al., 2016).

2.5.6. Queso Poro de Balancan

El queso Poro de Balancan es producido tinicamente por queseros artesanales ubicados en
los municipios de Balancan, Tenosique, Jonuta y Emiliano Zapata en Tabasco, México. Este
queso se encuentra protegido como marca colectiva. Es un queso fresco, aunque puede
madurar involuntariamente hasta en 4 semanas si su distribucion es lenta. Se vende en

pequeias piezas rectangulares y recubiertas de cera y celofan amarillo. También esta
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desmineralizado y se desmenuza porque la cuajada y el queso se superponen durante el
proceso de moldeado. Por lo tanto, parece estar separado en capas y en ocasiones tiene
pequeios poros, de ahi su nombre. Su apariencia es un efecto comin de la microbiota
tipicamente presente. Para su fabricacion, solo se utiliza leche cruda de la variedad de ganado
cebu-pardo suizo. Sus procesos de elaboracion especificos son cruciales para conseguir su
acidez y sabor caracteristicos (Cervantes Escoto et al., 2013; Aldrete-Tapia et al., 2014;
Gonzélez-Cordoba et al., 2016).

2.5.7. Queso Crema de Chiapas

El queso Crema de Chiapas, con variaciones segun la region. Su sabor es dcido y su pasta
fresca, blanda y prensada. Este tipo de queso se obtiene a través de una coagulacion acido-
enzimatica prolongada de la leche cruda de vaca y tiene caracteristicas sensoriales Unicas
debido a las bacterias acido-lacticas endogenas en la leche de esta region. La elaboracion
comienza con la maduracion de la leche durante 3 a 5 h a temperatura ambiente (>25 °C)
para que la microflora natural se multiplique; luego, se agrega cuajo y se produce la
coagulacion durante aproximadamente 2 a 8 h para producir una cuajada altamente 4cida.
Luego, la cuajada se corta y se deja reposar durante la noche. Al dia siguiente, la cuajada se
coloca en bolsas de algodon que se cuelgan para escurrir el suero. Al final de este periodo de
escurrido, la cuajada alcanza un pH de 4.5 y esta lista para amasarse, salarse, moldearse y
prensarse en una prensa rustica de madera o metalica. Se comercializa en piezas rectangulares
recubiertas con un empaque de 3 capas: film plastico, papel de aluminio y celofan amarillo
o rojo. Es uno de los quesos artesanales mexicanos con marca colectiva y con potencial para
obtener una Denominacion de Origen Protegida (Cervantes Escoto et al., 2008; Villegas de

Gante et al., 2014; Gonzalez-Cordoba et al., 2016).

11



2.5.8. Queso Cotija

El queso Cotija, con diversas formas y raices historicas. Aunque su nombre estd ligado al
pueblo de Cotija, Michoacan, la produccién tradicional se concentra en una pequefia region
ubicada a lo largo de la cordillera oriental de la Sierra de Jalmich, entre los estados de Jalisco
y Michoacan. Sin embargo, versiones similares se producen en diferentes condiciones y con
distintos procesos de elaboracion, principalmente en los estados de Jalisco, Michoacan,
Veracruz y Chiapas, donde generalmente se consideran quesos de imitaciéon. En 2005 se
busco y logré la designacion como marca colectiva, con el objetivo de diferenciar el auténtico
queso Cotija de sus imitaciones. Por lo tanto, el queso se clasificd segiin su region oficial de
origen. Posteriormente, con el apoyo de grupos académicos, se reguld su fabricacion
artesanal y estandarizada, lo que result6 en la creacion y aprobacion de un reglamento
normativo. A la fecha, el queso Cotija regional es el tinico queso en México cuya produccion
artesanal estd regulada exclusivamente por una norma oficial mexicana (COFOCALEC,

2011; Escobar-Zepeda et al., 2016; Gonzalez-Cordoba et al., 2016).

2.6. Diversidad microbiana en quesos mexicanos

El estudio de la composicion microbiana en quesos mexicanos especificos ha revelado una
riqueza de especies. En el caso del queso Chihuahua, Renye et al. (2011) identificaron
especies como Streptococcus thermophilus, S. macedonicus, Lactococcus lactis,
Lactobacillus plantarum y Leuconostoc mesenteroides. La investigacion de Caro et al.
(2013) en queso Oaxaca reveld la presencia predominante de Lactobacillus spp., siendo Lb.
plantarum la especie mas abundante. La composicion bacteriana del queso Poro esta
dominada por S. thermophilus y Lb. delbrueckii (Aldrete-Tapia et al., 2014), mientras que en

el queso Cotija se observaron diversidad bacteriana y fingica, incluyendo taxones como
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Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., Weisella spp., Candida etchellsii, Pichia kudriavzevii
y Moniliella suaveolens (Escobar-Zepeda et al., 2016).

El entendimiento mas holistico de la diversidad microbiana en quesos mexicanos proviene
del estudio exhaustivo de Murugesan et al. (2018), quienes emplearon secuenciacion de ADN
de alto rendimiento para analizar 14 variedades de queso consumidas frecuentemente en
México. Estas variedades, recolectadas de diferentes estados, mostraron comunidades
microbianas centrales compuestas por géneros bacterianos como Streptococcus,
Lactococcus, Lactobacillus, Aerococcus y Weisella. En el reino fungico, se destacan
Galactomyces reessii, Scheffersomyces stipitis y Saccharomyces cerevisiae, incluyendo su
variante vinicola rm11-1?%. Se presume que estos miembros microbianos estan involucrados
en varias etapas del proceso de produccion, contribuyendo a la diversidad sensorial y
cualidades de los quesos. Ademas, estas comunidades bacterianas y fingicas interactian
positiva y negativamente, influenciando la composicion final de la biota microbiana en los
quesos mexicanos.

Este analisis revela la rica diversidad microbiana que contribuye a las caracteristicas Unicas
de los quesos mexicanos, destacando la importancia de comprender las interacciones
microbianas en la produccion y maduracion de estos productos lacteos tradicionales.

2.7. Microbioma y Microbiota

El concepto de microbioma fue inicialmente acunado por los destacados microbidlogos
Lederberg y McCray (2001), con el propdsito de conceptualizar la "comunidad ecologica
compuesta por microorganismos comensales, simbiontes y patdgenos que comparten, en una
relacion intrincada, nuestro entorno corporal”. Con el paso del tiempo, este término ha

evolucionado y ha dado paso a las definiciones actuales de "microbiota" y "microbioma". En
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el ambito actual de la microbiologia, "microbiota" se emplea para referirse a la poblacion de
microorganismos presentes en un entorno especifico, mientras que "microbioma" abarca no
solo a los microorganismos en si, sino también a su habitat, informacién genética y al

contexto ambiental que los rodea (Marchesi y Ravel, 2015).

2.8. Secuenciacion de ADN como herramienta de exploracion de la taxonomia y
diversidad microbiana

2.8.1. Contextos historicos de las técnicas de clasificacion bacteriana

A lo largo de la historia de la microbiologia, se han empleado diversas estrategias para la
investigacion y clasificacion de bacterias, que abarcan desde métodos tradicionales, como la
utilizacion de medios de cultivo selectivos y pruebas bioquimicas, pasando por enfoques
seroldgicos y tinciones (Duquenne, 2018). Si bien estas aproximaciones han sido valiosas en
la obtencion de informacion sobre la microbiota que puede ser cultivada en laboratorio, su
exactitud y aplicabilidad se han visto superadas con el tiempo por métodos de mayor
complejidad y sofisticacién, como son las técnicas moleculares que se basan en la extraccion
y secuenciacion del ADN gendmico (Jo et al., 2020).

2.8.2. Secuenciacion de ADN

Durante la década de los 70’s, Maxam y Gilbert desarrollaron la secuenciacion quimica,
seguido por la innovadora técnica de terminacion de cadena de Sanger (Maxam y Gilbert,
1977; Sanger et al., 1977). Este ultimo método marco un hito en la Biologia al permitir
secuencias mas extensas en un periodo de tiempo mas reducido y con una mayor fiabilidad
de secuencia obtenida. Con el transcurso de los afios, la secuenciacion ha experimentado un
proceso de evolucion, consolidandose como un pilar esencial en la investigacion de los acidos

nucleicos (Buermans y den Dunnen, 2014).
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2.8.3. Secuenciacion de alto rendimiento

La secuenciacion de alto rendimiento, también conocida como “Next Generation
Sequencing” (NGS), se ha convertido en la piedra angular de la secuenciacion gendmica al
abordar de manera masiva y simultdnea fragmentos cortos de ADN, conocidos como
"lecturas" o "reads" (Jo et al., 2020). Esta revolucion tecnoldgica ha tenido un impacto
notable al ampliar de manera extraordinaria la capacidad de secuenciacion, reduciendo
tiempo y costo por base secuenciada (Buermans y den Dunnen, 2014). Como resultado, se
ha visto la aparicién de una variedad de plataformas con distintas caracteristicas, las cuales
han habilitado la investigacion y el manejo de informacidon en campos que abarcan desde la
prevencion, el diagnostico y el tratamiento hasta el monitoreo de diversas enfermedades (Liu
etal., 2012). Las tecnologias de secuenciacion han revolucionado el panorama de las ciencias
biologicas, ofreciendo una perspectiva sin precedentes de sistemas bioldgicos que antes
resultaban inaccesibles. Gracias a su eficiencia, capacidad de reproduccion y velocidad, se
han ampliado considerablemente las posibles aplicaciones, abarcando la caracterizacion de
la diversidad y las funciones de microbiomas complejos en una variedad de entornos (Ghurye
et al., 2016).

2.8.4. Metagenomica como instrumento para la exploracion de la diversidad
microbiana

La metagendmica, como un campo interdisciplinario, ha surgido como una respuesta a esta
evolucion tecnologica, fusionando la genética molecular, la ecologia microbiana y el andlisis
de datos (Ferravante et al., 2021). Esta disciplina se divide en dos enfoques clave para obtener
secuencias gendmicas. Por un lado, la metagenomica dirigida se basa en la secuenciacion de
marcadores moleculares especificos, como el gen ARNr 16S, que es conocido por su

universalidad y aplicaciones filogenéticas. Este gen codifica la subunidad menor del ARNr
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y se ha convertido en el marcador por excelencia para la identificacion bacteriana debido a
su capacidad para ofrecer informacion filogenética y desglosar la diversidad microbiana en
una variedad de entornos (Fischer et al., 2016; Huse et al., 2008; Yuan et al., 2015). Esta
técnica de secuenciacion se basa en la amplificacion y secuenciacion de regiones especificas
de este gen, lo que permite determinar con precision la composicion de la microbiota en
muestras de diferentes entornos, revelando asi la riqueza bacteriana en esos lugares. La
metagendmica "shotgun" se enfoca en la secuenciaciéon de genomas completos, lo que
permite el estudio integral de genes de organismos presentes en una muestra, incluyendo
especies eucariotas, procariotas y virus. Este enfoque no se limita a marcadores especificos,
sino que aborda todos los genes presentes en una comunidad microbiana, lo que proporciona
una comprension mas completa de la composicion y las funciones de las comunidades
microbianas presentes en diversos entornos (Quince et al., 2017). Al estudiar los genomas
completos, la metagendmica shotgun permite desentrafiar las interacciones y funciones de
los microorganismos con un nivel de detalle sin precedentes, lo que contribuye a avanzar en

la comprension de la ecologia microbiana y su relevancia en la ciencia biologica
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III. PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

El queso fresco sinaloense de produccion artesanal es un alimento tradicional de gran
importancia cultural y econdmica en la region. Sin embargo, existe una falta de conocimiento
cientifico en relacion con la comunidad bacteriana presente en este producto y su influencia
en la calidad, seguridad alimentaria y caracteristicas organolépticas.

La diversidad bacteriana en el queso fresco sinaloense puede estar influenciada por diversos
factores, como las practicas de produccion artesanal y las condiciones ambientales. La falta
de estudios metagendmicos exhaustivos limita la comprension de las especies bacterianas
presentes y su potencial contribucion a la formacién de compuestos beneficiosos o
indeseables en el queso.

Ademés, las interacciones microbianas y los factores ambientales pueden desempefiar un
papel fundamental en la composicion y dindmica de la comunidad bacteriana en el queso
fresco sinaloense. Sin embargo, la investigacion sobre estas interacciones y su impacto en la
calidad del producto es escasa.

La falta de informacién cientifica en torno a la comunidad bacteriana del queso fresco
sinaloense limita el desarrollo de estrategias especificas de control y mejora para garantizar
su calidad y seguridad alimentaria. Es necesario abordar esta brecha de conocimiento y
comprender en profundidad la diversidad bacteriana presente, asi como las interacciones y
factores que influyen en ella, con el fin de mejorar la calidad y la seguridad del queso fresco
sinaloense de produccion artesanal.

Preguntas de investigacion:

1. (Cudl es la composicion y diversidad bacteriana presente en el queso fresco sinaloense de

produccion artesanal?
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2. ;Qué taxones bacterianos estan presentes en el queso fresco sinaloense y como impactan

en la calidad y la seguridad alimentaria del producto?
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IV. JUSTIFICACION

Este estudio posee una solida base cientifica debido a la importancia de comprender en
profundidad la comunidad bacteriana presente en el queso fresco sinaloense de produccion
artesanal. La descripcion exhaustiva de la diversidad bacteriana y su funcion es fundamental
para predecir los mecanismos que subyacen a la calidad y caracteristicas organolépticas del
producto. El andlisis metagendémico dirigido, permitira identificar las especies bacterianas
presentes y su potencial capacidad para sintetizar metabolitos de relevancia alimentaria.

Este estudio tendra implicaciones practicas y aplicables en la produccion y calidad del queso
fresco sinaloense. El conocimiento adquirido permitira el disefio de estrategias especificas
de control y mejora basadas en la comprension de la comunidad bacteriana involucrada en el
proceso de produccion. Estas estrategias podrian incluir la seleccion de cepas bacterianas
beneficiosas, el ajuste de condiciones ambientales dptimas y la implementacion de practicas
de higiene adecuadas para garantizar la seguridad alimentaria y la calidad del queso fresco
sinaloense de produccion artesanal. En ultima instancia, este estudio contribuird al avance
cientifico en el campo de la microbiologia alimentaria y proporcionard una base sélida para
la promocidn de practicas productivas mas eficientes y sostenibles en la industria del queso

artesanal.
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V. HIPOTESIS

El queso fresco sinaloense de produccion artesanal alberga una diversa comunidad bacteriana
constituida por los filos Firmicutes y Proteobacteria, cuya composicion se asocia a factores

ambientales y geograficos.
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VI. OBJETIVOS

Objetivo general:
Describir la composicion, estructura y diversidad bacteriana presente en el queso fresco

sinaloense de produccion artesanal.

Objetivos especificos:

1. Analizar y describir la composicion taxondomica de la comunidad bacteriana en el queso
fresco sinaloense artesanal.

2. Estimar la diversidad y abundancia de patdgenos y probiodticos presentes, y examinar las
posibles relaciones entre estos grupos microbianos con factores ambientales especificos.

3. Identificar biomarcadores taxonomicos asociados a distintas variables, como el clima, la
urbanizacion, la region geografica y el tipo de sitio de muestreo.

4. Predecir perfiles y funciones metabolicas relevantes.
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VII. METODOLOGIA

7.1. Seleccion de muestras

Las muestras utilizadas en este estudio fueron colectadas en 10 diversas comunidades,
abarcando una variedad geografica para asegurar la representatividad de los resultados. Estas
comunidades incluyen: 1. Concordia, Concordia; 2. Villa Unidén, Mazatlan; 3. Mazatlan,
Mazatlan; 4. El Quelite, Mazatlan; 5. Carboneras, Culiacan; 6. Culiacan Rosales, Culiacan;
7. Camotete, Badiraguato; 8. La Reforma, Angostura; 9. Los Mochis, Ahome y 10. Ejido
Mochis, Ahome.

7.2. Tipo de estudio

Este proyecto de tesis adoptd un enfoque de investigacion que combina las caracteristicas de
un estudio exploratorio, descriptivo, transversal y observacional. Estas dimensiones
metodologicas fueron elegidas para cumplir con los objetivos planteados, permitiendo un
analisis completo y enriquecedor de la variedad de quesos estudiados.

7.3. Muestra e individuos de estudio

Para asegurar la representatividad y confiabilidad de los resultados, en total, se consideraron
30 muestras (n=30), con la légica distribucion de 3 muestras por cada uno de los 10 sitios de
colecta.

7.4. Tipo de muestreo

El muestreo por conveniencia fue adoptado para la seleccion de las muestras. Esta
metodologia se eligié debido a su practicidad y eficiencia en la obtenciéon de muestras
representativas de las variedades de queso fresco artesanal disponibles en las comunidades

seleccionadas.
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7.5. Criterios de inclusion
Las muestras seleccionadas para este estudio cumplen con criterios especificos de inclusion:

e Pertenecen a la variedad de queso fresco.

Son producidas de manera artesanal, respetando las técnicas tradicionales.

Son elaboradas sin €l uso de cultivos iniciadores.

Se elaboran utilizando leche de vaca como ingrediente principal.

Solo se incluyeron muestras producidas en el estado de Sinaloa
7.6. Criterios de exclusion
Para garantizar la coherencia y relevancia de las muestras, se aplicaron criterios de exclusion:
e Se excluyeron muestras que involucraran etapas de produccion de tipo industrial.
e Muestras elaboradas utilizando cultivos iniciadores no fueron consideradas en el
estudio.
e Aquellas muestras que no cumplieran con el uso exclusivo de leche de vaca fueron
excluidas.
7.7. Criterios de eliminacion
Durante el proceso de colecta y seleccion, se implementaron criterios de eliminacion para
asegurar la calidad y validez de los datos:
e Muestras que mostraron signos de deterioro alimenticio durante la colecta o
transporte fueron eliminadas.
e Aquellas muestras cuyo procesamiento no se realizdo de manera adecuada durante la
etapa experimental fueron excluidas del analisis.
7.8. Seleccion de sitios de muestreo y colecta de muestra
La definicion de los sitios de muestreo se basé en un criterio meticuloso, considerando la

urbanizacion, la region en el estado, la venta y/o produccion artesanal del queso fresco y el
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tipo de clima. Durante la temporada de otono de 2022, se procedid a la colecta de tres
muestras de queso fresco en cada uno de los sitios de muestreo seleccionados. Los datos
relativos a la elevacion y el tipo de clima se obtuvieron mediante las fuentes fiables Elevation

Finder (Disponible en https://www.freemaptools.com/elevation-finder.htm) y Climate Zones

- Koppen-Geiger (Disponible en

https://ggis.un-igrac.org/layers/igrac:other climate 2007_koppen_geiger),

respectivamente. Con el objetivo de mantener la integridad de las muestras, estas se
transportaron rigurosamente bajo cadena de frio (2-8 °C) al Laboratorio de Microbiologia y
Biologia Aplicada de la Facultad de Biologia, Universidad Autéonoma de Sinaloa, hasta su
posterior procesamiento.

7.9. Analisis de amplicones del ARN ribosomal 16S

7.9.1. Extraccion de ADN

La extraccion del ADN total se realizo empleando el ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep Kit
(Zymo Research Corp. CA, EU), el cual se ajusto al protocolo destinado a muestras de queso
y biofluidos ricos en proteinas. No obstante, se modificé la cantidad de queso recomendada
por el fabricante, utilizando 0.6 g de queso del nucleo de cada muestra. Para llevar a cabo
una adecuada degradacion proteica, se emplearon 40 pL de Proteinasa K 20 pg/puL a una
temperatura de 55 °C durante 30 minutos. Posteriormente, se aplicd una hora de agitacion
vigorosa mediante vapuleo por perlas en un vortex para asegurar una ruptura completa de la
matriz del queso. Para lograr una eliminacion eficaz de la grasa, se empled una centrifuga
refrigerada a 8 °C, centrifugando a 10,000 x g durante 1 minuto, resultando en la deposicion
superficial de la grasa. Para obtener la fase liquida, se removidé con cuidado la pelicula

superficial usando una puntilla estéril.
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7.9.2. Cuantificacion de ADN y evaluacion de calidad de extraccion

La cuantificacion del ADN extraido se efectud con el kit QuantiFluor® ONE dsDNA System
en un Quantus™ Fluorometer (Promega Ltd. Madison, WI, EU), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Las concentraciones >5 ng/uL. se consideraron adecuadas para la
secuenciacion masiva (Illumina Inc., 2013). Con el proposito de detectar inhibidores de la
Taq polimerasa, se llevaron a cabo reacciones de PCR punto final de las regiones
hipervariables V4-V6, siguiendo las condiciones detalladas por Campista-Leon et al. (2022).
La visualizacion de los productos de PCR y la integridad del ADN total extraido se evaluaron
mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% a 64 V durante 1.5 h, tifiendo con 1 pL
de GelRed™ 1X (Biotium, San Francisco, CA, EU).

7.9.3. Secuenciacion masiva del fragmento de gen ARN ribosomal 16S

Una vez confirmada la calidad de la extraccion de ADN, se subcontrato el servicio de
secuenciacion al Laboratorio de Gendémica Microbiana del Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo (CIAD A.C.), Unidad Mazatlan. En dicho laboratorio, se llevaron
a cabo las etapas esenciales de preparacion de las librerias siguiendo el protocolo de Illumina
16S Metagenomic Sequencing Library Preparation (parte # 15044223 Rev.B; Illumina Inc.,
San Diego, CA, EU; Illumina Inc., 2013).

El proceso de preparacion de las librerias constd de cuatro etapas fundamentales. En la
primera etapa, se realizo la amplificacion de la region V3 del gen ARNr 16S mediante PCR,
utilizando oligonucleotidos especificos y adaptadores de Illumina. Esta amplificacion
selectiva permitio enfocarse en la region de interés y asegurar la precision en la obtencion de
los fragmentos genéticos.

Seguido de ello, se procedid a la purificacion de los amplicones mediante lavado con perlas

magnéticas AMPureXP. Esta etapa fue esencial para eliminar fragmentos no deseados y
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concentrar los amplicones especificos, lo que garantizo una muestra de alta calidad para la
secuenciacion.

En la tercera etapa, se llevo a cabo una segunda PCR con el proposito de generar la libreria
de secuenciacion. Durante este proceso, se incorporaron adaptadores de secuenciacion e
indices de muestras individuales, lo que permitié identificar y distinguir cada muestra de
manera precisa en el analisis posterior.

La cuantificacion precisa de los amplicones se realizé utilizando el kit Quantification Assay
de Thermo Scientific en un fluorémetro Qubit®, asegurando asi que la cantidad de material
genético en la libreria fuera adecuada para el proceso de secuenciacion.

Una vez completadas estas etapas, se procedio a la preparacion de un pool con todas las
librerias. Estas fueron ajustadas a concentraciéon equimolar y la concentracion total se
establecio en 4 nM. Luego de esta etapa, se realizo la desnaturalizacion del pool y se procedio
a diluirlo a una concentracion final de 2 pM.

Finalmente, la secuenciacion se llevd a cabo utilizando el kit Mid-output Flow cell de 300
ciclos en la plataforma MiniSeq™. El proceso de secuenciacion se realizé en modo pair-end
(2x150 pb), lo que permitié obtener secuencias de alta calidad y profundidad, siendo un
componente esencial para el analisis posterior de los datos gendmicos.

7.9.4. Tratamiento y analisis de secuenciacion

Después de finalizar el proceso de secuenciacion, los archivos FASTQ resultantes se
sometieron a una serie de etapas exhaustivas de tratamiento y anélisis utilizando la plataforma
Microbiome Taxonomic Profiling (MTP) de EzBioCloud (Yoon et al., 2017; Disponible en

https://www.ezbiocloud.net/contents/1 6smtp).

En primer lugar, se implement6 un preprocesamiento inicial de las lecturas obtenidas. Esto

implico la eliminacion de oligonucledtidos no deseados y la exclusion de secuencias con
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valores de calidad PHRED inferiores a 25, con el objetivo de asegurar que solo se trabajara
con lecturas de alta calidad.

La fusion de las lecturas pareadas se llevo a cabo mediante el uso del software VSEARCH,
empleando los parametros predeterminados definidos por Rognes et al. (2016). Una vez
completado el proceso de fusion, se procedio a la extraccion de lecturas no redundantes a
través del método de Denoising. Estas lecturas no redundantes se utilizaron posteriormente
en la asignacidn taxonomica utilizando nuevamente VSEARCH. En este paso, se realizé una
blusqueda y calculo de similitud de secuencias contra la base de datos PKSSU4.0 de
EzBioCloud, siguiendo los criterios de similitud taxondmica propuestos por Yarza et al.
(2014). Estos criterios incluyeron umbrales de similitud para las categorias taxonomicas,
como especie, género, familia, orden, clase y filo.

Para garantizar la calidad del analisis, se procedio a la deteccion y eliminacion de secuencias
quiméricas utilizando el software UCHIME (Edgar et al., 2011). La generacion de unidades
taxondmicas operativas (OTUs) se realizo mediante el enfoque Referencia Abierta (Open
Reference) siguiendo la metodologia de Rideout et al. (2014). En este sentido, las secuencias
que alcanzaron un nivel de similitud del 97% fueron agrupadas a nivel de especie. Cabe
destacar que las secuencias que no cumplian con este umbral se agruparon mediante el
método UCLUST (Edgar, 2010).

La culminacién de estas estrategias de andlisis y tratamiento gener6 el conjunto final de
OTUs, que representa una caracterizacion taxonomica detallada de la comunidad microbiana
presente en las muestras. A partir de este conjunto de OTUs, se calculd una serie de métricas
de diversidad alfa, incluyendo OTUs observadas, ACE, Chaol, Shannon, Simpson y
Diversidad Filogenética. Estas métricas proporcionaron una vision completa de la diversidad

y composicion de la comunidad microbiana bajo investigacion.
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7.10. Evaluacion de dominancia y composicion de microbiota central

Para llevar a cabo la evaluacion de la dominancia y composicion de la microbiota, se empled
la paqueteria de R "microbiome" (Lahti y Shetty, 2018). Esta herramienta permiti6 calcular
de manera precisa las métricas de dominancia, asi como identificar los taxones dominantes
presentes en cada muestra bajo estudio. Ademas, se realizo la determinacion de los taxones
que formaban parte de la microbiota central, conocida como la "core microbiota".

La evaluacion de la dominancia microbiana proporcioné informacion fundamental sobre la
abundancia relativa de los diferentes grupos taxondémicos presentes en cada muestra. Esto
permitié una comprension mas profunda de como ciertos taxones pueden dominar la
composicion de la microbiota en diferentes contextos.

Uno de los aspectos clave del andlisis fue la identificacion de la microbiota central, que
comprende los taxones microbianos que estan presentes de manera constante en todas o la
mayoria de las muestras. La identificaciéon de esta "core microbiota" es esencial para
comprender los componentes fundamentales de la comunidad microbiana y su posible
funcidn en el ecosistema estudiado.

Para presentar de manera clara y visual la abundancia de la microbiota central y su estructura
jerarquica, se empled la creacion de un grafico Krona (Ondov et al., 2011). Este grafico
permitio representar de manera eficaz y jerarquizada la distribucion y abundancia de los
diferentes taxones que conforman la microbiota central. Esta visualizacion fue esencial para
comunicar los resultados de manera accesible y comprensible.

7.11. Deteccion de patogenos y probioticos

Para llevar a cabo la deteccion de patdgenos y probidticos, se partid de la tabla de taxonomia
previamente generada. En primer lugar, se realizd una busqueda especifica de patogenos

utilizando un proceso de filtrado. Esta busqueda se basé en la Comprehensive List Of
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Bacterial Pathogens Infecting Humans (Bartlett et al., 2022), en la cual se listan patégenos
bacterianos que afectan a los seres humanos. Esta lista proporciond una referencia esencial
para identificar los taxones relacionados con patdgenos en las muestras.

Por otro lado, la busqueda de probidticos se realizd con un enfoque en ciertos géneros
microbianos con propiedades probidticas bien documentadas. Especificamente, los géneros
considerados fueron Lactococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium, Leuconostoc y la especie
Streptococcus thermophilus. Estos microorganismos han sido ampliamente estudiados y
reconocidos por sus efectos beneficiosos para la salud (Holzapfel y Wood, 2014), y su
identificacion en la muestra podria proporcionar informacion valiosa sobre posibles
componentes probidticos presentes en el ecosistema microbiano estudiado.

7.12. Descubrimiento de biomarcadores taxonémicos

Para el descubrimiento de biomarcadores taxondmicos, se aplicd el método de Analisis
Discriminante Lineal con Tamafio de Efecto (LEfSe), como propuesto por Segata y
colaboradores (2011). Este proceso se llevo a cabo en el modulo Huttenhower Lab Galaxy

Server 2.0, accesible en http://galaxy.biobakery.org/. El objetivo principal fue establecer

asociaciones entre taxones bacterianos y variables especificas, tales como tipo de clima, nivel
de urbanizacion, tipo de sitio y region.

Antes de iniciar el analisis, las abundancias de los taxones fueron normalizadas a un total de
11,000 lecturas. EI método LEfSe se dividi6 en varias etapas clave. En primer lugar, se
realiz6 una prueba de Kruskal-Wallis factorial entre las clases de las variables mencionadas.
Posteriormente, se llevaron a cabo pruebas por pares de Wilcoxon entre las subclases
identificadas. Para determinar los biomarcadores significativos, se establecid un valor de
corte en una puntuacion logaritmica de LDA (Anélisis Discriminante Lineal) igual a 2 (LDA

logio = 2).
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Es importante destacar que se implement6 una estrategia de analisis multiclase "todos contra
todos" con un enfoque estricto, lo que permitio una evaluacion exhaustiva entre los taxones
bacterianos y las variables consideradas. Los resultados obtenidos a partir de este andlisis,
que reflejan las relaciones mas significativas entre los taxones y las variables, se visualizaron
mediante la herramienta de generacion de graficos incorporada en el médulo LEfSe.

7.13. Prediccion de perfiles funcionales

Para la prediccion de perfiles funcionales, se utilizo el médulo Comparative MTP Analyzer
disponible en EzBioCloud. En este analisis, se compararon dos conjuntos de perfiles
metabolicos funcionales: Proteobacteria Dominantes y Firmicutes Dominantes. Antes de
llevar a cabo el analisis, ambos conjuntos se normalizaron a un total de 11,000 lecturas.

En este proceso, se emplearon los programas por defecto del médulo PICRUSt (Phylogenetic
Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserved States) y MinPath (Minimal
set of Pathways). Estas herramientas son ampliamente reconocidas en el campo (Langille et
al., 2013; Ye y Doak, 2009).

Para asignar posibles funciones metabdlicas a los perfiles, se recurri6 a la Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), una fuente de referencia esencial en biologia
de sistemas (Kanehisa y Goto, 2000; Kanehisa et al., 2023). Tanto las ortologias KEGG (KO)
como modulos y vias KEGG se utilizaron en funcion de la prediccion de genomas basada en
las secuencias de fragmentos V3 del gen ARNr 16S.

En este contexto, se empled LEfSe para evaluar las diferencias entre las abundancias
funcionales relativas de los dos conjuntos de perfiles. Especificamente, se establecid un punto
de corte para los valores de p y p-FDR (Tasas de Falsos Descubrimientos) a >0.05 para
determinar la validez de las diferencias observadas entre las abundancias relativas

diferenciales de los modulos y vias.
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7.14. Analisis estadistico

Para examinar la similitud en la composicion de las comunidades bacterianas presentes en
las muestras, se emplearon técnicas de visualizacion y andlisis estadistico. Se crearon
graficos de barras apiladas con frecuencias relativas y se llevaron a cabo Analisis de
Coordenadas Principales (PCoA) utilizando las paqueterias ggplot2 y vegan en el entorno R
(Wickham, 2016; Oksanen et al., 2022).

Los perfiles de composicion microbiana se generaron a través de agrupamientos jerarquicos
que se visualizaron mediante mapas de calor de dos vias. Para esta tarea, se utilizaron
paquetes de Python, incluyendo pandas, seaborn, scipy, matplotlib y sklearn (McKinney,
2011; Waskom, 2021; Virtanen et al., 2020; Barrett et al., 2005; Garreta y Moncecchi, 2013).
La generacion de la matriz de distancia se bas6 en célculos de distancias euclidianas, mientras
que los agrupamientos se obtuvieron mediante el Método de Pares no Ponderados con Media
Aritmética (UPGMA en inglés). La calidad de los agrupamientos se evalud a través del
calculo de indices de correlacion cofenética para estimar su fidelidad (Carvalho et al., 2019).
7.15. Lugar de realizacion

Todo el trabajo de investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Microbiologia y
Biologia Aplicada de la Facultad de Biologia de la Universidad Autonoma de Sinaloa.

7.16. Financiamiento

El proyecto fue financiado por los directores de esta tesis (Dra. Luz Isela Peinado Guevara y
Dr. Samuel Campista Leon) pertenecientes al Cuerpo Académico Ecologia Molecular y
Biotecnologia (UAS-CA-298). El alumno recibié una beca CONAHCYT con el nimero de

1dentificacion 1148193.
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VIII. RESULTADOS

8.1. Descripcion de las muestras colectadas y sitios de muestreo

En el proceso de recoleccion, se obtuvieron un total de 30 quesos frescos, distribuidos entre
los 10 sitios seleccionados para este estudio. La masa promedio de los quesos fue de
1.423+0.427 kg (IC95%= 1.2606, 1.6852; t= 0.49634; p= 0.62601). En cuanto a los lugares
de muestreo, se realizd un monitoreo exhaustivo en un conjunto de 7 areas urbanas, que
abarcaron Culiacan Rosales, Mazatlan, Los Mochis, Ejido Mochis, Concordia, Villa Uniéon
y La Reforma. Ademds, se incluyeron 3 areas rurales significativas: Camotete, El Quelite y
Carboneras.

En lo que respecta a la clasificacion de tipos de clima, se identificaron 2 sitios caracterizados
por tener clima arido céalido, mientras que otros 4 presentaron un clima de estepa semidrida
calida. Asimismo, se registraron 4 ubicaciones bajo la categoria de sabana tropical. Para
contextualizar las altitudes de los lugares de muestreo, estas oscilaron desde los 8 metros
sobre el nivel del mar en La Reforma, hasta una altitud de 295 msnm en Camotete. De manera
general, la mediana de las altitudes fue de 24 msnm, con un primer cuartil en 8§ msnm y un
tercer cuartil en 121.25 msnm.

Una descripcion detallada de los datos obtenidos de los sitios de muestreo puede encontrarse
en el Cuadro 1. La Figura 1 muestra la localizacion geografica de los mismos. Esta
informacion abarca aspectos como las ubicaciones especificas, las caracteristicas climaticas,
las altitudes correspondientes y otros detalles relevantes que contextualizan la procedencia

de las muestras.

32



Cuadro 1. Sitios de muestreo explorados en este estudio.

Sitio de Muestreo Tipo de Categoria de Region Elevacion Tipo de
Sitio Urbanizacion® (msnm)® Clima*
Concordia, Mixto Urbano Sur 122 Aw
Concordia
Villa Union, Mixto Urbano Sur 12 BSh
Mazatlan
Mazatlan, Venta Urbana Sur 10 BSh
Mazatlan
El Quelite, Produccion Rural Sur 36 Aw
Mazatlan
Carboneras, Produccion Rural Centro 121 BSh
Culiacan
Culiacan Rosales, Venta Urbana Centro 57 BSh
Culiacan
Camotete, Produccion Rural Centro- 295 Aw
Badiraguato Norte
La Reforma, Mixto Urbano Centro- 6 BSh
Angostura Norte
Los Mochis, Ahome Venta Urbana Norte 8 BWh
Ejido Mochis, Mixto Urbano Norte 8 BWh
Ahome

abDatos tomados del Catilogo Unico de Claves de Areas Geoestadisticas Estatales, Municipales y

Localidades del INEGI. “Clasificaciéon Koppen-Geiger; Aw= Sabana Tropical, BSh= Estepa semiarida

calida. BWh= Arido calido.
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Figura 1. Mapa de ubicacion de los sitios de muestreo monitoreados en este estudio. Los circulos de colores

indicados en la leyenda indican la posicion de los sitios. Se indica una escala de 1:2,200,200 km.
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8.2. Secuenciacion masiva

La etapa de secuenciacion masiva de las 30 muestras de quesos frescos arrojé informacion
significativa y detallada sobre la diversidad microbiana presente en este entorno. En total, se
lograron capturar 3,378,356 lecturas pareadas originales, lo que se traduce en un promedio
de 112,611.9 lecturas por muestra. Esta abundancia de datos subraya la amplitud de esta
exploracion y proporciona una base solida para el analisis.

Con un enfoque en la calidad y la precision, se filtraron y seleccionaron cuidadosamente
1,122,323 lecturas pareadas, las cuales cumplian con criterios de limpieza y alta calidad, al
superar el umbral establecido de >Q25. En promedio, esto equivale a 37,420.7 lecturas por
muestra, reforzando la consistencia y confiabilidad de los resultados.

Al profundizar en la taxonomia, se identificaron y clasificaron un total de 968 Unidades
Taxonomicas Operativas (OTUs) desde género a especie. La distribucion y la cantidad de
OTUs se encuentran detalladas en el Cuadro 2, proporcionando una referencia esencial para

entender la riqueza taxon6émica en cada muestra.

Cuadro 2. OTUs observadas en este estudio a diferentes niveles taxonomicos.

Nivel taxonémico Nro. de OTUs
Filo 11
Clase 25
Orden 55
Familia 117
Género 258
Especie 502
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8.3. Composicion taxondomica de la comunidad bacteriana en el queso fresco sinaloense
artesanal

La exploracion de la composicion taxonoémica a nivel filo de la comunidad bacteriana en el
queso fresco sinaloense artesanal evidencid la presencia de 11 filos distintos. Entre éstos,
destaca Proteobacteria, que exhibid un rango de abundancia, desde un minimo del 1.29%
hasta un maximo del 99.98%. En segundo lugar, el filo Firmicutes también tuvo una
presencia relevante, con una variabilidad de abundancia del 0.01% hasta 98.45%. El filo
Deinococcus-Thermus emergié como el tercer filo mas abundante, con niveles que oscilaron
entre 0% y 9.38% y su punto maximo de abundancia registrado en la muestra CON-01. Los
filos  Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, = Chloroflexi, = Fusobacteria,
Peregrinibacteria, Saccharibacteria TM7 y Synergistetes, en contraste, presentaron niveles
de abundancia inferiores al 0.3%. Para resaltar los filos con frecuencias superiores al 1%, se

presenta la Figura 2, que ilustra visualmente sus porcentajes respectivos.
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Figura 2. Frecuencias relativas de filos bacterianos observados en queso fresco sinaloense artesanal. La
grafica indica las frecuencias expresadas en porcentajes para aquellos filos >1% en cada muestra. El codigo de

color indica el filo correspondiente.

A nivel de familia, se identificaron en total 117 taxones, de los cuales 18 familias presentaron
una abundancia superior al 5%. Entre estas, 8 familias se destacaron por su notable
abundancia relativa. Encabezando la lista se encuentra Aeromonadaceae, con una media de
abundancia del 21.02% (rango de 0 a 95.26%). La familia Streptococcaceae le sigui6 de
cerca, con una media del 15.29% (rango de 0 a 97.82%), seguida por Vibrionaceae con un
promedio de 13.68% (rango de 0 a 85.94%). Otras familias relevantes incluyen
Enterobacteriaceae, con un promedio del 9.18% (rango de 0 a 47.05%) y Enterobacterales no
clasificados, con una media del 6.52% (rango de 0 a 49.02%). Las familias Moraxellaceae,
Erwiniaceae y Staphylococcaceae también presentaron niveles considerables, con promedios
de abundancia del 6.10, 6.01 y 5.95%, respectivamente. El porcentaje promedio de lecturas
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no clasificadas a nivel de familia fue del 0.8%. Para una visualizaciéon mas detallada de estos
resultados, la Figura 3 ofrece un panorama completo de los porcentajes de abundancia de las
familias bacterianas en cada muestra. Adicionalmente, el Cuadro 3 proporciona un desglose

de la composicion especifica de cada familia bacteriana.
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Figura 3. Frecuencias relativas de familias observadas en queso fresco sinaloense artesanal. La grafica
indica las frecuencias expresadas en porcentajes para aquellas familias >5% en cada muestra. El codigo de color

indica la familia correspondiente.
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Cuadro 3. Familias representativas observadas en el queso fresco sinaloense artesanal.

Familia Lecturas* % de asignacion
Aeromonadaceae 193,763 19.51
Streptococcaceae 161,422 16.25
Vibrionaceae 155,390 15.64
Enterobacteriaceae 109,200 10.99
Enterobacterales_nc 83,403 8.40
Moraxellaceae 72,832 7.33
Erwiniaceae 72,154 7.26
Staphylococcaceae 56,837 5.72
Ferrimonadaceae 35,839 3.61
Pectobacteriaceae 16,580 1.67
Bacillaceae 13,655 1.37
Pseudoalteromonadaceae 7,862 0.79
Oceanospirillaceae 5,124 0.52
Psychromonadaceae 2,406 0.24
Alteromonadaceae 2,329 0.23
Yersiniaceae 2,107 0.21
Leuconostocaceae 1,367 0.14
Thermaceae 1,042 0.10

*El calculo excluye las lecturas no clasificadas a nivel familia y aquellas familias con frecuencias <5% en las

muestras (ETC). nc= no clasificadas (otras familias dentro de Enterobacterales).

8.4. Diversidad bacteriana y perfiles de composicion en el queso fresco sinaloense
artesanal

8.4.1. Curvas de rarefaccion y estimacion de esfuerzo de muestreo

Las curvas de rarefaccion proporcionaron informacion crucial sobre la profundidad de
lecturas requerida para aproximar la asintota en las muestras. En un 90% de las muestras, se
logré alcanzar la suficiente profundidad de lecturas para aproximarse a la asintota. Para las
muestras con mas de 200 OTUs observadas, se observd que una profundidad de 35,000 a

40,000 lecturas fue necesaria. Por otro lado, las muestras con menos de 200 OTUs observadas
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requerian de 15,000 a 30,000 lecturas para alcanzar la asintota. Es importante mencionar que
las muestras CMT-02, CON-01 y LCM-02 no lograron alcanzar la generacion de la asintota.

Estos hallazgos se ilustran en la Figura 4.
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Figura 4. Curvas de rarefaccion de muestras de queso fresco sinaloense artesanal. Un codigo de color identifica la curva correspondiente a cada muestra.
CBN= Carboneras, CLN= Culiacan, CMT= Camotete, CON= Concordia, EJM= Ejido Mochis, EQL= El Quelite, LCM= Los Mochis, LRF= La Reforma, MZT=

Mazatlan, VUN= Villa Union.
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8.4.2. Estimacion de riqueza de especies y biodiversidad

Las estimaciones de riqueza de especies basadas en los indices ACE y CHAO proporcionaron
un rango variable de valores, con una mediana de 178.59 para ACE y 171.51 para CHAO.
Las muestras CBN-03 y MZT-01 exhibieron la riqueza de especies mas baja, mientras que
las muestras CMT-02 y LRF-02 presentaron la riqueza mas alta. En cuanto a la estimacion
de biodiversidad, el indice de Shannon oscil6 entre 0.65 y 3.09, con una mediana de 1.91.
Las muestras MZT-01 y CBN-03 mostraron los indices de Shannon mas bajos, mientras que
las muestras CMT-02 y EJM-02 exhibieron los indices mas altos. Por otro lado, el indice de
Simpson varié de 0.09 a 0.74, con una mediana de 0.28. Las muestras CMT-02 y MZT-01
tuvieron los valores minimos, mientras que las muestras LCM-01 y CBN-03 mostraron los
valores maximos. Ademas, la Diversidad Filogenética oscil6 entre 99 y 321, con una mediana
de 182.5. Las muestras CBN-03 y LCM-01 presentaron la diversidad filogenética mas baja,
mientras que las muestras LRF-02 y CMT-02 mostraron la diversidad filogenética mas alta.
Es relevante destacar que los resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para cada métrica
entre los sitios muestreados indicaron la falta de diferencias estadisticas (p>0.05 en cada
caso). Las métricas de diversidad alfa, se encuentran detalladas en el Cuadro 4. La

representacion grafica de las métricas por sitio muestreado se presenta en la Figura 5.

42



Cuadro 4. Métricas de diversidad alfa de las muestras de queso fresco sinaloense

artesanal.

Muestra ACE CHAO OTUs Shannon Simpson Diversidad Filogenética

CBN-01 179.98 173.28 169 2.09 0.28 148
CBN-02 172.73 163.26 156 1.49 0.45 154
CBN-03 67.08 64.15 62 0.69 0.69 99
CLN-03 109.53 105.53 91 1.51 0.28 110
CLN-04 223.60 212.02 203 1.96 0.30 274
CLN-05 343.68 333.90 318 2.78 0.14 269
CMT-01 81.67 81.80 74 2.07 0.20 117
CMT-02 436.94 425.94 420 3.09 0.10 265
CMT-03 227.78 220.00 208 1.50 0.37 173
CON-01 207.65 197.78 164 2.21 0.28 241
CON-02 80.00 74.07 68 1.07 0.55 122
CON-03 87.92 85.91 75 1.49 0.32 134
EJM-01 328.75 319.40 314 2.69 0.15 249
EJM-02 253.02 244.06 240 1.46 0.51 207
EJM-03 24191 233.69 224 2.11 0.22 226
EQL-01 202.19 194.58 178 2.02 0.27 252
EQL-02 204.81 195.54 182 2.07 0.27 261
EQL-03 277.01 271.50 233 1.92 0.36 318
LCM-01 157.65 148.30 136 0.82 0.69 210
LCM-02 312.13 293.90 278 1.67 0.50 321
LCM-03 198.56 173.00 143 1.07 0.64 243

ACE= Abundance-based Coverage Estimators (Estimadores de Cobertura basados en

Abundancia).
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Cuadro 4. Métricas de diversidad alfa de las muestras de queso fresco sinaloense

artesanal (continuacion).

Muestra ACE CHAO OTUs Shannon Simpson Diversidad Filogenética

LRF-01 147.10 139.68 136 2.14 0.19 152
LRF-02 392.83 382.24 375 3.06 0.09 275
LRF-03 186.21 180.29 171 1.28 0.44 181
MZT-01 100.81 91.83 79 0.65 0.74 123
MZT-02 121.07 115.79 100 1.49 0.37 153
MZT-03 138.73 132.71 116 0.88 0.68 157
VUN-01 168.05 162.79 156 1.98 0.21 182
VUN-02 185.92 178.73 175 1.90 0.33 184
VUN-03 178.18 166.63 155 1.81 0.25 200

ACE= Abundance-based Coverage Estimators (Estimadores de Cobertura basados en

Abundancia).
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Figura 5. Métricas de diversidad alfa por sitio muestreado. Se muestran los graficos de cajas de cada una
de las métricas con los 10 sitios de muestreo analizados. En la parte superior de cada grafico se indican los

resultados de las pruebas Kruskal-Wallis (K-W) y su valor p.

8.4.3. Analisis de agrupamiento jerarquico y perfiles de composicion

El analisis de agrupamiento jerarquico se plasmo6 en dos dendrogramas (Figura 6), uno
basado en las vias de familias bacterianas y otro en muestras de queso. El dendrograma de
familias bacterianas presentd un coeficiente de correlacion cofenética del 0.9815 y exhibid 8
ramas principales: Aeromonadaceae, Vibrionaceae, Streptococcaceae, Staphylococcaceae,
Enterobacterales no clasificados, Enterobacteriaceae, Moraxellaceae y Erwiniaceae. Las
muestras se agruparon en seis clados (I-VI) mediante el dendrograma de muestras

(correlacion cofenética= (.7780). Cada clado se definid6 por patrones de composicion
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relacionados con familias con mayores abundancias relativas. Los perfiles de composicion

se distribuyeron de la siguiente manera:

Perfil Staphylococcaceae: Integrado por las muestras CLN-05, LCM-03 y EQL-03.

Perfil Aeromonadaceae: Compuesto por los quesos LRF-01, CMT-01, CLN-04,

CBN-01/03, LCM-01 y CON-01.

o Perfil Moraxellaceae: Estructurado por LRF-02/03 y CMT-02/03.

o Perfil Streptococcaceae: Definido por CLN-03, VUN-02, LCM-02, MZT-01 y MZT-
03.

o Perfil Vibrionaceae: Conformado por EJM-01/03, MZT-02 y CON-02/03.

o Perfil Enterobacterales/Enterobacteriaceae: Generado por las muestras EQL-01/02,

VUN-01 y VUN-03.
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Figura 6. Agrupamiento jerarquico UPGMA a dos vias con mapa de calor de las abundancias relativas a nivel familia. El dendrograma lateral izquierdo
agrupa a las familias en funcién de su abundancia. El dendrograma superior agrupa a las muestras de queso fresco sinaloense artesanal de acuerdo con su
composicion bacteriana. La escala de color superior izquierda indica la abundancia relativa en porcentaje. Los indices de correlacion cofenética se muestran en cada
dendrograma. En el dendrograma superior se destacan los seis agrupamientos (I-VI) generadores de perfiles de composicion bacteriana. I= Perfil Staphylococcaceae,
II= Perfil de Aeromonadaceae, I1I= Perfil Moraxellaceae, IV= Perfil Streptococcaceae, V= Perfil Vibrionaceae, VI= Perfil Enterobacterales/Enterobacteriaceae.
CBN= Carboneras, CLN= Culiacan, CMT= Camotete, CON= Concordia, EJM= Ejido Mochis, EQL= El Quelite, LCM= Los Mochis, LRF= La Reforma, MZT=
Mazatlan, VUN= Villa Union
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8.4.4. Exploracion de similitudes en perfiles de composicion

El Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) visualizo las similitudes entre los perfiles de
composicion de la comunidad bacteriana. La Figura 7 representa graficamente los resultados
del PCoA. El componente principal (PC1) explico el 28.71% de la variacion, mientras que el
PC2 explico el 16.57%, acumulando el 45.28% de la variacion total. A nivel general, las
comunidades bacterianas del queso fresco sinaloense artesanal, con la excepcion del sitio de
producciéon Ejido Mochis (EJM), no mostraron una relacion definida con el origen
geografico. Esto se evidencio por la variacion mayor en la composicion bacteriana entre las
muestras, con la excepcion de las muestras de EJM, que presentaron una menor variacion.
En conjunto, la variabilidad en la comunidad bacteriana dificulta el agrupamiento basado en

el sitio de muestreo.
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Figura 7. Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) por Unifrac Generalizado de los perfiles de

composicién bacteriana. El grafico muestra la variacion de cada componente y un codigo de colores representa

los sitios de muestreo analizados en este estudio. CBN= Carboneras, CLN= Culiacan, CMT= Camotete, CON=

Concordia, EJM= Ejido Mochis, EQL= El Quelite, LCM= Los Mochis, LRF= La Reforma, MZT= Mazatlan,

VUN= Villa Unién.
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8.5. Dominancia de familias y composicion de la microbiota bacteriana

Se destacaron ocho familias como elementos dominantes dentro de las 30 muestras de queso
fresco sinaloense artesanal. Entre estas, la familia Aeromonadaceae (CMT-01, LRF-01,
CBN-01-03, LCM-01, CLN-04 y CON-01) presentd un rango de dominancia que vari6 de
0.41 a 0.96. Otras familias como Bacillaceae (CLN-03) exhibieron una dominancia puntual
de 0.35. Las Enterobacterales no clasificadas (EQL-01/02) y Enterobacteriaceae (VUN-
01/03) demostraron indices de dominancia que fluctu6é entre 0.41 a 0.5. En cuanto a
Moraxellaceae (LRF-02 y CMT-02), la dominancia oscil6 entre 0.43 y 0.61. Por su parte,
Staphylococcaceae (CLN-05, EQL-03 y LCM-03) mostraron un rango de dominancia de
0.34 a 0.8. Las familias Streptococcaceae (MZT-01, MZT-03, LCM-02 y VUN-02) y
Vibrionaceae (CON-03, EJM-03, EJM-02, CON-02 y MZT-02) presentaron indices de
dominancia que variaron de 0.66 a 0.98, y de 0.43 a 0.87 respectivamente.

De igual forma, se identificaron 24 familias que constituyeron la microbiota central de las
117 presentes en la tabla de taxonomia. Estas 24 familias representaron un 97.9% de la
abundancia total entre las 30 muestras analizadas. Por otro lado, las 93 familias restantes
comprendieron un modesto 1.42% de la abundancia total. Un residual 0.68% correspondi6 a
organismos no clasificados a nivel de familia.

Entre las familias con notables abundancias dentro de la microbiota central, con porcentajes
superiores al 1%, se encontraron las siguientes: Aeromonadaceae (21.44%),
Streptococcaceae (15.6%), Vibrionaceae (13.9%), Enterobacteriaceae y Enterobacterales no
clasificadas (10.06% y 6.83% respectivamente), Erwiniaceae (6.49%), Moraxellaceae
(6.38%), Staphylococcaceae (6.23%), Ferrimonadaceae (4.4%), Pectobacteriaceae (1.96%)
y Bacillaceae (1.83%). Las familias Pseudoalteromonadaceae, Enterococcaceae,

Alteromonadaceae, Oceanospirillaceae, Yersiniaceae, Micrococcaceae, Alteromonadales no
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clasificadas, Pseudomonadaceae, Shewanellaceae, Oxalobacteraceae, Hafniaceae,
Streptomycetaceae y Corynebacteriaceae se encontraron en proporciones menores al 1%.
Para una visualizacidon mas clara de los taxones encontrados en la microbiota central, se

proporciona una representacion jerarquica en la Figura 8.

Tig Caskcaser :hi-.

J.u-uhlﬂuuﬂ'llt.

Figura 8. Grifico Krona de las abundancias relativas (%) de las familias constituyentes de la microbiota
central del queso fresco sinaloense artesanal. El grafico muestra una estructura jerarquica en funcion de los
niveles taxonémicos (reino hasta familia) y de la abundancia relativa para cada tax6n mostrado. En el tltimo
nivel se indican los porcentajes de abundancia relativa para cada familia. Se muestra sin estructura jerarquica a

los organismos no clasificados a nivel familia y a las familias de la microbiota no central.
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8.6. Caracterizacion de taxones bacterianos patégenos

Se identificaron un total de 132 taxones bacterianos que calificaron como patogenos. Este
proceso se realizd mediante un filtro utilizando el cuadro No. 6 del “Comprehensive List Of
Bacterial Pathogens Infecting Humans”, abarcando desde el nivel de especie hasta el de
familia. La composicion de estos taxones patdogenos en cada muestra presentd una
variabilidad considerable, con valores que oscilaron entre un maximo de 95.83% y un
minimo de 1.14% (con un promedio de 40.59%, percentil 25 de 10.69% y percentil 75 de
67.74%).

Las muestras que exhibieron las mayores abundancias relativas de taxones patogenos fueron
LRF-03 (95.83%), CBN-03 (95.37%) y CMT-03 (94.15%). En contraste, MZT-03, EQL-03
(ambas con 4.01%) y MZT-01 (1.14%) presentaron los valores mas bajos en cuanto a la
presencia de patdgenos.

En el estudio de los taxones patdogenos que acumularon abundancias superiores al 1% en las
30 muestras analizadas (con un promedio de 0.2%, percentil 25 de 0.04% y percentil 75 de
1.94%), se destacaron grupos y especies especificas. Entre los mas notables, resaltaron el
grupo de especies Aeromonas caviae (19.14%), Pantoea agglomerans (5.44%) y la especie
Acinetobacter ursingii (3.32%) como los mas abundantes. En contraste, el grupo de especies
Serratia liquefaciens, especies de Psychobacter y Enterobacter no clasificadas (con
porcentajes de 0.37, 0.35 y 0.33% respectivamente) se encontraron en niveles de abundancia
mas bajos.

Para una comprension mas detallada, se identificaron ocho perfiles de composicion de
patdgenos, denominados I a VIII (Figura 9). Cada perfil se estructur6 en funcion de los
taxones y sus respectivas abundancias relativas:

52



L. Perfil del Grupo Pantoea agglomerans, Acinetobacter ursingii/no clasificadas, y Pantoea
no clasificadas (en LRF-03 y CMT-03). II. Perfil del Grupo Vibrio alginolyticus y Vibrio no
clasificadas (en MZT-02). III. Perfil del Grupo Aeromonas caviae (>40%) (CON-03, CMT-
01, LRF-01, CON-01, CLN-04, LCM-01 y CBN-01-03). IV. Perfil del Grupo Pantoea
agglomerans/no clasificadas, Grupo Raoultella planticola y Cedecea davise (en VUN-01 y
VUN-03). V. Perfil de Aeromonas caviae <40%/no clasificadas y Acinetobacter ursingii/no
clasificadas (en CMT-02, LRF-02). VI. Perfil de Streptococcus salivarius/no clasificadas (en
CLN-03). VII. Perfil del Grupo Raoultella planticola y Cedecea davise (en EJIM-03). VIII.
Perfil con <10% de abundancia general de patogenos (en LCM-02/03, CON-02, CLN-05,
EQL-01-03, EJM-01/02, MZ7-01/03, EQL-03).

Adicionalmente, se observd que los patogenos con abundancias inferiores al 1% incluyeron
Enterococcus faecalis (0.025%), Salmonella (0.023%), el grupo de especies de Streptococcus
parasanguinis (0.021%), grupo Staphylococcus aureus (0.018%), grupo Streptococcus
pneumoniae (0.015%), Listeraceae (0.007%), Streptococcus agalactiae (0.004%),
Aeromonas hydrophila (0.003%), grupo Serratia marcescens (0.002%). Adicionalmente, se
identificaron taxones como Bacillus cereus, Stenotrophomonas, grupo Streptococcus
dysgalactiae, grupo Morganella morganii, Proteus mirabilis, Brucellaceae, Vibrio cidicii,
grupo Yersinia intermedia, los grupos de Pseudomonas putida y P. oryzihabitans, grupo
Pasteurella multocida, Streptococcus pyogenes, grupo Vibrio parahaemolyticus,

Pleisomonas shigelloides y Campylobacteraceae, con abundancias < 0.001%.
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Figura 9. Agrupamiento jerarquico UPGMA a dos vias con mapa de calor de las abundancias relativas de patégenos. I= Perfil Grupo Pantoea agglomerans,
Acinetobacter ursingii/no clasificadas, y Pantoea no clasificadas, 11= Perfil Grupo Vibrio alginolyticus y Vibrio no clasificadas, II= Perfil Grupo Aeromonas
caviae >40%, IN= Perfil Grupo Pantoea agglomerans/no clasificadas, Grupo Raoultella planticola y Cedecea davise, V= Perfil Aeromonas caviae <40%/no
clasificadas y Acinetobacter ursingii/no clasificadas, V1= Perfil Streptococcus salivarius/no clasificadas, VII= Perfil Grupo Raoultella planticola y Cedecea davise

VIII= Perfil <10% de abundancia general de patogenos

54



8.7. Identificacion de Taxones Probidticos

Se lograron identificar un total de 22 taxones pertenecientes a los géneros Lactococcus,
Leuconostoc y Lactobacillus que fueron catalogados como probidticos en el analisis de las
30 muestras evaluadas. De este conjunto, Unicamente 8 taxones demostraron acumular
abundancias relativas superiores al 1% en el conjunto de todas las muestras. Estos taxones
probidticos notables incluyen al Grupo Lactococcus lactis (11.21%), Lactococcus piscium
(0.32%), Grupo Lactococcus raffinolactis (0.31%), especies de Lactococcus no clasificadas
(0.24%), Grupo Lactococcus gravieae (0.22%), Grupo Leuconostoc kimchii (0.12%),
Lactococcus taiwanensis (0.06%) y el grupo Lactococcus chungangensis (0.05%).

Por otro lado, Leuconostoc mesenteroides, especies de Leuconostoc no clasificadas, grupo
Lactobacillus delbruecki, Leuconostoc lactis, especies de Lactobacillus no clasificadas,
grupo Leuconostoc gelidum, grupo Lactobacillus plantarum, Lactococcus plantarum,
Leuconostoc carnosum, Lactobacillus fermentum, grupo Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus brevis, grupo Lactobacillus gasseri'y grupo Lactobacillus reuteri presentaron
niveles de abundancia iguales o inferiores a 0.02%.

En un esfuerzo por visualizar y comprender la distribucion de estos taxones probiodticos en
las muestras de queso fresco sinaloense artesanal, se identificaron dos perfiles de
composicion distintos, los cuales se plasman graficamente en la Figura 10:

Perfil I: Baja Abundancia de Lactococcus lactis (<14%) Este perfil engloba a muestras
que presentan una baja prevalencia de Lactococcus lactis, totalizando menos del 14% de su
composicion. Ejemplares representativos que se ajustan a este patron incluyen CBN-01-03,
CLN-03-05, EJIM-01-03, CMT-01-03, LRF-01-03, EQL-01-03, CON-01-03, MZT-02,

VUN-01/03, asi como LCM-01 y LCM-03.
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Perfil II: Alta Abundancia de Lactococcus lactis (=54%) Este perfil resalta la
predominancia de Lactococcus lactis, constituyendo mas del 54% de la composicion
bacteriana. Se observa claramente en muestras como VUN-02, LCM-02, MZT-01 y MZT-

03.
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Figura 10. Agrupamiento jerarquico UPGMA a dos vias con mapa de calor de las abundancias relativas de probioticos. El dendrograma lateral izquierdo
agrupa a las familias en funcién de su abundancia. El dendrograma superior agrupa a las muestras de queso fresco sinaloense artesanal de acuerdo con su
composicion bacteriana. La escala de color superior izquierda indica la abundancia relativa en porcentaje. Los indices de correlacion cofenética se muestran en cada
dendrograma. En el dendrograma superior se destacan los seis agrupamientos (I-VI) generadores de perfiles de composicion bacteriana. /= Perfil de baja abundancia

de Lactococcus lactis (<14%), II= Perfil de alta abundancia de Lactococcus lactis (>54%).
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8.8. Descubrimiento de biomarcadores taxonémicos

El andlisis exhaustivo llevado a cabo en esta investigacion permitid identificar valiosos
biomarcadores taxondémicos asociados a distintos factores ambientales y geograficos en las
muestras de queso fresco sinaloense artesanal. Estos biomarcadores proporcionan una
comprension mas profunda de la influencia de variables como el clima, la urbanizacion, la
region geografica y el tipo de sitio de muestreo en la composicion bacteriana.

8.8.1. Biomarcadores asociados a clima

Dentro del contexto climatico, se resaltaron tres biomarcadores significativos (Figura 11) que
estan especificamente vinculados a los tipos de clima de Sabana Tropical (Aw) y Arido calido
(BWh). Los biomarcadores identificados incluyeron a Micrococcaceae y Microccales (con
tamafios de efecto LDA menores a -2) para el clima Aw, mientras que para el clima BWh se

observo la presencia de Oceanospirillales (con tamainos de efecto LDA superiores a 3).

Clima

BN Aw BB BWh

Micrococcageae

Micrococcalgs

-2 -1 0 1 2 3
Puntuacién LDA (log,,)

Figura 11. Grafico LEfSe de los biomarcadores taxonémicos asociados a clima. Aw= Sabana Tropical,

BSh= Estepa semidrida calida. BWh= Arido calido. LDA= Analisis Discriminante Lineal.
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8.8.2. Biomarcadores asociados a urbanizacion

En relacion con los sitios de muestreo urbanos (Figura 12), se encontraron importantes

biomarcadores que delinean las diferencias en la composicion bacteriana del queso fresco

sinaloense artesanal colectados de ambientes urbanos y rurales. Entre los marcadores

detectados se incluyen Vibrionales-Vibrionaceae (con tamafios de efecto LDA superiores a

4), Vibrio (LDA > 3), Pseudoalteromonas, el grupo Pseudoalteromonas tetradonis,

Streptococcus salivarius, Aeromonadaceae, Catenovulum, C. marinum, especies de Vibrio

no clasificadas, Yersiniaceae, Colwelliaceae, Thalassotalea y T. litorea (LDA > 2). Por otro

lado, en los sitios rurales se observaron marcadores como Streptococcus mutans (LDA

menores a -2), Streptococcus gallolyticus y especies no clasificadas de 4deromonas (LDA

menores a -3).

Urbanizacion
I Rural I Urbano

brionaceae

Vibrionales

Grupo Pseuddalteromona
Grupo $treptococcl.
Aeromfonadaceae

Chtenovulum

QGatenovulun
Yersiniaceae
Cqlwelliaceae
Thalassotalea
Qronobacter
Thalassolalea litorea

Streptococpus mutans

Puntuacion LDA (log,,)

Figura 12. Grafico LEfSe de los biomarcadores taxonémicos asociados a urbanizacién.



8.8.3. Biomarcadores asociados a region geografica

La distribucion geografica también influyd en la composicién bacteriana, donde se
identificaron biomarcadores distintivos para cada region. En la region sur (Figura 13), los
marcadores mds relevantes abarcaron Lactobacillaes, Streptococcaceae, Lactococcus, el
Grupo Lactococcus lactis (LDA > 4), Pseudoalteromonadaceae y Pseudomonadaceae (LDA
> 2). Para la region norte, se detectd tinicamente la presencia de Citrobacter portucalensis
(LDA > 2). En la region centro-norte, se destacaron biomarcadores como Moraxellaceae,
Acinetobacter y especies no clasificadas, Acinetobacter ursingii (LDA > 4), especies de
Pantoea no clasificadas, Enhydrobacter, el grupo Enhydrobacter aerosaccus (LDA > 3),
KB849206, Micrococcales, Microccaceae, Rothia y especies no clasificadas, Klebsiella
singaporensis, y géneros no clasificados de Moraxellaceae (LDA > 2). Finalmente, en la
region central, se identificaron Streptococcus y especies no clasificadas (LDA > 3), asi como

Escherichia y el grupo Escherichia coli (LDA > 2) como marcadores distintivos.
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Figura 13. Grafico LEfSe de los biomarcadores taxonémicos asociados a la region.

8.8.4. Biomarcadores asociados al tipo de sitio

La clasificacion segun el tipo de sitio también reveld biomarcadores especificos (Figura 14).
Para los sitios de venta, se encontraron Macrococcus 'y el grupo M. equipercicus (LDA > 4),
Pseudoalteromonas, el Grupo Pseudoalteromonas tetraodonis, Vibrio litoralis y especies de
Vibrio no clasificadas, Catenovulum, C. maritimum, Alteromonadaceaec y el grupo
Streptococcus raffinolactis (LDA > 2). Para los sitios de produccion, se destacaron el grupo
Streptococcus gallolyticus, especies de Streptococcus no clasificadas (LDA > 3), asi como

Streptococcus mutans (LDA > 2) como taxones distintivos. En los sitios mixtos, donde la
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produccion y venta coexisten, se observaron Enterobacterales, Vibrionales y Vibrionaceae
(LDA > 4), Erwiniaceae, Pantoea y especies no clasificadas, el grupo P. agglomerans (LDA
> 3), Pantoea, Pseudomonadaceae y especies de Nissabacter no clasificadas (LDA > 3) como
grupos bacterianos caracteristicos.

La identificacion de estos biomarcadores aporta una comprension mas precisa y
contextualizada de como los factores ambientales y geograficos se asocian a la composicion
bacteriana en el queso fresco sinaloense artesanal, ofreciendo perspectivas valiosas para

futuras investigaciones y aplicaciones practicas.
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Grupo Streptococcus raffinolactis
Grupo Streptococcus gallolyticus
Streptococcus_uc

Streptococcus mutans
Entercbacterales
Vibrionaceae
Vibrionales
Erwiniaceae

Pantoea

Grupo Pantoea agglomerans
Pantoea_nc

Pantoea
Pseudomonadaceae
Nissabacter_nc

0 1 2 3 4
Puntuacion LDA (log,,)

Figura 14. Grafico LEfSe de los biomarcadores taxondmicos asociados al tipo de sitio.
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8.9. Predicciones de perfiles y funciones metabdlicas

Un enfoque crucial de este estudio fue la exploracion de los perfiles y funciones metabolicas
a través de herramientas como PICRUSt y MinPath. Mediante este analisis, se lograron
asignar un total de 153 genes con ortologias KEGG, identificados con significancia
estadistica (valores p y p-FDR < 0.05) y con un tamaio de efecto LDA superior a 3. Estos
genes se vinculan a diversas categorias funcionales, ofreciendo una vision profunda de los
procesos metabolicos presentes en el queso fresco sinaloense artesanal.

Las funciones metabolicas identificadas abarcan diversas categorias esenciales para la
biologia bacteriana. Se destaca el metabolismo energético (24.84%) y la sintesis de proteinas
(22.88%), fundamentales para el funcionamiento celular. Asimismo, se identificaron genes
asociados a exportacion y secrecion (11.76%), receptores y transportadores (13.73%),

reguladores transcripcionales (13.07%), sefalizacion (5.88%) y otras categorias (7.84%).

8.9.1. Comparacion de modulos y vias KEGG

Una mirada profunda a la comparacion de médulos y vias KEGG entre las Proteobacterias
Dominantes y las Firmicutes Dominantes a través del andlisis LEfSe reveld diferencias
estadisticas significativas (valores p y p-FDR < 0.05) en 26 modulos. Entre estos, destacaron
aquellos con mayor abundancia relativa, como Ribosoma (3.54 y 4.46% para Proteobacterias
y Firmicutes respectivamente), Biosintesis de Aminoacil-ARNt (1.6 y 2.06%) y Glicdlisis
(Embden-MeyerhofY), glucosa => piruvato (1 y 1.41%).

En cuanto a las categorias con mayor numero de moddulos, se observd una diversidad
funcional enriquecedora. Sistema Regulatorio de Dos Componentes (4 mddulos), Resistencia
a Farmacos (4 modulos) y Sistemas de Secrecion (3 modulos) resaltaron como éareas de

importancia. Estos hallazgos subrayan la complejidad de las interacciones metabolicas y
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adaptativas presentes en las bacterias que conforman el queso fresco sinaloense artesanal

(Figura 15).
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Figura 15. Prediccion funcional diferencial (PICRUSt/MinPath/LEfSe) de los médulos KEGG obtenidos en Proteobacteria Dominantes y Firmicutes

Dominantes. En la seccion izquierda se muestran las categorias de los moédulos KEGG, asi como la grafica de barras para los valores de abundancia relativa de

mobdulos (%). Se muestran a la derecha los graficos de puntos de valor p (estadistico) p-FDR (Tasa de Falsos Descubrimientos). Con propdsitos estéticos, estas

graficas presentan transformacion logaritmica para mejorar la visualizacién de los diferentes valores de p (valores no transformados se muestran a la derecha de

cada grafica). Finalmente, una grafica de barras representa el tamaiio de efecto LDA correspondiente a cada modulo.
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8.9.2. Diferencias en vias metabdlicas

El andlisis LEfSe también permitié identificar diferencias significativas en 10 vias
metabolicas (valores p y p-FDR < 0.05), entre las Proteobacterias Dominantes y las
Firmicutes Dominantes (Figura 16). Estas vias son vitales para diversos procesos bioldgicos.
Entre las vias con mayor relevancia se encontraron Sistema de Dos Componentes (3.21 y
1.93% para Proteobacterias y Firmicutes respectivamente), Ensamblaje Flagelar (0.86 y
0.22%), Quimiotaxis Bacteriana (0.91 y 0.29%) y Metabolismo Microbiano en Ambientes
Diversos (4.63 y 4.20%).

Ademas, se revelaron diferencias en vias especificas relacionadas con la formacién de
biopeliculas y el metabolismo de sustancias clave. Estas vias incluyen la Formacion de
Biopelicula— Vibrio cholerae (0.84 y 0.41%), Escherichia coli (0.88 y 0.47%), Pseudomonas
aeruginosa (0.59 y 0.22%), Metabolismo del Acido Lipoico (1.02 y 0.25%), Biosintesis de

Acidos Grasos Insaturados (1 y 0.23%) y Metabolismo del Azufre (0.94 y 0.24%).
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Figura 16. Prediccion funcional diferencial (PICRUSt/MinPath/LEfSe) de las vias KEGG obtenidas en Proteobacteria Dominantes y Firmicutes
Dominantes. En la seccion izquierda se muestran las vias KEGG, asi como la grafica de barras para los valores de abundancia relativa (%). Se muestran a la derecha
los graficos de puntos de valor p (estadistico) p-FDR (Tasa de Falsos Descubrimientos). Con propdsitos estéticos, estas graficas presentan transformacion
logaritmica para mejorar la visualizacion de los diferentes valores de p (valores no transformados se muestran a la derecha de cada grafica). Finalmente, una grafica

de barras representa el tamafio de efecto LDA correspondiente a cada via.
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IX. DISCUSION

En esta investigacion, se realizo un analisis exhaustivo y detallado de la microbiota basado
en el gen ARNr 16S presente en el queso fresco sinaloense artesanal. Enfocandose en
diversos aspectos clave, incluyendo la composicion de la microbiota central, la presencia de
patdgenos y probioticos, la identificacion de biomarcadores taxondmicos en relacion con
factores ambientales y geogréficos, y la prediccion diferencial de perfiles funcionales. Cabe
destacar que este estudio representa el primero en abordar la caracterizacion de los consorcios
bacterianos de este producto lacteo tradicional a través de secuenciacion masiva de ADN
dirigida. A la luz de la revision bibliografica, previamente no se habian realizado
investigaciones con un enfoque tan integral y detallado.

La observacion de la abundancia general y la dominancia del filo Proteobacteria (1.29-
99.98%) en las muestras analizadas, se encuentra en concordancia con la composicion
bacteriana de otros quesos mexicanos, como el Ranchero de Veracruz (95%), la Adobera de
mesa de Jalisco (86.7%) y la Canasta de Durango (84.4%) (Murugesan et al., 2018). Estos
quesos, al igual que el queso fresco sinaloense artesanal, pertenecen a la categoria de
variedades frescas. Sin embargo, en el ambito regional, se destaca una disparidad en la
composicion de Proteobacteria en comparacion con el queso fresco sonorense artesanal. En
un estudio anterior de Méndez-Romero y colaboradores (2021) en queso fresco, la
abundancia de Proteobacteria oscilo entre 0.38—44.58%, cifras significativamente mas bajas
que las observadas en el presente analisis.

En relacion con Firmicutes (0.01-98.45%), solo el Jocoque (98.2%) de Jalisco presentod
niveles maximos similares a los encontrados en este trabajo (Murugesan et al., 2018). En

contraste, el queso fresco sonorense artesanal exhibié rangos mas elevados (55.4-99.03%)
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en Firmicutes, lo cual coincide unicamente con los quesos identificados bajo los perfiles I y
V de composicion a nivel familiar del presente analisis (perfil Staphylococcaceae y perfil
Streptococcaceae; Figura 5). Los origenes de estos filos en el queso fresco sinaloense
artesanal pueden atribuirse a multiples factores, como su presencia autdctona en la leche no
pasteurizada (Zhang et al., 2015), la contaminacion cruzada durante la elaboracion y la
manipulacion postproduccion (Yoon et al., 2016), asi como fuentes ambientales, como el
agua y el suelo (Stellato et al., 2015; Andreani et al., 2015). Las familias constituyentes de la
microbiota central explican su presencia a partir de las fuentes de origen ambiental y
asociados a hospederos animales.

La familia Aeromonadaceae, con Aeromonas como género representativo, ubica su posible
origen en organismos acuaticos y fuentes de agua dulce (Janda y Abbott, 2010), siendo esta
ultima, la potencial procedencia factible. Las especies de Aeromonas ubican en el queso un
habitat adecuado en funcion de las condiciones tolerables de pH, NaCl y temperatura que
permiten su subsistencia y desarrollo (Abbott et al., 2003). Las implicaciones de la presencia
de esta familia conllevan a la diversificacion en los procesos de fermentacion, asi como la
adquisicion de posibles enfermedades tales como gastroenteritis, septicemia e infecciones de
heridas (Fernandez-Bravo y Figueras, 2020).

La familia Bacillaceae, como organismos ampliamente distribuidos en variados ambientes
naturales, tales como suelo, sedimentos, aire, ecosistemas marinos, y dulciacuicolas, lodos
activados, consorcios microbianos en humanos y animales, han sido también reportados en
alimentos fermentados (Mandic-Mulec et al., 2015; Tong et al.,, 2022). Su principal
caracteristica bioldgica comprende la capacidad de producir endoesporas; estructuras que
brindan una gran capacidad de resistencia a estresores ambientales como calor, radicacion,

quimicos nocivos y sequia (McKenney et al., 2013). Los posibles roles bioldgicos

69



desempefiados por estas bacterias incluyen la degradacion de los nutrientes presentes en la
matriz del queso, como aminoécidos, proteinas, acidos grasos y azucares mediante diversas
enzimas. Dichas actividades pueden impactar en propiedades organolépticas como la textura
o sabor. La presencia de Bacillus cereus, miembro de esta familia, puede producir
intoxicacion alimentaria y representar un riesgo para el consumidor (Montone et al., 2020;
Cruz-Facundo et al., 2023).

Las enterobacterias, representadas por Enterobacteriaceae y Enterobacterales no clasificadas
en este estudio, representan el grupo taxondmico encontrado con mayor diversidad de
ambientes, ocurriendo en muchos ecosistemas, y con implicaciones bioldgicas importantes,
como agentes etiologicos de enfermedades en animales y plantas (Janda y Abbott, 2021). En
el caso de su aparicion en el queso fresco sinaloense artesanal, implica una contaminacion
cruzada con estas fuentes diversas, no obstante, la presencia de E. coli y otros coliformes
indican una contaminacion fecal indirecta, la cual puede ocurrir durante el proceso de
elaboracion artesanal, transporte y manipulacion posterior a su elaboracion; asimismo, estos
indicadores pueden tener un origen autoctono en la leche con la que se elabora, o bien, esta
puede contaminarse durante un proceso de colecta sin las medidas de inocuidad e higiene
adecuadas (Soto-Beltran et al., 2015; Martin et al., 2016; Tapia et al., 2023). Las
enfermedades adquiribles por el consumo de estos alimentos contaminados con altas
concentraciones de estas bacterias incluyen intoxicacion alimentaria, gastroenteritis,
salmonelosis, diarreas infecciosas e infecciones asociadas a la atencion hospitalaria. Ademas
de presentar diversos perfiles de resistencia antibidtica, principalmente a betalactamicos,
carbapenémicos, macrolidos, colistinas y polimixinas (Janda y Abbott, 2021; Hansen, 2021;

Rodriguez-Santiago et al., 2021; Soria-Segarra et al., 2021).
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Moraxellaceae tiene una amplia distribucion en diversos entornos, que incluye alimentos,
ambientes acuaticos, productos lacteos y, en ocasiones, ambientes hospitalarios (Teixeria y
Merquior, 2014). En el contexto alimentario, son particularmente relevantes en alimentos
como carnes, pescados y productos lacteos, como queso. En este caso, las Moraxellaceae
desempeinan un papel clave en el proceso de maduracion, donde contribuyen a la formacion
de compuestos aromaticos y definicion de la textura (Franciosi et al., 2011; da Silva Abreu
etal.,2021). No obstante, en esta familia se presentan importantes organismos de importancia
médica, como Moraxella catarrhalis y Acinetobacter baumannii. M. catarrahlis, un
organismo asociado a las mucosas humanas es un agente etioldgico de otitis media aguda
recurrente en infantes, infecciones del tracto respiratorio superior y en adultos se asocia a
infecciones pulmonares en pacientes con Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica
(EPOC) (Karalus y Campagnari, 2000). 4. baumannii, uno de los mayores patdégenos
nosocomiales emergentes, destaca en su importancia médica debido a su notable capacidad
de adquirir y regular determinantes de resistencia antibidtica, siendo asi uno de los
organismos multirresistentes a antibioticos mas exitosos, representando un peligro para la
utilidad y eficacia de las terapias antibidticas (Clark et al., 2016; Ayoub Moubareck y
Hammoudi Halat, 2020).

Las Staphylococcaceae se encuentran en habitats bien conocidos que incluyen la piel y sus
glandulas, membranas y mucosas de mamiferos, asi también de alimentos como carne, leche
y queso. Las fuentes ambientales relevantes enlistan a los fomites, suelo, arena, polvo, aire y
fuentes de agua dulce (Schleifer y Bell, 2009). La presencia de Staphylococcaceae en el
queso fresco sinaloense artesanal indica la ausencia de buenas practicas de higiene durante
el proceso de ordeia, elaboracion del queso, transporte y manipulacion en puntos de venta,

siendo estos puntos de la cadena de produccion hasta el contacto con el consumidor los
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criticos para el evento de contaminacion cruzada con estas bacterias (Kiimmel et al., 2016;
Martinez-Vasallo et al., 2019; Gajewska et al., 2022). S. aureus es el patdogeno de mayor
relevancia de la familia, con implicaciones tanto en salud animal como humana. Es el agente
etiologico responsable de un tercio de las mastitis bovinas, tanto clinicas como subclinicas
(Lietal., 2017; Saglam et al., 2017), afectando la produccion y calidad microbiologica de la
leche de consumo y elaboracion de lacteos, incluyendo queso (Chen y Han, 2020). En los
seres humanos, tiene un rol tanto comensal como patogénico. Se estima una colonizacion del
30% a nivel mundial. La carga de enfermedades es notable al ser causa lider de bacteriemia,
endocarditis infectiva, infecciones osteoarticulares, pleuropulmonares, piel, tejidos blandos
y asociadas a dispositivos médicos (Tong et al., 2015). La intoxicacion alimentaria
estafilococica es una de las enfermedades transmitidas por alimentos méas comunes y resulta
de la ingestion de enterotoxinas estafilococicas preformadas en los alimentos por cepas
enterotoxigénicas de S. aureus (Hennekinne et al., 2012). Estas son activas en cantidades
nanogramos a microgramos y son resistentes a la congelacion, secado, tratamiento térmico y
pH bajo. Los sintomas de intoxicacion tienen una aparicion de 30 minutos a 8 h que incluyen
nauseas, vomitos, calambres abdominales, con o sin diarrea (Martinez-Vasallo et al., 2019).
La aparicion de enterotoxinas estafilocdcicas en quesos artesanales resulta frecuente y es una
problematica en salud publica (Cretenet et al., 2011; Hummerjohann et al., 2014).

La familia Streptococcaceae bacterias acido-lacticas dentro del orden Lactobacillales,
constituida por los géneros Streptococcus, Lactococcus, Lactovum y Pillibacter, de origenes
ecoldgicos en animales de sangre caliente, principalmente como comensales en consorcios
microbianos de cavidades y mucosas, en leche y productos lacteos, suelo, plantas e intestinos
de insectos (Matthies et al., 2004; Higashiguchi et al., 2006; Vos et al., 2011). El nicho

ecoldgico de estas bacterias es crucial en el contexto del queso, debido a sus actividades
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biologicas de fermentacion de los azlicares presentes en la matriz nutriente, la degradacion
de péptidos y proteinas, asi como su efecto modulador de la composicion de la comunidad
microbiana presente en el queso mediante bacteriocinas y otros péptidos antimicrobianos. En
términos globales, resultan esenciales para los procesos de fermentacion y maduracion del
queso (Blaya et al., 2018; Mayo et al., 2021).

El género Streptococcus, a excepcion de S. salivarus thermophilus, es un taxén de patdgenos
humanos y animales. Las infecciones estreptococicas aun son un problema importante para
la medicina moderna, S. pneumoniae es causa principal de neumonia, tanto comunitaria como
hospitalaria, mientras que S. pyogenes representa cargas de enfermedad por faringitis
estreptocdcica, fascitis necrotizante y sindrome de shock toxico (Goh et al., 2011; Krzysciak
et al., 2013; Engholm et al., 2017; RdBler et al., 2018).

En el caso de Lactococcus, su impacto en la salud humana es positivo, al mejorar la salud
gastrointestinal, estimular el sistema inmunoldgico, mejorar la tolerancia a la lactosa, asi
como generar efectos antiinflamatorios y antioxidantes (Kuda et al., 2014; Fang et al., 2022;
Saleena et al., 2022).

Vibrionaceae, como ultima familia dominante encontrada en este estudio, resulta en un
hallazgo atipico, ya que los origenes ambientales de estas bacterias estan asociados a habitats
ocednicos, desde los costeros hasta los abiertos y desde la superficie hasta las aguas
profundas, con la excepcion de algunas especies de Vibrio que ocurren en ambientes de agua
salobre y dulce (Thompson et al., 2004; Takemura et al., 2014). Sinaloa por su condicion
geografica de estado costero y con una notable planicie, es suponible que los sitios de
produccion cercanos a la costa o a fuentes de agua con estas bacterias puedan alcanzar a
agregarse en algin punto del proceso de elaboracion del queso fresco sinaloense artesanal,

revelando su aparicion en dicho lacteo. Su explicacion de nicho también resulta desconocida,
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al ser un grupo de bacterias metabdlicamente heterogéneas en un ambiente, aunque nutriente,
no habitual para estos organismos, complica la explicacion de los posibles procesos
bioquimicos y de transformacion de queso, asi como sus interacciones microbianas con el
resto de la microbiota. Aunque se han reportado previamente estas bacterias en quesos
(Bleicher et al., 2010; Murugesan et al., 2018; da Silva Abreu et al., 2021), no son
constituyentes normalmente asociados a la microbiota del queso. Especies como V. cholerae,
V. parahaemolyticus y V. vulnificus son patdégenos bien reconocidos causantes de colera,
gastroenteritis, intoxicacion alimentaria y sepsis bacteriana (Baker-Austin et al., 2018). Su
posible presencia en estos productos lacteos representa un importante riesgo sanitario
respecto a la adquisicion de estas enfermedades.

La investigacion de las capacidades metabdlicas de estos filos mediante la prediccion de
perfiles funcionales ha revelado roles destacados tanto en el contexto de la comunidad
microbiana como en las modificaciones bioquimicas de la matriz del queso. Se ha
identificado una mayor actividad del modulo de Glicolisis por la via de Embden-Meyerhoff
en el conjunto de Firmicutes Dominantes. Este hallazgo es congruente con las adaptaciones
metabolicas y evolutivas de las bacterias acido-lacticas que componen este filo, quienes
presentan una produccion distintiva de acido lactico a partir de glucosa y otros sacéridos.
Lactococcus lactis, un conocido taxon de acido lactico ilustra este proceso al ser encontrado
en una notable abundancia (11.21%) en este analisis. La produccion de acido lactico, en sus
formas de L-lactato y D-lactato, desempefia un papel esencial en las etapas de fermentacion
y maduracion de los quesos (Blaya et al., 2018).

En condiciones de heterofermentacion, productos finales de esta via, como el acetato, pueden

ejercer influencias sobre el desarrollo y la motilidad microbiana, dando lugar a interacciones
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ecologicas negativas, como la competencia y el amensalismo, entre miembros de
Proteobacteria, como Salmonella (Mayo et al., 2012; Nakamura et al., 2015).

Mas alla de los aspectos metabdlicos, es crucial resaltar el impacto en la seguridad
alimentaria, particularmente en relacion con los patdégenos y probidticos detectados. La
diversidad notable de patogenos (132 taxones) encontrada en estos productos refleja
deficiencias en la inocuidad alimentaria a lo largo de las cadenas de produccién y/o transporte
de los productos lacteos. Aunque organismos como S. aureus, E. coli, Salmonella,
Enterococcus faecium, Pseudomonas, Proteus mirabilis y Vibrio parahaemolyticus se
encontraron en frecuencias muy bajas (< 1%) en las muestras analizadas, representan un
riesgo potencial para la salud, ya que su presencia puede resultar en infecciones
gastrointestinales e intoxicaciones alimentarias tras el consumo de estos productos portadores
de bacterias (Coton et al., 2010; Arslan et al., 2011; Adame-Gomez et al., 2018; Jahansepas
et al., 2020; Altayb et al., 2023; Tapia et al., 2023).

La identificacion de S. aureus y E. faecium en asociacion con el modulo de Resistencia a la
Vancomicina, tipo D-Ala, D-Lac (Figura 13), subraya la relevancia de los mecanismos de
resistencia antibidtica en la seguridad alimentaria. Estos mecanismos, caracterizados por
determinantes génicas como VanA, VanB, VanD, VanF'y VanM, presentan la capacidad de
transferirse entre distintos organismos Gram positivos mediante elementos génicos moviles
como plasmidos y transposones. Este fendomeno ha sido ampliamente documentado en la
literatura cientifica y podria ser responsable de la dispersion de resistencia a la Vancomicina
en diversos patdgenos y microorganismos (Leclercq et al., 1988; Stogios y Savchenko, 2020).
La deteccion de este mecanismo de resistencia en el queso fresco sinaloense artesanal plantea

la posibilidad de resistencia antibiotica a Vancomicina en bacterias dentro del filo Firmicutes.
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Adicionalmente, la identificacion de un moédulo relevante para la competencia celular (el
Transportador de ADN relacionado a la competencia celular), también expresado en mayor
abundancia en Firmicutes (Figura 13), sugiere la posibilidad de intercambio horizontal de
material genético. En bacterias Gram positivas transformables, la competencia celular
permite la adquisicion de ADN ambiental, ya sea para su incorporacion en el genoma o como
fuente nutricional. Este proceso puede tener implicaciones en la adaptacion y evolucion de
las bacterias transformables en el entorno del queso, y plantea cuestionamientos acerca de la
propagacion de genes de resistencia y otros elementos genéticos moviles.

Este estudio ha proporcionado un analisis integral de la microbiota en queso fresco sinaloense
artesanal basado en el gen ARNr 16S, abordando su composicion, funcionalidad y aspectos
relacionados con la seguridad alimentaria. Los hallazgos subrayan la importancia de los filos
Proteobacteria y Firmicutes en la composicion microbiana, asi como en los procesos
metabolicos y la resistencia antibidtica. La identificacion de patdgenos en bajas frecuencias
y la posible transferencia de genes de resistencia plantean desafios para la seguridad
alimentaria. Ademas, la deteccion de mecanismos de competencia celular en Firmicutes
sugiere la posibilidad de un intercambio genético horizontal en este entorno. En
consecuencia, se subraya la necesidad de estrategias de control y vigilancia en la produccion
y comercializacion de estos productos lacteos tradicionales. Este estudio sienta las bases para
futuras investigaciones y la implementaciéon de medidas para asegurar la inocuidad y la

calidad del queso fresco sinaloense artesanal.
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X. CONCLUSIONES

1. Los filos Proteobacteria y Firmicutes son los mas abundantes en la microbiota del queso
fresco sinaloense artesanal. Estos filos constituyen la base de la estructura bacteriana en este
producto, lo que sugiere su influencia fundamental en su desarrollo y calidad.

2. Se identificaron 117 familias, de las cuales 24 desempenan un papel crucial como parte de
la microbiota central. Este conjunto selecto de familias bacterianas puede considerarse como
la base esencial que contribuye a las caracteristicas unicas del queso.

3. La clasificacion en seis perfiles de composicion a nivel de familia (Staphylococcaceae,
Aeromonadaceae, Moraxellaceae, Streptococcaceae, Vibrionaceae y
Enterobacterales/Enterobacteriaceae) revela la diversidad de grupos bacterianos presentes en
la microbiota del queso. Cada perfil puede tener implicaciones significativas en términos de
sabor, textura y propiedades nutricionales.

4. La diversidad bacteriana, evaluada mediante métricas especificas, ha arrojado resultados
consistentes con procesos de dominancia en la composicion bacteriana. Indicando la
presencia de taxones dominantes que influyen en la dindmica general de la microbiota.

5. Se ha confirmado que Aeromonadaceae, Staphylococcaceae, Moraxellaceae,
Vibrionaceae, Streptococcaceae, Bacillaceae, FErwiniaceae, Enterobacteriaceae vy
Enterobacterales no clasificados, son los taxones dominantes en el queso fresco sinaloense
artesanal. Estos hallazgos proporcionan una base valiosa para futuras investigaciones sobre
la contribucion de estos taxones a las caracteristicas organolépticas y la seguridad
alimentaria.

6. Los taxones patogenos, aunque presentes, constituyen una minoria en la composicion

bacteriana total. Entre éstos, 26 taxones se destacan por su abundancia, lo que sugiere una
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posible interaccion compleja entre microorganismos patdégenos y otros componentes de la
microbiota.

7. La identificacion de taxones probidticos, especialmente Lactococcus lactis, en la
microbiota del queso es un hallazgo significativo. Estos microorganismos beneficiosos
pueden desempefiar un papel en la mejora de la salud digestiva y ofrecer oportunidades para
la creacion de productos lacteos funcionales y saludables.

8. Los resultados de este estudio han revelado que la composicién bacteriana no esta
fuertemente influenciada por el sitio de muestreo. Esta informacién proporciona una vision
valiosa sobre la no uniformidad y consistencia de la microbiota en diferentes areas
geograficas.

9. Ademas de la caracterizacion de la composicion taxondmica, se han determinado patrones
asociados con el clima y la ubicacién geografica. Estos patrones son esenciales para
comprender como factores ambientales pueden influir en la microbiota del queso.

10. El analisis funcional ha permitido identificar diferencias significativas en perfiles
metabolicos entre muestras dominadas por Proteobacteria y Firmicutes. Estos hallazgos
sugieren posibles implicaciones para la calidad nutricional, sensorial del queso y de seguridad

alimentaria.
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