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Introduccion. El Cotija es un queso madurado, que se
elabora artesanalmente a partir de leche cruda de vaca,
contiene un elevado contenido de sal y un sabor-aroma
muy pronunciado. Este depende principalmente de la
microbiota colonizadora, hasta ahora inexplorada, por lo
que resulta importante conocer a los individuos que la
conforman. Su calidad, tradicion y autenticidad son
resguardadas por la Asociacion Prosierra de Jal-Mich bajo
la Marca Colectiva Queso Cotija Region de Origen (IMPI;
867585 y 86) (1); sin embargo, existen productos en el
mercado que se denominan Cotija sin ser auténticos.

En este trabajo se pretende realizar un analisis global, que
permita conocer la dinamica y diversidad de las
comunidades bacterianas presentes en el “auténtico”
Cotija, enfocandose en la identidad de las bacterias huella
que lo pudieran distinguir de los no auténticos, utilizando
métodos independientes de cultivo, los que complementan
a las técnicas de microbiologia tradicional.

Metodologia. El estudio se hizo en tres muestras de queso
Cotija, 2 auténticas (Al, A2) y 1 no auténtica (NoA),
durante los primeros 7 meses de su maduracion. El PCR-
DGGE (2), incluye las siguientes etapas: (I) Extraccion del
ADN total directamente del alimento, (1) Amplificacion
de la region V3 del gen 16S ARNTr, utilizando cebadores
universales para bacterias, (I1l) Separacion de los
productos de PCR en wun Gel con Gradiente
Desnaturalizante (DGGE), conocido como huella génica,
donde cada banda representa una bacteria, (V)
Identificacién de las bandas en el gel, a) por comparacion
con patrones de migracion de bacterias aisladas de las
muestras en estudio 0 b) mediante escision de las bandas,
reamplificacién, secuenciacion y comparacion (BLAST)
con bases de datos. Los geles fueron digitalizados y
analizados mediante el software Quantity One y Diversity
Date Base, respectivamente.

Resultados y discusién. Los resultados del analisis global
por PCR-DGGE (Tabla 1), muestran que la dinamica
bacteriana es de dos tipos: una poblacion presente desde el
principio de la maduracién y que se mantiene hasta el
final, la que corresponde a la mayoria de los individuos:
52, 73 y 95% en Al, A2 y NoA, respectivamente. Y la
poblacién que se detecté o incorpord tardiamente, que
representa 27% en A2, 5% en NoA y el 0% en Al. En
cuanto a la diversidad se observé la presencia de un gran
nimero de individuos en cada muestra, 25, 15 y 21 para
Al, A2 y NOA, respectivamente. Para el caso de Al, el
44% de la poblacidn esta presente desde etapas previas a la
cuajada y ademas es capaz de sobrevivir a concentraciones
elevadas de sal (4-7.4%) y a, bajo (0.9-0.86) (3),
condiciones prevalecientes en el producto durante

aproximadamente 7 meses de maduracion. Por otro lado,
las etapas de salado y oreado contribuyen con el 52%
restante de la poblacion.

Tabla 1. Analisis global de las poblaciones bacterianas
mediante el % de presencia.

Deteccién No. Bandas Poblacion
(%)
Muestra Autentica 1 (Al)
Cuajada 1 4
Cuajada- 238 dias 11 44
18 a 238 dias 13 52
Total 25 100
Muestra Autentica 2 (A2)
15 a 235 dias 11 73
Tardia 4 27
Total 15 100
Muestra No Autentica (NoA)
22 a 242 dias 20 95
Tardia 1 5
Total 21 100

Como bacterias huella se identificaron a: Enterococcus
faecium, Enterococcus faecalis y Dolosigranulum pigrum
con identidades de 99, 100 y 98%, respectivamente; las
dos primeras mediante la comparacion con los patrones de
migracion de cepas aisladas, y la ultima por secuenciacién
del amplicén separado por DGGE.

Conclusiones. ElI método de extraccién y purificacion de
ADN directamente del alimento permitié obtenerlo de
calidad y en cantidad suficiente para la PCR. En el analisis
global de las poblaciones se observd una gran
complejidad, lo que dificultd el anlisis e identificacion de
cada individuo, por lo que se recomienda hacer blsquedas
grupo, genero 0 especie—especificas. Las muestras
auténticas se relacionan en un 87%. Se identificaron
microorganismos pertenecientes al grupo de bacterias
lacticas que se han encontrado en otros productos lacteos
tradicionales de fermentacion espontanea.
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