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Resumen:
							                           
El objetivo de esta investigación fue caracterizar bacterias halotolerantes aisladas del proceso de salado-madurado de Engraulis ringens provenientes de una empresa pesquera de Chimbote (Perú). Para ello, se recolectaron tres muestras de pescado al inicio y término del proceso. Se aislaron 14 bacterias halotolerantes, 12 aisladas en medio con NaCl al 5% y dos al 10%. Se evaluó su capacidad de crecimiento a temperaturas de 4 a 50 °C y de 2.5 a 12.5% de NaCl, así como su actividad bioquímica con las pruebas de oxidasa, ureasa, indol, utilización de citrato, fermentación de carbohidratos, hidrólisis de almidón, caseína y gelatina, y su sensibilidad a penicilina, cloranfenicol, gentamicina, tetraciclina, rifampicina, sulfametoxazol/trimetoprima, estreptomicina, ácido nalidíxico y novobiocina. El 71% de las cepas creció entre 25 y 44 °C y hasta 10% de NaCl, y presentaron actividad proteolítica y amilolítica. La caracterización molecular se realizó amplificando los genes ribosómicos 16S, los que se secuenciaron y analizaron mediante los programas BioEdit y BLASTn. De esta caracterización se obtuvieron los géneros Bacillus (2), Staphylococcus (6), Oceanobacillus (1), Salinococcus (1), Psychrobacter (2) y Sporosarcina (2). Cinco géneros de bacterias halotolerantes aisladas (Bacillus, Oceanobacillus, Salinicoccus, Psychrobacter y Sporosarcina) fueron de procedencia marina y no patógenas ni indicadoras de contaminación. Al contrario, se identificaron cepas del género Staphylococcus, como BH1 que presentó sensibilidad solo al ácido nalidíxico, mientras que BH14 fue resistente a todos los antimicrobianos. Por lo tanto, es necesario implementar medidas que garanticen la inocuidad de las anchoas.
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Abstract:
						                           
The objective of this research was to characterize halotolerant bacteria isolated from the ripened salty process of Engraulis ringens from a fishing company at Chimbote (Peru). For this, three fish samples were collected at the beginning and at the end of the process. 14 halotolerant bacteria were isolated, 12 from medium containing 5% NaCl and two from 10% NaCl. Its growth capacity was evaluated from 4 to 50 ° C and 2.5 to 12.5% NaCl, as well as its biochemical activity by oxidase, urease, indole and citrate tests, carbohydrate fermentation, hydrolysis of starch, casein and gelatin, and sensitivity to penicillin, chloramphenicol, gentamicin, tetracycline, rifampicin, sulfamethoxazole/trimethoprim, streptomycin, nalidixic acid, and novobiocin. 71% of strains grew from 25 to 44 ° C, up to 10% NaCl, and showed proteolytic and amylolytic activities. The molecular characterization was carried out by amplification and sequencing the 16S ribosomal genes and these were analyzed using BioEdit and BLASTn programs. From this characterization, the genera Bacillus (2), Staphylococcus (6), Oceanobacillus (1), Salinococcus (1), Psychrobacter (2) and Sporosarcina (2) were obtained. Five genera of isolated halotolerant bacteria (Bacillus, Oceanobacillus, Salinicoccus, Psychrobacter and Sporosarcina) were of marine origin, they are non-pathogenic or no pollution indicators. Conversely, BH1 strain of Staphylococcus showed sensitivity only to nalidixic acid, while BH14 was resistant to all antimicrobials. Therefore, it is necessary to implement measures that ensure the safety of anchovies.
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Introducción


La maduración de anchoas en salazón es una actividad tradicional en países mediterráneos, la cual utiliza a Engraulis encrasicolus (boquerón europeo) como insumo. En las últimas décadas, la captura de esta especie disminuyó por la sobrepesca y el cambio climático, por lo que fue reemplazada por E. anchoita y E. ringens (MAGRAMA, 2017).

En Perú, Engraulis ringens es la principal especie exportada debido a su buena adaptación, con utilidad en la producción de harina y aceite de pescado (Bouchon et al., 2010); sin embargo, la producción de “anchoas” se ha incrementado en la última década, comercializándola en barriles o como semiconservas. Así, su elaboración tradicional se inicia con el eviscerado del pescado fresco para, después, ser colocado en barriles, alternando capas de pescado y sal, en proporción de 4:1, y ser madurado de 4 a 8 meses.

La calidad se determina por condiciones biológicas intrínsecas del espécimen, tales como tamaño y contenido graso; sin embargo, son determinantes la manipulación del pescado después de su captura y la exposición a temperaturas inadecuadas, por el potencial riesgo de contaminación microbiológico o por histamina, previo al proceso de maduración (Zugarramurdi et al., 2004).

En consecuencia, durante la maduración de las anchoas, se han reportado diferentes poblaciones microbianas con requerimientos salinos obligatorios y facultativos, entre ellas bacterias ácido lácticas, enterobacterias, estafilococos y levaduras, que afectan las características organolépticas y la seguridad alimentaria del producto final (Czerner et al., 2011; Verdos et al., 2018). En esta investigación, se caracterizaron bacterias halotolerantes aisladas del proceso de maduración de anchoveta en salazón, utilizando métodos bacteriológicos y moleculares, con el fin de estimar la calidad microbiológica del producto y aportar sobre su seguridad alimentaria.





Materiales y métodos




Recolección de muestras


Se recolectaron 12 muestras, seis al inicio (marzo) y seis al término (octubre) de un mismo lote del año 2017, del proceso de salado‑madurado de la anchoveta (Engraulis ringens) proveniente de una empresa pesquera de Chimbote (Perú), las cuales se transportaron en recipientes a 4 °C hasta su análisis antes de las 24 h.





Recuento y aislamiento


Los métodos utilizados fueron los descritos por Kim et al. (2015). Para el homogenizado de la muestra se utilizó 50 g de muestra con 450 ml de agua peptonada (0.5% de peptona y NaCl al 3% (p/v)). Se realizó la siembra para el recuento en placas conteniendo agar tripticasa de soya con 5 y 10% de NaCl (w/v) incubadas a 25 °C por 4 días.

Para el aislamiento bacteriano se seleccionaron las colonias morfológicamente diferentes de los muestreos al inicio de la maduración en marzo y a su término en octubre, las que se sembraron en agar tripticasa de soya mediante las condiciones anteriormente mencionadas. A las cepas aisladas se les realizaron las pruebas fisiológicas, análisis bioquímicos, sensibilidad antimicrobiana y caracterización molecular.





Pruebas fisiológicas


La capacidad de crecimiento de las bacterias a concentraciones de 2.5, 5, 7.5, 10 y 12.5% de NaCl se realizó en caldo agua de sales suplementado con extracto de levadura al 0.5%. La tolerancia a diferentes temperaturas se determinó en agar tripticasa de soya a 4, 25, 35, 44 y 50 °C por uno a cuatro días.





Pruebas bioquímicas


Se realizaron en medios sólidos y líquidos conteniendo NaCl al 5% (w/v) las pruebas de presencia de oxidasa y ureasa, producción de indol, utilización de citrato y fermentación de carbohidratos (glucosa, sacarosa, salicina y lactosa).




Hidrólisis de sustratos

Se realizaron en medios sólidos conteniendo NaCl al 5%. Se determinó la hidrólisis del almidón con la observación de halos claros alrededor del crecimiento bacteriano después de añadir solución de yodo. La hidrólisis de caseína y gelatina en placa se observó por la aparición de un halo transparente alrededor del crecimiento bacteriano.





Sensibilidad microbiana


Como medio base se usó agar Müeller-Hinton conteniendo 5% de NaCl, se inoculó 0.1 ml de la bacteria a una OD550 = 0.5. Después, se colocaron los discos de los antimicrobianos, según el método descrito por Rani et al. (2017). Los antimicrobianos utilizados fueron: penicilina 10 U/IE, cloranfenicol 30 µg, gentamicina 10 µg, tetraciclina 30 µg, rifampicina 5 µg, sulfametoxazol/trimetoprima 25 µg, estreptomicina 10 µg, ácido nalidíxico 30 µg, novobiocina 5 µg. Las placas se incubaron a 35 °C por 24 h. Luego se realizó la lectura de los halos de inhibición y se correlacionó con la concentración mínima inhibitoria (CMI).





Caracterización molecular


La extracción de ADN genómico se realizó por medio del método de solventes orgánicos (Canales et al., 2014). Los genes ribosómicos 16S se amplificaron mediante la reacción en cadena de la polimerasa utilizando los cebadores 16SF:5’-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3’, 16SR:5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’. El volumen de reacción (25 µl) contenía: KCl 50 mM, Tris/HCl 10 mM, tritón X-100 0.1% (v/v), MgCl. 1.5 mM, dNTPs 200 µM, cebadores 20 pmoles de c/u, Taq ADN-polimerasa 1U y ADN 50 ng. Los genes amplificados fueron separados por electroforesis en gel de agarosa 1% con buffer TBE 1X. Después, fueron secuenciados utilizando los cebadores antes mencionados, así como 1100R:5´-AGGGTTGCGCTCGTTG-3´. Para su análisis, se utilizaron los programas BioEdit para alinear las secuencias y BLASTn para buscar similitud con las secuencias de GenBank mediante el algoritmo BLAST.







Resultados y discusión




Recuento y aislamiento de bacterias halotolerantes


Las muestras fueron analizadas mediante el método APHA para bacterias halotolerantes y los recuentos se expresaron en Unidades Formadoras de Colonias (UFC/g). Así, a mayor tiempo de maduración de las anchoas, el recuento de bacterias halotolerantes se incrementó en el medio conteniendo NaCl al 5% (Tabla 1), mientras que al 10% el número fue menor. Según Czerner & Yeannes (2014), durante la primera semana del madurado se produce una pérdida de agua cercana al 25%, así como un aumento del contenido de sal de 15 a 20% y una disminución del pH entre 5.60 a 5.75. Los autores sostienen que estos valores fisicoquímicos permanecen constantes hasta el final del proceso y que favorecen el crecimiento de bacterias halotolerantes y halófilas. Además, durante el madurado, las bacterias halófilas moderadas y extremas se adaptan gradualmente al medio a medida que se incrementa la disponibilidad de nutrientes debido a procesos proteolíticos de las anchoas. Este proceso adaptativo puede explicar el aumento de 220 a 920 UFC/g observado en los medios de cultivo conteniendo NaCl al 5%. Los recuentos de bacterias halotolerantes provenientes de muestras de ambos barriles obtenidos al final del proceso fueron menores a 105 UFC/g que, según Gram & Huss (1996), podrían impartir olores desagradables, dependiendo de la biota.




Tabla 1.




Recuento de bacterias halotolerantes del proceso de salado-madurado de anchovetas provenientes de Chimbote, año 2017.









	
Nº Barril

	
marzo

	
octubre




	Recuento de bacterias halotolerantes (UFC/g)



	
A

	
B

	
A

	
B




	1
	220
	28
	920
	72



	2
	360
	31
	970
	85



	
	
	
	
	
	













Concentración salina del medio de aislamiento: A, NaCl 5%; B, NaCl 10%.











La selección de las bacterias aisladas de las muestras de anchoas en salazón fue realizada bajo el criterio de diferencias morfológicas de las colonias. En consecuencia, se seleccionaron 14 bacterias halotolerantes (BH), de las cuales 12 (BH1, BH2, BH6, BH11, BH12, BH12.2, BH14, BH16, BH17, BH18, BH19 y BH20) fueron aisladas del medio conteniendo 5% de NaCl, y dos cepas (BHE11 y BHE12) fueron aisladas del medio con 10% de NaCl. Así, las 14 cepas seleccionadas fueron purificadas mediante pasajes sucesivos y sujetas a tinción Gram, pruebas bioquímicas y tolerancia salina y térmica.





Pruebas fenotípicas y bioquímicas


Las bacterias seleccionadas mostraron diferente morfología celular. Entre estas, nueve fueron cocos Gram positivos, tres bacilos Gram positivos y dos cocos Gram negativos. Las colonias predominantes fueron de color crema, con forma circular, con borde definido y con superficie lisa. Además, algunos aislados formaron colonias con bordes irregulares. Las pruebas de oxidasa, ureasa, indol, citrato y fermentación de carbohidratos mostraron perfiles variables (Tabla 2). Ninguna de las cepas aisladas requirió NaCl para crecer, sin embargo, tuvieron tolerancia salina entre 10.0 a 12.5% (Figura 1). Entre estas, 11 cepas crecieron en un amplio rango de salinidad de entre 0 y 10%, y tres mostraron halotolerancia hasta 12.5%. Además, las cepas BH6 y BH16 crecieron entre 25 a 50 °C y BHE11 creció entre 4 y 44 °C. 

De las bacterias aisladas, el grupo dominante fue el de los cocos Gram positivos, halotolerantes (64%). Estos hallazgos están en concordancia con lo descrito por Pons et al. (2005), quienes reportaron que la población de cocos Gram positivos permaneció constante, alcanzando 103 UFC/g durante el proceso de salado-madurado de E. encrasicolus. Por el contrario, el recuento bacteriano en medio con 10% de NaCl fue menor.
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Figura 1.




Tolerancia salina (a) y térmica (b) de bacterias halotolerantes aisladas del proceso de salado‑madurado de anchovetas provenientes de Chimbote / Perú.















Por otro lado, la actividad enzimática microbiana sobre las fracciones lipídicas y proteicas del pescado contribuyen al desarrollo de las características sensoriales de las anchoas. Por ejemplo, la lipólisis libera ácidos grasos libres susceptibles a oxidación cuyos productos contribuyen al aroma de las anchoas, mientras que las enzimas proteolíticas generan péptidos y aminoácidos, responsables de la textura característica del producto madurado. Por lo tanto, las actividades lipolítica y proteolítica dependen de la microbiota de las anchoas, la cual influye en las características bioquímicas deseables para el madurado. Sin embargo, las bacterias formadoras de indol están relacionadas con la producción de sabores desagradables; este caso se presentó en 11 bacterias aisladas (Tabla 2). El 57% (8) de las cepas fueron proteolíticas, específicamente siete cocos y un bacilo, ambos Gram positivos. En este aspecto, Czerner & Yeannes (2014) reportaron que las bacterias proteolíticas fueron el 5% del total de bacterias aisladas durante el proceso de madurado de E. anchoita. Asimismo, Perez et al. (2018) estudiaron las comunidades microbianas de halófilos del madurado de E. anchoita y determinaron que el 25% eran proteolíticas.

La formación de indol es una característica bioquímica indeseable de la biota del proceso de salado‑madurado de anchoas debido a que este compuesto podría impartir sabor y olores desagradables al producto (Perez et al., 2020). Las pruebas bacteriológicas evidenciaron que esta actividad enzimática fue compartida por el 78% de bacterias aisladas. Sin embargo, no se puede determinar si esta actividad es favorecida bajo las condiciones fisicoquímicas existentes en el proceso productivo. Además, nueve aislados hidrolizaron almidón, de los cuales seis fueron cocos Gram positivos, dos cocos Gram negativos y un bacilo Gram positivo.

En la caracterización bioquímica de las bacterias halotolerantes aisladas, estas mostraron perfiles hidrolíticos y acidificación de azúcares variados y disimiles entre sí, lo cual fue descrito previamente por Tanasupawat et al. (2010), quienes reportaron bacterias halotolerantes y halófilas moderadas en salsa de pescado tailandés (“pla-ra”), donde reconocieron seis grupos taxonómicos con mayor presencia de bacilos Gram positivos de características variables en la acidificación de azúcares.





Sensibilidad antimicrobiana


Con respecto a las pruebas antimicrobianas se determinaron ocho perfiles de sensibilidad. La cepa BH14 fue resistente a todos los antimicrobianos y BH1 sensible solo a ácido nalidíxico. Al contrario, las cepas BH12.2 y BH17 fueron sensibles (Tabla 3). Asimismo, en la Figura 2 se observa que 13 cepas presentaron sensibilidad al ácido nalidíxico, así como alta tasa de resistencia a novobiocina. Por tanto, a pesar de la similitud de características morfológicas, existen diferencias excepcionales que brindan al agente antimicrobiano capacidad de inhibir el crecimiento. De igual forma, Elyasifar et al. (2019), al identificar bacterias halófilas entre Bacillus, Halobacillus y Virgibacillus, señalaron baja sensibilidad a gentamicina y resistencia a rifampicina y tetraciclina, como se obtuvo para las cepas BH1, BH6, BH12, BH14, BH19 y BH20, que indican multirresistencia. Por otro lado, Puig et al. (2019) determinaron un patrón de multirresistencia para cloranfenicol, eritromicina y tetraciclina de Staphylococcus aislado de pescado, comprometiendo pérdidas en la producción y seguridad alimentaria.




Tabla 3.




Perfiles de sensibilidad de bacterias halotolerantes aisladas del proceso de salado‑madurado de anchovetas provenientes de Chimbote.









	
Perfil

	

Antimicrobianos


	
Cepa sensible
*





	
I

	NAL
	BH1



	
II

	SMX-TMP, STR, NAL
	BH6



	
III

	CLOR, SMX-TMP, NAL
	BH19, BH20, BHE12



	
IV

	CLOR, TET, RIF, SMX-TMP, NAL
	BHE11, BH11



	
V

	CLOR, TET, RIF, SMX-TMP, NAL, STR
	BH12, BH18



	
VI

	CLOR, TET, SMX-TMP, NAL, STR, NOV
	BH2



	
VII

	PEN, CLOR, TET, RIF, SMX-TMP, STR, NAL, NOV
	BH 16



	
VIII

	PEN, CLOR, GEN, TET, RIF, SMX-TMP, STR, NAL, NOV
	BH12.2, BH 17














Antimicrobianos PEN: penicilina, CLOR: cloranfenicol, GEN: gentamicina, TET: tetraciclina, RIF: rifampicina, SMX-TMP: sulfametoxazol/trimetoprima, STR: estreptomicina, NAL: ácido nalidíxico, NOV: novobiocina.
* Cepa BH14 fue resistente a todos los antimicrobianos analizados.
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Figura 2.




Recuento de bacterias halotolerantes, con sensibilidad antimicrobiana, aisladas del proceso de salado‑madurado de anchovetas procedentes de Chimbote / Perú.






PEN: penicilina, CLOR: cloranfenicol, GEN: gentamicina, TET: tetraciclina, RIF: rifampicina, SMX‑TMP: sulfametoxazol/trimetoprima; STR: estreptomicina, NAL: ácido nalidíxico, NOV: novobiocina.  Diámetro del halo S: 21 -34 mm, I: 17-20 mm, R: 6 -16 mm.















Caracterización molecular


El análisis de las secuencias parciales de los genes ribosómicos 16S indicó la presencia de los géneros Staphylococcus, Salinicoccus, Psychrobacter, Bacillus, Oceanobacillus y Sporosarcina (Tabla 4). Estudios relacionados con el género Sporosarcina indican que la mayoría de especies han sido aisladas de mares o ambientes. Así, presentan un rango óptimo de crecimiento entre 20 a 30 °C y salinidad (< 15% de NaCl) acorde con las características de las cepas BHE12 y BH18 (The Editorial Board, 2015). Por otro lado, Oceanobacillus comprende 24 especies y tolera NaCl hasta 21%, con crecimiento óptimo entre 6 a 8%, acorde con BH11 (Liu & Yang, 2014). Salinicoccus, otro género identificado, presenta cerca de 70 genes asociados a la osmorregulación, con una salinidad óptima del 10%, similar a BHE11 (Yi-Guang et al., 2008; Hyun et al., 2013). Psycrobacter ha sido aislado de diversos ecosistemas donde algunos pueden tolerar hasta 12% de NaCl y 40 °C, lo cual estuvo dentro del rango de crecimiento para las cepas BH17 y BH12.2 (Romanenko et al., 2004). Otro género fue Staphylococcus, caracterizado por su alta adaptabilidad a bajas temperaturas debido al engrosamiento de su pared, así como halotolerancia. Esto se debe a que aproximadamente 90 genes regulan el estrés salino con mecanismos entre engrosamiento de su pared y prolina como osmoprotector (Onyango & Alreshidi, 2018; Das et al., 2020). Estos datos explican el comportamiento de las cepas BH1, BH6, BH12, BH14, BH19 y BH20, que presentaron diferentes perfiles de adaptabilidad a bajas temperaturas y salinidad. No obstante, las cepas BH2 y BH16 identificadas como Bacillus sp. demostraron tolerancia a 50 °C ligada a una mayor esporulación como mecanismo de adaptabilidad de este género (Carlin et al., 2010).




Tabla 4.




Porcentaje de similitud de la secuencia parcial de los genes ribosómicos 16S de bacterias halotolerantes aisladas del proceso de salado‑madurado de anchovetas provenientes de Chimbote.









	
Cepa 

	
Género

	
Similitud (%)




	BH1

	
Staphylococcus


	98




	BH2
	
Bacillus

	99



	BH6
	
Staphylococcus

	99



	BH11
	
Oceanobacillus

	98



	BHE11
	
Salinicoccus

	99



	BH12
	
Staphylococcus

	97



	BH12.2
	
Psychrobacter

	98



	BHE12
	
Sporosarcina

	98



	BH14
	
Staphylococcus

	99



	BH16
	
Bacillus

	99



	BH17
	
Psychrobacter

	99



	BH18
	
Sporosarcina

	99



	BH19*

	
Staphylococcus

	94



	BH20*

	
Staphylococcus

	98














* Cepas bacterianas aisladas al término de la maduración, las restantes a su inicio.








Por tanto, la presencia de cepas de Staphyloccus multirresistentes indica la adaptabilidad metabólica, así como la necesidad de no solo controlar el proceso de salado‑madurado, sino adoptar nuevas medidas de control antes de su comercialización. Finalmente, la NTP 204.056:2006 (revisada el 2013) para anchoas en salazón y envasadas (INDECOPI, 2013) y la Resolución de SANIPES N° 057-2016-SANIPES-DE (SANIPES, 2016) señalan el control de diversos microorganismos, entre mesófilos y hongos; sin embargo, no contemplan los parámetros permisibles para bacterias halotolerantes, siendo estas importantes por su impacto en la inocuidad alimentaria. Tal es el caso del género Staphylococcus, el cual estuvo presente al inicio y término del proceso de salado‑madurado de las anchoas. Al respecto, Huss (1997) indica que el pescado puede ser contaminado con Staphylococcus a través de manipuladores, utensilios o a partir del ambiente de trabajo. Por ello, es importante considerar el estudio de las bacterias halotolerantes durante el proceso de salazón de las anchoas.







Conclusiones


Del proceso de salado-madurado de anchovetas provenientes de una empresa de anchoas de Chimbote / Perú, se aislaron 14 bacterias halotolerantes; estas fueron agrupadas en los géneros Bacillus (2), Staphylococcus (6), Salinococcus (1), Oceanobacillus (1), Psychrobacter(2) y Sporosarcina (2). La mayoría de bacterias presentaron diferentes actividades enzimáticas, así como tolerancia salina hasta 10% y térmica hasta 44 °C.

Los géneros bacterianos identificados, a excepción de Staphylococcus, tienen como hábitats ambientes marinos, no son patógenas y no son indicadores de contaminación, según la regulación de la Comunidad Europea y el FDA.

Las cepas de Staphylococcus aisladas presentaron multirresistencia, por lo cual es necesario adoptar medidas de control en el proceso de salado‑madurado del pescado.




Tabla 2.




Caracterización de las bacterias halotolerantes aisladas del proceso de salado‑madurado de anchovetas provenientes de Chimbote / Perú.
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	BH1
	Coco
	+
	Crema
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+/-
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	



	BH2
	Bacilo
	+
	Crema
	+/-
	+/-
	-
	-
	+-
	+-
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	



	BH6
	Coco
	+
	Crema
	-
	+/-
	+
	-
	+
	+/-
	+/-
	+/-
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	



	BH11
	Bacilo
	+
	Rojizo
	+/-
	-
	-
	+-
	+
	+
	nd
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	



	BHE11
	Coco
	+
	Blanco
	+
	+
	+
	-
	-
	nd
	nd
	nd
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	



	BH12
	Coco
	+
	Crema
	-
	+
	+
	-
	+
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	



	BH12.2
	Coco
	-
	Crema
	+
	-
	+
	+
	+
	+-
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	+
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	



	BHE12
	Coco
	+
	Crema
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	nd
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	



	BH14
	Coco
	+
	Crema
	-
	-
	+
	-
	+
	+
	-
	+/-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	



	BH16
	Bacilo
	+
	Crema
	+/-
	+/-
	-
	+
	+
	nd
	+
	nd
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	



	BH17
	Coco
	-
	Crema
	+/-
	-
	+
	+-
	nd
	nd
	nd
	nd
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	



	BH18
	Coco
	+
	Blanco
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	



	BH19
	Coco
	+
	Crema
	-
	+/-
	+
	-
	+
	+/-
	+/-
	+/-
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	



	BH20
	Coco
	+
	Crema
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	













Pruebas: +, positiva; -, negativa; +/-, variable; nd, no determinado. Tamaño de halo de hidrólisis (mm): -, 0; +, ≤ 5; ++, > 6; +++, >15.
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