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Resumen

Uno de los problemas mds graves a los cuales se enfrenta la industria Idctea
fermentativa es el ataque de los cultivos starters por parte de bacteriofagos. La
infecciéon de los cultivos por fagos puede conducir a un desempeno deficiente de las
cepas, e incluso inhibir completamente su actividad. Esta problemdatica puede llevar a
importantes pérdidas econémicas, ya que una actividad inadecuada de los cultivos
iniciadores se traduce en la obtencidn de productos fermentados defectuosos y que,
por lo tanto, no pueden ser comercializados. La industria Idctea fermentativa utiliza
ampliamente cultivos de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus y Lb. delbrueckii subsp. lactis
para la elaboracion de leches fermentadas y quesos. Por lo tanto, estas dos
subespecies de Lb. delbrueckii no escapan a la problemdtica de las infecciones

fagicas.

Existen numerosas estrategias que son aplicadas para controlar las infecciones
fagicas, que incluyen correcta limpieza del ambiente industrial, uso de sanitizantes,
ventilacion adecuada, uso de medios inhibidores de fagos, rotacion de cultivos y uso
de cultivos con resistencia fagica mejorada. Hace algunos anos, los estudios estaban
orientados a la obtencidén de cepas modificadas genéticamente, en las cuales el
fenotipo fagorresistencia era obtenido por manipulacidon genética de las mismas. Sin
embargo, aln hoy en dia existen restricciones legales que impiden el uso de estas
cepas ingenierizadas en la industria alimenticia. En cambio, el aislamiento de los
mutantes espontdneos fagorresistentes, es una estrategia que puede considerarse

|”

“natural” para la obtencidn de cepas mejoradas, ademds de ser simple y rdpida.
Considerando lo expuesto, uno de los objetivos principales del presente trabajo

de Tesis estuvo orientado hacia el aislamiento y el estudio de derivados espontdneos

fagorresistentes a partir de las cepas fago-sensibles de Lb. delbrueckii Abi, lbs e YSD V,

de alto valor comercial.

De las dos metodologias utilizadas, el aislamiento de mutantes espontdneos
fagorresistentes confirmados fue generalmente mds efectivo cuando se usé la técnica

de cultivos secundarios en comparacion con la de medio agarizado.




Resumen

Las variantes espontdneas presentaron altos niveles de fagorresistencia,
evidenciado a través de una elevada estabilidad y valores de EOP (efficiency of

plaguing) < 108,

En cuanto a la identificacion de los mecanismos involucrados en la resistencia
fagica de los mutantes, no fue posible detectar mecanismos de fagorresistencia
ligados a lisogenia. Al estudiar la adsorcion de los fagos sobre los mutantes aislados, se
vio que aquellos obtenidos a partir de Lb. delbruecki Ab; fueron parcial o
completamente incapaces de adsorber fagos. En cambio, aquellos mutantes
obtenidos a partir de Lb. delbrueckii YSD V, presentaron tasas de adsorcidon elevadas,
lo que sugiere la existencia de mecanismos de interferencia de la inyeccion del ADN
fagico, la presencia de algun mecanismo de resistencia intracelular (tipo R/M o Abi), o
una combinacidén de ambos. Los mutantes aislados a partir de Lb. delbrueckii lbs
presentaron tasas de adsorcion distribuidas heterogéneamente, siendo muy elevadas

en algunos casos, y muy bajas en otros.

El andlisis de restriccion del ADN ribosomal amplificado (ARDRA) permitié
clasificar a las cepas Abi e Ibs y sus respectivos mutantes, como Lb. delbrueckii subsp.
lactis, mientras que YSD V y sus mutantes se clasificaron como Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus. Por otro lado, el uso de RAPD-PCR permitié la construccion de tres grupos o
clusters bien definidos, uno por cada grupo de mutantes fagorresistentes y sus cepas
madres fago-sensibles, con altos coeficientes de similitud en cada caso (> 94%). Este
hecho confimd que cada grupo de mutantes estudiado derivé de las mismas, y que

no existiéd ningun tipo de contaminacion externa.

Las propiedades tecnoldgicas estudiadas (actividad acidificante y proteolitica,
y velocidad de acidificacién en leche) permitieron observar que las variantes aisladas
de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V y Lb. delbrueckii subsp. lactis lbs fueron
similares a sus cepas madres. Sin embargo, a partir de Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab:
se obtuvieron dos grupos de mutantes con distinto desempeno tecnoldgico, variantes
“rdpidas” y “lentas”. Las primeras presentaron caracteristicas tecnoldgicas similares a
aqguellas de la cepa madre, mientras que el segundo grupo presentd deficiencias en

cuanto a la actividad acidificante y proteolitica.
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En los Ultimos anos, se ha ido revalorizando el rol de de Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus y subsp. lactis como microorganismos con propiedades probidticas. Por esta
razén, se considerd interesante el estudio de las propiedades bioldgicas y probidticas
de los mutantes fagorresistentes de Lb. delbrueckii aislados en el presente trabagjo. En
general, se observd escasa tolerancia al jugo gdstrico artificial (pH 2) y a bilis, mientras
que existid buen desarrollo en presencia de lisozima. El agregado de leche mejord la
tolerancia en el jugo gdstrico simulado. Cuando se estudio la capacidad de las cepas
y sus mutantes para utilizar prebidticos, se observd que la inulina fue el preferido por la

mayoria de las cepas analizadas.

Se estudid el potencial probidtico de las cepas de Lb. delbrueckii y sus mutantes
fagorresistentes. Ninguna de las cepas estudiadas fue capaz de deconjugar sales
biliares, aunque algunas de ellas desarrollaron en presencia de las mismas. La
actividad de B-galactosidasa estuvo presente en todas las cepas estudiadas en
niveles variables. Lb. delbrueckii subsp. lactis Ibs y su mutante lsy presentaron los valores
mas elevados de hidrofobicidad. Tanto las cepas fago-sensibles de Lb. delbrueckii
como los derivados espontdneos fagorresistentes, revelaron actividad antibacteriana
en sus sobrenadantes libres de células (SLCs), siendo el dcido ldctico la principal
sustancia implicada en la inhibicidn de las bacterias patégenas. En este trabajo, las
tres cepas madres de Lb. delbrueckii y sus mutantes espontdneos fagorresistentes,
fueron capaces de adherir a células Caco-2/TC-7 en distinta proporciéon. Al estudiar la
capacidad de los SLCs de las cepas de Lb. delbrueckii y sus mutantes para inhibir la
adhesion e invasidon de una bacteria patdgena (S. enterica serovar. Enteritidis) a
células Caco-2/TC-7, se observd que los componentes antimicrobianos producidos por
las cepas en estudio produjeron una disminucidn marcada en la adhesion del
patdégeno a las células eucaridticas, aunque fueron mas efectivos contra la invasion
del patdégeno a las mismas. Asimismo, se estudid la capacidad de las cepas de Lb.
delbrueckii y sus mutantes fagorresistentes para activar la respuesta inmunoldégica en el
intestino de ratones, observando que todas ellas fueron capaces de activar la

produccioén de células productoras de IgA en la I[dmina propia.

Teniendo en cuenta la escasa tolerancia de las cepas y sus mutantes
fagorresistentes a la presencia de bilis, se procedié al aislamiento de derivados

adaptativos con mayor tolerancia a bilis, a partir de estas mismas cepas. De esta
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manera, fue posible aislar derivados de Lb. delbruecki Ab: y sus mutantes
fagorresistentes Az y Az con resistencia a 0,3, 0,6 y 0,9% de bilis, presentando buena
estabilidad. En cambio, no fue posible aislar derivados a partir de Lb. delbrueckii bz y
su mutante ls, y aquellos derivados obtenidos de Lb. delbruecki YSD V y Va2

presentaron escasa estabilidad a lo largo de los sucesivos repiques.

Estos resultados indican que Lb. delbrueckii debe ser valorado mdas alld de su rol
como bacteria starter, ya que muchas cepas pertenecientes a esta especie poseen
propiedades bioldgicas y probidticas interesantes. Estas caracteristicas, sumadas a una
fagorresistencia mejorada, los convierten en cultivos muy atractivos que podrian ser

incluidos como componentes de alimentos funcionales.
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Fermentative dairy industry must deal with bacteriophages that attack starter
cultures. Infection of starters with phages may produce slow or complete inhibition of
milk acidification by lactic acid bacteria (LAB). This problem may cause important
economical losses, since the fermented products obtained can be defective, and
cannot be commercialized. Lactobacilus delbrueckii subsp. bulgaricus and
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis are widely used in the manufacture of fermented

milks and cheeses and therefore, these species are susceptible to phage infections.

There are many strategies to minimize phage infections, including regular
cleaning and sanitation of dairy factories, air filiration, use of phage-inhibitory media,
strain rotation systems, and phage-resistant strains. Some years ago, studies were
focused on the development of genetic modified strains. However, these strains have
never been used in food industry because of legal restrictions. On the other side, the
isolation of spontaneous phage-resistant mutants is considered a “natural” and simple

strategy to obtain improved phage-resistant strains.

The aim of this work was focused on the isolation and study of spontaneous
phage-resistant mutants from three phage-sensitive and commercially valuable Lb.
delbrueckii strains (identified as Abs, Ibs and YSD V).

The isolation of true phage-resistant mutants was more effective when the

secondary culture rather than agar plate technique was used.

Spontaneous derivatives isolated showed high phage-resistance levels taking

info account their stability and EOP (efficiency of plaquing) values.

Phage-resistance mechanisms were not linked to lisogeny. Lb. delbrueckii Abs
mutants showed diminished phage adsorption rates, while those obtained from Lb.
delbrueckii YSD V showed high adsorption rates. This last result suggests blocking of viral
DNA injection, some intracellular phage-resistance mechanism (Abi or R/M) or a
combination of both. Lb. delbrueckii Ilbs phage-resistant mutants showed

heterogeneously distributed adsorption rates.
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Amplification and restriction analysis of the 16S rDNA genes (PCR-ARDRA)
allowed us to classify strain YSD V and its phage-resistant mutants as Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus, and strains Aba, Ibs and their respective mutants as Lb. delbrueckii
subsp. lactis. On the other hand, Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD-
PCR) showed to be a reliable technique for the construction of three well-defined
clusters, one for each group of phage-resistant mutants that included the respective
parent strain. This result confirmed that mutants were actually obtained from them, and

there were not external contamination.

Technological properties (acidifying and proteolytic activities and acidification
kinetics) of spontaneous mutants obtained from Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V
and Lb. delbrueckii subsp. lactis Ibs showed to be similar to those exhibited by their
respective parent strains. However, two groups (“fast” and “slow” variants) were
obtained from Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab:. “Fast” mutants showed a technological
performance similar to the parent strain, while “slow” ones presented poor acidifying

and proteolytic activities.

Over the last years, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus and subsp. lactis have
proved to have good probiotic properties. So, an additional aim of this work was to
study biological and probiotic properties of the phage-resistant mutants obtained. Poor
tolerance to simulated gastric juice (pH 2) and bilis was generally observed, while most
of the strains showed good tolerance to lysozyme. When milkk was added to the

simulated gastric juice, there was no decrease in cell viable counts of strains.

Prebiotic compounds were used with different efficiencies, being inulin the most

fermented prebiotic for the majority of the strains assayed.

The probiotic potential of Lb. delbrueckii strains and their phage-resistan mutants,
was also investigated. In general, resistance to bile salts was observed among the
strains, even though they were not able to deconjugate them. B-galactosidase activity
was present among all parent strains and mutants studied. Lb. delbrueckii subsp. lactis
lbs and its mutant lss showed the highest values of hidrofobicity. The strong antibacterial
activity displayed toward pathogens was mainly due to the production of lactic acid.

Sensitive strains and their phage resistant variants were able to adhere to Caco-2/TC-7
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monolayers and significantly inhibited the invasion of Salmonella enterica serovar
Enteritidis into Caco-2/TC-7 cells. Furthermore, Lb. delbrueckii strains and their phage-
resistant mutants were able to stimulate the gut immune system, since IgA* cells were

found in the the lamina propria of small intestine of mice.

Considering the susceptibility of phage-resistant mutants against bilis, derivatives
with improved bilis tolerance were isolated. It was possible to isolate stable bilis resistant
derivatives from Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab1 and its phage-resistant mutants A7 and
Arz7. These adaptative derivatives showed a good resistance to 0.3, 0.6 and 0.9% of bilis.
However, it was not possible to obtain stable bilis-resistant derivatives from Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V. It was not possible to obtain derivatives from Lb.

delbrueckii subsp. lactis Ibs and its phage-resistant mutants.

The present study provides evidence that several Lb. delbrueckii strains and their
phage-resistant mutants maintained not only the desired technological properties of
the parent strains but also some biological and probiotic properties. These features, in
addition to an improved phage resistance, make these strains info excellent

candidates for industrial applications in functional foods.
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I. LAS BACTERIAS LACTICAS

Las bacterias lacticas (BAL) constituyen un grupo de bacterias Gram positivas,
que poseen en comun una serie de caracteristicas morfoldgicas, metabdlicas vy
fisiologicas. Se puede definir a las bacterias lacticas “tipicas” como cocos o bacilos
Gram positivos, no esporulados, catalasa negativos, carentes de citocromos, de
hdbitat anaerdbico pero aerotolerantes, exigentes a nivel nutricional, dcido-tolerantes,
y productores de dcido ldctico como producto final mayoritario a partir de la
fermentacion de azUcares. En general, las BAL estdn asociadas a medios ricos en
nutrientes, como son ciertos productos alimenticios (leche, carne, bebidas, vegetales),
pero algunas forman parte de la flora normal de la boca, intestino y vagina de los
mamiferos (Axelsson, 1998). La produccion de dcido por parte de las BAL disminuye el
pH de los alimentos que poseen algun carbohidrato fermentable. De esta forma, las
BAL pueden suprimir otras bacterias, incluyendo aquellas que son alterantes o

patdégenas (Limsowtin y col., 2003).

La clasificacion de las bacterias lacticas en distintfos géneros se basa
principalmente en el estudio de la morfologia, fermentacion de la glucosa
(homofermentantes o heterofermentantes), crecimiento a distintas temperaturas
(mesdfilas o termdfilas), configuracion del dcido Iactico producido, habilidad para
crecer en presencia de altas concentraciones de sal, y en la tolerancia a dcidos o
dlcalis. También puede ser de utilidad el estudio de la composicion de los Acidos
grasos y de los constituyentes de la pared celular (Axelsson, 1998). El advenimiento de
técnicas de andilisis de ADN (estudios de hibridacién y comparacion de secuencias de
ADN) ha permitido estudiar a nivel genético las similitudes y las diferencias entre los
organismos. En la actualidad, los estudios de hibridacién de ADN proporcionan la
medida mds aceptada respecto de si dos organismos pertenecen o no a la misma
especie. Las propiedades fenotipicas continan siendo muy importantes y son
marcadores Utiles para la identificacion y la clasificacion de las bacterias, pero no
siempre permiten conocer de manera precisa las relaciones genéticas existentes entre

ellas (Limsowtin y col., 2003).

El grupo de las BAL comprende 11 géneros: Aerococcus, Alloicoccus,

Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
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Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus y Vagococcus. Sin embargo, las
especies de mayor importancia desde el punto de vista industrial corresponden a
Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus, Lactobacillus y Pediococcus. Su
participacion es fundamental en la mayoria de los procesos de obtencidn de
alimentos fermentados ya que, de un modo parcial o total, intervienen en el desarrollo
de textura y de caracteristicas organolépticas, asi como en la preservaciéon de una
gran variedad de productos alimenticios de origen vegetal (pickles, vino, cerveza,
ensilados) y de origen animal (quesos, leches fermentadas, manteca, embutidos)

(Aguirre y Collins, 1993).

Como un primer criterio de clasificacion de las bacterias que integran este
grupo, se pueden separar segun la via metabdlica utiizada para degradar los

carbohidratos en:

Bacterias lacticas homofermentantes: siguen la via enzimdtica de glicdlisis
(Embdem Meyerhof Parnas, EMP), mediante la cual producen mayoritariamente dcido
l&ctico a partir de glucosa;

Bacterias lacticas heterofermentantes: siguen la via é-fosfogluconato, a través
de la cual originan una mezcla de compuestos, ademdas de dcido Idctico: didxido de
carbono y etanol o dcido acético, en cantidades variables segun la especie

considerada (Axelsson, 1998).

Oftro criterio de clasificacion de las BAL, de especial interés industrial, es aquel

gue considera la temperatura éptima de desarrollo, segun la cual se agrupan en:

Bacterias lacticas meséfilas: su temperatura éptima de desarrollo oscila entre
22°C y 30°C. Las principales especies utilizadas en la industria pertenecen a los géneros
Lactococcus y Leuconostoc.

Bacterias lacticas terméfilas: la temperatura éptima de desarrollo se encuentra
entre 40°C y 50°C, y se incluye en este grupo a los géneros Lactobacillus vy

Streptococcus (Craig y col., 1993; Mayrd-Mdkinen y Brigret, 1998).
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I.1. Las bacterias |acticas en la industria Idctea fermentativa

Para que una BAL pueda ser utilizada en la industria Idctea fermentativa, debe
contar con los sistemas enzimdticos adecuados que le permitan desarrollarse en un
sustrato como la leche. Los géneros utilizados como cultivos iniciadores (starters) en las

fermentaciones lacticas son:

Lactococcus
Leuconostoc
Streptococcus

Lactobacillus

Las bacterias del género Lactococcus (Lc.) se presentan como cocos aislados,
en pares o en cadenas. Desarrollan a 10°C pero no a 45°C, y fermentan los azdcares
de manera homofermentativa, produciendo dcido L-lactico. Dentro de este grupo, la
especie Utilizada en cultivos iniciadores es Lc. lactis, la cual se divide en dos
subespecies, Lc. lactis subsp. cremoris y Lc. lactis subsp. lactis. Algunas cepas de Lc.
lactis subsp. lactis usadas en los starters tienen la capacidad de metabolizar el citrato
produciendo COq, diacetilo y otros compuestos intermedios que dan el aroma tipico,
por ejemplo al queso Gouda. En ocasiones, se refiere a estos lactococos “citrato
positivos” (Citt) como Lc. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis (Cogan, 1996;

Limsowtin y col., 2003).

Las bacterias del género Leuconostoc (Ln.) se agrupan en pares y cadenas, y
ocasionalmente presentan forma elipsoidal. A diferencia de Lactococcus,
Leuconostoc fermenta los azucares en forma heterofermentativa produciendo dcido
D-lactico en vez de dcido L-ldctico. En la industria ldctea fermentativa, los
leuconostocs (especialmente Ln. lactis y Ln. mesenteroides) son importantes por su
capacidad de producir CO2 y diacetilo a partir del citrato de la leche. El diacetilo es el
componente de flavor mds importante de la manteca, queso fresco y ofros quesos
como el Gouda y el Edam. El CO2 es importante para la formacion de ojos en estos

quesos (Cogan, 1996; Axelsson, 1998; Limsowtin y col., 2003).
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Existen mdas de 50 especies y subespecies reconocidas dentro del género
Streptococcus, pero sélo S. thermophilus forma parte de los cultivos iniciadores en la
industria lactea. Se presenta como cocos en pares o en cadenas, algunas de las
cuales pueden ser muy largas. Al igual que Lactococcus, S. thermophilus fermenta
azUcares de forma homofermentativa produciendo dcido L-ldctico. Es capaz de
desarrollar a 45°C, lo que permite una diferenciacién sencilla con respecto a
Lactococcus y Leuconostoc, |os cuales no desarrollan a temperaturas superiores a
40°C. Forma parte de los cultivos termofilos usados en la elaboracion de yogur y de
quesos de pasta cocida (quesos fipo italionos y suizos), y en general se usa en

combinacion con lactobacilos termdfilos (Cogan, 1996; Limsowtin y col., 2003).

El género Lactobacillus (Lb.) estd compuesto por bacilos generalmente largos
en cadenas cortas, aunque también existen bacilos cortos, aislados o en cadenas
largas. Este es el género mds amplio dentro de las BAL, e incluye a mds de 80 especies
y subespecies. Se divide en tres grupos segun el tipo de fermentacion de los

carbohidratos:

-Los lactobacilos homofermentantes obligados fermentan las hexosas
produciendo mayoritariamente dcido ldctico. No son capaces de fermentar

pentosas ni gluconato.

-Los lactobacilos heterofermentantes facultativos fermentan las hexosas
produciendo dcido lactico como producto principal, pero bajo condiciones
limitantes de glucosa fermentan las hexosas dando dcido ldctico, dcido
acético, etanol y dcido férmico. Las pentosas son fermentadas dando dcido

l&ctico y dcido acético.

-Los lactobacilos heterofermentantes obligados fermentan las hexosas
dando dcido ldactico, CO2, dcido acético y/o etanol, mientras que a partir de

las pentosas producen dacido Idctico y dcido acético (Curry y Crow, 2003).

Los lactobacilos encontrados frecuentemente en los productos Idcteos
fermentados se detallan en la Tabla 1 siguiendo la clasificacion que se menciond

anteriormente.

11
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Tabla 1. Lactobacilos encontrados normalmente en los productos Idcteos
fermentados, clasificados segun el tipo de fermentacién de aziUcares (Curry y Crow,
2003).

Homofermentantes Heterofermentantes
Obligados Facultativos Obligados
Lb. acidophilus Lb. casei Lb. bifermentans
Lb. helveticus Lb. coryneformis Lb. brevis
Lb. delbrueckii subsp. delbrueckii Lb. curvatus Lb. buchneri
Lb. delbrueckii subsp. lactis Lb. paracasei Lb. fermentum
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus  Lb. plantarum Lb. kefir

Lb. rhamnosus Lb. reuteri

En productos ldcteos fermentados como son los quesos y leches fermentadas,
los lactobacilos producen multiples efectos dependiendo de la especie, la cepa, las
condiciones de elaboracion y el producto. Algunas especies forman parte de los
cultivos iniciadores produciendo acidez de manera rdpida, mientras que otras forman
parte de cultivos probidticos. También pueden producir ofras sustancias beneficiosas
como bacteriocinas, exopolisacdridos y componentes de aroma y sabor en distintos

productos ldcteos fermentados (Curry y Crow, 2003).

Las BAL usadas en la industria ladctea fermentativa deben cumplir ciertos
requisitos, como ser inocuas (denominacién GRAS: Generally Recognized As Safe),
producir dcido a partir de la fermentacién de la lactosa, producir compuestos de
aroma y poseer la capacidad de hidrolizar las proteinas de la leche (Ono vy col., 1992).
Gracias a las cualidades de estas bacterias, durante el proceso de elaboracion de
productos ldcteos se originan una serie de transformaciones que determinan las
caracteristicas organolépticas y la calidad del producto final. Los cambios mds
importantes que se producen a nivel tecnoldgico son la fermentacion de los azdcares,

hidrdlisis de proteinas, hidrdlisis de dacidos grasos (en menor medida), y sintesis de
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compuestos que contribuyen a la textura. A continuacion se detallan brevemente

estas reacciones.

[.1.1. Fermentacion de azUcares. Desarrollo de acidez

La lactosa de la leche es el Unico carbohidrato del que disponen las BAL
para su desarrollo y produccidon de acidez. Esta capacidad es sumamente
explotada a nivel industrial, ya que es el proceso que se intenta favorecer en la
elaboracién de cualquier producto ldcteo fermentado (quesos, yogur, manteca,
etc.), aunque debe evitarse durante el almacenamiento de la leche cruda
destinada a tratamientos por calor (pasteurizacion y esterilizacion), ya que un
aumento en la acidez disminuye su aptitud al tratamiento térmico (Reinheimer,
1994). La produccidon de dacidos orgdnicos (dcido lactico, dcido acético) conduce
a una disminucién del pH, impidiendo el crecimiento de muchos microorganismos
indeseables, incluyendo patdégenos. De esta forma, las bacterias Idcticas
contribuyen a la conservaciéon de la calidad de los productos fermentados (M&yra-
Mé&kinen y Brigret, 1998).

[.1.2. Desarrollo de compuestos de flavor

Los productos generados a partir de la fermentacién de la lactosa, como el
dcido ldctico, dcido acético, etanol, acetaldehido y diacetilo, contribuyen al
desarrollo de los caracteres organolépticos en los productos Idcteos. Ademds de
los ya mencionados, los lactobacilos son capaces de generar otros compuestos de
flavor a partir de modificaciones de la caseina, grasa, aminodcidos, dcidos grasos
libres y de otros componentes menores de la leche como el citrato. Las reacciones
descriptas a continuacion pueden ser llevadas a cabo por los lactobacilos, sin
embargo en muchos casos la importancia de su contribucién en el producto final
dependerd de muchos factores (por ej. del tipo y composicion del producto, de la

cepa y su concentracion, de la temperatura y tiempo de almacenamiento).
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Hidrolisis de proteinas

Transformacién de la caseina. Cuando los péptidos y aminodcidos

libres de la leche han sido consumidos, las BAL se procuran compuestos
nitrogenados a partir de la hidrélisis de la caseina. La accidn combinada
de las proteinasas y peptidasas promueve la liberacion de péptidos y
aminodcidos que pueden contribuir al sabor en quesos y leches
fermentadas. Aunque son moderadamente proteoliticas, su actividad
resulta suficiente y fundamental para promover su desarrollo en la leche,
contribuyendo a la textura y al sabor del producto final (Curry y Crow,
2003).

Transformacion de aminodcidos. Se estd demostrando cada vez mds

que los lactobacilos pueden utilizar una gran variedad de aminodcidos
qgue probablemente contribuyan a la obtencidn de compuestos de
aroma en los productos lacteos. Por ejemplo, Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus utiliza treonina para producir acetaldehido, que es un
componente importante de aroma en yogur, especialmente. Otros
aminodcidos metabolizados por lactobacilos incluyen arginina, dcido
aspdrtico, dcido glutdmico, serina, aminodcidos azufrados y de cadena
ramificada, y aromdaticos. Por ofro lado, el catabolismo de los
aminodcidos puede producir sabores indeseables debidos a p-cresol,
indol y escatol, ademds de aminas bidgenas nocivas como tiramina vy

triptamina (Curry y Crow, 2003).

Transformaciones de los dcidos grasos

Los lactobacilos poseen esterasas que podrian atacar los diglicéridos y

monoglicéridos presentes en la leche. La mayor parte de la grasa de la leche

estd formada por triglicéridos y no estd claro el potencial de la lipasa para

hidrolizar estos acil-gliceroles. Un aumento en los niveles de dacidos grasos

libres producidos por accidon de los lactobacilos contribuye al sabor en

algunos productos ldcteos (Curry y Crow, 2003). Sin embargo, la lipdlisis es

baja en el yogur y por lo tanto no contribuye al flavor del producto de
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manera importante. El contenido de dcidos grasos libres del yogur difiere muy
poco del contenido en leche. Existen pocos estudios que describan este

sistema enzimdatico en las bacterias del yogur (Zourariy col., 1992).

1.1.3. Sintesis de compuestos que influyen en la textura del producto

Muchas cepas de BAL son capaces de sintetizar polisacdridos extracelulares.
Estos compuestos pueden estar estrechamente asociados a la pared celular (ej.
polisacdridos capsulares), o ser secretados al medio (ej. polisacdridos viscosos). El
término exopolisacdrido (EPS) se utiliza normalmente para referirse a ambos tipos de
polisacdridos extracelulares (Sutherland, 1972; Cerning, 1995; Low y col., 1998). Estos
EPS pueden estar compuestos por mondmeros de un solo tipo de azlUcar
(homopolisacdridos), o por mondmeros de distinfos fipos de azldcar
(heteropolisacdridos). Ejemplos de BAL productoras de homopolisacdridos son
Leuconostoc mesenteroides y Streptococcus mutans, que producen dexfranos y
glucanos, respectivamente. Los heteropolisacdridos son producidos por muchas
BAL, incluyendo S. thermophilus, Lactococcus lactis y ciertas especies de
Lactobacillus (De Vuyst y col., 2001). No se ha demostrado que la produccion de
EPS confiera algun tipo de ventaja en el desarrollo o supervivencia en las bacterias
que los producen. Sin embargo, las leches fermentadas con BAL productoras de
EPS de ftipo viscoso (EPS*) presentan generalmente una textura mds viscosa, por lo
que es comun la utilizacion de cepas EPS* de S. thermophilus y Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus con el objetivo de mejorar la viscosidad y reducir la sinéresis en el
yogur (Cerning, 1995; Stingele y col., 1996). Aunque es poco comun el uso de
starters que contengan cepas de BAL productoras de EPS en la elaboracion de
quesos, tfrabajos recientes han demostrado que cepas de S. thermophilus EPS*
pueden mejorar las propiedades funcionales de quesos Mozzarella parcialmente

descremados o reducidos en grasa (Petersen y col., 2000).
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I.1.4. Produccién de compuestos antimicrobianos

La capacidad de las BAL de producir sustancias antimicrobianas ha sido
utilizada histéricamente para preservar alimentos. Se han utilizado distintos procesos
de fermentacién como una forma de conservacion de una gran cantidad de

alimentos como leche, vegetales, pescado y cereales.

El proceso de fermentacion reduce la cantidad de carbohidratos disponibles
y da como resultado una serie de moléculas orgdnicas de bajo peso molecular
que exhiben actividad antimicrobiana, siendo las mds comunes dcido lactico,
dcido acético y dcido propidnico. Ademds de estos dcidos orgdnicos, muchas BAL
son capaces de producir ofros componentes con propiedades antimicrobianas. No
obstante, estas sustancias no son producidas para conveniencia del hombre, sino
que tienen el propdsito bioldgico de competir con ofras bacterias que se
desarrollan en el mismo entorno (Ouwehand, 1998). Existe un interés comercial
creciente en el uso de BAL como conservantes naturales de alimentos, cuyo
objetivo es el de incrementar la estabilidad y la seguridad del producto. Este interés
deriva de la preocupacion de los consumidores por el uso de conservantes
artificiales, y del aumento de la conciencia por la seguridad microbiolégica de los

alimentos (Earnshaw, 1992).

Los compuestos antimicrobianos mds importantes producidos por las
bacterias del dacido Iactico son los dcidos orgdnicos, perdxido de hidrogeno,
diacetilo y bacteriocinas.

Acidos orgdnicos

Como se comentd anteriormente, los dcidos orgdnicos producidos a partir de la

fermentacion de azidcares han sido histéricamente los responsables de la preservacion

de la calidad de los alimentos fermentados. El producto mayoritario de estas

fermentaciones por parte de las BAL es el acido lactico, el cual produce cambios

importantes de pH en el entorno donde éstas se desarrollan, cambios suficientes para

inhibir muchos otfros microorganismos presentes. La accion antibacteriana del acido

l&ctico es consecuencia, en gran medida, pero no en su totalidad, de la habilidad de
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la forma no disociada de este dcido para penetrar en la membrana citoplasmdatica, lo
qgue conduce a la reduccidn intracelular del pH y la interrupcidn del sistema de
transporte de protones (Ray y Sandine, 1992). Estudios mds recientes han revelado que
las propiedades antimicrobianas del dcido ldctico se deben no sélo a la disminucion
del pH, sino también a la capacidad permeabilizante de la membrana externa de las
bacterias Gram negativas, por lo que podria potenciar los efectos de otfras sustancias

antimicrobianas (Alakomiy col., 2000).

Existen otfros dcidos producidos en menor proporcidén por numerosas BAL, como
dcido acético y acido propidnico. Estos dcidos poseen valores de pKa superiores al del
dcido ldctico, por lo tanto se encuentran menos disociados que este Ultimo a un cierto

pH, siendo mayor su poder antimicrobiano (Ouwehand, 1998).

Peroxido de hidrogeno

En presencia de oxigeno, algunas BAL tienen la capacidad de generar perdxido
de hidrégeno (H202). En estos casos, puede producirse una acumulacion de perdxido
de hidrégeno, porque estas bacterias no poseen catalasa, enzima que permitiria su
degradacioén. Aun asi, algunos autores argumentan que el perdxido de hidrégeno no
se acumula en cantidades significativas in vivo, ya que es degradado por peroxidasas,

flavoproteinas y pseudocatalasa (Ouwehand, 1998).

El potencial del H2O2 producido por las bacterias Idcticas en la conservacion de
alimentos se encuentra algo limitado. Existen muchos factores que deben ser
ajustados, como la disponibilidad de oxigeno y la presencia de cantidades variables
de superdxido dismutasa y catalasa. Ademds, la capacidad oxidante del H2O2 y de los
radicales libres producidos a partir de éste, producen efectos importantes en la
calidad sensorial del producto, causando rancidez de grasas y aceites, reacciones de
decoloracién vy, bajo ciertas condiciones, liberacién de aldehidos reactivos (Earnshaw,
1992).

Un segundo sistema de inhibicion atribuido a las BAL y relacionado con la
produccion de H202, es el sistema de la lactoperoxidasa (LPS). Para que este sistema

sea eficiente, deben estar presentes en la leche ciertos componentes. La enzima
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lactoperoxidasa reacciona con dos sustratos, el tiocianato y el perdxido de hidrégeno.
Este Ultimo reacciona con el fiocianato en una reaccidén catalizada por la
lactoperoxidasa, dando hipotiocianato como producto de oxidacién, el cual posee

capacidad de inhibir microorganismos (Mayréa-Mdakinen y Brigret, 1998).

Diacetilo

El diacetilo (2,3-butanodiona) es el compuesto responsable del aroma en la
manteca. Es producido por varias especies y cepas de los géneros Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus, y por otros microorganismos. Su formacioén
no se produce si existe fermentacion de hexosas, aungque puede producirse durante la
metabolizacién del citrato, el cual es convertido en diacetilo por la via del piruvato
(Ouwehand, 1998).

Bacteriocinas

Las bacteriocinas fueron definidas por Jacob y colaboradores en 1953 como
“antibiéticos de naturaleza proteica de peso molecular relativamente elevado, que en
general actuan sobre bacterias de la misma especie, o sobre aquellas estrechamente
relacionadas taxondmicamente” (Ouwehand, 1998). Estd formado por un grupo
heterogéneo de sustancias antimicrobianas producidas por diferentes tipos de
bacterias, y cuyo espectro, modo de accién y propiedades quimicas son distintas
(Mayrd-Mdékinen y Brigret, 1998). Una primera clasificaciéon estd basada en el espectro
de accioén, dividiéndose en a) bacteriocinas que actian sobre cepas relacionadas
taxondmicante, y b) bacteriocinas activas sobre especies no relacionadas. Las
bacteriocinas del primer grupo beneficiardn el desarrollo de las bacterias que las
producen si forman parte de un cultivo mixto, y pueden ser importantes en el control
de las fermentaciones naturales o artesanales. Las bacteriocinas del segundo grupo
podrian ser importantes para evitar el desarrollo de bacterias patdégenas o
contaminantes, de gran interés a la hora de asegurar la inocuidad de un producto. De
acverdo a su estructura, se han determinado cuatro clases de bacteriocinas
producidas por BAL, Clase |, lantibidticos; Clase Il, péptidos pequenos moderadamente

termoestables; Clase lll, proteinas de gran tamano termoestables; y Clase |V,
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bacteriocinas complejas formadas por proteinas asociadas a lipidos o carbohidratos
(Earnshaw, 1992; Desmazeaud, 1996; Ouwehand, 1998).

Una forma de distinguir las bacteriocinas de ofros compuestos inhibidores
producidos por las bacterias lacticas (H202, dcidos Iactico y acético) es neutralizando
el sobrenadante de un cultivo y luego determinando la actividad en presencia y en
ausencia de proteinasa y peptidasa, que inactivan a las bacteriocinas si estdn

presentes (Desmazeaud, 1996).

|.2. Bacterias Iacticas termdfilas en la industria [dctea fermentativa. Rol de Lb.

delbrueckii

Como se describidé anteriormente, las bacterias Iacticas termdfilas fienen una
temperatura 6ptima de desarrollo entre 40°C y 50°C. Los cultivos termofilos forman
parte de los starters utilizados en la industria Idctea para la elaboracién de leches
fermentadas (como el yogur) y una gran variedad de quesos cuya elaboracion
implica altas ftemperaturas de coccion (Emmental, Gruyere, Comté, Grana,
Mozzarella, Parmiggiano). Las especies termofilas utilizadas en la industria Idctea
fermentativa son Lb. helveticus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. delbrueckii subsp.
lactis y S. thermophilus. Los lactobacilos termofilos sobreviven a las altas temperaturas
de coccidn y continlan produciendo acidez en la cuajada. La mayoria de los
lactobacilos confribuyen en alguna medida al flavor a través de metabolitos
producidos principalmente durante la maduracién de los quesos (Curry y Crow, 2003).
Algunos quesos duros argentinos, como el Reggianito Argentino, utilizan suero-
fermentos constituidos por una mezcla de cepas de Lb. helveticus (66%) y Lb.
delbrueckii subsp. lactis (33%) (Reinheimer y col., 1996), mientras que los cultivos starters
italianos estdn formados por las mismas especies bacterianas pero en proporcion

inversa (Bottazzi, 1998).

Muchas cepas de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus y Lb. delbrueckii subsp. lactis
producen galactosa a partir de la lactosa, y no son capaces de fermentarla. En
quesos fipo suizo, la galactosa acumulada puede ser utilizada por las bacterias

propidnicas adicionadas. Por lo tanto, los lactobacilos del cultivo starter contribuyen all
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desarrollo de las propionibacterias durante la maduracién de los quesos. La seleccidn
de cepas de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (en presencia o no de S. thermophilus)
deficientes en proteinasa o proteinasa positivas, puede aplicarse en la elaboracién de
queso Mozzarella para regular la tasa de produccion de dcido, o propiedades
funcionales, como elasticidad y fusion. El uso de cepas de Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus deficientes en proteinasa reduce el grado de pardeamiento durante la

coccioén de la masa casearia (Curry y Crow, 2003).

Ademds de ser ampliamente utilizado en la elaboracion de distintos tipos de
quesos, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus junto a S. thermophilus constituye los cultivos
iniciadores en la produccién de yogur. La combinacion de estos cultivos potencia el
crecimiento de ambos, y ademds de generar rapido desarrollo de acidez, contribuye
a producir modificaciones a nivel de textura y flavor en el producto l&cteo
fermentado. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus es mdas proteolitico que S. thermophilus, y
en la leche se traduce en la produccién de un amplio rango de aminodcidos a partir
de la hidrdlisis de la caseina. Los aminodcidos liberados estimulan el crecimiento de S.
thermophilus. Por ofra parte, el desarrollo de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus en la
leche es estimulado por el dcido férmico y posiblemente didxido de carbono y
piruvato producidos por S. thermophilus (Craig y col., 1993; Frank y Hassan, 1998;
Mayra-Makinen y Brigret, 1998; Curry y Crow, 2003).

Il. POTENCIALIDAD PROBIOTICA DE LAS BACTERIAS LACTICAS

II.1. Criterios de seleccion de microorganismos probidticos

El término “probidtico” fue acunado por W. Kollath en 1954, segun lo reportado
en un articulo de la German Scientist Ferdinand Vergin. Segun Kollath, los probidticos
eran aquellas “sustancias activas esenciales para gozar de una vida saludable”. La
definicidon exacta de lo que hoy se conoce como probidtico se ha ido modificando a
través del tiempo. En general, las definiciones mds recientes se refieren a los mismos
como “microorganismos vivos que al ser ingeridos en cantidades suficientes ejercen un

efecto benéfico sobre la salud” (Guarner y col., 2005)
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Las bacterias probidticas pueden ejercer su influencia sobre la fisiologia intestinal
directa o indirectamente, a través de la modulacién de la microflora intestinal o del

sistema inmunoldgico (Van de Water, 2003).

La mayoria de los microorganismos considerados probidticos pertenecen a los
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium (Lee y col., 1999; Saxelin, y col., 2003). De estos,
los lactobacilos son los preferidos, tal vez por razones histéricas, desde que el Profesor
Elie Metchnikoff (Instituto Pasteur, Paris) propuso que los lactobacilos presentes en el
yogur tenian un efecto positivo sobre la salud humana. Ademds, la forma mds comun
de consumirlos es en alimentos lIdcteos fermentados, y en mucha menor medida en
productos fermentados de origen vegetal y cdrnico. En los Ultfimos anos se han
propuesto otros microorganismos como potenciales probidticos, incluidas algunas

levaduras (Ouwehand y col., 2002; Saxelin y col., 2003).

El origen de los microorganismos parece ser un factor importante, ya que las
interacciones que se producen son especificas del huésped, es decir que si un
probidtico va a ser consumido por el ser humano, debe ser aislado de intestino
humano. Esto aumentaria las probabilidades de colonizacion del intestino. Sin
embargo, este concepto estd actualmente en revisidbn, pareciendo ser mds

importante la especie que el origen (Minelliy col., 2004; Bude Ugarte y col., 2006).

Los probidticos deben poseer status GRAS (Generally Recognized As Safe), es
decir ser inocuos, seguros para la salud. Ademds, los potenciales probidticos deben
poseer buenas propiedades tecnolégicas, de fal manera que puedan ser
desarrollados a escala industrial. Algunas cepas probidticas son suficientemente
proteoliticas y desarrollan muy bien en leche, pero existen cepas que requieren de
sustancias estimulantes, como monosacdridos u otfras, para desarrollar en ese medio. El
desarrollo de las bacterias probidticas en el ambiente intestinal puede favorecerse con
sustancias conocidas generalmente con el nombre de prebidticos. Los prebidticos son
ingredientes alimenticios no digeribles que afectan de forma benéfica al huésped por
estimulacion selectiva del crecimiento y/o actividad de un numero limitado de
bacterias en el colon. Una de las caracteristicas principales de los prebidticos es que
no pueden ser digeridas en el fracto gastrointestinal, ya que existe una incapacidad

por parte de las enzimas digestivas para hidrolizar las uniones entre las unidades de
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monosacdridos. Estos actuan mejorando la actividad microbiana y estimulando

principalmente el crecimiento de bifidobacterias y lactobacilos (Saxelin y col., 2003).

Los microorganismos probidticos deben presentar, ademds, buena resistencia a
las barreras biolégicas, conservando su viabilidad frente a la acidez estomacal y la bilis
presentes en el tracto digestivo (Ouwehand y col., 2002). Asimismo, deben existir
estudios (tanto in vitro como in vivo en animales y humanos) que avalen las

propiedades probidticas de la cepa en cuestion (Tabla 2).

Tabla 2. Requisitos a cumplir por un microorganismo probidtico.

* Ser de origen humano (especificidad de especie)
% Serinocuo (status GRAS)

* Poseer resistencia tecnoldgica

* Poseer resistencia a las barreras bioldgicas

* Poseer estudios clinicos que avalen su valor probidtico

Las especies pertenecientes al género Lactobacillus poseen, en general, buena
resistencia al “estrés” in vivo, y dentro de este grupo, existen muchas cepas que
presentan caracteristicas tecnolégicas adecuadas. Las bifidobacterias también son
usadas frecuentemente, aungue en menor medida que 1os lactobacilos. Esto se debe
a gue son muy sensibles al oxigeno y poseen requerimientos nutricionales mds estrictos,
lo que dificulta, a veces, su uso a nivel industrial. El resto de las bacterias probidticas no
son utilizadas en productos fermentados, sino en suplementos dietarios, cdpsulas,
polvos, etc. (Ouwehand y col., 2002). Las propiedades probidticas son especificas de
cada cepa y no pueden extrapolarse a ofras, por mds que se encuentren

estrechamente relacionadas (Servin y Coconnier, 2003; Bergonzelli y col., 2005).

La eleccién de un microorganismo probidtico estd determinada por distintos

factores (Tabla 3). En primer lugar, deben sobrevivir al pasaje por el tracto
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gastrointestinal, lo que implica resistencia al pH dcido del estbmago, bilis y enzimas
pancredticas (Tuomola y col., 2001; Guarner y col., 2005). La tolerancia a la acidez y a
la bilis puede ser monitoreada faciimente. Existen pruebas in vitro sencillas que sirven a
estos fines; sin embargo, la extrapolacién cuantitativa del desempeno in vivo se torna
dificultosa (Tuomola y col., 2001). La tolerancia a la acidez es importante también para
la supervivencia del probidtico en un alimento. Hasta el momento, los alimentos
preferidos como vehiculos para los probidticos siguen siendo las leches fermentadas,
en las cuales el pH es relativamente bajo, y en consecuencia, los probidticos elegidos

deben ser capaces de sobrevivir en este medio dcido.

La adhesion a la mucosa intestinal parece ser importante para la
inmunomodulacion, la exclusion de patdégenos, la recuperacion mds rdapida de la
mucosa danada y la colonizacién por un tiempo mds prolongado (Ouwehand y col.,
2002; Guarner y col., 2005). Sin embargo, a pesar de que ciertos trabajos han
argumentado que el maximo efecto probidtico puede lograrse si los microorganismos
se adhieren a las células de la mucosa intestinal, no existen evidencias irrefutables que
demuestren que las bacterias probidticas administradas de forma exdégena realmente
se adhieren a las células intestinales. En vez de esto, las bacterias probidticas parecen
llegar a las heces sin haberse adherido o multiplicado. Por lo tanto, para observar los
efectos probidticos, estos microorganismos deben ser consumidos en forma periddica y

constante (Servin y Coconnier, 2003; Van de Water, 2003).

En numerosos trastornos intestinales inflamatorios, el balance de la interaccién
microorganismo-huésped se ve alterado, y la inflamacion se acompana de un
desequilibrio de la microflora intestinal. La normalizacién del balance de la microflora
nativa puede darse a través del consumo de ciertos cultivos seleccionados. Esto
constituye el fundamento de la terapia con probidticos. Las consecuencias positivas
del consumo de probidticos se manifiestan a través de la correccidon de la
permeabilidad intestinal (la cual se ve aumentada en los trastornos inflamatorios del
intestino), la normalizacién de la microecologia intestinal alterada, el mejoramiento del
sistema inmunoldgico y la disminucion de la respuesta inflamatoria a nivel intestinal
(Ouwehand y col., 2002). La inmunomodulacién de la mucosa intestinal no es igual
para todas las especies de bacterias probidticas (Perdigdn y col., 1988b). Algunas de

ellas son capaces de inducir la inmunidad secretoria especifica (produccién de
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células IgA*, células CD4* y anticuerpos especificos), mientras que otras aumentan la
respuesta inflamatoria del intestino (produccién de células IgA* sin produccidon de
células CD4* ni anticuerpos) (Perdigdbn y col., 1998). El distinto comportamiento
observado en las cepas sobre |la respuesta inmune en la mucosa, especialmente en
aquellas que inducen una respuesta inflamatoria, revela que no todas las bacterias
probidticas pueden ser usadas como adyuvantes orales, y sus efectos benéficos no
pueden atribuirse a todo un género o toda una especie bacteriana (Vintini y col.,
2000).

En el intestino humano, la lactosa es hidrolizada por una enzima denominada
lactasa. Cuando una persona que posee deficiencia en lactasa consume leche,
pueden observarse algunos sinftomas intestinales, lo que se conoce como “intolerancia
a la lactosa” o mala digestién de lactosa. Todos los productos Idcteos fermentados,
especialmente el yogur y aquellos que poseen probidticos, disminuyen los sintomas de
la intolerancia a la lactosa. Esto se explica por la presencia de B-galactosidasa en las
bacterias que fermentan la leche. Luego de ser ingeridas, las bacterias presentes en el
producto ldcteo fermentado son lisadas por la bilis en el intestino delgado lo que
produce la liberacion de lactasa, la cual puede ahora ponerse en contacto con la
lactosa y degradarla. Ademdas, la viscosidad de las leches fermentadas es mayor a la
de la leche fluida (sin fermentar), lo que provoca que el periodo de trdnsito a través
del aparato gastrointestinal sea mds prolongado, y esto también contribuye a la
mayor digestion de la lactosa. En general, este efecto benéfico estd asociado a
aquellos productos fermentados que contienen Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus y S.
thermophilus. Algunos probidticos, como Lb. rhamnosus GG, no son capaces de

fermentar la lactosa (Ouwehand y col., 2002; Saxelin y col., 2003; Van de Water, 2003).

La prevalencia de enfermedades alérgicas ha ido en aumento en los paises
desarrollados. Con la finalidad de explicar este fendmeno, se ha formulado lo que se
conoce como la “hipodtesis de la higiene”. Segun esta hipodtesis, el aumento de las
conductas de higiene ha conducido a una disminucién del estimulo microbioldgico, lo
que resultdé en un desequilibrio en el tipo de respuesta inmune, llevando al desarrollo
de trastornos alérgicos mediados por la produccion aumentada de Ig E (OQuwehand y
col., 2002; Van de Water, 2003). La fuente mdas temprana y masiva de exposicion a los

microorganismos estd asociada con el establecimiento de la microflora intestinal.
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Tabla 3. Criterios a seguir para la seleccion de un microorganismo probidtico para la

industria Idctea fermentativa (Klaenhammer y Kullen, 1999; Ouwehand y col., 2002).

Criterios quimicos y tecnolégicos

Propagacion econdmica

Viabilidad durante la propagacion

Resistencia a antibidticos

Crecimiento en leche

Interacciones con ofras especies

Resistencia al procesamiento y caracteristicas del producto

Estabilidad durante el almacenamiento del producto

Criterios biologicos

Resistencia a la lisozima
Resistencia a la acidez estomacal
Resistencia a los dcidos biliares

Estabilidad genética

Criterios probidticos

Origen humano

Status GRAS

Produccidn de sustancias antimicrobianas
Actividad de B-galactosidasa
Propiedades antimutagénicas y anticarcinogénicas
Estimulacién del sistema inmunoldgico
Actividad hipocolesterolémica
Deconjugaciéon de dcidos biliares
Adherencia al epitelio intestinal
Capacidad de agregacion

Produccioén de vitaminas

Produccion de exopolisacdridos
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Se han encontrado diferencias en la microecologia intestinal de neonatos, las
cuales se asociaron con el desarrollo de enfermedades alérgicas, encontrdndose
mayor cantidad de clostridios y menor nUmero de bifidobacterias en los ninos alérgicos

gue en aqguellos que no habian desarrollado alergias (Kalliomaki y col., 2001).

Los probidticos han sido tradicionalmente usados para el tratamiento de
trastornos gastrointestinales. Ciertas cepas probidticas son capaces de disminuir la
duracion de la gastroenteritis aguda de origen viral. Lb. rhamnosus GG, Lb. reuteri
SD2112, Lb. casei Shirota y B. lactis Bb12 han demostrado disminuir la duracion de la
diarrea producida por rotavirus en aproximadamente un dia. Este efecto puede ser
debido a la produccion de IgA especifica contra rotavirus, la reduccion de la
permeabilidad de la mucosa intestinal y la normalizacién de la composicion de la

microflora intestinal (Ouwehand y col., 2002).

Existen resultados alentadores respecto a la administracion de probidticos en
pacientes con enfermedades inflamatorias del intestino y sindrome de intestino
iritable, sobre todo cuando se administran mezclas de lactobacilos y bifidobacterias

en vez de una sola cepa aislada (Bergonzelli y col., 2005).

El consumo de probidticos también se ha asociado a la erradicacién del
Helicobacter pylori, ayudando en la disminucién del nUmero de este patdgeno en las
poblaciones de riesgo, o como adyuvantes para contrarrestar los efectos secundarios
observados en las terapias readlizadas para combatirlo. Las personas que poseen
gastritis asinfomdatica en las cuales no se justifica la realizaciéon de fratamiento, se
podrian beneficiar con una dieta que incluya probidticos. Esto ayudaria a manejar la
infeccion, y por lo tanto a disminuir el riesgo de desarrollar las patologias asociadas

(Bergonzelliy col., 20095).

Se han postulado muchos mecanismos por los cuales los probidticos pueden
mejorar el bienestar del intestino. Estos mecanismos incluyen competencia por los
nutrientes, inhibicion de la adhesion e invasion de microorganismos patdégenos,
produccion de sustancias antimicrobianas y/o estimulacion de la inmunidad de la
mucosa intestinal. Las bacteriocinas han despertado gran interés por su potencial

como conservantes alimenticios y como agentes antibacterianos contra determinadas
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infecciones causadas por bacterias patdégenas Gram positivas. Sin embargo, la
frecuencia de desdrdenes gastrointestinales producidos por bacterias Gram positivas
es relativamente bajo comparado con las producidas por bacterias Gram negativas o
por rotavirus, los cuales son resistentes a la accidon de las bacteriocinas (Servin y
Coconnier, 2003). Md&s recientemente, se ha reportado que ciertas BAL producen
sustancias anfimicrobianas activas contra bacterias Gram negativas enterovirulentas.
Se observd que el sobrenadante de células de Lb. acidophilus LB y Lb. johnsonii Lal
estaba compuesto por sustancias antibacterianas activas contra un gran nimero de
patdégenos Gram negativos y positivos, como Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomona aeruginosa Yy Escherichia cloacae, pero inactiva contra especies
normalmente encontradas en la flora intestinal tales como lactobacilos vy
bifidobacterias (Servin, 2004).

Estudios experimentales in vitro han revelado que ciertas cepas probidticas
seleccionadas son efectivas contra bacterias diarreicogénicas. La produccion de
metabolitos como dcido ldctico y dcido acético por parte de éstas, conduce a la
disminucion del pH. De esta manera, muchas cepas de Lactobacillus inhiben el
desarrollo de bacterias patdgenas. En algunos casos, la inhibicion de los patdégenos no
es originada sélo por la disminucién del pH, sino que puede resultar de la produccién
de sustancias que se liberan al medio y difunden en el mismo, como perdxido de
hidrogeno (H202) (van de Guchte y col., 2001), biosurfactantes (Velraeds y col., 1996) o
bacteriocinas (Ouwehand, 1998). Ciertas cepas de Lb. acidophilus, Lb.rhamnosus,
Lb.delbrueckii subsp. bulgaricus y Bifidobacterium bifidum han demostrado inhibir el
desarrollo de aislados clinicos de H. pylori en estudios in vitro, propiedad que es

parcialmente atribuida al dcido ldctico.

En los Ultimos anos, el estudio de los mecanismos fisiopatogénicos de las
bacterias y virus enteropatdgenos se estdn llevando a cabo usando cultivos de lineas
celulares intestinales humanas que expresan varias caracteristicas especificas de
muchos de los fenotipos celulares del epitelio intestinal (Servin, 2004). Las dificultades
implicadas en el estudio de la adhesion bacteriana in vivo, especificamente en
humanos, condujo al desarrollo de estos modelos celulares in vitro, que facilitan la

seleccion preliminar de cepas potencialmente adherentes (Collado y col., 2005). Estos

27



Introduccion

modelos celulares producen una monocapa de células confluentes que imita la
barrera de células epiteliales del intestino humano, lo que permite estudiar los
mecanismos por los cuales los microorganismos patdgenos atraviesan el epitelio
intestinal para producir una infeccidon en el huésped vy su posterior diseminaciéon por el
organismo. Los estudios in vitro que utilizan estas lineas celulares han permitido
demostrar que las propiedades probidticas son realmente especificas de cada cepa
(Servin y Coconnier, 2003). Algunas lineas celulares ampliamente utilizadas son HT-29 vy

Caco-2, asi como sus clones HT-29-19A y Caco-2/TC-7, respectivamente (Servin, 2004).

La capacidad de adhesién al epitelio intestinal de los microorganismos es una
de las caracteristicas deseables para un microorganismo probidtico (Ouwehand y col.,
2002; Schillinger y col., 2005). Es importante tanto para la colonizacion a nivel intestinal
como para la modulacion del sistema inmune a través del contacto con el tejido
linfoide asociado al intestino. La capacidad de adhesidon varia ampliamente entre las
cepas probidticas conocidas. Las secreciones gdstricas y las tecnologias de
procesamiento también pueden modificar las propiedades de adhesion (Tuomola vy
col., 2000; Ouwehand y col., 2001). Algunas investigaciones demostraron que las
propiedades de adhesidon dependen de las condiciones de cultivo, el nUmero de
repiques realizados durante las fermentaciones a escala industrial, y el uso de
crioprotectores durante el proceso de liofilizado de las cepas (Tuomola y col., 2001;
Ouwehand vy col., 2002). Se ha observado que los repiques efectuados durante un
periodo superior a los 3 anos produjo una disminucion en la adhesion bacteriana.
Asimismo, el cambio de medio de cultivo utilizado también podria ser causante de la
disminucion en las propiedades de adhesion. Ciertos estudios demostraron que
determinados probidticos aislados de productos similares pero de paises distintos
revelaron propiedades de adhesiéon muy distintas (OQuwehand y col., 2002). Estas
diferencias pueden afectar los efectos benéficos de una cepa probidtica (Tuomola y
col., 2001). Al igual que ofras propiedades probidticas, la capacidad de adhesion es

especifica de cada cepa (Servin y Coconnier, 2003).

La hidrofobicidad bacteriana puede favorecer la colonizacion intestinal y la
adhesion de las bacterias sobre el epitelio infestinal. Sin embargo, se vio que ciertas
cepas que tienen buenos niveles de adhesion poseen escasa hidrofobicidad

superficial. Es por esto que la hidrofobicidad puede ser un factor Util que favorezca la
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adhesion, pero no es un prerrequisito para que una cepa posea elevada capacidad
de adhesién. La hidrofobicidad superficial es una de las propiedades fisicoquimicas
que facilitan el primer contacto entre el microorganismo y las células huéspedes. Se
tfrata de una interaccién inicial inespecifica débil y reversible, y precede al proceso de
adhesion posterior, el cual es mediado por mecanismos mds especificos que
involucran proteinas de la superficie celular y dacidos lipoteicoicos. Por lo tanto, la
contribucion de la hidrofobicidad a la capacidad de adhesidn parecer ser limitada, lo
que podria explicar la falta de correlaciéon observada entre ambas en numerosos

estudios (Schillinger y col., 2005).

La viabilidad de los cultivos probidticos en los productos alimenticios seria
importante para que se produzcan los efectos benéficos sobre la salud, tal como ha
sido evidenciado en la mayoria de los estudios clinicos llevados a cabo. Por otro lado,
se han observado escasos efectos para cultivos probidticos no viables. Algunos
trabajos refieren que la administraciéon de lactobacilos viables produjo la activacion de
macréfagos, los cuales juegan un rol importante en la respuesta inmune del sistema de
defensa del huésped (Perdigdbn y col., 1986). Sin embargo, no se han realizado
demasiados estudios sobre cultivos probidticos no viables. Los microorganismos no
viables podrian tener varias ventajas sobre los viables: los productos tendrian mayor
tiempo de conservaciéon (mayor shelf life), mayor seguridad, y no seria necesario que
sean transportados ni almacenados bajo refrigeracion. Ciertos estudios sugieren que
los cultivos probidticos no viables también son capaces de provocar efectos positivos,
reduciendo el tiempo de la diarrea producida por rotavirus y mejorando los sinfomas

de la intolerancia a la lactosa (OQuwehand y col., 2002).

I1.2. Rol probidtico de Lb. delbrueckii

El consumo de yogur ha demostrado tener efectos beneficiosos en la salud del
consumidor, y estos efectos parecen estar ligados a la presencia de bacterias Iadcticas
viables. A pesar de que la probabilidad de que estas bacterias IGcticas sean capaces
de colonizar el intestino es bajo, igualmente producen un impacto en el bienestar del

intestino. Muchos estudios han demostrado una mejoria en la digestion y absorcion de
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la lactosa en personas alimentadas con yogur que contenia bacterias viables, asi

como una reduccion en los sinfomas gastrointestinales (Van de Water, 2003).

El yogur también ha sido utilizado en el tfratamiento de episodios de diarrea
aguda. Muchas investigaciones revelaron que la administracion de yogur contribuyd a
disminuir la duracién de estas diarreas producidas por rotavirus (Bergonzelli y col.,
2005). Algunos trabajos han resaltado el rol del yogur en la respuesta inmune (Vintini y
col., 2000; Perdigdn y col., 2001; Perdigdn y col., 2002; Van de Water, 2003), sobre todo
en personas inmunocomprometidas, como es el caso de los ancianos. Asimismo, se
observé que el consumo prolongado de yogur estuvo asociado a una disminucion

importante de los sinftomas alérgicos (Guarner y col., 2005).

S. thermophilus y Lb. bulgaricus no son demasiado resistentes a la acidez
gdstrica ni a la bilis, y no parecen ser capaces de colonizar el intestino. Sin embargo,
pueden producir un efecto beneficioso in vivo debido a sus enzimas intracelulares (B-
galactosidasa), a los receptores antigénicos de la superficie celular, o a fravés de
metabolitos liberados durante la fermentacién (Van de Water, 2003). Es mds, las
bacterias presentes en las leches fermentadas han revelado la capacidad de inhibir
bacterias patdégenas in vitro mediante la produccion de dcidos orgdnicos y/o
sustancias similares a los antibidticos (bacteriocinas). No obstante, esta interaccidon no

ha sido demostrada fehacientemente in vivo (Garrote y col., 2000).

Debido a la escasa habilidad de sobrevivir al pasaje por el estbmago y tracto
gastrointestinal, las bacterias Idcticas starters no son consideradas generalmente como
microorganismos probidticos. Sin embargo, criterios mds recientes han incluido a Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus y S. thermophilus en la lista de estos organismos. Estos
criterios resaltan la capacidad de liberar, entre otros compuestos, enzimas (p-
galactosidasa) que mejoran la digestion de nutrientes en el intestino y modulan la
respuesta inmune, lo que también juega un papel positivo en la salud humana. De
acuerdo a esto, el valor probidtico global de un producto Idcteo fermentado deberia
ser tenido en cuenta no sélo por los cultivos probidticos adicionados, sino también por
la contribucién probidtica de la microflora acidoldctica del starter (Vinderola y
Reinheimer, 2003).
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La disminucidon en los niveles de colesterol sanguineo de los mamiferos, estaria
ligada a la actividad microbiana. A su vez, el metabolismo del colesterol estd
estrechamente relacionado con el de las sales biliares, siendo estas Ultimas la forma
soluble de los productos de excrecidon derivados del colesterol. Las sales biliares
pueden metabolizarse por medio de la actividad enzimdtica presente en ciertas
bacterias durante la circulacién enterohepdtica. La enzima BHS (bile-salt hidrolase) es
la responsable de la deconjugacion de los acidos biliares. Algunas bacterias asociadas
al tfracto gastrointestinal poseen esta enzima (Lim y col., 2004). Gillland y col. (1985)
observaron que Lb. acidophilus redujo el nivel de colesterol sanguineo a través de la

hidrdlisis directa del colesterol y por deconjugacion de sales biliares.

Muchos cultivos usados en la elaboracién de productos Idcteos fermentados
son sensibles a la accidén de la bilis presente en el tracto gastrointestinal, impidiendo
que éstos lleguen viables al intestino. Teniendo en cuenta lo expuesto, es interesante
considerar la obtencidon de cepas con resistencia mejorada a bilis. Una cepa con
buena resistencia a la bilis tendrd mayores posibilidades de llegar viable al intestino. En
consecuencia, varios investigadores se han dedicado al aislamiento y estudio de
derivados adaptados a bilis. La inhibiciéon de ciertas bacterias por parte de sales
biliares, puede ser revertida por medio de una adaptacién progresiva de las cepas a
concentraciones crecientes de estos compuestos (Margolles y col., 2003; Gueimonde y
col., 2005). Las modificaciones sufridas por estos derivados adaptados a bilis respecto
de las cepas originales fueron también determinadas: niveles de adhesidn in vitro a
mucus intestinal humano (Gueimonde y col., 2005), patrones de resistencia a los
antibidticos (Noriega y col., 2005), perfiles de proteinas asociadas a membranas

(Sadnchez y col., 2004) y resistencia cruzada a otras sales biliares (Noriega y col., 2004).

Ciertos estudios han demostrado que Lb. delbrueckii fue la especie que
presentd mejores caracteristicas probidticas en relacion a S. thermophilus vy
Lactococcus lactis. Esta especie fue resistente al jugo gdstrico simulado y a la bilis, y
revelé altos valores de actividad de p-galactosidasa. Por ofro lado, al comparar las
bacterias lacticas usadas en cultivos starters (S. thermophilus, Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus y Lactococcus lactis) con las cepas probidticas de Lb. casei estudiadas, se
observaron valores de hidrofobicidad similares o superiores para las primeras. Por lo

tanto, la contribucién probidtica de las bacterias usadas como starter en una leche
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fermentada debe ser fenida en cuenta, ya que su contribucion podria ser muy

interesante (Vinderola y Reinheimer, 2003).

Al igual que en el caso de las bacterias clasicamente conocidas como
probidticas, se ha visto que ciertas cepas de Lb. delbrueckii son capaces de estimular
el sistema inmunolégico asociado al intestino. En general, el efecto estimulante
depende de la dosis de cultivo administrada (Vintini y col., 2000; Perdigdn y col., 2002).
No todas las cepas poseen esta capacidad que, al igual que el resto de las
propiedades probidticas, debe ser cuidadosamente evaluada para cada cepa en

particular.

También se ha demostrado que los lactobacilos tienen la capacidad de ser
utilizados como adyuvantes en las vacunas orales, ya que son responsables de mejorar

la respuesta inmune del huésped (Perdigdn y col., 1988a).

Asimismo, ciertos resultados sugieren que las BAL pueden jugar un rol importante
en la prevenciéon del cdncer de colon a través de influencia metabdlica, inmunoldgica
y protectiva en el colon (Bergonzelli y col., 2005). Se demostré que las bacterias
presentes en el yogur ejercen un efecto antitumoral a través de la estimulacion del
sistema inmune. En ratones inyectados con una sustancia carcinogénica, la
administracién de yogur por un periodo prolongado y continuo, inhibid la progresion y
promocién del tumor a través de la modulacion de la respuesta inmune y del estimulo

de la apoptosis celular (Moreno de LeBlanc y Perdigdn, 2004).

Como puede observarse, existen numerosos trabajos que demuestran las
propiedades probidticas de bacterias ldcticas no consideradas fradicionalmente
como tales. En consecuencia, existen razones mds que suficientes para pensar que Lb.
delbrueckii deberia ser considerada una bacteria con propiedades probidticas. Si una
cepa determinada de Lb. delbrueckii posee adecuadas propiedades tecnoldgicas
(buena capacidad acidificante y proteolitica), y al mismo tiempo caracteristicas
probidticas comprobadas, puede convertirse en un microorganismo extremadamente
interesante. Ademds de ser utilizado en la industria Idctea fermentativa como cultivo
iniciador, podria incluirse en alimentos funcionales por sus caracteristicas probidticas,

produciendo efectos benéficos sobre la salud del consumidor.
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lll. LOS BACTERIOFAGOS

Los bacteriofagos, o “fagos”, son virus que infectan bacterias. Los fagos fueron
los Ultimos de los tres grandes grupos de virus en ser descubiertos, precedidos por el
descubrimiento de los virus que infectan plantas en 1892 y virus de animales en 1898.
Como muchos de los grandes hallazgos de nuestra era, los fagos fueron descubiertos
por casualidad. Fueron identificados a principios del siglo XX por el bacteridlogo
britdnico Frederick W. Twort en 1915, y poco después por el bacteridlogo canadiense
Felix D'Herelle en 1917. Ambos investigadores observaron pequenas zonas mds claras
y simétricas a las que denominaron ‘“placas”, sobre un césped de bacterias
previomente inoculadas en un medio semi-agarizado (Sturino y Klaenhammer, 2004q).
En 1936 se observd y comunicd el primer ataque fagico a una bacteria ldctica (Neve,
1996).

Al igual que el resto de los virus, los fagos son incapaces de desarrollarse por si
mismos; en cambio crecen en forma pardsita dentro de la célula bacteriana y se
liberan luego de producir la lisis celular. Los fagos son especificos de un huésped y en
general atacan sélo a cepas muy relacionadas entre si (Neve, 1996; Heap y Harnett,
2003).

lll.1. Fagos de bacterias lacticas

La funcién principal de los cultivos starters es la de producir dcido ldctico en
cantidades suficientes. En los productos lacteos fermentados, la actividad de las
bacterias del starter puede verse retrasada por una variedad de sustancias inhibitorias
presentes en la leche, como residuos de antibidticos, aglutininas, sustancias quimicas,
detergentes, desinfectantes, eftc. Todos estos compuestos pueden causar el retraso
parcial o total de la actividod de las bacterias afectadas. Sin embargo, los
bacteriofagos constituyen el problema mds grave que afecta las elaboraciones de

productos lacteos fermentados (Josephsen y Neve, 1998).

La importancia tecnoldégica de las distintas subespecies de Lb. delbrueckii en la

industria fermentativa ha sido extensamente demostrada y previamente detallada.
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Como ya se describio, la infeccion fagica conduce a la inhibicion parcial o total
de la actividad acidificante de los cultivos implicados, derivando en pérdidas
econdmicas importantes. Esta problemdtica ha ido creciendo en las Ultimas décadas
debido al incremento de la produccion de leches fermentadas y quesos que utilizan
estas bacterias como parte de sus cultivos iniciadores. Sin embargo, la informaciéon
acerca de fagos de Lb. delbrueckii no es muy abundante. Uno de los pocos
bacteriofagos que fue ampliamente estudiado es el fago LL-H, litico de la cepa Lb.
delbrueckii subsp. lactis LL23 (Trautwetter y col., 1986; Vasala y col., 1995; Mikkonen vy
col., 1996; Ravin y col., 2006). Recientemente, fueron aislados y caracterizados los tres

primeros fagos argentinos de Lb. delbrueckii (Quiberoni y col., 2003).

Para su multiplicacion, los fagos necesitan utilizar la maqguinaria metabdlica de
bacterias vivas (Heap y Harnett, 2003), liberdndose luego de producir la lisis celular.
Existen varias formas de clasificacion de los fagos, de acuerdo al espectro de
huéspedes, caracteristicas de multiplicacion (periodo de latencia, burst size 0 nUmero
de fagos liberados a partir de una célula infectada), morfologia de las placas de lisis y
morfologia mediante el uso de microscopia electrénica, y perfil de proteinas (Neve,
1996). Los bacteriofagos mds complejos presentan una estructura binaria, es decir,
poseen una cabeza generalmente hexagonal, formada por el genoma del fago
contenido dentfro de una cdpside, y una cola, de estructura helicoidal, que se une a
los receptores que se encuentran en la superficie de las células bacterianas durante el
inicio de una infeccidon (Fig. 1). Existen varios criterios para clasificar a los fagos, dentro
de los que se destacan el de Bradley (1967) y el de Ackermann y col. (1984). La
clasificacion de Bradley se basa principalmente en las caracteristicas morfoldgicas de
los fagos, dividiéndolos en 6 grupos (A, B, C, D, E y F) (Fig. 2). En la clasificacion
propuesta por Ackermann, los tres grupos bdsicos de Bradley (A, By C) se organizan en

las familias Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae, respectivamente (Fig. 3).

Debido al riesgo econdmico que implican, el control de las infecciones fagicas
resulta un factor critico durante la manipulacién de las bacterias usadas como cultivos
starters. Este control debe estar orientado al estudio exhaustivo de los complejos y
dindmicos mecanismos de la interaccién fago-célula hospedadora, lo cual incluye la

caracterizacién de la poblaciéon fagica involucrada, el andlisis de los sistemas naturales
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de defensa bacteriana ante el ataque fagico, y la identificacion de los sistemas de

defensa propios de los fagos (Josephsen y Neve, 1998).

Valna

Flbras de
Ia Cola

Flaca Basal

Cabeza

Cuella

Cola

Espiculas

Fig. 1. Morfologia bdsica de fagos de bacterias Iacticas.

TQOO

F

Fig. 2. Tipos morfolégicos bdsicos de bacteriofagos, segun Bradley (1967).
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Myoviridae Siphoviridae Podoviridae

Fig. 3. Familias y morfotipos bdsicos de fagos de bacterias Idcticas, segin Ackermann y
col. (1984).

lIl.2. Ciclo vital de un fago

Los fagos pueden existir fuera de la célula hospedadora, como particula inerte
a nivel metabdlico y sin capacidad de formar nuevas particulas fagicas, o como
pardsito infracelular. Para iniciar la replicacion fagica, un fago debe adsorberse a una
célula bacteriana viable, a través de receptores especificos presentes en la pared

celular.

Existen dos tipos de ciclos vitales posibles en un bacteriofago que infecta
bacterias lacticas: litico o lisogénico. En un ciclo litico, la infeccién concluye con la lisis
bacteriana y liberacién de la progenie fagica. Estos fagos son denominados liticos o
virulentos. Muchos de los fagos que generan problemas en la industria llevan a cabo
este tipo de ciclo. Durante la infeccién lisogénica los fagos insertan su genoma en el
cromosoma bacteriano. A estos fagos se los conoce como profagos o fagos

temperados (Sturino y Klaenhammer, 20040q).
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11.2.1. Ciclo litico

El ciclo litico consta de cinco pasos fundamentales: adsorcion, inyeccion del
ADN viral, sintesis de componentes fagicos, ensamblaje de las nuevas particulas
fagicas vy lisis de la célula bacteriana hospedadora. Se describird brevemente cada

una de estas etapas.

Adsorcion

Cuando un fago entra en contacto con una célula bacteriana susceptible, se
adhiere a receptores especificos ubicados en la pared celular bacteriana. Los fagos se
adsorben por medio de la cola, la cual puede poseer placa basal y estructuras
adicionales (como fibras) que proporcionan estabilidad a esta unién. Se postuld que la
adsorcién consta de dos etapas, la primera reversible, y la segunda irreversible (Neve,
1996; Josephsen y Neve, 1998).

Inyeccion del ADN fagico

Luego de la adsorcion, el ADN fagico es inyectado desde la cabeza a través de
la cola hacia el interior de la célula bacteriana, quedando en la superficie lo que se
conoce como particula fantasma, que no es ofra cosa que la particula fagica carente
de ADN (Neve, 1996).

Sintesis de componentes virales y ensamblaje de nuevas particulas fagicas

Una vez inyectado el ADN fdgico, el metabolismo normal bacteriano se
interrumpe y se dedica a la sintesis de los componentes necesarios para formar nuevas
particulas fagicas. Las proteinas estructurales sintetizadas se ensamblan, y las nuevas
moléculas de ADN fdagico son empaqguetadas en el interior de las cabezas,

constituyéndose las nuevas particulas virales (Neve, 1996).
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Lisis bacteriana y liberacion de la progenie fagica

Finalmente, se produce la lisis celular mediante la cual las nuevas particulas
fagicas son liberadas al medio. La lisis bacteriana se produce por acciéon de dos
enzimas denominadas holina y lisina, las cuales estan codificadas en el genoma

fagico (Sturino y Klaenhammer, 2004a).

Se define el burst size como el nUmero total de nuevas particulas fagicas
liberadas a partir de la infeccién (y lisis) de una célula bacteriana. Este pardmetro es

caracteristico de cada sistema fago/ cepa sensible.

La Fig. 4 representa las etapas principales que se suceden durante el ciclo litico

de un bacteriofago.

1.2.2. Ciclo lisogénico

En este caso, la adsorcion y la inyeccidon del ADN viral van seguidas de la
integraciéon del ADN fdgico en el cromosoma bacteriano (Fig. 5). La célula bacteriana
es llamada entonces liségena, y posee la capacidad de replicar la informacién
genética del fago y de fransmitirlo a toda su progenie bacteriana. El estado lisogénico
se mantiene hasta que la cepa bacteriana es expuesta a algun tipo de estrés
exdgeno, produciéndose la inducciéon: el profago se separa del cromosoma
bacteriano y retoma el ciclo litico. En consecuencia, la progenie fagica es liberada y
puede lisogenizar otras células bacterianas. Es por esto que si las cepas liségenas son
usadas a nivel industrial como parte de los cultivos starters, pueden acarrear
problemas importantes, ya que representan una fuente inagotable de fagos. Sin
embargo, actualmente se realizan pruebas necesarias para descartar la presencia de
profagos sobre aquellas cepas Utiles como son las utilizadas en los starters. Si una cepa
liségena en estudio presenta un gran potencial econdmico, podria obtenerse un

derivado de ésta curado del profago (Sturino y Klaenhammer, 2004a).
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Fig. 4. Ciclo litico de un bacteriofago.

lll.4. Mecanismos de fagorresistencia

El ambiente ldcteo ha demostrado ser un campo dindmico en el cual es posible
estudiar las interacciones entre las bacterias Idcticas y sus bacteriofagos. La
persistencia de fagos en el mismo ambiente que Ias BAL ha permitido el desarrollo de
diversos mecanismos de fagorresistencia por parte de estas Ultimas. La caracterizacion
de estos mecanismos ha permitido a los investigadores comprender mejor la relaciéon
fago/cepa hospedadora. De esta forma, estos descubrimientos se han aprovechado
para la obtencidén de cepas con fagorresistencia mejorada, pensando en un mejor

desempeno a nivel industrial. En lactococos, los mecanismos de fagorresistencia estdn

39



Introduccion

generalmente codificados en pldsmidos. En cambio, en S. thermophilus normalmente
estdn codificados en el cromosoma bacteriano, existiendo pocos casos en los cuales
esta informacion es transportada en plasmidos (Sturino y Klaenhammer, 2004a), al igual
que para lactobacilos (de Los Reyes Gavildn y col., 1990). A continuaciéon se describen

brevemente los diferentes mecanismos de fagorresistencia en BAL.

Cromosoma
QP bacteriano
Replicacion 7<
litica ~( @ ___ Lisogenia
___/ \\7
DNA faglco Profago

/ genes tempranos

s, e N
Y-l \\ Transcripcion y f \ Integracion de DNA
| o | traduccion de \ ) Replicacion celular
O =)

Induccion P

{} del profago (’ @5} :\I % @j
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Replicacion del
DNA viral y \ / |
expresion de \

genes tardios
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//‘ ‘\‘

( \ Ensamblaje

\ @ |y liberacion de la
Al progenie de fagos

de la célula lisada

Fig. 5. Ciclo lisogénico de un fago y su relaciéon con el ciclo litico.

l1.4.1. Bloqueo de la adsorcion

La primera linea de defensa extracelular contra la infeccién fagica se basa en
impedir que la particula fagica se adsorba a la pared celular bacteriana. Asi como
ocurre en otros sistemas bacterianos, en lactococos la unidn de los fagos a la célula
hospedadora se redliza a través de la cola. Los receptores fagicos que existen en la

superficie bacteriana pueden estar ubicados de manera azarosa o uniforme (Sturino y
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Klaenhammer, 2004a). La inhibicion de la adsorcion puede derivar de la pérdida,
alteracion o enmascaramiento de los receptores ubicados en la superficie celular. El
enmascaramiento de los receptores puede involucrar la expresion de sustancias
extracelulares, como los exopolisacdridos, los cuales formarian algun tipo de “pelicula
protectora” sobre los receptores y los harian inaccesibles a los fagos (Klaenhammer y
Fitzgerald, 1994; Hill y col., 1996; Moineau y Lévesque, 2005). La pérdida parcial o total
de los receptores fagicos expresados en la superficie bacteriana, puede deberse a
mutaciones puntuales en el cromosoma bacteriano. El enmascaramiento de los
receptores podria revertirse si se remueve/n la/s sustancia/s implicadas, pero si la
fagorresistencia deriva de una modificacion en el cromosoma no podrd revertirse el

fenotipo (Hill y col., 1996).

I1.4.2. Bloqueo de la inyeccidon del ADN fagico

En algunos casos, la adsorcion ocurre normalmente, pero el ADN fagico no es
inyectado al interior de la célula. Es posible que esto represente un tipo especifico de
bloqueo de la adsorcion, como la inhibicidon de la etapa irreversible de la adsorcion,
luego de la cual es inyectado el ADN fagico (Hill, 1993). En estos casos, el uso de
microscopia electronica permitid observar que el ADN viral permanecia en la cabeza
del fago y no se revelaban las conocidas “particulas fantasmas” (Forde y Fitzgerald,
1999). Watanabe y col., (1984) describieron la obtencion de un mutante de Lb. casei
que permite la adsorcién normal del fago PL-1, pero que aparentemente reprime Ia
inyeccion del ADN viral. Por ofro lado, Valyasevi y col. (1991) fueron capaces de aislar
una variante fagorresistente de Lc. lactis subsp. lactis C2 que adsorbe al fago c2 en
niveles normales, pero impide que el ciclo litico continte, debido a una falla en la
inyeccion del ADN viral. Aparentemente, existe una proteina de membrana especifica
denominada proteina de infeccién fagica (PIP) que estaria implicada en este proceso.
La sensibilidad fagica se recuperd cuando se introdujeron en la cepa los genes que

codificaban para la proteina PIP.
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I11.4.3. Restriccion-Modificacion (R/M)

Luego de la adsorciéon fagica y la inyeccién del ADN viral, una bacteria que
posea endonucleasas de restriccion y metilasas de modificacion, puede reconocer el
ADN fordneo y degradar el genoma fdgico a través de la accidon de un sistema de
restriccion-modificacién (R/M), que constituye la primera linea de defensa intracelular
contra la infecciéon fagica (Klaenhammer y Fitzgerald, 1994). Una de las grandes
ventajas de los sistemas R/M es que detienen la infeccion antes que se inicie la
cascada de eventos que concluyen en la muerte celular. En consecuencia, muchas
células R/M* infectadas continuardn siendo viables luego de la degradacién del
genoma fdagico. Los sistemas R/M estdn compuestos de dos enzimas complementarias
que actiuan de manera coordinada, y distinguen entre el ADN exdgeno (fagico) vy el
enddégeno (bacteriano). La mayor parte del ADN fdagico que ingresa a la célula
bacteriana es digerido por una endonucleasa de restriccion (ERasa) codificada en el
cromosoma bacteriano. Para evitar que el propio ADN bacteriano sea atacado por
esta endonucleasa, éste es modificado por accién de una metilasa (MTasa). De esta
manera, el ADN bacteriano se protege de la autodegradacion enzimdtica. Sin
embargo, aquellas particulas fagicas que hayan eludido la accidn de la
endonucleasa, también serdn modificadas por la metilasa. Asi, el ADN viral no podrd
ser reconocido como fordneo, no serd degradado por la endonucleasa, y utilizard la
maquinaria metabdlica bacteriana hasta completar el ciclo litico (Forde y Fitzgerald,
1999).

Los sistemas R/M conocidos hasta el momento se clasifican en cuatro tipos (I, I,
Iy IV). Esta clasificacion se basa en 1) las secuencias de reconocimiento atacadas, 2)
sitios de anclaje, y 3) la estructura de las enzimas. En los R/M tipo |, Il y lll, la MTasa se
encarga de proteger el ADN bacteriano de la accién de la ERasa. Lo opuesto ocurre
en los R/M tipo IV, en los cuales la MTasa actua sobre el ADN que fue previaomente

modificado por la ERasa.

En bacterias lacticas usadas en la industria ladctea fermentativa se han
identificado hasta el momento sistemas R/M tipo I, Il y Il (Sturino y Klaenhammer,
2004aq).
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Los sistemas R/M proporcionan un beneficio adicional a nivel de la poblacion
bacteriana, ya que eliminan fagos liticos del medio ambiente, que de ofra manera
podrian infectar otros cultivos que no posean este tipo de proteccién (R/M-). Los R/M
son herramientas muy poderosas, pero si se producen fallas en la accion de alguna de
las enzimas que forman el sistema, se observardn las consecuencias no sélo en las
células infectadas sino también en toda la poblacién bacteriana. En ocasiones, parte
del ADN viral escapa a la restriccion y es metilado por la MTasa durante la replicacion.
Una vez modificado, se vuelve resistente a la accidén de la ERasa y puede iniciar su
multiplicacién sin ningun impedimento. En consecuencia, la progenie fagica serd
modificada por la MTasa del hospedador por defecto. Una vez liberados, los fagos
modificados podrdan evadir los sistemas R/M de las células vecinas en las siguientes
infecciones. Las probabilidades de evadir la restriccion a través de la modificacion del
genoma dependerdn del tipo de R/M y del nUmero de sitios de restriccion codificados
en el genoma fdgico. El valor de eficiencia de plagueo (EOP = cociente entre el titulo
fagico obtenido sobre el mutante fagorresistente y el titulo fagico obtenido sobre la
cepa madre fago-sensible) de los fagos disminuye logaritmicamente a medida que el
numero de sitios aumenta en el genoma fagico. Por lo tanto, la eliminacién de un solo
sitio de reconocimiento de ERasa a través de una delecidn o mutacion puntual puede
aumentar dramdticamente las chances de un fago de evadir la ERasa (Sturino vy

Klaenhammer, 2004q).

En lactococos, la identificaciéon, caracterizacion y sobre todo, la explotacion de
estos sistemas de defensa ha permitido extender la utilidad de muchas cepas de

importancia industrial (Sing y Klaenhammer, 1993).

ll.4.4. Infeccion Abortiva (Abi)

Si un fago evade un R/M, la infeccidon abortiva (Abi) puede actuar como
segunda linea de defensa intracelular. Los sistemas Abi actUan antes o después de la
replicacion del genoma, por lo que impiden el desarrollo infracelular del fago. En otfras
palabras, impiden la replicacion del genoma fagico, la franscripcién, la tfraduccién, el
empaquetamiento o el ensamblaje de las particulas fagicas (Garvey y col., 1995;

Josephsen y Neve, 1998; Forde y Fitzgerald, 1999). Los mecanismos de fagorresistencia
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mediados por Abi culminan con la muerte de la célula infectada, evitando de esta

forma el desarrollo de la progenie fagica (Sturino y Klaenhammer, 2004a).

A diferencia de los sistemas R/M, los fagos que escapan a la accién de un
sistema Abi no sufren modificaciones en su genoma, de modo que podrdn ser
detenidos en una préxima infeccion. Los sistemas Abi actian con la misma intensidad
tanto sobre la particula fagica que origind la infeccién como sobre la progenie fagica
(Hill, 1993).

Los sistemas Abi se ponen de manifiesto fenotipicamente a través de una
disminucion del EOP, una reduccidon de la eficiencia de los centros de infeccion
(ECQI), y el desarrollo de placas mds pequenas, como consecuencia de un menor
valor de burst size (progenie fagica reducida) (Hill, 1993; Forde y Fitzgerald, 1999). La
mayoria de los sistemas Abi estudiados en lactococos estdn codificados en pldsmidos,
habiéndose encontrado pocos sistemas codificados en el cromosoma bacteriano
(Forde y Fitzgerald, 1999).

ll.4.5. Inmunidad lisogénica

Durante el proceso de lisogenia, el ADN viral inyectado al interior de la célula se
infegra al cromosoma bacteriano. Como resultado, no existird lisis de la célula
hospedadora, y el ADN fagico, llamado ahora profago, se replica simultdneamente al
ADN bacteriano, dando origen a una progenie de células lisogénicas (Neve, 1996). El
estudio de la lisogenia en bacterias Idcticas es muy importante por varias razones.
Desde el punto de vista prdctico, las cepas lisogénicas podrian servir como reservorio
de fagos liticos en las plantas industriales. Por otro lado, el conocimiento de los
mecanismos mediante los cuales se produce la interaccidon entre los genomas fagicos
y bacterianos, y cdmo se mantiene el estado de lisogenia podria proveer informacion
invaluable sobre los sistemas de control génico presentes en estas bacterias. Los fagos
temperados son capaces de mediar la transduccion, la que ademds de transferir
informacién contenida en pldsmidos, podria tener una funcidon en el desarrollo de

mapas cromosomales para algunas BAL (Klaenhammer y Fitzgerald, 1994).
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El estado de lisogenia se prolongard hasta que el profago se libere
espontdneamente, o bien sea inducido por algun tipo de estrés exdgeno (antibidticos,
iradiacién UV, calentamiento). Asi sea por liberacién espontdnea o inducida, el
profago que se separe del cromosoma bacteriano podrd retomar el ciclo litico. La
progenie fagica que se libere de la célula bacteriana, puede lisogenizar a las células
vecinas. Como resultado, los cultivos formados por cepas lisbgenas pueden ser
problematicos si se usan industrialmente, porque representardn una fuente inagotable
de fagos que pueden volverse virulentos y provocar problemas durante un proceso
fermentativo (Garvey y col., 1995; Sturino y Klaenhammer, 2004q). Este hecho puede
tener resultados fatales en un cultivo starter monocepa, ya que el fago tendria la

posibilidad de infectar a toda la poblacién bacteriana (Davidson y col., 1990).

Sin embargo, debe entenderse también que el estado lisogénico produce
ventajas tanto para el fago como para el hospedador. Los fagos temperados pueden
ayudar a proteger a las células hospedadoras de las infecciones producidas por otros
fagos. En estos casos, la cepa lisdgena podrd resistir la infeccion de aquellos fagos
genéticamente similares al profago integrado (Neve, 1996; Josephsen y Neve, 1998;
Guttmany col., 2005).

A pesar de que es posible que las cepas lisogénicas sean reservorios de fagos
liticos, varios estudios de homologia realizados entre fagos temperados vy liticos han
demostrado que los fagos mds virulentos no estdn generalmente relacionados a fagos
temperados (Klaenhammer y Fitzgerald, 1994). Esto podria sugerir que los fagos liticos
no provienen habitualmente de cepas lisogénicas (Jarvis, 1989). No obstante, se ha
observado cierta homologia entre algunos fagos temperados y no temperados de
Lactobacillus. Asimismo, el ADN de dos fagos temperados de S. thermophilus posee
una extensa regidon de homologia con el fago no temperado P55. Esta evidencia
sugiere que al menos algunos fagos liticos son variantes de ciertos fagos temperados,
nacidos por intercambio o recombinacién de genes durante su evolucién (Davidson y
col., 1990).
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ll.4.6. Mecanismos de resistencia disehados por ingenieria genética

Ademds de los mecanismos de fagorresistencia naturales existentes en las
bacterias lIacticas, se ha desarrollado una extensa variedad de mecanismos mediante
el uso de ingenieria genética, cuyo objetivo ha sido la proteccién tanto contra fagos
ya existentes como emergentes. En muchos casos, estos sistemas de defensa han sido
probados en el laboratorio pero no fueron utilizados en la industria, debido a
restricciones legales ligadas a un rechazo de los consumidores por los alimentos que
contengan microorganismos manipulados genéticamente (Sturino y Klaenhammer,
2004aq).

I1.4.6.1. ARN anfisentido (antfisense RNA)

Este sistema puede ser usado para interferir con la multiplicaciéon viral a través
de la inhibicién de la traduccidon de los genes codificados en fagos, que son
necesarios para el proceso normal de multiplicacion fdagica. El ARN antisentido
(antisense) se une a la hebra de ARN sense y crea una cadena doble hebra de ARN
(ARNdc). La formacion de este ARNdc inhibe la expresidon de los genes mediante la
accién conjunta de uno o mds mecanismos intramoleculares. Por ejemplo, si el ARN
antisense incluye secuencias complementarias al sitio de unién ribosomal (RBS,
ribosome-binding site), entonces la formacion del ARNdc podria enmascarar al RBS,
impidiendo la unién adecuada del ribosoma, y reduciendo la tfraduccién del gen en
cuestion. La formacion del ARNdc puede interferir también con el proceso de
fraduccion, produciendo cierto impedimento estérico entre la interaccidon del ARNm y

el ribosoma (Sturino y Klaenhammer, 2004b).

La accidon del ARN antisense se visualiza mediante la reduccidén en los valores de
EOP y menor tamano de las placas de lisis (Hill, 1993; Josephsen y Neve, 1998). La
expresion de los ARNs antisense retrasa la replicacion del genoma fdgico y limita
significativamente el niUmero de fagos liberados de una célula infectada. Esto indica
que los ARNs antisense actuan interrumpiendo la infeccion fagica (Sturino vy

Klaenhammer, 2004q).
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I1.4.6.2. Per (Phage-encoded resistance)

Este sistema resulta de la presencia de un origen de replicacion fagica (dPori) en
un plasmido multicopia contenido en el interior de la célula hospedadora. Luego de la
inyeccion del ADN fagico, comienza la replicacion de este ADN viral. Sin embargo, en
una célula hospedadora Per*, los factores de replicacion fagica son reconocidos por
el ®ori multicopia presente en el pldsmido, y se produce la replicacion del pldsmido en
vez de la del ADN viral. La resistencia fdgica se incrementa a medida que las copias
del pldsmido aumentan, lo que conduce a una disminucidon dramdtica en la

replicacién del ADN fagico (Hill, 1993, Sturino y Klaenhammer, 2004a).

l1.4.6.3. Sistema suicida disparado por el fago (Phage-triggered suicide system)

Los sistemas suicida disparados por un fago promueven la expresion de un
producto génico téxico bajo el control de un promotor fago-inducible. Es un
mecanismo altamente especifico, descripto para Lactococcus lactis como una
“trampa genética”. Un promotor inducible por el fago es usado para activar la
expresion de un sistema suicida que destruye simultdneamente al hospedador y a los
fagos infectivos. Los genes letales consisten en un “cassette” de genes de restriccion
que fueron clonados sin su correspondiente metilasa, en pldsmidos de alto nimero de

copias (Djordjevic y col., 1997).

lIl.5. Estrategias para el control de los bacteriofagos

l1.5.1. Problemdtica de la infeccion fagica en la industria Idctea

La tecnologia de elaboracion de quesos y otros productos ldcteos fermentados
tiende a una mayor mecanizacién y acortamiento de los tiempos de fabricacién. Esta
evolucidon exige que los fermentos Iacticos presenten caracteristicas deseables que
permanezcan constantes en condiciones de produccidn intensiva, y permitan obtener
productos de calidad uniforme. El uso de cultivos seleccionados ha favorecido estos
logros, pero se ha notado que suelen ser atacados por fagos que pueden hallarse

circunstancialmente en el ambiente.
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Los fagos se encuentran disesminados en el suelo, en la leche, en las aguas de
lavado, en los productos y en el suero. Contaminan la maquinaria y utensilios y estdn
presentes en los aerosoles que se forman y constituyen focos de infeccidn, sobre todo
cuando no son tomadas en cuenta las medidas higiénico-sanitarias adecuadas

(Moineau y Lévesque, 2005).

El aumento en el volumen de la leche procesada durante las elaboraciones
ocasiona una presion considerable sobre los sistemas de manipulacion de los cultivos
starters y dificulta la correcta limpieza de la planta, 1o que conduce a un aumento en
el riesgo de infecciones fagicas. En consecuencia, existe una necesidad constante de
cultivos constituidos por cepas fagorresistentes, asi como de implementar estrategias
de proteccién de modo tal de preservar la calidad de los productos elaborados. A
pesar de los avances logrados en este aspecto, la infeccidon de los cultivos starters por
parte de bacteriofagos contfinda siendo un problema significativo para la industria

ldctea fermentativa (Boucher y Moineau, 2001; Heap y Harnett, 2003).

El problema persiste porque la leche cruda es una fuente constante de fagos y
por la existencia de cepas lisdbgenas (Bruttin y col., 1997). Asimismo, los fagos son
capaces de evolucionar y sortear los mecanismos naturales de fagorresistencia
bacteriana a través de mutaciones y recombinaciones (Sturino y Klaenhammer,
2004q). Es por esto que se vuelve imprescindible implementar diferentes medidas de

control de tal forma de cubrir la mayoria de los puntos criticos de entrada de fagos.

l1.5.2. Medios inhibidores de fagos

Muchas veces el cultivo starter debe ser propagado antes de ser inoculado en
la tina de fermentacion. Este paso se realiza en un sistema cerrado donde, sin
embargo, en ocasiones se pueden producir ataques por fagos. Una forma de
minimizar este problema fue el desarrollo de medios inhibidores de fagos. Estos medios,
ademas de ser ricos en nutrientes para las cepas del starter, contienen fosfatos, citratos
u otros compuestos que actian como secuestrantes de cationes divalentes,
particularmente del calcio. Cuando el calcio no estd disponible, se inhibe la

proliferacién de la mayoria, pero no de todos los bacteriofagos, ya que este catién es
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necesario para que se lleve a cabo una adsorcidon eficaz. La efectividad de estos
medios inhibidores depende del tipo y concentracion de los compuestos quelantes,
del pH del medio, y de los requerimientos especificos de la interaccién fago-cepa

sensible (Klaenhammer, 1984).

A pesar de que estos medios impiden la adsorcidon de los fagos, y por
consiguiente su proliferacion, esta situacion se ve modificada una vez que los cultivos

starters son adicionados a la tina de fermentacion.

[11.5.3. Tratamientos térmicos

Una de las principales vias de entrada de fagos a las plantas Iacteas es la leche
cruda usada para la elaboracion de quesos y leches fermentadas. La leche que es
conservada sin una refrigeracion adecuada por largos periodos de tiempo, permitird el
desarrollo de la carga bacteriana, y también de los fagos que se propaguen sobre las
bacterias presentes en la leche cruda. Esto podria afectar la posterior actividad de los

cultivos iniciadores (Heap y Harnett, 2003).

Desde hace anos se emplea el proceso de pasteurizaciéon para eliminar la
carga bacteriana no deseada en leche destinada a la elaboracion de quesos y otros
productos Idcteos. En un principio se realizaba el fratamiento a 62°C por 30 min, y en la
actualidad es mds usual el calentamiento a 72°C durante 15 seg (pasteurizacion alta).
Estas condiciones no garantizan siempre la destruccion total de los fagos, lo que
depende entre otras razones, de su concentracion y de la presencia de sustancias
protectoras propias de la leche. Es mds, muchos quesos son elaborados utilizando
leche cruda, la cual no es sometida a ningun tipo de tratamiento térmico (Josephsen
y Neve, 1998).

Para la eliminaciéon térmica de los fagos, algunos autores recomiendan realizar
un tratamiento de 85°C durante 30 min del medio en el cual serd propagado
posteriormente el cultivo iniciador (Neve, 1996). Numerosos fagos no son destruidos por
los fratamientos térmicos habituales, y la pasteurizacion puede dejar particulas virales

viables en la leche (Sudrez y Reinheimer, 2002). Un ejemplo claro es el caso del fago
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lbs, litico de Lb. delbrueckii lbs. Este fago demostré poseer una marcada resistencia
térmica, pudiendo ser inactivado completamente sélo luego de un tratamiento a 72°C
durante 45 min, o a 90°C durante 15 min (Quiberoni y col., 2003). Estas condiciones de
tiempo/temperatura son mds enérgicas que aquellas usadas habitualmente en la
industria ladctea fermentativa para pasteurizar la leche. Otros estudios han reportado
que la resistencia térmica de los fagos es variable, pero coinciden en que el
fratamiento mds efectivo para su total inactivacion es calentar a 90°C durante 5 min
(Quiberoni y col., 1999; Binetti y Reinheimer, 2000). Afortunadamente, ciertos fagos
parecen ser algo mds sensibles, pudiendo ser inactivados completamente (reduccién
de é drdenes logaritmicos) con tratamientos a 72°C durante 15 min (Capra y col.,
2004).

l11.5.4. Tratamientos quimicos. Limpieza y desinfeccidon del ambiente industrial

Como se dijo, muchos fagos no son inactivados durante el tratamiento térmico
de la leche, y aquellos que sobreviven son capaces de infectar y lisar cepas del cultivo
starter. Por lo tanto, el control de bacteriofagos debe estar basado en una serie de
medidas que, implementadas en conjunto, puedan conducir a un control mds
efectivo de los fagos. Un régimen adecuado de limpieza y desinfeccién de equipos y
utensilios usados durante la elaboracion es fundamental para el mantenimiento de
niveles bajos de bacteriofagos. El dcido peracético (0,15%) ha demostrado ser el
biocida mdas efectivo, produciendo inactivacion de las particulas fagicas rapidamente
(Quiberoni y col, 1999; 2003; Binetti y Reinheimer, 2000; Sudrez y Reinheimer, 2002;
Capra y col., 2004). El acido peracético parece actuar alterando el dcido nucleico y
la estructura del fago (Maillard, 1996). Luego de reaccionar con la materia orgdnica,
este biocida se descompone liberando oxigeno y dcido acético o sus sales, por lo que
no deja residuos (Shréder, 1984). Por ofro lado, el hipoclorito de sodio demostrd
asimismo una alta efectividad sobre gran variedad de fagos, provocando la
inactivacion de fagos de Lactococcus lactis (a una concentracién de 100-300 ppm)
(Sudrez y Reinheimer, 2002), S. thermophilus (100 ppm) (Binetti y Reinheimer, 2000); Lb.
helveticus (100 ppm) (Quiberoniy col., 1999) y Lb. paracasei (800 ppm) (Capra y col.,
2004). En el caso del fago lbs litico de Lb. delbrueckii Ibs, fue necesaria una mayor

concentracién de este biocida (1200 ppm) (Quiberoni y col., 2003). El etanol y el
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isopropanol son usados para la limpieza de superficies y utensilios de laboratorio (Neve,
1996), siendo menos efectivos para la inactivacion de las particulas virales (Binetti y
Reinheimer, 2000; Quiberoni y col., 2003; Capra y col., 2004).

En las industrias, existe un programa de limpieza “in situ” donde se utilizan
soluciones cloradas (como el hipoclorito de sodio). El lavado de la tina debe realizarse
apenas 5 min antes de que la leche sea introducida en ella. Luego, la solucién clorada
debe drenarse pero sin enjuagarse con agua. Todas las tuberias y equipamiento
deben incluirse en un circuito de limpieza separado del utilizado para las lineas de
propagacion de los cultivos. No debe existir acumulaciéon de residuos en el
equipamiento y todas las valvulas deben ser faciles de desarmar y limpiar (Heap vy
Harnett, 2003).

[11.5.5. Cultivos de inoculacion directa

En una planta de queseria, la diseminacién de los fagos puede verse facilitada
por el manejo inadecuado del suero y los aerosoles resultantes pueden contaminar los
equipos de fermentacion. Muchas industrias utilizan fermentos que deben ser
propagados antes de ser agregados a la tina de elaboracién, de manera de alcanzar
niveles celulares adecuados. Si se contamina el ambiente donde es propagado el
fermento, los fagos pueden atacar y lisar alguna de las cepas del starter, conduciendo
a la obtencién de un producto con pH elevado y alto contenido de lactosa. Una
forma de evitar la etapa previa de propagacion se basa en la inoculacion directa de
los cultivos o DVI (Direct Vat Inoculation). Estos se agregan directamente a la tina de
elaboracién, ya que su contenido celular es muy elevado y no necesitan
propagaciones previas. Estos fermentos pueden adquirirse congelados ©
deshidratados. Los fermentos congelados son altamente activos, pero su
almacenamiento a tan bajas temperaturas (-70°C a -196°C) y su distribucion resultan

muy costosos (Klaenhammer, 1984).
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l1.5.6. Cultivos monocepa, multicepa y rotacion de cultivos

Cuando un fermento estd compuesto por una Unica cepa, la aparicién de un
fago litico conducird con seguridad a la inhibicion de sus capacidades acidificante y
proteolitica. Por esta razén, el uso de fermentos monocepa no es la opcion Mmads

recomendable.

Los cultivos multicepa pueden poseer una composicidon incierta o
perfectamente conocida. Los fermentos naturales estdn formados por una variedad
de cepas de las cuales en general sélo se conoce su composicion aproximada. Estos
fermentos fienen la ventaja de que si se produce el ataque fagico de alguna de las
cepas que lo componen, el resto de las cepas presentes continuard su actividad
normal, no produciéndose cambios visibles en la actividad general del fermento. Por lo
tanto, se produce un equilibrio dindmico en el cual se van seleccionando
naturalmente las cepas fagorresistentes, que van reemplazando a aquellas sensibles a
fagos. Sin embargo, la actividad de estos fermentos no es uniforme, conduciendo a la
obtencién de productos de calidad variable. Actualmente, para los alimentos I&cteos
fermentados, las exigencias de calidad y uniformidad son mayores, por lo que se
prefiere el uso de fermentos multicepa de composicion definida (fermentos
seleccionados). Los fermentos seleccionados estdn formados por 2 a 5 cepas
(perfectamente caracterizadas), resistentes a distintos tipos de fagos y de gran calidad
a nivel tecnolégico (Sturino y Klaenhammer, 2004a). Si se detecta un fago litico para
una de las cepas que componen el fermento, puede ser reemplazada por una nueva

cepa (Klaenhammer, 1984).

Una vez que el cultivo starter es adicionado a la tina de elaboracion, las cepas
que lo componen ya no estardn protegidas del ataque fagico. No es posible eliminar
totalmente los fagos del ambiente, pero si es factible mantenerlos en niveles bajos, de
manera tal de evitar proliferaciones fagicas excesivas que conduzcan a la inhibicién
total de la actividad de los cultivos ldcticos. Ademds de realizar una correcta limpieza
del ambiente industrial, puede adicionarse el uso de un sistema de rotacion de
cultivos. En general, se seleccionan grupos de 2 a 4 cepas con propiedades
tecnoldgicas adecuadas y con sensibilidad a diferentes tipos de fagos, y se las utiliza

durante 4-5 dias seguidos. Transcurrido este tiempo, se reemplazan por otro grupo de
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cepas, y de esta forma, se van alternando varios grupos de cepas. Este sistema fue
propuesto originalmente por Whitehead en 1953, con el objetivo de reducir los niveles
de fagos en una planta. Sin embargo, no resulta tan sencillo obtener cepas que
posean caracteristicas tecnoldgicas adecuadas y que no estén relacionadas en
cuanto a su sensibilidad fagica. Por ofro lado, el uso de gran cantidad de cepas
genéticamente distintas puede favorecer la aparicion de una poblacién fagica mds
heterogénea, pudiendo aumentar el nimero de recombinaciones genéticas dentro

del pool de fagos de la planta (Moineau, 1999).

Klaenhammer y col. (1997) reportaron una innovacion al sistema de rotacion
tradicional. En este caso, se utilizaron cepas isogénicas (con igual genoma), a las
cuales les fueron introducidos una serie de pldsmidos que codificaban para distintos
sistemas de fagorresistencia. En teoria, la presencia de distintos tipos de sistemas de
fagorresistencia dentro de las cepas isogénicas deberia limitar la aparicion de nuevos
fagos, y disminuir la diversidad de la poblacién de fagos existente en una determinada
planta. Esto podria asegurar, ademds, la calidad constante del producto elaborado
(Moineau, 1999).

Una alternativa Util se basa en alternar tecnologias de elaboraciéon distintas en
la misma planta. Por ejemplo, la elaboracién de queso Cheddar (que utiliza cultivos
mesofilos) puede ser alternada con la produccidon de queso Mozzarella, que utiliza
cultivos termdfilos. De esta forma, los fagos propagados en los cultivos mesoéfilos no
podrdn continuar con su multiplicaciéon durante la elaboracidon de queso Mozzarella

(Moineau y Lévesque, 2005).

l1.5.7. Obtencién de cepas con resistencia fadgica mejorada

La identificacion de los fagos puede ser de utilidad cuando se necesita
reemplazar alguna cepa del starter, proyectar la rotacién de cultivos y obtener cepas
fagorresistentes. El desarrollo y estudio de una cepa determinada es un proceso largo y
costoso, para el cual se utilizan distintos criterios que permiten seleccionar las cepas
mds adecuadas a nivel tecnoldgico. Una vez realizada la seleccion, esta cepa serd

utilizada para procesos industriales. Tarde o temprano, alguna de estas cepas puede
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ser atacada por fagos, derivando en su remocion temporal o definitiva. Con el
objetivo de prolongar la vida Util de estos cultivos, los microbidlogos se han
concentfrado por anos en buscar alternativas para obtener cepas resistentes a fagos a

partir de cepas sensibles (Boucher y Moineau, 2001).

1.5.7. 1. Mutantes espontdneos

El aislamiento de mutantes fagorresistentes resulta, en general, en una de las
opciones mds simples para obtener derivados resistentes a fagos a partir de una cepa
fago-sensible. Estos mutantes se obtienen mediante una exposicidén prolongada de la
cepa sensible a un fago litico de la misma. Asi, sobrevivird sdlo una pequena fraccion
de la poblaciéon celular, y serd aquella insensible al ataque fagico. En muchos casos,
esta resistencia deriva de una interferencia en la adsorcidn, debida posiblemente a
una mutaciéon espontdnea en los genes que codifican para la formacién de los
receptores fagicos ubicados en la superficie de las células sensibles (Moineau y
Lévesque, 2005). También pueden sufrir alteraciones en su composicion de
carbohidratos, perfil de proteinas o en la concentracién de dcido lipoteicoico, lo que
conduce a modificaciones en la superficie celular (Forde y Fitzgerald, 1999). El andlisis
de los mutantes fagorresistentes ha facilitado el estudio de los receptores fagicos
involucrados en la adsorcion. Sin embargo, se torna dificultoso localizar el/los gen/es
modificado/s, los cuales pueden estar ubicados en cualquier lugar del cromosoma

bacteriano (Sturino y Klaenhammer, 2004q).

En algunos casos esta propiedad puede estar presente en pldsmidos (Sanders y
Klaenhammer, 1983). Estos pldsmidos pueden codificar para la sintesis de anfigenos de
superficie o mediar la produccién de sustancias extracelulares que enmascaren los
receptores ubicados en la superficie bacteriana, impidiendo que los fagos tengan

acceso a ellos (Forde vy Fitzgerald, 1999).

El potencial de los mecanismos de fagorresistencia presentes en los mutantes
debe ser sometido a una cuidadosa evaluacién, ya que no todos los mecanismos
serdn capaces de frenar los ataques fagicos a escala industrial. Es por esto que debe
estudiarse la eficiencia de plagqueo o eficiencia de proteccién (EOP = cociente entre

el titulo fagico obtenido sobre el mutante fagorresistente y el titulo fadgico obtenido

54



Introduccion

sobre la cepa madre fago-sensible), realizéindolo para los grupos mds importantes de
fagos. Los valores de EOP de un mecanismo de fagorresistencia fuerte estardn en un
rango de 107 a 107, donde 107 corresponde al valor maximo que es posible medir a
través de las técnicas de laboratorio. Un valor de EOP de entre 104y 10¢ corresponde
a un sistema de fagorresistencia moderado, mientras que un valor entre 107 y 103 se
relaciona a mecanismos de fagorresistencia débiles. Los mutantes que posean
mecanismos de fagorresistencia fuertes o moderados serdn los elegidos por la industria,
ya gue los mecanismos débiles podrian ofrecer una protecciéon insuficiente contra el
ataque fdgico (Moineau, 1999). Existe otro ensayo que permite controlar la eficiencia
de un mecanismo de fagorresistencia presente en una cepa: se hace desarrollar a la
cepa en estudio (en presencia de fagos) en un sistema que imita las variaciones de
temperaturas sufridas durante el proceso de fermentacion realizado a escala industrial.
Si esta cepa desarrolla normalmente en presencia de una concentracién fagica inicial
elevada (> 10¢ UFC/ml), es muy probable que sea “inmune” a las infecciones fagicas
durante su desempeno a nivel industrial. Los mecanismos de fagorresistencia pueden
estar influenciados por la temperatura, y algunos de ellos son menos efectivos a altas
temperaturas (> 37°C). Es por esto que el tipo de proceso fermentativo que se lleve a
cabo también debe ser tenido en cuenta cuando se estudia la eficacia global de un

determinado mecanismo de fagorresistencia (Moineau y Lévesque, 2005).

Aungue la obtencidon de mutantes espontdneos es relativamente simple, existen
ciertas desventajas, como una alta frecuencia de reversion del fenotipo de
fagorresistencia, resistencia limitada a unos pocos fagos relacionados (estrecho rango
de especificidad fagica), menor tasa de crecimiento, o menor capacidad
acidificante y/o proteolitica (Boucher y Moineau, 2001; Sturino y Klaenhammer, 2004a).
La inestabilidad del fenotipo fagorresistencia puede conducir al desarrollo de cultivos
constituidos por una mezcla de células fago-sensibles y células fagorresistentes.
Aquellas células que sean fagorresistentes por un mecanismo de interferencia en la
adsorcién estardn protegidas del ataque fagico. No obstante, las particulas fagicas no
serdn eliminadas ni destruidas y permanecerdn viables en el ambiente, por lo que
podrdn infectar a las células sensibles que encuentren a su paso. La persistencia de los
bacteriofagos en cultivos fagorresistentes puede promover la pseudolisogenia o el
“estado portador de fagos” (phage-carrier state), en el cual coexisten en un mismo

cultivo tanto bacterias como fagos liticos (Forde y Fitzgerald, 1999). AUn asi, muchos de
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los mutantes aislados fueron usados exitosamente a nivel industrial (Quiberoni y

Reinheimer, 1999; Moineau y Lévesque, 2005).

Se ha descripto el aislamiento de mutantes fagorresistentes de Lb. helveticus
(Quiberoni y Reinheimer, 1999) y de S. thermophilus (Binetti, 2001; Viscardi y col., 2003).
Sin embargo, no existen datos sobre el aislamiento de mutantes espontdneos
fagorresistentes de Lb. delbrueckii, lo que se considera de gran importancia ya que
esta especie forma parte de cultivos iniciadores utilizados en la elaboracién de leches
fermentadas y ciertos tipos de quesos. Ademds, existen muchos estudios que remarcan
sus propiedades probidticas (Perdigdn y col., 2002; Van de Water, 2003; Moreno de
LeBlanc y Perdigdn, 2004). Por todo lo expuesto, las variantes aisladas a partir de cepas
de Lb. delbruecki, ademds de presentar fagorresistencia mejorada y buenas
caracteristicas tecnoldégicas, podrian conservar o adn mejorar las propiedades
probidticas de las cepas madres, convirtiéndose en derivados muy interesantes por los

beneficios adicionales sobre la salud del consumidor.

1.5.7. 2. Transconjugantes

Desde que los sistemas de fagorresistencia codificados en pldsmidos fueron
descubiertos en lactococos, los cultivos starters se volvieron candidatos ideales para
mejorar sus propiedades de resistencia a fagos mediante el uso de técnicas genéticas.
Muchos de estos pldsmidos son conjugativos, es decir que son capaces de mediar su
propia fransferencia. Por esto, la conjugacion es una técnica adecuada para transferir
pldsmidos portadores de genes que codifiguen mecanismos de fagorresistencia a
cepas con buenas caracteristicas tecnoldgicas pero que carecian de sistemas de
defensa adecuados contra el ataque fdgico (Neve, 1996). Las nuevas cepads
obtenidas de esta manera tienen calidad “food grade”, ya que se explota un
mecanismo de transferencia de genes utilizado naturalmente por las bacterias
(Garvey y col., 1995). Estos sistemas de fagorresistencia naturales son generalmente

efectivos contra varios grupos de fagos (Moineau, 1999).

Aungue la introduccion de un mecanismo de fagorresistencia parece ser
sencillo, los estudios realizados para mejorar cepas comerciales de Lactococcus

demuestran que eso no es tan cierto. En primer lugar, muchas cepas son refractarias a
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la adquisicion de ADN extrano. Por otro lado, muchos pldsmidos codifican otras
propiedades (capacidad acidificante, produccién de bacteriocinas, proteinasas)
ademds de los sistemas de fagorresistencia, y pueden traer problemas en la prdctica.
También puede existir incompatibilidad entre los pldsmidos. Asi, la introduccidon de
nuevos pldsmidos puede generar pérdida de otfros ya existentes, que codifiquen para
propiedades fundamentales como actividad acidificante y proteolitica. Ademds, se
debe conftrolar la estabilidad de los nuevos pldsmidos, ya que es posible que se

pierdan con el uso continuado de la cepa (Moineau, 1999).

1.5.7. 3. Cepas modificadas genéticamente

El conocimiento cada vez mayor del genoma de los fagos ha permitido el
desarrollo de cepas resistentes a fagos a través de varias metodologias: Phage-
encoded resistance (Per) y el uso de ARNm antisentido (antisense) (Hill y col., 1996), ya
descriptos con mayor detalle en la Seccién ll.4.6. Estas técnicas son altamente
efectivas, aunque parecen tener un espectro de resistencia mucho mds acotado que

los sistemas de defensa naturales (Josephsen y Neve, 1998; Moineau, 1999).

En vista de los sistemas de regulacién actuales para microorganismos de grado
alimentario, es poco probable que las cepas modificadas genéticamente puedan ser

utilizadas para aplicaciones industriales (Moineau, 1999).

I1.5.7. 4. Cepas insensibles a fagos: cepas salvajes

Es posible encontrar cepas que resisten los ataques continuos por parte de una
gran variedad de fagos, y mantienen esta resistencia por largos periodos, aun bajo las
condiciones mds adversas. Sin duda, la estabilidad de la fagorresistencia en el tiempo
estard condicionada por los tipos de fagos a los cuales deberd enfrentarse, y por las
condiciones ambientales presentes en cada planta en particular. Sin embargo, la
estabilidad también estd ligada a la elevada eficacia de los mecanismos de defensa

innatos presentes en la propia cepa.

Un ambiente de continua presion fagica puede derivar en una seleccion

natural de cepas resistentes a fagos (Klaenhammer, 1984). Asi, los sucesivos repiques
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realizados a partir de un cultivo mixto constituido originalmente por una mezcla de
cepas sensibles a fagos y cepas fagorresistentes, conducirdn iremediablemente all

aumento gradual de la poblacion bacteriana fagorresistente.

Por todo lo expuesto, el aislamiento de mutantes espontaneos fagorresistentes
se ha convertido en la alternativa mas sencilla y “natural” para la obtencion de cepas
con fagorresistencia mejorada, la cual puede ser aplicada en la actualidad sin
restricciones de ningun tipo. Esta estrategia adquiere aun mayor relevancia en el caso
de cultivos probidticos fago-sensibles. El reemplazo de las cepas probidticas no
siempre es tarea sencilla. La nueva cepa que sustituya al cultivo original debe poseer,
ademas de una fagorresistencia mejorada, propiedades tecnoldgicas y probidticas
comparables a la cepa original, condiciones que pueden faciimente satisfacer los

mutantes espontaneos fagorresistentes.
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Objetivos

OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo de tesis son:

Objetivo general

Desarrollar conocimientos cientificos sobre fagos argentinos de
Lactobacillus delbrueckii, asi como estrategias que permitan disminuir los problemas

derivados de sus infecciones sobre los starters en la industria Idctea fermentativa local.

Objetivos particulares

Aislar nuevos fagos autdctonos de Lactobacillus delbrueckii  y
caracterizarlos, desde un punto de vista morfoldgico y molecular.

Obtener mutantes espontdneos fagorresistentes a partir de cepas sensibles.

Identificar los mecanismos de fagorresistencia existentes en los mutantes y
verificar su estabilidad.

Estudiar, a nivel tecnoldgico, el potencial de las variantes fagorresistentes
como fermentos a escala industrial.

Caracterizar las cepas de Lb. delbrueckii sensibles a fagos, asi como sus

mutantes fagorresistentes, segun criterios bioldgicos y probidticos.
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Materiales y Métodos

I. Cepas bacterianas y bacteriofagos

Las cepas de Lactobacillus delbrueckii utilizadas en este trabajo fueron aisladas
en el INLAIN enfre 1997 y 2000, a partir de fermentos comerciales ufilizados en la
elaboracién de leches fermentadas que presentaron retrasos en la acidificacion. Estas
cepas se identificaron como Lb. delbrueckii Abi, Lb. delbrueckii Ibs y Lb. delbrueckii
YSD V. Las cepas fueron desarrolladas en caldo MRS, e incubadas durante 16-18 h

(over-night) a 42°C.

Se utilizaron tres fagos liticos, autdctonos, aislados en el INLAIN a partir de las
muestras de leches fermentadas mencionadas anteriormente. Los fagos se
identificaron como YAB, bz y BYM, y son liticos de Lb. delbrueckii Abi, Lb. delbrueckii lbs
y Lb. delbrueckii YSD V, respectivamente.

Para realizar el ensayo del efecto inhibitorio de sobrenadantes de cepas de Lb.
delbrueckii sobre microorganismos patdgenos (Secciones IV.7.4 y IV.7.5), se emplearon
cepas pertenecientes a la coleccion del INLAIN: Salmonella sp. OMS-Ca,
Staphylococcus aureus 76, Escherichia coli V517 y Listeria monocytogenes ATCC 15313.
Las tres primeras se cultivaron en caldo TS (Anexo), mientras que L. monocytogenes se
cultivd en caldo BHI (Anexo). Todas las cepas se incubaron over-night (16-18 h) a 37°C

en forma aerdbica.

Para el estudio de inhibicion de la adhesidon e invasion de Salmonella enterica
serovar Enteritidis por sobrenadantes de cultivos de Lb. delbrueckii a células Caco-
2/TC-7 (Seccidon IV.7.7), se utilizd una cepa aislada en el Hospital de Pediatria Prof. Juan
P. Garrahan (Buenos Aires, Argentina). Esta cepa fue desarrollada en caldo nutritivo

(Anexo), e incubada durante 16-18 h a 37°C en aerobiosis.

[.1. Conservacion de las cepas

Las cepas bacterianas fueron conservadas por congelamiento a -20°C y -80°C,

en diferentes medios. Las cepas de Lb. delbrueckii fueron congeladas en leche

descremada reconstituida estéril al 10% (p/v) (LDR) (Anexo) o caldo MRS (Anexo)
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adicionado al 15% (v/v) de glicerol. Por otro lado, se utilizd caldo TS para Salmonella sp.
OMS-Ca, Staphylococcus aureus 76 y E. coli V517, caldo BHI para Listeria
monocytogenes ATCC 15313 y caldo nutritivo para S. enterica serovar Enteritidis,

siempre adicionados de 15% (v/v) de glicerol.

Las cepas fueron desarrolladas durante 16-18 h (over-night) en LDR o caldo MRS
a 42°C (Lb. delbrueckii), o a 37°C en caldo TS (Salmonella sp. OMS-Ca, Staphylococcus
aureus 76, E. coli V517), caldo BHI (Listeria monocytogenes ATCC 15313) o caldo
nutritivo (S. enterica serovar Enteritidis) y luego inoculadas al 10% en el medio

crioprotector, congelando alicuotas de 1 ml.

Para su reactivacion, las cepas conservadas por congelamiento fueron
inoculadas al 2% en el medio de cultivo liquido correspondiente, e incubadas a la

temperatura 6ptima de desarrollo durante 16-18 h.

1.2. Conservaciéon de los fagos

Los fagos utilizados en este trabajo se conservaron en heladera (4°C) como un
stock de filtrado de alto titulo. También se dispuso de una reserva alimacenada a -20°C
y a -80°C de las suspensiones fagicas (en caldo MRS), adicionadas de glicerol (15%,

v/v).

1.3. Propagaciéon de los fagos

Los fagos empleados fueron propagados sobre sus correspondientes cepas

sensibles, usando caldo MRS-Ca (Anexo).

Un cultivo en caldo MRS obtenido por incubacién durante 16-18 h de la cepa
sensible fue inoculado (3%) en caldo MRS-Ca, y se le adiciono el fago a diferentes dosis
infectivas (m.o.i., multiplicity of infection = concentracion de particulas virales/
concentracién de células bacterianas), variables entre 102 y 103 aproximadamente.

Asimismo, se inoculd un tubo sélo con la cepa (control), para observar el normal
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crecimiento de la misma. Los tubos fueron agitados suavemente en forma periddica y
examinados durante la incubacién a 42°C (aproximadamente 5 h). Se eligié el m.o.i.
para el cual la lisis se manifestd en forma completa y mds tardiamente, lo que asegurd
una maxima propagacion de las particulas fagicas. El lisado resultante fue prefiltfrado
(prefiltro Millipore) y luego filfrado (membranas estériles Millipore, didmetro de poro 0,45
hum), a fin de eliminar los restos celulares. Estas suspensiones de fagos se almacenaron a
4°C, -20°C y -80°C (como fue detallado anteriormente), y se utilizaron como stock en

todas las experiencias.

I.4. Titulacion de los fagos

La concentracidon de particulas fagicas (titulo) presentes en los lisados obtenidos
durante las propagaciones, asi como en todas las experiencias donde se cuantifiquen
las mismas, se determind por la técnica de la doble capa agarizada (Svensson y
Christiansson, 1991), modificada de la siguiente forma: en cajas de Petri estériles
divididas en cuartos, se repartidé en cada sector 2,5 ml de agar MRS-Ca-glicina (Anexo)
y se dejé solidificar. Por otro lado, se prepararon diluciones decimales de las
suspensiones fagicas a testear, en caldo MRS. Se colocaron 100 ul de dichas diluciones
en tubos de hemdlisis, adicionados de CaClz (10 mM), 1 ml de MRS soft-agar (Anexo) y

100 yl de un cultivo de la cepa sensible en fase exponencial de desarrollo.

En cada sector de la placa sobre el que se repartid el medio de cultivo
agarizado, se volcd el contenido de los tubos de hemdlisis, correspondientes a cada
una de las diluciones del fago. Se dejo solidificar y se incubd en microaerofilia durante
16-18 h a 42°C.

Luego de la incubacion, se realizd el recuento de placas de lisis y la
determinacion del fitulo correspondiente (UFP/ ml: unidades formadoras de placas/
ml), calculado de la siguiente manera:

Titulo (UFP/ ml)= N° de placas de lisis x fa x 10

Donde fq= factor de dilucion.
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|.5. Caracterizacién de los fagos

[.5.1. Microscopia electréonica

Las micrografias de los fagos autéctonos se realizaron en la Unidad de
Microscopia Electronica de Transmision del Centro de Investigacion en Ciencias
Veterinarias (INTA- Castelar). Para obtener las micrografias se partid de suspensiones
fagicas que fueron concentradas por centrifugacion y posteriormente sometidas a
tincion con acetato de uranilo (UA, 2% p/v, pH 4,5) o acido fosfotungstico (PTA, 2% p/v)
(Bolondiy col., 1995).

|.5.2. Caracterizacion molecular

Estos estudios se llevaron a cabo en el Instituto de Productos Lacteos de Asturias

(I.P.L.A., Espana), con la gentil colaboracién del Dr. Miguel Alvarez y la Dra. Ana Binetti.

1.5.2.1. Extraccién de ADN fdgico

Se inocularon 50 ml de caldo MRS adicionado de CaClz2 (10 mM) con la cepa
sensible (2%), y con el fago, a una dosis infectiva adecuada para que la lisis total se
produjera aproximadamente a las 4-6 h de incubacién a 42°C. Cuando se observo la
lisis completa del cultivo, se centrifugd a 10000 x g durante 10 min. Se recogid el
sobrenadante y se le anadieron 10 ml de PEG-NaCl (20% PEG 6000; 2,5 M NaCl), y se
precipitd a 4°C durante toda la noche. Luego se centrifugd a 10000 x g durante 10 min.
Se decantd el sobrenadante y se dio un pulso en la centrifuga para que no queden
restos del medio. El pellet se resuspendié en 0,4 ml de tampdn SM (Anexo) adicionado
de RNAsa (40 pg/ml). Se incubd a 37°C durante 30 min. Se anadieron 80 pl de la
mezcla de lisis (Anexo). Se incubd a 65°C durante 30 min. Se anadieron 100 pl de
acetato de potasio (8 M), incubdndose sumergido en hielo durante 15 min. Se
centrifugd a 13200 x g durante 15 min a 4°C. Se adiciond un volumen igual de
isopropanol, dejando reposar a temperatura ambiente durante 5 min. Se centrifugd

nuevamente durante 5 min, desechdndose el sobrenadante. Se resuspendid en 630 ul
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de buffer TE (Anexo). Una vez resuspendido, se agregaron 70 ul de acetato de sodio (3
M) y 700 ul de isopropanol, dejando en reposo a temperatura ambiente durante 5 min.
Esta operacién (desde el agregado de buffer TE), se repitid una vez mds. Luego se
recuperd el ADN por centrifugacion (10 min, 13000 x g), y se lavdé con 1 ml de etanol
absoluto (3 veces) y 1 ml de etanol 70% durante 1 min. Se resuspendié el ADN fagico

en buffer TE, y se conservd a -20°C.

I.5.2. 2. Perfiles de restriccion

Las enzimas de restriccion se usaron siguiendo las indicaciones del fabricante. El
ADN fagico fue tratado con las enzimas Bglll, Hindlll, EcoRV, Sall y Xhol. La separacion
de los fragmentos de restriccion se llevd a cabo mediante electroforesis en gel de
agarosa (0,8% p/v), de acuerdo a lo descripto por Sambrook y col. (1989). El tamano
de los genomas fagicos se estimé sumando los fragmentos obtenidos con cada una

de las enzimas.

1.5.2. 3. Sitios de empaquetamiento (cos-, pac- sites)

Una alicuota de ADN fdgico purificado se sometié a ligacion (1 h, 16°C),
utilizando el kit Ready-to-go T4 DNA Ligasa (Amersham Pharmacia, England), luego se
inactivo la ligasa durante 15 min a 65°C. EI ADN asi fratado se denomind ADN ligado.
Una porcion de ADN fagico ligado y otra de ADN fagico sin ligar fueron sometidas a
digestiones con endonucleasas de restriccion (Hindlll y Bglll), de acuerdo a las
recomendaciones de los fabricantes. Luego de las digestiones, los fragmentos de
restriccion fueron sometidos a fratamiento térmico (70°C durante 10 min). La mezcla de

fragmentos fue separada mediante electroforesis en gel de agarosa (0,8% p/v).

Il. Aislamiento de mutantes espontdneos fagorresistentes a partir de cepas sensibles a

fagos

Con el objetivo de aislar mutantes espontdneos resistentes a fagos a partir de

cepas fago-sensibles, se utilizaron los sistemas compuestos por Lb. delbrueckii Abr y su
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fago litico YAB, Lb. delbrueckii lbs y el fago litico lbs, y Lb. delbrueckii YSD V y su fago
litico BYM.

II.1. Metodologias utilizadas en el aislamiento de los mutantes fagorresistentes

Se utilizaron dos metodologias:
Medio agarizado

Cultivos secundarios

I.1.1. Medio agarizado

Se llevd a cabo siguiendo la metodologia descripta por Reinheimer y col. (1995)
modificada y adaptada a los sistemas en estudio. Un cultivo de la cepa sensible en
caldo MRS se desarrolld hasta una DOsso de 0,55-0,60, y 10 ml de este cultivo fue
infectado con el fago especifico a diferentes m.o.i. (1, 107y 1072); se mezcldé con 3 ml
de MRS soft- agar y distribuyd en cajas de Petri conteniendo agar MRS-Ca-glicina.
Durante las primeras 24 h de incubacion, los fagos atacaron aquellos clones sensibles a
ellos produciendo su lisis, lo que se tradujo en ausencia de desarrollo visible en el medio
agarizado. Aquellas placas de Petri en las cuales no se observd la lisis total de los
cultivos (en 24 h), fueron descartadas. Mientras tanto, los clones fagorresistentes
comenzaron a multiplicarse, y se observaron las colonias en la superficie del medio
agarizado. Dichas colonias, formadas por las células que resistieron (presuntivamente)
el ataque de los fagos, se detectaron luego de 48 h de incubacion en microaerofilia a

42°C, y fueron consideradas como probables variantes fagorresistentes.

I1.1.2. Cultivos secundarios

Se utilizd la técnica previamente descripta por varios autores (Callegari, 1992;
Carminati y col., 1993), infroduciendo algunas modificaciones. Un cultivo de la cepa
sensible (DOss0 = 0,55-0,60), fue inoculado al 1% en caldo MRS-Ca, e infectado con una

suspension fagica a diversas diluciones (m.o.i.= 1, 107 y 102). Durante el curso de la
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incubacion a 42°C, se controlé periddicamente el crecimiento de los cultivos
infectados, y fue comparado con un control de la cepa sin infectar. Se seleccionaron
aqguellos tubos en los que se observd la lisis mds tardia y completa del cultivo y un
posterior desarrollo (desarrollo secundario de clones fagorresistentes presuntivos), luego
de 24-48 h adicionales a 42°C. A partir de estos tubos, se realizaron siembras en forma
de estrias en cajas de Petri conteniendo agar MRS. Luego de la incubacién (48 h,

42°C), se aislaron las colonias obtenidas.

Los clones presuntivamente fagorresistentes aislados por ambas metodologias
fueron purificados y separados de las particulas fdgicas mediante tres estriados

sucesivos en agar MRS.

Ill. CARACTERIZACION DEL FENOTIPO FAGORRESISTENCIA

ll.1. Confirmacién de la fagorresistencia

Se aplico el Test de Turbidez (Svensson y Christiansson, 1991) con el objetivo de
confirmar el fenotipo fagorresistencia de los clones aislados. Para ello, cada mutante
presuntivo fue inoculado en un tubo conteniendo 5 ml de caldo MRS-Ca y una dosis
de fago (m.o.i = 1, aproximadamente). El fago utilizado en cada caso fue aquel capaz
de infectar a la cepa sensible de la cual se obtuvieron los mutantes correspondientes.
Asi, para las variantes fagorresistenes presuntivas aisladas a partir de Lb. delbrueckii
Abr, se utilizé el fago litico YAB, para aquellas aisladas de Lb. delbrueckii lbs, se usd el
fago Ibs, y para las aisladas a partir de Lb. delbrueckii YSD V, se utilizd el fago BYM. Los
mutantes inoculados en caldo MRS-Ca fueron incubados a 42°C, controlando el
aumento de la turbidez (por desarrollo del cultivo). Estos cultivos fueron comparados
con tubos control, los cuales se inocularon sélo con el mutante (sin agregado de fago).
Aquellos tubos que no presentaron lisis (disminucion de turbidez) luego de la
incubacion, fueron repicados nuevamente en tubos conteniendo 5 ml de caldo MRS-
Ca. En total, se realizaron tres repiques sucesivos (en caldo MRS-Ca) de cada uno de
los mutantes fagorresistentes presuntivos aislados. Aquellos capaces de resistir los tres
repiques, fueron retenidos como verdaderos mutantes resistentes a fagos (Reinheimer y
col., 1993).
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Los mutantes fagorresistentes confirmados fueron desarrollados en caldo MRS o
LDR enriquecida con hidrolizado de caseina (0,25% p/v), de manera de asegurar un
desarrollo adecuado. Asimismo, estos mutantes fueron congelados en caldo MRS
adicionado de glicerina (15% v/v), o LDR adicionado de hidrolizado de caseina (0,25%
p/v) a -20°C y -80°C. El agregado del hidrolizado de caseina asegurd que las cepas

tuvieran una fuente nitrogenada disponible para utilizar.

Il.2. Eficiencia de recuperacion de mutantes fagorresistentes

La eficiencia de cada metodologia fue calculada de la siguiente manera:

Eficiencia = (N° de mutantes fagorresistentes confirmados / N° de mutantes

fagorresistentes presuntivos) x 100

1.3. Espectro de hospedadores de los mutantes fagorresistentes

En este caso, el Test de Turbidez se efectud para comprobar la resistencia de los
mutantes respecto al resto de los fagos liticos. Con esa finalidad, cultivos en caldo
MRS-Ca de los mutantes de Lb. delbrueckii Ab: se pusieron en contacto con dosis de
los fagos bz y BYM (liticos de Lb. delbrueckii Ibs y de Lb. delbrueckii YSD V,
respectivamente), cultivos de los mutantes de Lb. delbrueckii Ibs con dosis de los fagos
BYM y YAB (litico de Lb. delbrueckii Ab:), y los mutantes de Lb. delbrueckii YSD V con
dosis de los fagos lbs y YAB. En todos los casos, se ufilizaron como control tubos
conteniendo cultivos de los mutantes sin agregado de fago. Se realizaron tres repiques

sucesivos (en caldo MRS-Ca) de cada mutante fagorresistente con los fagos testeados.

lIl.4. Estabilidad de la fagorresistencia

Una vez confirmada la fagorresistencia de los mutantes aislados, se procedié a

estudiar si esta propiedad se mantenia bajo presidon fagica, es decir, con el agregado
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de nuevas dosis de fago en cada repique sucesivo realizado. Se efectuaron siete
repiques sucesivos de 1os mutantes en caldo MRS-Ca, siendo infectados en cada uno
de ellos con una nueva dosis del fago utilizado para su aislamiento (m.o.i. aproximado
de 1), asegurando la fuerte y continua presion fagica. Estos repiques se incubaron a

42°C. Se registro el nUmero del repique en el cual el mutante resulté lisado por el fago.

l1.5. Nivel de fagorresistencia (EOP, efficiency of plaquing)

Una suspension del fago (108 UFP/mI, aproximadamente) en caldo MRS, fue
titulada (técnica de la doble capa agarizada, Seccidon |.4) en paralelo sobre un cultivo
de la cepa sensible respectiva y sobre un cultivo del mutante fagorresistente
estudiado, utilizando agar MRS-Ca-glicina y MRS soft-agar. La relacion entre el titulo
fagico obtenido con el mutante resistente y el logrado con la cepa sensible se definid
como EOP (Séchaudy col., 1989).

ll.6. Lisogenia

Para investigar la posibilidad de resistencia debida a lisogenia en las variantes
fagorresistentes aisladas, se desarrolld un cultivo de los mismos en caldo MRS durante
16-18 h (42°C), se sometid a centrifugaciéon (5 min, 10000 x g) vy se fituld el sobrenadante
sobre la cepa sensible correspondiente en agar MRS-Ca-glicina, mediante la técnica
de la doble capa agarizada anteriormente descripta. La eventual liberaciéon

espontdnea de particulas fagicas produce placas de lisis visibles (Cluzel y col., 1987).

[II.7. Tasas de adsorcidon

Se determind el nivel de adsorcion de los respectivos fagos sobre cada mutante
espontdneo fagorresistente y sobre la cepa sensible (control).

Las cepas bacterianas en estudio fueron desarrolladas en caldo MRS a 42°C
hasta alcanzar la fase exponencial temprana (DOse = 0,4 - 0,5), cosechdndose luego

las células por centrifugacion (10 min, 4500 x g). Se separd el sobrenadante, y el pellet
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se resuspendio en caldo MRS-Ca fresco en la mitad del volumen original. Cada cultivo
se infectd con su fago especifico (m.o.i. = 0,02) en tubos Eppendorf de 1,5 ml de
capacidad. Se realizd una incubacién a 42°C durante 30 min en bano de agua
termostatizado. Transcurrido este tiempo se retiraron los tubos, y se los colocd en bano
de hielo (para frenar la adsorcion) y se centrifugaron (5 min, 12000 x g), con el objetivo
de separar las células que poseen fagos adsorbidos, de los fagos libres. Se extrajeron
alicuotas (100 ul) de los sobrenadantes y se titularon sobre la cepa sensible (método de

la doble capa agarizada) para conocer la concentracién de fagos libres.

Los porcentajes de adsorciéon (sobre la cepa sensible y mutantes resistentes) se
calcularon considerando la concentracion de fagos al tiempo cero, y la remanente
luego de la incubacién (Carminatiy col., 1993), de la siguiente forma:

%Ads = [(Ti—Tf)/Ti]x 100

Donde Ti es el titulo inicial de fagos (UFP/ ml), puestos en contacto con la cepa,
y Tf los fagos remanentes en el sobrenadante (fagos no adsorbidos).

IV. CARACTERIZACION DE LOS MUTANTES FAGORRESISTENTES

IV.1. Morfologia

Se observé la morfologia de las colonias de los mutantes espontdneos
fagorresistentes desarrolladas por estriados en agar MRS (42°C, 48 h), compardndolas
con la morfologia de las cepas sensibles.

La morfologia celular fue determinada a fravés de observacion directa al

microscopio Optico a partir de preparados en gota fresca, con inmersion, contraste de

fases y aumento de 1000x.
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IV.2. Perfil fermentativo de azlcares

Se utilizé el sistema comercial de identificacién API CH (galerias API CH, medio

de cultivo API CHL) (Bio Merieux, Marcy I'Etoile, Francia).

Cultivos de 16-18 h (42°C) de las cepas y sus mutantes fagorresistentes en caldo
MRS fueron centrifugados a 6000 x g durante 15 min. El sedimento se resuspendid en 4
ml de agua estéril y nuevamente se centrifugd a 6000 x g (15 min). Luego de un
segundo lavado con agua estéril para eliminar los restos de medio de cultivo, las
células fueron resuspendidas en 2 ml de agua estéril, obteniendo una suspensidon
densa (S). A confinuacion, se realizd una suspension de turbidez igual al patrén 2 de la
escala McFarland en ofro tubo conteniendo 2 ml de agua destilada estéril. Esta
suspension se realizd transfiiendo un cierfo nimero de gotas de la suspension S
previamente preparada, y anotando el nUmero de gotas de S necesarios para llegar a
la turbidez deseada. Las suspensiones asi obtenidas, se inocularon en el medio de
cultivo APl CHL, y posteriormente se sembraron en las galerias APl CH. Finalmente, se
adiciond vaselina estéril para lograr la anaerobiosis. Las galerias fueron incubadas a

42°C, realizando la lectura a las 24 y 48 h.

IV.3. Estudios genéticos

Los estudios genéticos se realizaron en el Istituto Sperimentale Lattiero Caseario
(ILC, Lodi, Italia), en el marco de una pasantia de especializacion, bajo la direccion de
los Doctores Giorgio Giraffa y Domenico Carminati. Tuvieron como objetivos: a)
confirmar la identificacion (a nivel de subespecie) de las cepas sensibles y las variantes
fagorresistentes aisladas a partir de las mismas, y b) comparar la homologia genética
entre las cepas madres, sensibles a fagos, respecto a los mutantes fagorresistentes, de
manera de asegurar que los mutantes aislados no fueran el producto de

contaminaciones involuntarias.
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IV.3.1. Extraccion del ADN total bacteriano

El protocolo utilizado (descripto por MicroSeg™) se basa en una extraccién
rdpida (comparada con la extraccién tradicional del ADN total bacteriano), en la cual
se utilizan resinas quelantes de acuerdo al método descripto para bacterias Gram

positivas (y acidificantes), y usando los reactivos incluidos en el kit (Giraffa y col., 2000).

Alicuotas de 200 ul de cultivos over-night (16-18 h, 42°C) de las cepas sensibles y
sus mutantes fagorresistentes fueron centrifugadas (5 min, 7500 x g, 4°C) en tubos
Eppendorf de 1,5 ml de capacidad. Los pellets obtenidos se lavaron con 500 ul de
buffer TEo, (Anexo) y se centrifugaron nuevamente (5 min, 7500 x g, 4°C). El
sobrenadante fue descartado, y los pellets se resuspendieron en 245 ul de buffer TEo,1,
adiciondndose 5 ul de lisozima (50 mg/ml). Esta mezcla fue incubada durante 45 min a
56°C en bano termostatizado. Luego de la incubacion, se adiciond 250 ul de *mezcla
de lisis” (buffer TEo1, DTT 1T M, EDTA 0,25 M, SDS 10% p/v y proteinasa K 20 mg/ml)
(Anexo) a cada tubo, incubdndose durante 1 h a 37°C en bano termostatizado.
Posteriormente, se adicionaron 500 ul de solucidon de Chelex (5% p/v) (Anexo) a cada
muestra, y se incubd durante 15-30 min a 56°C en bano termostatizado. La solucién de
Chelex actua reteniendo las impurezas del ADN extraido. Los tubos se agitaron en
vortex durante 10 seg, y luego se incubaron 8 min a 100°C. Luego, los tubos fueron
centrifugados (2 min, 10000 x g), y los sobrenadantes se transfirieron cuidadosamente a
tubos Eppendorf limpios. Se realizaron diluciones 1:10 de los sobrenadantes en agua
estéril, las cuales se congelaron (tanto las muestras diluidas y no diluidas) a —20°C hasta

el momento de su uso.

IV.3.2. Andlisis de amplificacién y restriccion del ADN ribosomal (PCR- ARDRA)

El andlisis de PCR-ARDRA fue aplicado a las cepas sensibles y a sus respectivos
mutantes fagorresistentes, con el objetivo de confimar la identificacion de
especie/subespecie. Se incluyeron, ademds, dos cepas “type” como controles
positivos: Lb. delbrueckii subsp. lactis ATCC 123157 y Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
ATCC 118427,
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La amplificacion de los genes de la regidon 16S del ADNr, se realizd en un
volumen total de 25 ul, conteniendo 2,5 ul de buffer de PCR 10X, 1,5 mM de MgClz, 200
UM de cada dNTP, 0,4 uM de los oligonucledtidos iniciadores, 1 yl de ADN gendmico y
2,5 U/100 yl de DNA Taq polimerasa (Anexo), utilizando un termociclador. La
desnaturalizacién inicial (24°C, 2 min) fue seguida por 30 ciclos de 94°C durante 30 seg
(desnaturalizacion), 60°C durante 30 seg (hibridacion), y 72°C durante 30 seg
(extension), y una elongacion final a 72°C durante 10 min. Se obtuvieron fragmentos de
ADN de aproximadamente 1,5 kb, correspondientes a los genes de la region 16S del
ADNIr, usando los oligonucleétidos iniciadores descriptos por Rodtong y Tannock (1993):
5-CCGAGCTCAACAGAGTITGATCCTIGGCTCAG-3' y 5-GGTCGACCGTTAATACGACTC
ACTATAGGGATACCTTIGITACGACTT-3'. Luego de esto, se procedié a cortar el ADN
amplificado, utilizando la enzima de restriccion EcoRIl. Con este fin, se pusieron en
contacto 10 yl del ADN amplificado con EcoRI y el buffer correspondiente, siendo el
volumen total de 15 ul. Esta mezcla fue incubada durante 1 h a 37°C en bano
termostatizado. Los perfiles de restriccion se visualizaron mediante electroforesis en
geles de agarosa (1,5% p/v) (Anexo). Asi, una vez finalizada la incubacion, se
sembraron los 15 ul del producto de la digestién enzimdtica en geles de agarosa,
adicionado de buffer de carga (loading buffer) (Anexo). Los pocillos de los extremos
del gel se sembraron con 15 yl de marcador de peso molecular 1 kbp Plus DNA
Ladder. Posteriormente, se realizd la corrida electroforética a 26 V durante toda la
noche. Las bandas obtenidas fueron visualizadas mediante fincion con bromuro de
efidio y luz UV. Las imdagenes de los perfiles de restriccion fueron capturadas mediante
un sistema digital (EDAS 290: Kodak Electrophoresis Documentation and Analysis System
290) provisto de un gabinete de captura de imdgenes EDAS 290, y guardadas como

archivos de imdagenes JPEG.

IV.3.3. RAPD-PCR (Randomly Amplified Polymorphic DNA - Polymerase Chain

Reaction)

El grado de similitud (homologia genética) entre las cepas madres, sensibles a
fagos, y los derivados fagorresistentes, se determind mediante el andlisis de los perfiles
RAPD.
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Para ello, se partid de ADN total bacteriano extraido previamente a partir de las
cepas sensibles y de sus mutantes fagorresistentes (como se detalld en la Seccién
IV.3.1). Para este estudio, se utilizaron dos oligonucledtidos iniciadores (primers) en
ensayos independientes. Los primers utilizados fueron M13 (Huey y Hall, 1989; Stendid y
col.,, 1994) y 1254 (Akopyanz vy col., 1992), cuyas secuencias son 5'-
GAGGGTGGCGGTICT-3'y 5-CCGCAGCCAA-3', respectivamente. El ensayo de PCR
se realizd en un volumen total de 25 pl, conteniendo 2,5 ul de buffer de PCR 10X, 200
UM de cada dNTP, 2,5 U/100 ul de DNA Taq polimerasa, 3,0 mM de MgClz, 2,0 uM de
primer M13 6 0,8 uM de primer 1254, y 1,5 ul de ADN bacteriano. El programa de
amplificaciéon para el primer M13 se llevd a cabo de acuerdo a Giraffa y col. (2000). La
etapa inicial de desnaturalizacion (94°C, 2 min) fue seguida por 40 ciclos de 94°C
durante 1 min (desnaturalizacién), 45 °C durante 20 seg (hibridacién) y 72°C durante 2
min (extension), y una elongacion final a 72 °C durante 10 min. Para llevar a cabo la
amplificaciéon utilizando el primer 1254, se necesitaron cuatro ciclos iniciales de 94°C
durante 5 min, 36°C durante 5 min y 72°C durante 5 min, seguidos por 30 ciclos de 94°C
durante 1 min (desnaturalizacién), 36°C durante 1 min (hibridacién) y 72°C durante 2
min (extension), y una elongaciéon final a 72°C durante 10 min. Luego de la
amplificacion, se realizaron electroforesis en geles de agarosa (1,5% p/v). Las bandas
obtenidas fueron visualizadas mediante tincién con bromuro de etidio y aplicacién de
luz UV. Se utilizd Tkbp Plus DNA Ladder como marcador de peso molecular de ADN. Las
imdagenes de los perfiles de amplificacion fueron capturadas mediante un sistema
digital provisto con el gabinete de captura de imégenes, y guardadas como archivos
TIFF. Posteriormente fueron analizadas utilizando el software para andilisis de perfiles de
BioNumerics™ (Version 3,0; Applied Maths BVBA, Saint-Martens-Latem, Bélgica). El
cdlculo de similitudes de los perfiles estuvo basado en el coeficiente r de Pearson, y las
cepas fueron agrupadas usando UPGMA (Unweight Pair Group Method with Arithmetic

Averages) (Vauterin y Vauterin, 1992).

IV.4. Andlisis de proteinas de pared mediante SDS-PAGE

Este ensayo se realizd en colaboraciéon con la Dra. M. E. Fornasari, en el Istituto

Sperimentale Lattiero Caseario (ILC, Lodi, Italia).
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El andilisis de las proteinas superficiales de la pared bacteriana por SDS-PAGE
(electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio) fue disenado para la
identificacion de distintas especies de lactobacilos termdfilos (Gatti y col., 1997).
Mediante esta metodologia es posible lograr la diferenciacion de dos subespecies muy
relacionadas, como son Lb. delbrueckii subsp. lactis y Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
(Gattiy col., 2001).

IV.4.1. Extraccidon de proteinas de la pared bacteriana

Cultivos over-night (16-18 h, 42°C) de Lb. delbrueckii YSD V, Ibs y Ab: fueron
inoculados (1%) en 10 ml de MRS, e incubados hasta fase exponencial de crecimiento
(3-8 h, 42°C). Los cultivos asi desarrollados, fueron centrifugados (7000 x g, 10 min, 4°C),
descartando los sobrenadantes. Los pellets se lavaron dos veces con agua destilada
estéril, y se resuspendieron en 0,5 ml de agua destilada estéril. Los pellets resuspendidos
fueron inoculados en tubos conteniendo 5 ml de agua destilada estéril, hasta alcanzar
una DOswo de 2,0 £ 0,5. A partir de los fubos inoculados, se tomaron 3 ml y se
centrifugaron (6000 x g, 15 min, 4°C), descartando el sobrenadante. Los pellets fueron
adicionados de 0,5 ml de buffer (Tris-HCI 10 mM, EDTA 10 mM, NaCl 10 mM, pH 8) y 0,5
ml de SDS 2% (p/v) (agente de extraccion). Esta mezcla se incubd durante 5 min a
100°C, y se cenftrifugd (8000 x g, 10 min, 4°C). Se tomaron 0,5 ml del sobrenadante y se
llevé a sequedad utilizando un equipo SpeedVac SV100. La misma metodologia se
aplicd a las cepas control Lb. delbrueckii subsp. lactis ILC 232 y Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus ILC 333, pertenecientes a la coleccion del Istituto Sperimentale Lattiero

Caseario.

IV.4.2. Separaciéon de las proteinas de pared por SDS-PAGE

Las muestras secas fueron adicionadas de 50 pl de buffer (Tris-HCI 10 mM, EDTA
10 mM, NaCl 10 mM, pH 8) y 3 ul de azul de Bromofenol, y se sembraron en el gel (Phast
gel de gradiente 10-15), colocando en ambos extremos el marcador de peso

molecular (Anexo). Se realizé la corrida electroforética segun las condiciones
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apropiadas para el gel de gradiente 10-15 (Phast System). El gel fue coloreado con

azul de Coomasie.

IV.5. Caracterizacion tecnologica

IV.5.1. Actividad acidificante

La acidez desarrollada por los mutantes espontdneos fagorresistentes, se
cuantificd a partir de cultivos activos en LDR incubados a 42°C durante 24 h. Estos
cultivos fueron obtenidos a partir de stocks (4°C) de los mutantes en LDR adicionado
de hidrolizado de caseina (0,25% p/v) (LDR-HC). A partir de estos stocks, se realizaron
tres repiques sucesivos en 10 ml de LDR-HC, inoculdndolos al 2% e incubando a 42°C
(16-18 h). El cuarto repique se realizd en LDR (2%) e incubando a 42°C durante 24 h. El
quinto y Ultimo repique también se realizdé en LDR (2%), y se incubd a 42°C durante 24
h. Transcurrido este tiempo, se determind la acidez desarrollada por titulacion con una
soluciéon de NaOH 0,1 N hasta alcanzar pH 8,4. El mismo procedimiento se realizé para
cultivos de las cepas sensibles a fagos, las cuales se utilizaron como pardmetro de
comparaciéon. Los resultados se expresaron como porcentaje de dacido ldctico

producido (% de dcido ldctico), calculados de la siguiente manera:

% de dcido lactico = [ VNaoH X Vmuestra X fnaon ]/ 100

Donde Vwneorn = volumen (en ml) de NaOH 0,1 N consumido en la fitulacion;
Vmuestra = volumen (en ml) de muestra titulada (cultivo en LDR); fnaon = factor de

normalizacién del NaOH.

IV.5.2. Actividad proteolitica

Se empled el método de OPA (Church y col., 1983), utilizando o-ftaldehido
como reactivo que, en presencia de p-mercaptoetanol, tiene la capacidad de unirse
a los grupos a-amino liberados por accién del sistema proteolitico bacteriano,

generando un producto que absorbe fuertemente a A = 340 nm.
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Se tomaron 5 ml de un cultivo (24 h, 42°C) en LDR de cada cepa sensible y sus
mutantes fagorresistentes (provenientes de tres repiques sucesivos en LDR), a los cuales
se les adicioné 1 ml de agua bidestilada y 10 ml de dcido tricloroacético (TCA) 0,75 N
(Anexo). Las mezclas se agitaron vigorosamente con vortex y se dejaron en reposo
durante 10 min, de manera de favorecer la precipitacion de proteinas y péptidos de
mayor tamano. Luego se centrifugaron (10000 x g, 5 min), recuperando los
sobrenadantes (donde se localizan los péptidos cortos y aminodcidos liberados). A una
alicuota (50 pl) de estos sobrenadantes se les adiciond 1 ml de reactivo de OPA
preparado en el momento (Anexo), y se dejaron reaccionar durante 2 min. Al cabo de
este tiempo, se determind la absorbancia (As«) para cada muestra. También se
procesd un confrol de LDR sin inocular (testigo) de la misma forma que los cultivos

bacterianos. Los resultaron se expresaron como sigue:

Actividad proteolitica = (Assw) muestra — (Asao) testigo.

IV.5.3. Cinéticas de acidificacidén en leche

A partir de stocks refrigerados (4°C) de los cultivos de las cepas madres y sus
mutantes espontdneos fagorresistentes, se realizaron tres repiques sucesivos (2%) en 10
ml de LDR-HC. El cuarto repique de los cultivos fue inoculado (2%) en LDR (sin HC). Estos
repiques sucesivos fueron incubados 24 h a 42°C. A partir del cuarto repique (en LDR)
de los cultivos, se realizé un indculo (2%) en 100 ml de LDR estéril, repartiendo alicuotas
de 10 ml en tubos de ensayo. Los tubos asi repartidos fueron incubados a 42°C en
bano termostatizado. A intervalos de tiempo preestablecidos (entre 0 y 24 h), se
retiraron tubos inoculados y se determinaron los valores de pH, graficando su evoluciéon

en funcion del tiempo.

IV.5.4. Caracterizaciéon de las variantes “lentas” aisladas de Lb. delbrueckii Ab

Esta prueba se realizé con el objetivo de determinar la capacidad de los

mutantes espontdneos fagorresistentes para utilizar la lactosa (fuente de carbono) y la

caseina (fuente de nitrégeno) presentes en la leche (McKay y Baldwin, 1974; Efstathiou

76



Materiales y Métodos

y McKay, 1976). El cardcter de cada mutante fue determinado luego de fres repiques
(2%) sucesivos en LDR-HC (24 h, 42°C). El cuarto repique se inoculd (2%) sélo en LDR, y
se incubd (24 h, 42°C). El quinto y Ultimo repique se inoculd (2%) en cuatro condiciones
distintas: LDR, LDR + hidrolizado de caseina (HC) (0,25% p/v), LDR + glucosa (Glu) (1%
p/v), y LDR + HC (0,25% p/v) + Glu (1% p/v). La incubacién se realizé durante 24 h a
42°C. A partir de la medicidon del pH resultante del desarrollo y acidificacion en las
diversas condiciones, se definid el cardcter “fast” o “slow” de las variantes

espontdneas fagorresistentes, es decir su aptitud para desarrollar en leche.

IV.6. Caracterizaciéon bioldgica in vitro

El objetivo de esta etapa del estudio fue evaluar la resistencia a barreras
bioldgicas in vitro, y el potencial probidtico de las cepas de Lb. debrueckii, y de sus
mutantes fagorresistentes, los cuales podrian convertirse en cultivos alternativos para la

elaboracién de productos Idcteos funcionales.

Para realizar las pruebas bioldgicas y probidticas, se eligid una temperatura de
incubacion de 37°C, por ser la temperatura fisioldgica del cuerpo humano. El objetivo

de estas condiciones de incubacion fue reproducir las condiciones observadas in vivo.

Los ensayos bioldgicos y probidticos se realizaron sobre las tres cepas fago
sensibles, Lb. delbrueckii YSD V, Lb. delbrueckii Ab y Lb. delbrueckii Ibs, y sobre algunos
de sus mutantes fagorresistentes, seleccionados de acuerdo a la caracterizacion

tecnoldgica previa.

Segun ciertos criterios, para que un microorganismo probidtico pueda ejercer
sus efectos benéficos sobre la salud del consumidor debe llegar viable al intestino. Esto
implica la capacidad de sobrevivir al pasaje por el fracto gastrointestinal, resistiendo el
contacto con la acidez estomacal, bilis y enzimas. Asi, estudiando la tolerancia a
barreras biolégicas in vitro de las cepas, puede conocerse su capacidad de resistir el

pasaje por el fracto gastrointestinal para llegar viables al intestino.
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IV.6.1. Tolerancia a jugo gdstrico simulado

Para estudiar el efecto de la acidez estomacal sobre las cepas sensibles de Lb.
delbrueckii y sus mutantes espontdneos, se empled el método desarrollado por
Charteris y col. (1998) modificado de la siguiente manera: se cosecharon (12000 x g, 5
min, 5°C) células a partir de 1 ml de cultivos over-night (16-18 h, 42°C) de cada cepaq,
lavando los pellets dos veces con buffer fosfato (0,1 M, pH 6,5) (Anexo). Luego se
ajustd la DOsso a 0,8 en buffer fosfato (control) y en solucion gdstrica simulada (pH 2)
(Anexo). Las soluciones celulares acidificadas y control se incubaron durante 90 min a
37°C en un bano termostatizado. Se realizaron recuentos de células viables en agar
MRS antes (t = 0) y luego del tfratamiento (t = 90 min) en la solucién gdstrica simulada,

incubando las placas a 42°C durante 48 h.

Paralelamente, se estudid el efecto del agregado de leche sobre la viabilidad
celular. Para tal fin, 1 ml de cultivos over-night de las cepas (en caldo MRS) y sus
mutantes fagorresistentes, fueron centrifugados (12000 x g, 5 min, 5°C), y las células
preparadas de manera similar que en el caso anterior. Luego de ajustar la DOsgo, las
células fueron incubadas (37°C, 90 min) en buffer fosfato (control), y en solucién
gastrica simulada (pH 2) adicionada de 20% (v/v) de LDR estéril (Schilinger y col.,
2005). Se redlizaron recuentos de células viables (agar MRS) antes de la incubacién y

luego de la misma, incubando las placas a 42°C durante 48 h.

Por Ultimo, se estudié la viabilidad de los cultivos en jugo gdstrico simulado, pero
desarrolldndolos previamente en LDR, para simular la acidificacion que producen
durante la elaboracién de leches fermentadas (ej. yogur). Con este objetivo, culfivos
over-night (16-18 h, 42°C) de las cepas madres de Lb. delbrueckii y sus mutantes
fagorresistentes fueron inoculados (2%) en LDR, y se incubaron a 42°C hasta que
alcanzaron un pH aproximado de 4,3 (simulando las caracteristicas de un yogur). Estos
cultivos en LDR (pH aproximado de 4,3) se inocularon en buffer fosfato y jugo gdstrico
simulado, en una concentracién tal que permitié alcanzar las UFC/ml iniciales de los
dos ensayos anteriores. Luego de 90 min a 37°C, se realizaron recuentos de células

viables en agar MRS, incubando las placas a 42°C durante 48 h.
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IV.6.2. Resistencia a la bilis

La capacidad de permanecer viables en presencia de bilis es otra propiedad
deseada en los microorganismos probidticos seleccionados, ya que al igual que la
resistencia a la acidez estomacal, aumenta las probabilidades de que la bacteria

llegue intacta al intestino (Tuomola y col., 2001; Ouwehand y col., 2002).

Se determind la capacidad de las cepas de Lb. delbrueckii y sus mutantes
espontdneos fagorresistentes, de desarrollar en presencia de bilis de acuerdo a la
metodologia de Walker y Gillland (1993), modificada ligeramente. Alicuotas de
cultivos over-night de cada cepa en estudio fueron inoculadas (2%) en caldo MRS con
0,3%, 0,5% y 1,0% (p/v) de bilis (Anexo). En paralelo, las cepas fueron inoculadas en
tubos conteniendo caldo MRS sin agregado de bilis (control). Los cultivos se incubaron
durante 24 h a 37°C. Luego de la incubaciéon se determind la DOs¢ de cada cultivo y

se determind el porcentaje de crecimiento respecto al cultivo control (MRS sin bilis).

IV.6.3. Resistencia a lisozima

La lisozima presente en la cavidad oral e intestinos, es capaz de lisar ciertas
especies bacterianas (Kimoto y col., 2000). Aungue las bacterias Iadcticas no estarian

comprometidas, la variabilidad de propiedades entre cepas es grande.

Se determind la capacidad de las cepas sensibles de Lb. delbrueckii y sus
mutantes fagorresistentes, para desarrollar en presencia de lisozima (Vinderola vy
Reinheimer, 2003). Cultivos over-night (16-18 h, 42°C) de las cepas fueron inoculados
(2%) en caldo MRS adicionado de 25, 50 y 100 ppm de lisozima y en caldo MRS sin el
agregado de lisozima (conftrol). Los cultivos se incubaron durante 24 h a 37°C. Luego
de la incubacion, se determind la DOsso de cada cultivo, calculdndose el porcentaje

de crecimiento respecto al cultivo control (sin lisozima).
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IV.6.4. Uso de prebidticos

Los microorganismos probidticos pueden ser administrados con sustancias que
estimulen su desarrollo de manera selectiva. Estas sustancias o ingredientes alimenticios
denominados prebidticos, no son digeribles en el intestino humano, pero pueden
favorecer el crecimiento de bacterias probidticas en el colon. No todas las cepas son
capaces de fermentar los mismos prebidticos, por lo que la eleccidén de la sustancia
prebidtica dependerd de cada caso en particular. Es necesario conocer cudles son los
prebidticos fermentados por cada cepa en particular a la hora de pensar en la

formulacion de alimentos probidticos adicionados de sustancias prebidticas.

Se estudié la capacidad de las cepas sensibles de Lb. delbrueckii y sus variantes
fagorresistentes para fermentar los siguientes hidratos de carbono: inulina, xilitol,
rafinosa y lactulosa. Cultivos over-night (16-18 h, 42°C) de las cepas y sus mutantes
fagorresistentes, se inocularon (2%) en caldo MRS base (MRS sin glucosa) (Anexo)
adicionado con cada prebidtico (2% p/v) (Anexo). Los cultivos se incubaron
anaerdbicamente (Sistema Gaspak) a 37°C durante 24 h, para asegurar la
fermentacion de los prebidticos. Luego se midid la DOseo de los cultivos y se determind
el porcentaje de crecimiento respecto a un cultivo control (cepas desarrolladas en

caldo MRS-glucosa) (Anexo).

IV.7. Caracterizaciéon probidtica in vitro

IV.7.1. Capacidad de deconjugar sales biliares

Se determiné de acuerdo a Taranto y col. (1996), adaptando la metodologia a
las cepas en estudio. Se prepararon placas de Petri conteniendo medio de cultivo
agarizado con las sales biliares seleccionadas. Se adicionaron las sales sddicas de
dcidos biliares conjugados (&cido taurodeoxicdlico y dcido taurocdlico) (0,5% p/v)
(Anexo), al agar MRS antes de ser sometido a esterilizacion. Las placas fueron
inmediatamente usadas. Cultivos frescos en caldo MRS (16-18 h, 42°C) de las cepas y
sus mutantes fagorresistentes se estriaron en los medios agarizados preparados. Las

placas se incubaron en anaerobiosis (Sistema GasPak) a 37°C durante 3 dias. Se
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considerd que hubo deconjugacion de dcidos biliares cuando se observd la presencia
de un halo de precipitacion (sales biliares precipitadas) alrededor de las colonias. Un
control de cada cepa fue sembrado en forma de estrias en agar MRS, sin el agregado

de sales biliares.

IV.7.2. Actividad de R-galactosidasa (B-gal)

Se determind la actividad de B-galactosidasa bacteriana intracelular de
acuerdo a la técnica de Miller (1972) ligeramente modificada. Se centrifugaron (12000
X g. 5 min, 5°C) cultivos frescos de las cepas sensibles de Lb. delbrueckii y sus mutantes
fagorresistentes en fase estacionaria de desarrollo (DOseo aproximada de 2). Los pellets
se lavaron dos veces, resuspendieron en buffer fosfato (pH 7) (Anexo) y se inocularon
(1%) en caldo MRS-lactosa (Anexo). Los cultivos se incubaron a 37°C por 24 h en bano
termostatizado. Las células se cosecharon y se lavaron dos veces de la misma manera
que se detalld previaomente, ajustdndose luego la DOseo (con el mismo buffer de
lavado), a un valor aproximado de 1, registrdndose el valor exacto. Se permeabilizé 1
ml de esa suspension celular con 50 ul de solucion tolueno/acetona (1:9, v/v),
agitando vigorosamente con el vortex (7 min), luego de lo cual se llevé a cabo el
ensayo de cuantificacion de B-galactosidasa. Para esto, se colocaron 100 pl del
permeabilizado en un fubo de ensayo, se agregaron 900 ul de buffer fosfato (pH 7) vy
200 pl de una soluciéon recién preparada de ONPG (o-nitrofenil galactopirandsido)
(Anexo). Los tubos se incubaron en bano termostatizado (37°C, 15 min). La reaccion de
color se detuvo agregando 0,5 ml de una solucién de Na2COs (1 M). Posteriormente, se
determind la DOa420 y DOsso. La actividad de B-galactosidasa se calculd (en unidades

Miller) de la siguiente manera:

UM = 1000 x [ (DO420-1,75x DO2s¢0) / (15 Min x0,1TmMI x DO1560) ]

Donde DOl es la DO antes del ensayo (el valor exacto proximo a 1); DO2se0 €5
la DO de la mezcla de reaccidon; 15 min es el tiempo de reaccion; y 0,1 ml es el

volumen de cultivo utilizado para la reaccién.
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IV.7.3. Hidrofobicidad

La capacidad de adhesion celular a hidrocarburos como indice de su
hidrofobicidad, fue determinada segun el método de Pérez y col. (1998) con algunas
modificaciones. Cultivos frescos (en caldo MRS) en fase estacionaria de desarrollo de
las cepas sensibles y sus mutantes espontdneos fagorresistentes, fueron centrifugados
(12000 x g, 5 min, 5°C), lavando luego los pellets dos veces con buffer fosfato (pH 6.5).
Luego se resuspendieron en el mismo buffer hasta una DOss de aproximadamente 1,
registrdndose el valor exacto. Posteriormente se pusieron en contacto 3 ml de estas
suspensiones celulares con 0,6 ml de n-hexadecano, agitédndose con vortex durante
120 seg. Se dejaron separar las fases (1 h, 37 C). La fase acuosa se removid
cuidadosamente con aguja vy jeringa, y se midié su DOss0. La disminucidén de este
pardmetro se tomé como una medida de la hidrofobicidad celular (H%), que se

calculé de la siguiente manera:

H% = [(DOo-DO) / DOo] x 100

Donde DOo es el valor de la absorbancia antes de la extraccidn con n-
hexadecano; y DO es el valor de la absorbancia luego de la extraccién con n-

hexadecano.

IV.7.4. Inhibicién de bacterias patdégenas

Se investigd la capacidad de sobrenadantes libres de células (SLC) de Lb.
delbrueckii y sus mutantes fagorresistentes, para inhibir el desarrollo de bacterias

patdgenas in vitro.

Para realizar este ensayo, se emplearon cuatro cepas de bacterias patdégenas:
Salmonella sp. OMS-Ca, Staphylococcus aureus 76, Escherichia coli V517 vy Listeria
monocytogenes ATCC 15313, todas pertenecientes a la colecciéon del INLAIN. El efecto
del agregado de sobrenadantes libres de células (SLC) de cepas de Lb. delbrueckii en

el desarrollo de bacterias patdégenas se determind mediante la técnica de difusidon en
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agar (Reinheimer y col., 1988). Los SLC fueron obtenidos por centrifugacion (12000 x g,
5 min, 5°C) de cultivos frescos de cada cepa o mutante ensayado, siendo esterilizados
mediante filtracidn por membranas (didmetro de poro 0,45 um). Los SLC se
mantuvieron congelados (-20°C) hasta su uso. Para la preparacion de las placas
conteniendo cada patdégeno se utilizaron 20 ml de agar nutritivo (para Salmonella
sp., S. aureus Yy E. coli) o agar BHI (para L. monocytogenes). Los medios agarizados
fueron fundidos y termostatizados a 45°C, y luego inoculados con 200 ul de un cultivo
fresco previomente ajustado a una DOs¢o de aproximadamente 0,8 de cada
patdégeno, excepto para S. aureus 76, que fue llevado a DOseo = 1. Los tubos asi
inoculados se agitaron en vortex y se vertieron en cajas de Petri. Con un sacabocados
de vidrio previamente esterilizado, se practicaron hoyos (10 mm de didmetro) en las
placas conteniendo las bacterias patégenas y en los mismos se colocaron 180 ul de
cada SLC. Las placas se incubaron aerdbicamente a 37°C durante 24 h. Se considerd
gue no hubo inhibicién del patdgeno cuando se observd un crecimiento normal del
mismo alrededor del hoyo. La presencia de un halo sin crecimiento de la bacteria
alrededor del hoyo, fue considerada inhibicion total del mismo, mientras que un
desarrollo débil del patdégeno alrededor del halo (una menor turbidez que en el resto
de la placa) se considerd una inhibicion parcial. Los halos obtenidos fueron medidos, y

la inhibicién fue calculada de la siguiente manera:

Inhibicion = [didmetro halo de inhibicion (cm) — didmetro del hoyo (1 cm)]

IV.7.5. Naturaleza quimica de las sustancias inhibitorias de bacterias patdgenas

Con el objetivo de investigar la naturaleza quimica de las sustancias inhibitorias
de patdgenos presentes en los SLC de las cepas fago-sensibles de Lb. delbrueckii y sus
mutantes fagorresistentes, los SLC fueron sometidos a distintfos tratamientos:
calentamiento (121°C, 15 min), neufralizacién (NaOH), e incubacion (1h, 37°C) en
presencia de proteinasa K (200 uyg/ml) o pepsina (200 ug/ml). Luego de estos
tratamientos, los SLC fueron esterilizados por filfracion (membranas de didmetro 0,45
um) vy se realizd el ensayo de difusion en agar (como se detalld en el punto anterior).
Asimismo, se ensayaron alicuotas de caldo MRS acidificado con dcido Idctico y con

HCI, hasta lograr los valores de pH alcanzados normalmente por cada una de las
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cepas de Lb. delbrueckii estudiadas (entre 3,80 y 4,00), con el propdsito de determinar
la importancia de este dcido orgdnico en la accidon inhibitoria sobre microorganismos
patdégenos. Como controles, se ensayaron alicuotas de caldo MRS (pH 6,8) y SLC sin

ningun tratamiento.

IV.7.6. Adhesion in vitro de Lb. delbrueckii a células eucaridticas en cultivo

Los ensayos de adhesidon a células Caco-2/TC-7 fueron realizados en el Centro
de Investigacién y Desarrollo de Criotecnologia de Alimentos (CIDCA, Universidad
Nacional de La Plata - CONICET), bajo la supervision de la Lic. Marina Golowczyc vy la

Dra. Graciela De Antoni.

IV.7.6.1. Preparacién de las células Caco-2/TC-7

Las células Caco-2/TC-7 son obtenidas de adenocarcinoma de colon humano,
y expresan multiples marcadores caracteristicos de células normales del intestino
delgado (Coconniery col., 1997). Son usadas rutinariomente para muchos estudios de
adhesion in vitro de bacterias. Para su desarrollo, se utiliza un medio denominado
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle's minimal essential medium) (Anexo),
suplementado con 15% (v/v) de suero de feto de ternero inactivado térmicamente (30
min, 60°C), y estreptomicina y penicilina G (concentracion final 10 mg/ mly 10 Ul/ ml,
respectivamente). Las células fueron distribuidas en placas de 24 hoyos, donde se
incubaron (37°C) en atmdésfera de 5% CO2 — 95% aire. El medio de desarrollo de las
células fue cambiado cada dos dias y reemplazado por DMEM fresco. Luego de 7 dias
de cultivo, las células Caco-2/TC-7 llegaron a confluencia, y en ese momento fue

posible utilizar las placas para 10s ensayos correspondientes.
IV.7.6.2. Ensayo de adhesion
La adhesidn de bacterias en la superficie del epitelio intestinal se considera un

criterio importante de seleccion de bacterias probidticas. La capacidad de adhesion

se relaciona con los efectos beneficiosos que las bacterias probidticas pueden ejercer

84



Materiales y Métodos

sobre el hospedador, como estimulacion del sistema inmunoldgico e inhibicion de

patdégenos.

Los cultivos bacterianos fueron desarrollados durante 16-18 h en caldo MRS
(37°C), centrifugados (10000 x g, 10 min, 4°C) y los pellets fueron lavados dos veces y
resuspendidos en solucién salina (PBS pH 7,4) (Anexo), hasta alcanzar una DOseo
cercana a 2. Se agregaron volumenes equivalentes (250 ul) de estas suspensiones y de
DMEM fresco a cada hoyo, los cuales poseian un césped de células Caco-2/TC-7
previamente desarrolladas. Las placas asi sembradas fueron incubadas (1 h, 37°C) en
atmésfera de 5% CO:2 - 95% aire. Luego de la incubacidn, los hoyos sembrados fueron
lavados tres veces con PBS, y fueron adicionados de agua ultra pura estéril,
provocando la lisis de las células Caco-2/TC-7. Se realizaron diluciones apropiadas de
cada hoyo sembrado, en agua de peptona, y se sembraron en agar MRS. Transcurrido
el periodo de incubacion (48 h, 42°C) se readlizaron los recuentos bacterianos.
Asimismo, se realizd el recuento de las cepas de Lb. delbrueckii y sus mutantes
fagorresistentes antes de comenzar la experiencia (recuento inicial, conftrol). Los

resultados se expresaron como porcentaje (%) de adhesidon respecto al control:

%Adhesion = [ (UFC/ml adheridas) / (UFC/ml iniciales) ] x 100

Para readlizar el examen microscopico de la interaccion bacteria-célula
eucariota, las células Caco-2/TC-7 se cultivaron sobre vidrios portaobjetos redondos
colocados en los hoyos. Luego del periodo de incubacién, las células se lavaron
(como se describid previamente), se fijaron con formol (10% v/v) y tineron con

coloracion de Gram.

IV.7.7. Inhibicion de la adhesidon e invasion de Salmonella enterica serovar

Enteritidis por sobrenadantes de cepas de Lb. delbrueckii

Esta experiencia se realizd6 en el Centro de Investigacion y Desarrollo de
Criotecnologia de Alimentos (CIDCA, Universidad Nacional de La Plata - CONICET),

bajo la supervision de la Lic. Marina Golowczyc y la Dra. Graciela De Antoni.
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Para readlizar este ensayo, se utilizd una cepa de Salmonella enterica serovar
Enteritidis aislada en el Hospital de Pediatria Prof. Juan P. Garrahan (Buenos Aires,
Argentina). Esta cepa fue desarrollada en caldo nutritivo y se incubd a 37°C durante
18 h.

Los sobrenadantes libres de células (SLC) de cada cepa sensible de Lb.
delbrueckii y sus mutantes fagorresistentes, fueron obtenidos por centrifugaciéon (12000
X g, 5 min, 5°C) de cultivos over-night (16-18 h, 37°C). Los sobrenadantes fueron
esterilizados por filtfracion a través de membranas (Millipore, didmetro de poro 0,45 um),

y llevados a pH 4,5.

El ensayo de inhibicion de S. enterica serovar Enteritidis se efectudé de acuerdo a
trabajos previos (Coconnier y col.,, 1997; Coconnier y col., 2000) con algunas
modificaciones. Previo a la infeccion, alicuotas de un cultivo de S. enterica serovar
Enteritidis fueron sometidas a distintfos fratamientos, poniéndose en contacto con SLC
de cada cepa fago-sensible y los mutantes fagorresistentes, caldo MRS acidificado
con dcido lactico hasta pH 4,5 (control de MRS) y solucién salina (PBS pH 7.4) (control
de PBS), y se incubaron durante 1 h a 37°C. El tratamiento con caldo MRS pH 4,5 tuvo
como objetivo verificar si se producia muerte del patégeno en presencia de acidez.
Posteriormente, las alicuotas tratadas de S. enterica serovar Enteritidis fueron
centrifugadas y resuspendidas en PBS. Las células Caco-2/TC-7 fueron lavadas dos
veces con PBS, y adicionadas de DMEM fresco antes de realizar la infeccion con las
alicuotas tratadas del patdégeno. Las placas de 24 hoyos conteniendo células Caco-
2/TC-7 y S. enterica serovar Enteritidis tratada, fueron incubadas (1 h, 37°C) en

atmosfera de 5% CO2 - 95% aire, y luego fueron lavadas tres veces con buffer PBS.

Con el objetivo de determinar el nUmero total de células de S. enterica serovar
Enteritidis asociadas (bacterias patdégenas extra e intracelulares), las monocapas de
Caco-2/TC-7 fueron lisadas por adicion de agua ultra pura estéril. Se realizaron
diluciones apropiadas en agua de peptona, y se sembraron alicuotas en agar nutritivo.
Luego de la incubaciéon (24 h, 37°C), se efectud el recuento de S. enterica serovar
Enteritidis, y de esta manera se conocié el nUmero total de bacterias patdgenas

asociadas a las monocapas celulares.
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La extension de la invasion de S. enterica serovar Enteritidis fue determinada
adicionando un antibiético a las monocapas. El agregado de gentamicina (200 ug/ml)
destruye las bacterias patdgenas que se encuentran en la superficie de las células
Caco-2/TC-7, pero no es capaz de penetrar al interior de las células, por lo que los
patdgenos que hayan logrado invadirlas permanecerdn intactos. Luego de este
tfratamiento, las monocapas se lavaron tres veces con PBS y se lisaron por agregado
de agua ulira pura estéril. Se realizaron diluciones apropiadas, las cuales fueron
sembradas en agar nutritivo e incubadas (24 h, 37°C). Transcurrido el tiempo de
incubacion, se realizdé el recuento bacteriano, y se obtuvo el niUmero de bacterias
patdégenas que fue capaz de invadir a las células intestinales. El nUmero de células de
S. enterica serovar Enteritidis que sélo fue capaz de adherirse a la superficie de la
monocapa se obtuvo por diferencia entre 1os recuentos totales y los recuentos del

patdégeno intracelular.

IV.8. Estudio in vivo de la capacidad inmunoestimulante de Lb. delbrueckii y sus

mutantes fagorresistentes

Estos ensayos fueron realizados en colaboracién con el Dr. Celso Vinderola y la
Dra. Gabriela Perdigdn, en el Centro de Referencias para Lactobacilos (CERELA, S. M.

de Tucumadn, Argentina).

IV.8.1. Animales y condiciones de alimentacién

Se utilizaron ratones BALB/c de 6 a 8 semanas de vida (25 a 30 g de peso),
criados en el bioterio del CERELA. Cada grupo experimental consistié de 5 ratones que
fueron dispuestos juntos en un recipiente pldstico, con atmdsfera controlada

(temperatura 22 + 2°C, humedad 55 + 2%), y un ciclo luz/oscuridad de 12 h.

Cultivos over-night de las cepas de Lb. delbrueckii y sus mutantes
fagorresistentes fueron centrifugados (4000 x g, 15 min, 4°C), y lavados dos veces con
solucion salina (PBS, pH 7.4). Finalmente, los pellets de las cepas se resuspendieron en
LDR (10% p/v) hasta alcanzar una concentracion celular final de 108 UFC/ml. Al grupo

de ratones tratados se les ofrecid la suspensidon celular de Lb. delbrueckii como agua
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de bebida durante 2, 5 o 7 dias consecutivos. A otro grupo de ratones (control), se le
ofrecié LDR diluida en PBS durante los mismos periodos que el grupo anterior. Tanto los
ratones del grupo tratado como los del grupo conftrol, recibieron ad libitum una dieta
balanceada convencional estéril (230 g/kg de proteinas, 60 g/kg de fibra cruda, 100
g/kg de minerales totales, 13 g/kg de calcio, 8 g/kg fésforo, 120 g/kg de agua y

vitaminas).

IV.8.2. Ensayo de traslocacion

Al final del periodo de alimentacion, los ratones fueron anestesiados y
sacrificados por dislocacion cervical, y se extrajeron los higados para determinar los
posibles efectos secundarios sobre la microflora entérica normal, como traslocacion a
sitios extraintestinales. Los higados fueron homogeneizados en agua de peptona,
realizdndose diluciones seriadas adecuadas que fueron sembradas en agar
MacConkey (Anexo), para la deteccion de enterobacterias; y en agar LAPTg (Anexo),
para la determinacion de lactobacilos. Las placas fueron incubadas 48 h a 37°C en
condiciones anaerdbicas o aerdbicas, respectivamente. Transcurrido el periodo de
incubacion, se observaron las placas, y los resultados se expresaron como traslocacion
bacteriana positiva (presencia de bacterias en las placas) o negativa (ausencia de
bacterias en las placas). El higado es un érgano que normalmente carece de

bacterias.

IV.8.3. Estudio histologico del intestino

Se exiragjo el intestino delgado de los animales del grupo control y del grupo que
recibid las suspensiones de Lb. delbrueckii durante 2, 5 o 7 dias consecutivos. Los
intestinos se procesaron por fijacion en parafina segun la metodologia de Sainte-Marie
(Sainte-Marie, 1962). Las secciones de parafina (4 um de espesor) fueron tenidas con
Hematoxilina-Eosina. El estudio de las estructuras histoldgicas se llevd a cabo mediante

observacion microscopica.
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IV.9. Obtencién de cepas con resistencia incrementada a bilis

IV.9.1. Determinaciéon de la concentracion inhibitoria minima (CIM) de bilis

La CIM se defini6 como la minima concentracion de bilis capaz de producir la
inhibicion completa del cultivo bacteriano. Para su determinacion, cultivos frescos (16-
18 h, 42°C) de las cepas de Lb. delbrueckii y sus mutantes espontdneos fagorresistentes
fueron inoculados (2%) en caldo MRS conteniendo diferentes concentraciones de bilis
(entre 0,01 y 0,5% p/v). e incubados durante 24 h a 37°C. Posteriormente, se midié la
DOsso, expresdndose los resultados como porcentaje (%) de desarrollo respecto a un
cultivo control (en MRS sin agregado de bilis) (Margolles y col., 2003). Se considerd que

la inhibicién fue completa cuando la DOsso luego de la incubacion fue menor de 0,2.

IV.9.2. Obtencion de derivados adaptados a bilis

Cultivos over night de las cepas sensibles a fagos y sus mutantes fagorresistentes
fueron inoculados (2%) en forma sucesiva en caldo MRS conteniendo concentraciones
crecientes de bilis (desde 0,05% hasta 1% p/v). Se midié la DOsso de los cultivos luego
de 24-48 h de incubacion (37°C) para cada concentracion de bilis. Los resultados se

expresaron de acuerdo a lo detallado anteriormente (Margolles y col, 2003).

IV.9.3. Estabilidad de los derivados adaptados a bilis

Fue estudiada siguiendo dos metodologias:

a) Los derivados adaptados a bilis fueron sometidos a 6 repiques
sucesivos en caldo MRS (24 h, 37°C), luego se hicieron recuentos de
células viables en agar MRS con y sin el agregado de bilis (0,3; 0,6 6
0,9% p/v, segun correspondiera), incubando las placas a 37°C durante
48 h (Margolles y col, 2003).

b) De acuerdo a la segunda metodologia, puesta a punto durante este

estudio, los derivados fueron sometidos a é repiques sucesivos en caldo
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MRS, inoculdndose posteriormente en caldo MRS adicionado de bilis
(0,3; 0,6 6 0,9% p/v, segun correspondiera). Se midid la DOse a las 24 h'y
48 h, utilizando un cultivo control (MRS sin el agregado de bilis). A las 48
h se hicieron recuentos de células viables en agar MRS, incubando las
placas a 37°C durante 48 h.

Durante el estudio de la estabilidad previamente descripto (metodologia b), se
procedid también a comparar la morfologia celular entre las cepas originales no
adaptadas, y los correspondientes derivados con resistencia incrementada a bilis. Para
ello, los cultivos en caldo MRS correspondientes al sexto repique para cada cepa vy sus

derivados estables fueron comparados entre si.

IV.9.4. Confirmacién de la fagorresistencia y tasas de adsorcion

Se utilizé el Test de Turbidez para evaluar el mantenimiento o pérdida de la
resistencia de los derivados estables respecto a los fagos liticos correspondientes.
Cultivos en caldo MRS-Ca de los derivados se infectaron con dosis de los fagos YAB, b3
y BYM, segin correspondiera. En todos los casos, se utilizaron como confrol de
desarrollo cultivos en caldo MRS-Ca de los derivados sin agregado de fago. Se
realizaron tres repiques sucesivos (en caldo MRS-Ca) de cada derivado con los fagos
testeados, llevando a cabo todas las incubaciones a 42°C hasta desarrollo adecuado

de los cultivos conftrol.

Adicionalmente, se determind el nivel de adsorcién de los respectivos fagos
sobre cada derivado estable obtenido y sobre las cepas originales sin adaptar

(controles), segun la metodologia detallada en el punto ll.7 de esta Seccidn.

IV.9.5. Curvas de crecimiento

Se evalud el desarrollo de los derivados adaptados a bilis obtenidos, cuando se

los incubd (37°C) en caldo MRS con vy sin el agregado de bilis. Cultivos de los derivados

adaptados a bilis en fase exponencial de desarrollo, fueron inoculados (2%) en
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recipientes conteniendo caldo MRS con vy sin el agregado de diferentes
concentraciones de bilis (0,3 y 0,9% p/v). El cultivo control correspondié a las cepas
originales (sin adaptacién a bilis) inoculadas (2%) en caldo MRS con vy sin el agregado
de bilis. Luego de una agitaciéon suave, el contenido de cada recipiente se distribuyd
en tubos de hemodlisis estériles (alicuotas de 3 ml), que se incubaron en bano
termostatizado a 37°C. Los tubos fueron agitados periddicamente, y a intervalos de
tiempo prefijados, se efectuaron mediciones de DOs¢ en espectrofotdmetro. Con
estos datos se construyeron las curvas de desarrollo en funcidon del tiempo, para cada

condicion.

IV.9.6. Actividad acidificante y proteolitica

Se estudiaron las propiedades acidificante (pH y % de dcido ldctico) vy
proteolitica (OPA Test) de los derivados adaptados a bilis, de acuerdo a las técnicas
descriptas en las Secciones IV.5.1 y IV.5.2, compardndolas con las correspondientes a

las cepas de las cuales fueron obtenidos.
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I. CARACTERIZACION DE LOS BACTERIOFAGOS

[.1. Microscopia electrénica

+ Fago YAB: posee una cabeza isométrica de 57,5 £ 1,3 nm de didmetro, y una
cola de 251,0 £ 5,3 nm de longitud y 7,0 £ 0,5 nm de didmetro (Fig. 6 A).

+ Fago lbs: presenta una cabeza isométrica de 54,0 £ 2,4 nm de didmetro, y
una cola de 272,0 + 4,0 nm de longitud y 9,0 £ 0,2 nm de didmetro (Fig. 6 B).

+ Fago BYM: presenta una cabeza isométrica de 50,0 £ 1,6 nm de didmetro y
una cola de aproximadamente 181,0 + 2,0 nm de largo y 5,2 £ 0,2 nm de
didmetro. Este fago presenta la particularidad de poseer una estructura de
collar, la cual es bastante frecuente en fagos infectivos del género

Lactobacillus (Fig. 6 C).

50 nm

A 50 nm B

Fig. 6. Micrografias electrénicas de los fagos YAB (A), Ibs (B) y BYM (C).

|.2. Caracterizacion molecular
1.2.2. Perfiles de Restriccion
Se analizaron los genomas de los tres fagos autdéctonos estudiados, efectuando

una restriccion con las enzimas EcoRV, Sall, Xhol, Hindlll y Bglll. El tamano de los
genomas se estimd en 34,0 £ 1,9 kb, 31,0 £ 1,9 kb y de 33,0 £ 1,3 kb para los fagos YAB,

92



Resultados

lbs y BYM, respectivamente. Los mismos fueron estimados por la sumatoria de los
tamanos de los fragmentos generados a partir de las enzimas de restriccion utilizadas
(Figs. 7 y 8).

Analizando las Figs. 7 y 8, podemos deducir que los tres fagos autdctonos son
distintos, ya que poseen patrones de restriccion diferentes con todas las enzimas
utilizadas, aun cuando poseen algunas bandas en comun (BYM y YAB comparten las
de 3,3y 5,2 kb, mientras que YAB e Ibs poseen en comun las bandas de 2,9 y 4,3 kb,
Fig. 7).

Lineas

M: marcador (1 kb DNA Ladder)

1: BYM
2: |bs EcoRV

3: YAB

4: BYM

5: 1bs Sall
6: YAB

7: BYM

8: Ibs :| Xhol
9: YAB

Fig. 7. Perfiles de restriccion del ADN (electroforesis en gel de agarosa 0,8%) de los

fagos BYM, bz y YAB, obtenidos con las endonucleasas EcoRV, Sall y Xhol.

1.2.3. Sitios de empaquetamiento (cos-, pac- sites)

Para determinar la naturaleza de los sitios de empaquetamiento, el ADN fagico
ligado o no, se sometid a digestiones con endonucleasas de restriccion y posterior
fratamiento térmico. Los perfiles electroforéticos obtenidos con la muestra de ADN
ligado y no ligado se compararon. Como puede observarse en la Fig. 8, en el caso del
fago YAB, no se observan fragmentos submolares con ninguna de las dos enzimas
utilizadas (se ven las mismas bandas para el ADN ligado vy sin ligar), por lo que puede

decirse que el ADN de este fago no posee extremos cohesivos. Para el fago lbs se
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observa mds claramente el perfil cuando se utilizé Bglll. Aqui se puede ver que al ligar
el ADN desaparecen las bandas de 1 y 2,9 kb, y se incrementa la intensidad de la
banda de 4 kb en el perfil ligado (como consecuencia de la suma de los dos
fragmentos submolares que se observan en el perfil no ligado). En el caso del fago BYM
no se observan, aparentemente, fragmentos submolares que indiquen la presencia de
extremos cohesivos, aungque no se podria afimar ya que este perfil no posee
demasiada nitidez por la contaminacién con proteinas, cuya eliminaciéon resultd muy

dificultosa durante la purificacion del ADN.

M12 3 M 456 M78 92101112

o e e D e et D WD

Lineas
- l . . _ M: marcador (1 kb DNA Ladder)

1: BYM- Bglll
2: Ibs- Bglll ligados
3

: YAB- Bglll

4: BYM- Bglll
5: Ibs- Bglll sin ligar

6: YAB- Bqglll

7: BYM- Hindlll
8: Ibs- Hindlll ligados
9

: YAB- Hindlll

10: BYM- Hindlll
11: Ibs- Hindlll ]sin ligar

12: YAB- Hindlll

Fig. 8. Perfiles de restriccion del ADN (electroforesis en gel de agarosa 0,8%), ligados y
sin ligar, de los fagos BYM, Ibs y YAB, obtenidos con las endonucleasas Bglll y Hindlll. Se
indican las posiciones del fragmento de 4 kb (flecha anaranjada), y los fragmentos de
29 y 1 kb (flechas verdes) que aparecen en los perfiles ligado y sin ligar,

respectivamente, del ADN del fago lbs.
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Il. AISLAMIENTO DE MUTANTES ESPONTANEOS FAGORRESISTENTES A PARTIR DE CEPAS
SENSIBLES A FAGOS

Cuando se utilizd la metodologia de cultivos secundarios (CS), se aislaron 20
mutantes presuntivos usando el fago BYM, 23 variantes presuntamente fagorresistentes

cuando se utilizé el fago YAB, y 33 cuando se usd el fago lba.

En cambio, a partir de medio agarizado (MA), se aislaron 5, 6 y 7 variantes
presuntamente fagorresistentes cuando se usaron los fagos BYM, YAB e lbs,

respectivamente.

Il. CARACTERIZACION DEL FENOTIPO FAGORRESISTENCIA

ll.1. Confirmacion de la fagorresistencia y eficiencia de recuperaciéon de

mutantes fagorresistentes

Todos los mutantes presuntivos aislados fueron sometidos al Test de Turbidez para
confirmar su fagorresistencia (Seccién Il de Materiales y Métodos). Aquellos clones
aislados cuyo fenotipo fagorresistencia se mantuvo en el tiempo, fueron considerados
verdaderos mutantes espontdneos fagorresistentes. Por el contrario, aquellos que
perdieron el fenotipo a lo largo de las experiencias confirmatorias, se consideraron

falsos mutantes fagorresistentes y se descartaron.

En general, se observé una mayor recuperacion de mutantes fagorresistentes
confirmados cuando se utilizd la metodologia de cultivos secundarios en comparacion

con medio agarizado (Tabla 4).

Considerando ambas metodologias, fue posible aislar un total de 49 mutantes
presuntivos a partir de Lb. delbrueckii YSD V cuando se usd el fago BYM, de los cuales
solo 12 (24%) fueron confimados como tales. La totalidad de los mutantes
fagorresistentes verdaderos (confirmados) que se aislaron usando el fago BYM

provinieron de la metodologia de CS. A pesar del gran nUmero de clones aislados
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originalmente, sélo un pequeno nimero de mutantes resulté ser realmente resistente al
fago BYM.

A partir de Lb. delbrueckii Ab:, fue posible aislar un total de 29 variantes
presuntivas utilizando el fago YAB, de las cuales 20 (69%) fueron confirmadas como
verdaderos mutantes fagorresistentes. La mayoria de los mutantes presuntivos lisé en el
2° repique del Test de confirmacién de la fagorresistencia (Test de Turbidez), por lo que
fueron descartados. La eficacia de recuperacidon de variantes espontdneas
fagorresistentes fue mds elevada que en el caso del sistema Lb. delbrueckii YSD V/
fago BYM.

Por otro lado, se aislaron 12 (30%) mutantes verdaderos de un total de 40
variantes presuntamente fagorresistentes a partir de Lb. delbrueckii lbs, ufilizando el
fago lbs. La gran mayoria de los clones aislados resultd ser sensible al fago lbs, lisando
en el 2° o 3° repique del Test de confirmacion de la fagorresistencia (Test de Turbidez).
En consecuencia, fue necesario aislar gran cantidad de colonias de modo de
aumentar las probabilidades de reunir un nUmero aceptable de mutantes

fagorresistentes verdaderos.

Tabla 4. Mutantes espontdneos fagorresistentes obtenidos a partir de cepas fago-
sensibles de Lb. delbrueckii, mediante cultivos secundarios (CS) y en medio agarizado
(MA).

N° de mutantes fagorresistentes Eficiencia de
Cepa Fago recuperacion de
sensible litico Presuntivos Confirmados n'wianies
B confirmados (%)
(Lb. delbrueckii)
CS MA CS MA CS MA
YSD V BYM 44 5 12 0 24 0
Ab; YAB 23 6 19 1 83 17
Ibs lbs 33 7 10 2 30 29
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lIl.2. Espectro de hospedadores de los mutantes fagorresistentes

Cuando los mutantes obtenidos a partir de Lb. delbrueckii Ab: fueron puestos en
contacto con los fagos lbs 0 BYM, resistieron los tres repiques sucesivos sin presentar lisis. Lo
mismo ocurrid para los mutantes aislados a partir de Lb. delbrueckii lbs, los cuales
demostraron resistencia a los fagos YAB y BYM. Por su parte, las variantes de Lb. delbrueckii

YSD V fueron también resistentes a los fagos YAB e loa.

lIl.3. Estabilidad de la fagorresistencia

Se observé una elevada estabilidad del fenotipo fagorresistencia en los
mutantes obtenidos a partir de Lb. delbrueckii YSD V (> 7 repiques) y Lb. delbrueckii Ab:
(6 repiques) (Tabla 5). La estabilidad fue mds heterogénea para las variantes aisladas a
partir de Lb. delbrueckii lbs, observdndose que soélo el 41,7% de estos mutantes

resistieron hasta el séptimo repique.

Tabla 5. Estabilidad de la fagorresistencia de los mutantes aislados a partir de Lb.
delbrueckii YSD V, Abi e Ibs (% de mutantes que resistieron sucesivos repiques en

presencia de fagos, sin perder el fenotipo).

Mutantes NUmero de repiques
aislados de Fago
Lb. delbrueckii 1 2 3 4 5 6 7
(cepa)
YSD V BYM 100 100 100 100 100 100 100
(nrR=12)
Ab YAB 100 100 100 100 100 100 95
(nr=20)
Ibs lbs 100 100 100 83.3 41,7 41,7 41,7
(nr=12)

nr: NUmero de mutantes espontdneos fagorresistentes confirmados, aislados a partir de las respectivas

cepas sensibles.
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ll.4. Nivel de fagorresistencia (EOP)

Los valores de EOP obtenidos resultaron menores a 4,4. 108, indicando que los
fagos no fueron capaces de formar placas de lisis en medio agarizado cuando fueron
titulados sobre los mutantes fagorresistentes (Tabla 6). Estos valores de EOP obtenidos
revelaron un nivel de fagorresistencia elevado con relacién a sus respectivas cepas

madres.

lIl.5. Lisogenia

No fue posible detectar fagos libres en los sobrenadantes de los cultivos
pertenecientes a los mutantes espontdneos fagorresistentes aislados, cuando aquellos

fueron ensayados sobre la cepa sensible correspondiente (Tabla 6).

Tabla 6. Nivel de resistencia fagica (EOP), y mecanismos de resistencia implicados
(lisogenia y blogqueo en la adsorcion) en los mutantes espontdneos fagorresistentes
obtenidos a partir de Lb. delbrueckii YSD V, Ab e Iba.

Mutantes
aislados de . . dsorcié
Lb. delbrueckii Fago EOP Lisogenia % Adsorcion
(cepa)
YSD V BYM <3,5.108 - 98,86 +0,35¢«
(NrR=12)
Abs YAB <4,4.10% - 0-34,05
(nr=20)
lbs Jo¥ <4,3.108 - 0-91,24
(nr=12)

a: Valor promedio de tres determinaciones + desviacion standard.
nr: NUmero de mutantes espontdneos fagorresistentes confirmados, aislados a partir de las respectivas

cepas sensibles.
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lII.6. Tasas de adsorcion

La totalidad de las variantes fagorresistentes aisladas a partir de Lb. delbrueckii
YSD V (usando el fago BYM), exhibieron tasas de adsorcion muy altas, con valores
superiores al 98% (Fig. ?). Por el contrario, en el caso de los mutantes obtenidos a partir
de Lb. delbrueckii Ab: (usando el fago YAB), se obtuvieron tasas de adsorcion muy
bajas o nulas, oscilando entre 0y 20% en el 85% de los mutantes, y entre 20 y 34% de
adsorciéon para el 15% restante. Los valores obtenidos para las variantes fagorresistentes
agisladas a partir de Lb. delbrueckii Ibs fueron muy variables, siendo muy bajos en
algunos casos (entre 0 y 20% de adsorcién para el 42% de los mutantes), muy elevado
(entre 60 y 91% de adsorcion para otro 42% de mutantes), y moderado en otros casos
(entre 20 y 60% en el 16% de los mutantes). Todas las cepas sensibles (Lb. delbrueckii

YSD V, Abi e lbs) presentaron tasas de adsorcion mayores a 99%.

Particularmente, un grupo de mutantes aislados a partir de Lb. delbrueckii 1bs
(usando el fago Ibs) presentd, en un principio, una estabilidad de la fagorresistencia
moderada, lisando en el 4° o 5° repique en el ensayo de estabilidad. Por las
caracteristicas observadas inicialmente, estos mutantes fueron congelados (a -20°C vy -
80°C). Posteriormente, estas variantes fagorresistentes fueron descongeladas vy
estudiadas respecto a la adsorciéon, usando el fago Ibs. Los niveles de adsorciéon
obtenidos fueron heterogéneos, observdndose tasas relativamente elevadas (entre 60
y 90%) para aquellos mutantes cuya estabilidad del fenotipo fagorresistencia habia
sido menor (4° - 5° repique). Los mutantes cuyas tasas de adsorciéon fueron elevadas,
fueron enfrentados nuevamente al fago lbs, y esta vez se observo lisis de los cultivos.
Por los resultados expuestos, se corrobordé que un grupo de los mutantes aislados a
partir de Lb. delbrueckii lbs sufrid la reversion del fenotipo fagorresistencia al ser
congelados y posteriormente descongelados. Este hecho no resulta extrano si se
observa la moderada estabilidad de la fagorresistencia (4° - 5° repiques) obtenida

inicialmente, sumado a tasas de adsorcidon elevadas.

Cabe destacar que el resto de los mutantes obtenidos a partir de Lb. delbrueckii
lbs no sufrié reversion del fenotipo fagorresistencia, la cual sélo se verificd para un

pequeno grupo. Por otro lado, la totalidad de los mutantes confirmados, aislados a
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partir de Lb. delbrueckii Ab: y de Lb. delbrueckii YSD V, mantuvieron el fenotipo

fagorresistencia al ser congelados y posteriormente descongelados.
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Fig. 9. Distribucion porcentual de las tasas de adsorcion (% de particulas fagicas
adsorbidas a 42°C - 30 min) exhibidas por los mutantes espontdneos fagorresistentes
aislados a partir de Lb. delbrueckii YSD V (nr= 12) (M), Lb. delbrueckii Ab: (nr =20) (Hl) y
Lb. delbrueckii Ibs (nr = 12) (B ) bagjo presidon selectiva de los fagos BYM, YAB e lbs,

respectivamente.

IV. CARACTERIZACION DE LOS MUTANTES FAGORRESISTENTES

IV.1. Morfologia

Las colonias de los mutantes fagorresistentes presentaron similar aspecto que el de
las cepas madres de las cuales fueron obtenidos. Asimismo, la morfologia celular
observada al microscopio O6ptico fue coincidente con la de las cepas sensibles

correspondientes (Figs. 10, 11y 12).
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Particularmente, Lb. delbrueckii Ab: exhibid una morfologia heterogénea. Las
colonias obtenidas en agar MRS fueron de dos fipos, unas opacas, de bordes irregulares
(R), vy las segundas cremosas, de bordes lisos (L). Al microscopio éptico, se observaron
bacilos rectos y finos en las primeras, y bacilos curvos, algunos “enrulados” en las
segundas (Fig. 10 A). Cuando los dos tipos de colonias fueron aisladas de agar MRS e
inoculados en tubos con caldo MRS, se observd un desarrollo caracteristico para cada
una de ellas. Las colonias R aglutinaron en el fondo del tubo, mientras que las colonias L
desarrollaron de manera homogénea en todo el tubo. Sin embargo, cuando se intentd
realizar estrias sucesivas de cada una de ellas, sélo se consiguid obtener una mezcla de

ambos tipos de colonias.
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Fig. 10. Morfologia celular de la cepa fago-sensible Lb. delbrueckii Abi (A), y sus
mutantes espontdneos fagorresistentes A7 (B) y A1z (C). Fotografias obtenidas por

observacion en microscopio Optico de contraste de fases (1000 x).
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Fig. 11. Morfologia celular de la cepa fago-sensible Lb. delbrueckii YSD V (A), y su
mutante espontdneo fagorresistente V2 (B). Fotografias obtenidas por observacion en

microscopio éptico de contraste de fases (1000 x).
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Fig. 12. Morfologia celular de la cepa fago-sensible Lb. delbrueckii lbs (A), y su mutante
espontdneo fagorresistente Iy (B). Fotografias obtenidas por observacion en

microscopio 6ptico de contraste de fases (1000 x).
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IV.2. Perfil fermentativo de azUcares

El perfil fermentativo de azldcares de los tres grupos de mutantes aislados resultd
similar al de sus correspondientes cepas sensibles, confirmando su pertenencia a las

respectivas especies y subespecies de Lactobacillus (datos no mostrados).

IV.3. Estudios genéticos

IV.3.1. PCR- ARDRA

Lb. delbrueckii Ab1, Lb. delbrueckii Ibs, sus respectivos mutantes y Lb. delbruecki
subsp. lactis ATCC 123157 revelaron, luego de la restriccion con EcoRl, una banda de
aproximadamente 1,4 kb (Fig. 13). De esta manera, las cepas Abi e lbs (asi como sus
mutantes correspondientes) fueron clasificados como Lb. delbrueckii subsp. lactis. Por
ofro lado, Lb. delbrueckii YSD V y sus mutantes, asi como Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus ATCC 118427 revelaron, luego de la restriccién, dos fragmentos de
aproximadamente 0,6 y 0,8 kb, por lo que la cepa YSD V y sus mutantes espontdneos

fueron clasificados como Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus.

IV.3.2. Perfiles RAPD-PCR

En un primer momento, se confeccionaron dos agrupaciones independientes,
que correspondieron a los dos primers usados (M13 y 1254). Estos clusters fueron
construidos agrupando los perfiles obtenidos en la amplificacion con cada uno de los
primers utilizados. No obstante, la resolucidon obtenida no fue satisfactoria. Por esto,
posteriormente se realiz6 una Unica agrupaciéon, combinando los perfiles obtenidos
con ambos primers usados (Fig. 14). De esta manera, se obtuvieron fres clusters bien
definidos, correspondientes a los tres grupos de mutantes y sus respectivas cepas
madres. Para cada cluster, se obfuvo un coeficiente de similitud mayor al 94%,
revelando una gran homologia genética entre las cepas sensibles y sus

correspondientes mutantes fagorresistentes, corroborando que los mismos derivan
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efectivamente de las respectivas cepas sensibles, no siendo el producto de

contaminaciones.

1 2 3 4 567 8 91011 1213 1415 16 17 18

Fig. 13. Perfiles PCR-ARDRA de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V y Lb. delbrueckii
subsp. lactis Ab1 e Ibs, y de algunos de sus mutantes fagorresistentes, digeridos (lineas 3,
5,7,9,11,13,15, 17) o no digeridos (lineas 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16) con EcoRl. Lineas 2 y
3: cepa fago-sensible Abi, Lineas 4 y 5: mutante de Ab, Lineas é y 7: cepa fago-
sensible Ibs, Lineas 8 y 9: mutante de lbs, Lineas 10 y 11: cepa fago-sensible YSD V,
Lineas 12 y 13: mutante de YSD V, Lineas 14 y 15: Lb. delbrueckii subsp. lactis ATCC
123157, Lineas 16 y 17: Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 118427, Lineas 1 y 18:

marcador de peso molecular 1 kbp Plus DNA Ladder.
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Coeficiente de Similitud (%)
90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100

> Mutantes YSD V

|

i Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V

} Mutantes Ib;

Lb. delbrueckii subsp. lactis Ibs

ﬁ%ﬁﬁm

Mutantes Ib;

Mutantes Ab;

oo o [ AT

%» Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab,

Fig. 14. Dendrograma obtenido por comparacion (BioNumerics™ V 3.0, Applied Maths
BVBA, Bélgica) y reagrupamiento (UPGMA: Unweight Pair Group Method with Arithmetic
Averages) de los perfiles RAPD-PCR de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V, Lb.
delbrueckii subsp. lactis Ibs, Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab1 y sus respectivos mutantes

fagorresistentes, usando los primers M13 y 1254,
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IV.4. Andlisis de las proteinas de pared mediante SDS-PAGE

El andilisis de las proteinas de la pared celular de las cepas de Lb. delbrueckii
YSD V, bz y Abi se utiliz& como metodologia confirmatoria de la identfificacion
realizada previamente por métodos fenotipicos (fermentacion de azlcares) vy

moleculares.

El estudio mediante SDS-PAGE revelé dos tipos de perfiles (Fig. 15). EI  primer
grupo presentd una proteina con una masa molecular aproximada de 31 kDa, o dos
proteinas de 30 y 31 kDa, también denominado “doblete”. Este tipo de perfil fue
encontrado para la cepa control Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus ILC 333, y para Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V. El segundo grupo reveld perfiles conformados por
una Unica proteina con una masa molecular de 18 kDa. Este grupo incluyd a la cepa
control Lb. delbrueckii subsp. lactis ILC 232, asi como a Lb. delbrueckii subsp. lactis lbz y

Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab;.

kDa M 2 3 4 5 6 7 M

14,4
20,1

30,0

43,0
67,0

94,0

Fig. 15. Perfiles de proteinas de la superficie de pared celular obtenidos por SDS-PAGE.
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus ILC 333 (linea 2), Lb. delbrueckii subsp. lactis ILC 232
(linea 3), Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V (lineas 4 y 5), Lb. delbrueckii subsp.
lactis Ibs y Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab (lineas 6 y 7, respectivamente). M: Marcador

de peso molecular.
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IV.5. Caracterizacion tecnologica

IV.5.1. Actividad acidificante y proteolitica

En las Tablas 7, 8 y 9 se muestran los valores de pH obtenidos, asi como los
valores de actividad acidificante y proteolitica cuando los tres grupos de mutantes

fueron desarrollados en LDR durante 24 h a 42°C.

El andlisis del pH de los cultivos permitid observar distinfos comportamientos en los
tres grupos de mutantes analizados. Las variantes aisladas a partir de Lb. delbrueckii subsp.
lactis Ab1 fueron clasificadas en dos grupos (Tabla 7). El primer grupo estuvo constituido
por mutantes que alcanzaron valores de pH similares al de la cepa madre (pH 3,98 + 0,10),
y se denominaron variantes “rapidas” (pH 4,02 + 0,07) (nr = 13). El segundo grupo
estuvo formado por aquellas variantes que no coagularon la leche, desarrollando
valores de pH marcadamente superiores al de la cepa madre, clasificdndolos como
variantes “lentas” (pH 5,86 + 0,10) (nk = 7). Por el contrario, la totalidad de los mutantes
fagorresistentes obtenidos a partir de Lb. delbrueckii subsp. lactis Ibs presentaron
valores de pH (4,01 + 0,07) (nr = 12) comparables a los encontrados para la cepa
madre (3,96 + 0,16) (Tabla 8). Algo similar se observd en el caso de los mutantes
espontdneos aislados a partir de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V, siendo
capaces de descender el pH de manera similar (4,03 + 0,08) (nr = 12) a su
correspondiente cepa madre (4,07 £ 0,02) (Tabla 9). Por lo tanto, la totalidad de los
mutantes aislados a partir de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V (nr = 12) y de Lb

delbrueckii subsp. lactis lbs (nr = 12) fueron clasificados como variantes “rapidas”.

Los valores de actividad acidificante y proteolitica de las variantes “réapidas”
aisladas a partir de Lb delbrueckii subsp. lactis Ab: fueron elevados (1,60 + 0,08 % de
dcido lactico; Az 0,58 + 0,10, respectivamente) (nr = 13) y similares a los encontrados
para su correspondiente cepa madre (1,76 + 0,09% de dcido lactico; As«wo 0,56 + 0,05).
En cambio, las variantes “lentas” revelaron valores de actividad acidificante vy

proteolitica muy inferiores (0,33 + 0,03% de dcido lactico; Az« 0,09 +0,02) (nr = 7).
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Todos los mutantes aislados a partir de Lb. delbrueckii subsp. lactis Ibs presentaron
actividad acidificante y proteolitica elevadas (1,38 + 0,09% de dcido Idctico; Asw 0,48 +
0,07) (nr = 12) aligual que su cepa madre (1,44 + 0,06% de d&cido lactico; Az« 0,55 £ 0,01).
Lo mismo ocurridé con las variantes fago resistentes aisladas a partir de Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus YSD V, cuya totalidad presentd elevada capacidad acidificante y
proteolitica (1,22 + 0,11% de acido Idctico; Az 0,34 + 0,04) (nk = 12), de manera similar a
la cepa fago-sensible de la cual fueron obtenidas (1,14 £ 0,01% de dcido lactico; Az4 0,49
+0,05).

Las Figs. 16, 17 y 18 representan la distribucion de los mutantes de acuerdo a las
propiedades tecnoldgicas obtenidas (pH medido a las 24 h, produccion de dcido lactico
y actividad proteolitica). Para las variantes “rapidas” de Lb. delbrueckii subsp. lactis Abs,
puede observarse que, a un rango relativamente estrecho de pH (3,8- 4,2) corresponden ,
sin embargo, rangos amplios de valores de actividad acidificante (1,4- 1,8% de dcido
Iactico) y actividad proteolitica (As«w entre 0,400- 0,800). Algo similar se observd para la
totalidad de las variantes fagorresistentes de Lb. delbrueckii subsp. lactis Ibs y Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V, las cuales presentaron rangos de pH estrechos (3,8- 4,2
en ambos casos), con rangos amplios de actividad acidificante (entre 1,2-1,6 y 1,0-1,4 de
dcido lactico, respectivamente), y de actividad proteolitica (entre 0,25-0,80 y 0,25-0,55,

respectivamente).
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Tabla 7. Actividad acidificante y proteolitica de Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab: y sus

mutantes espontdneos fagorresistentes, a partir de cultivos en LDR (24 h, 42°C).

Actividad Actividad
Tipo de variante Cepa pH @ Acidificante ¢ Proteolitica @
espontdnea sensible / (% acido (OPA Test, As)
fagorresistente Mutante lactico)
Ab 3,98%0,10 1,76 £ 0,09 0,56 £ 0,05
Variantes As 4,02 +0,25 1,59 +0,03 0,42 +0,03
‘rdpidas” A7 3,92+0,10 1,72 0,07 0,53 0,05
As 4,12+0,23 1,57 £ 0,06 0,55+0,07
Ao 4,01 £0,11 1,63 0,04 0,79 £0,10
An 4,05+0,13 1,59 £0,03 0,67 £ 0,09
A2 4,02+0,14 1,63+0,19 0,67 = 0,08
A1z 4,18+0,15 1,53+0,10 0,63 +0,01
Alg 4,02+0,10 1,57 +0,10 0,53 +0,07
Ais 4,01 +0,10 1,72+0,10 0,46 +0,02
Ais 3,97+0,18 1,72+0,04 0,59 £0,03
Ao 4,01+£0,13 1,57 £0,09 0,49 £0,03
A2 4,00 £0,02 1,44 +£0,07 0,59 £ 0,01
A4 3,93+0,05 1,55+0,10 0,60 = 0,05
Variantes Az 5,66+0,15 0,36 £0,01 0,08 +£0,01
“lentas” b A2 592+0,11 0,27 £0,02 0,088 + 0,01
A2s 591%0,16 0,29 0,01 0,07 £0,01
Az 582+0,13 0,35+ 0,06 0,06 £0,02
A2z 5,86 £0,43 0,38 £0,04 0,13+0,05
Az 596+0,13 0,31 £0,02 0,10 £0,06
A 5,89 +0,07 0,33+0,03 0,09 £0,01

a: Los valores corresponden al promedio de tres determinaciones + desviaciéon standard.

b: Clasificaciéon de los mutantes, segun el pH alcanzado por los cultivos en LDR (24 h, 42°C).
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Tabla. 8. Actividad acidificante y proteolitica de Lb. delbrueckii subsp. lactis lbs y sus

mutantes espontdneos fagorresistentes, a partir de cultivos en LDR (24 h, 42°C).

Actividad Actividad
Cepa sensible / pH <@ Acidificante @ Proteolitica @
Mutante (% écido lactico)  (OPA Test, Asao)

Ibs 3,960,146 1,44 1 0,06 0,55 0,01

I3 3,90+ 0,01 1,49 +0,01 0,48 £0,02

lo 4,07 £0,40 1.32+0,04 0.37 £0,06

lo 3.96%0,18 1,47 £0,10 0.48 £0,03

I 3.95+0,12 1,49 £0,10 0,44 +0,02

23 4,07 £0,10 1,28 +0,04 0.45+0,02

l2g 4,06 +0,07 1,30 £ 0,07 0.36 £0,01

29 3,89 £0,07 1,57 £0,07 0,62 £0,09

30 4,02 £0,02 1,36 £0,01 0.44 £0,09

32 4,10%0,12 1.32+0,02 0,52 +£0,05

33 4,00+£0,10 1,40+0,11 0.56 £0,01

38 4,05+0,10 1,32+ 0,06 0,50 £ 0,02

l39 4,03 +0,06 1,34+ 0,04 0.58 £0,04

a: Los valores corresponden al promedio de tres determinaciones + desviaciéon standard.
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Tabla 9. Actividad acidificante y proteolitica de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V

y sus mutantes espontdneos fagorresistentes, a partir de cultivos en LDR (24 h, 42°C).

Actividad Actividad
Cepa sensible / pH<® Acidificante a Proteolitica @
Mutante (% écido lactico)  (OPA Test, Aso)

YSD V 4,07 £0,02 1,14 £ 0,01 0,49 £ 0,05
V2 4,00 £ 0,02 1,13+0,03 0,41 £0,02

Vs 4,07 £0,16 1,11 £0,01 0,39 £0,03

2 4,02 +0,21 1,13+£0,04 0,40+ 0,01
Vio 4,09 £0,10 1,05+0,03 0,28 +0,01
Vi 3,93 +0,06 1,23+0,02 0,35+0,05
Vi2 4,09+0,16 1,10+ 0,04 0,29 +£0,02
Vis 4,19 £0,27 1,34 £ 0,01 0,32+0,01
Vis 3,94 +£0,06 1,34 £ 0,01 0,37 £0,02
Vis 3.93%+0,12 1,38 £ 0,06 0,38 £ 0,01
Viz 4,09 +0,12 1,32 +0,07 0,33+£0,05
Va7 4,01 +£0,08 1,21 +£0,01 0,28 £0,01
Voo 3,98 +0,01 1,32+ 0,04 0,36 +0,01

a: Los valores corresponden al promedio de tres determinaciones + desviacién standard.
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% de Mutantes

3,8-4,0 >4,0-4,2 >4,2-53
pH

Fig. 16. Distribucion porcentual de los mutantes espontdneos fagorresistentes, segun el

pH alcanzado por los cultivos en LDR (24 h, 42°C). (*) Rango al cual pertenece la

correspondiente cepa sensible.

% de Mutantes

0,2-1,0 >1,0-1,2 >12-14 >14-16 >16-1,8
Act. Acidificante (% acido lactico)

Fig. 17. Distribucion porcentual de los mutantes espontdneos fagorresistentes, segun su
actividad acidificante (% de dcido Iactico), valorada en culfivos en LDR (24 h, 42°C).

(*) Rango al cual pertenece la correspondiente cepa sensible.
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90 -

g0 J - . B Mut. Ab1

70 4 - . B Mut. 1b3

60 4 —— - - - B Mut. YSD V

CUEREEEE————
40

% de Mutantes

301-- - S
20 - -------—-—-—-—-—-——-
10{--J------------ SN I

0,05-0,25 >0,25-0,40 >0,40-0,55 >0,55-0,80

Act. Proteolitica (Aszs0 nm)

Fig. 18. Distribucion porcentual de los mutantes espontdneos fagorresistentes, segun su
actividad proteolitica (OPA Test, Asw), valorada en cultivos en LDR (24 h, 42°C).

(*) Rango al cual pertenece la correspondiente cepa sensible.

IV.5.2. Cinéticas de acidificaciéon en leche

Las variantes “rapidas” de Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab1 presentaron cinéticas de
acidificacién similares a la exhibida por su cepa madre, alcanzando los mismos valores de
pH que la misma. Las variantes “lentas” revelaron una velocidad de acidificacion mucho
menor (Fig. 19 A), observdndose valores de pH superiores (24 h, 42°C), a los medidos para
las variantes “rdpidas” (menor produccidn de acidez). Los mutantes fagorresistentes
aislados a partir de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V y Lb. delbrueckii subsp. lactis 1bz
desarrollaron acidez con una velocidad comparable, en general, a la de sus respectivas

cepas madres (Fig. 19 By 19 C).
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Tiempo (h)

Tiempo (h)

pH

Tiempo (h)

Fig. 19. Cinéticas de acidificacion de Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab1 (A) (—), Lb.
delbrueckii subsp. lactis Ibs (B) (—), Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V (C) (—) y sus

respectivos mutantes fagorresistentes (--==-) a 42°C en LDR.
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IV.5.3. Caracterizacion de las variantes “lentas” aisladas de Lb. delbrueckii Ab

Cuando las variantes “lentas” aisladas a partir de Lb. delbrueckii subsp lactis Abs
fueron desarrolladas en LDR con agregado de hidrolizado de caseina (LDR-HC) (0,25%
p/v), fueron capaces de producir un descenso significativo del pH (P < 0,05),
acidificando y coagulando la leche de manera similar a las cepas “rapidas”. Algo
similar ocurrid cuando las cepas fueron inoculadas en LDR adicionada de HC vy
glucosa (LDR-HC-Glu) (1% p/v), no existiendo diferencia significativa (P > 0,05) entre los
resulfados obtenidos con LDR-HC y LDR-HC-Glu. La adicién de glucosa en la leche
(LDR-Glu) tuvo cierta influencia en la capacidad acidificante de los mutantes (P <
0,05), aunque no tan marcada como los casos anteriores. Este ensayo demuestra que
las variantes fagorresistentes “lentas” poseen sobre todo un déficit de actividad
proteolitica (Prt - ), la cual se ve compensada al aportarles una fuente nitrogenada simple

(hidrolizado de caseina) (Tablas 10y 11).

Tabla 10. Desarrollo de variantes fagorresistentes “lentas” aisladas a partir de Lb.
delbrueckii subsp. lactis Ab1, en diferentes condiciones de cultivo (pH alcanzado luego
de 24 h de incubacion a 42°C).

PH @
Mutante
LDR b LDR+HC ¢ LDR + Glu d LDR+HC +Glu e
Atz 5,66 +0,15 3,76 £0,09 5,56 +£0,08 3.94+0,11
A20 592+0,11 3,76 £0,04 4,11£0,13 3.87+0,10
A2s 591%0,16 3,79 £0,04 4,93+0,16 3,78+ 0,04
A2 582+0,13 3.77 £0,04 5,70+£0,28 381+0,14
A2z 5,86 +0,43 3,78 £0,06 535+0,13 3,81 £0,06
Aog 596+0,13 3.80+0,07 5,34+0,10 3.79%0,12
A9 5,89 +0,07 3,81 +£0,08 552+0,15 3.88+0,11

a: Los valores corresponden al promedio de tres determinaciones + desviaciéon standard.

b: Leche descremada reconstituida al 10%; <: LDR adicionada de hidrolizado de caseina (0,25%); @: LDR

adicionada de glucosa (1%); ¢: LDR adicionada de hidrolizado de caseina (0,25%) y glucosa (1%).
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Tabla 11. Andlisis de varianza de una via aplicado a los valores de pH obtenidos a
partir del desarrollo de las variantes fagorresistentes “lentas” (n= 7), aisladas de Lb.

delbrueckii subsp. lactis Ab1, en distintas condiciones de cultivo (24 h, 42°C).

Mil tiple Range Tests for Col _1 by Col _2

Met hod: 95,0 percent Tukey HSD

Col _2 Count Mean Honogeneous G oups

2 7 3, 78143 X

4 7 3,84 X

3 7 5, 21571 X

1 7 5, 86 X

Cont r ast Di fference +/- Limts
1- 2 *2,07857 0,411113
1-3 *0, 644286 0,411113
1- 4 *2,02 0,411113
2 -3 *-1,43429 0,411113
2 -4 -0, 0585714 0,411113
3-4 *1,37571 0,411113

* denotes a statistically significant difference.

1: pH resultante del desarrollo en LDR;
2: pH resultante del desarrollo en LDR-HC;
3: pH resultante del desarrollo en LDR-Glu;

4: pH resultante del desarrollo en LDR-HC-Glu.

IV.6. Caracterizacién biolégica in vitro

Se estudiaron las caracteristicas bioldgicas de las cepas de Lb. delbrueckii
sensibles a fagos (Abi, Ibs, YSD V) y de algunos de sus mutantes espontdneos
fagorresistentes. Las variantes fagorresistentes seleccionadas fueron Az y Az, aisladas a
partir de Lb. delbrueckii subsp. lactis Abi; lss, obtenida de Lb. delbrueckii subsp. lactis
lbs; y V2, adislada a partir de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V. Los mutantes fueron
seleccionados teniendo en cuenta sus caracteristicas tecnoldgicas, las cuales se
asemejan a las de las cepas sensibles respectivas. La eleccidn del mutante Az
(variante “lenta”) tuvo como objetivo evaluar las diferencias (si existieran) respecto a

los mutantes “rapidos” (variante Ay).
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IV.6.1. Tolerancia a jugo gdstrico simulado

La mayoria de las cepas ensayadas sufrid pérdidas en su viabilidad celular
cuando se incubaron en presencia de soluciéon gastrica simulada (pH 2), que oscilaron
entre 3 y 3,5 6rdenes logaritmicos (Tabla 12). El mutante fagorresistente Iy exhibid la
menor resistencia a la solucidon dcida (disminucién de 4,5 érdenes logaritmicos). El
agregado de 20% de LDR a la solucidon gdstrica influencid fuertemente los resultados,
ya que impidid la disminucidon en los recuentos de células viables, demostrando el
efecto protector ejercido por los componentes de la leche sobre la viabilidad celular
bacteriana. Por otro lado, el desarrollo previo de los cultivos en LDR no mejord la
viabilidad celular de las cepas ensayadas. En este caso, las pérdidas en la viabilidad
fueron similares (P > 0,05) a las registradas cuando los cultivos se inocularon

directamente en la solucién gdstrica.

IV.6.2. Resistencia a bilis

Todas las cepas estudiadas presentaron escasa resistencia a la bilis, incluso a
bajas concentraciones (Tabla 13). En presencia de 0,3% y 0,5% de bilis, las cepas
desarrollaron entre 2,9 y 15,1% respecto al confrol, mientras que con 1% de bilis, el
desarrollo observado fue inferior a 7,4% en todos los casos. En particular, Lb. delbrueckii
subsp. lactis Ab: y sus mutantes fagorresistentes A7 y Az fueron los que presentaron
mayor resistencia (desarrollo entre 8,3 y 14,4%) en presencia de bilis, principalmente a
0,3 y 0,5% de la misma. Por otro lado, Lb. delbrueckii subsp. lactis lbz y su mutante
espontdneo Iy también revelaron escasa tolerancia (entre 2,9 y 3,4%), a las tres
concentraciones ensayadas (0,3, 0,5 y 1%). Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V
presentd, asimismo, escasa resistencia (entre 3,4 y 4,2%) para dichas concentraciones.

Por el contrario, su mutante fagorresistente Va reveld mayor resistencia (ente 6y 15,1%).
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Tabla 12. Tolerancia de cepas de Lb. delbrueckii y sus mutantes fagorresistentes a jugo

gdstrico simulado (valores promedio de tres determinaciones + desviaciéon standard).

Tolerancia @ en

Microorganismo/ Cepa Jugo gdstrico JGS adicionado de  JGS adicionado de

simulado (JGS) LDR (20%) cultivos en LDR

Lb. delbruecki  Abib 3,30 0,14 0 3,13 £ 0,05
subsp. lactis Ar 3,41 % 0,09 0 3,41 40,10

Ay 3,54+0,05 0 3,24+0,13
Lb. delbrueckii  Ibsb 3,08%0,12 0 2,90 + 0,07
subsp. lactis loo 45240,11 0 4614013
Lb. delbruecki  YSD V b 3,22+ 0,06 0 3,32+0,14
subsp. bulgaricus . 3,40 + 0,07 0 3,30 + 0,04

a: Disminucion en el recuento de células viables (drdenes logaritmicos UFC/mI) luego de una exposicién
durante 90 min a 37°C.

b: Cepas sensibles a fagos.

IV.6.3. Resistencia a lisozima

Se observd un comportamiento heterogéneo de las cepas en presencia de
lisozima (Tabla 14). Por un lado, el crecimiento de Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab1 y de
sus mutantes fagorresistentes A7 y A1z no fue inhibido por la presencia de lisozima (90%-
100% de desarrollo en 100 ppm de lisozima). Por el contrario, el desarrollo de Lb.
delbrueckii subsp. lactis Ibs fue inhibido incluso a bajas concentraciones (29% de
crecimiento respecto al control, en presencia de 25 ppm de lisozima). Notablemente,
su mutante fagorresistente Iy presentd mayor resistencia, observdndose un crecimiento
de 73 y 43% respecto del control (en presencia de 25 y 100 ppm de lisozima,
respectivamente). Un comportamiento similar fue exhibido por Lb. delbrueckii subsp.

bulgaricus YSD V (78 y 36% de desarrollo, en presencia de 25y 100 ppm de lisozima),
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mientras que su mutante fagorresistente V2 presentd resistencia a concentraciones

mayores (77% en presencia de 100 ppm de lisozima).

Tabla 13. Desarrollo de cepas de Lb. delbrueckii y sus mutantes fagorresistentes en
presencia de 0,3, 0,5 y 1,0% de bilis (valores promedio de tres determinaciones *

desviacion standard).

Desarrollo (%)@ en presencia de bilis
Microorganismo/ Cepa

0,3% 0,5% 1,0%

Lb. delbrueckil Ab; b 11,7413 11,5+1,4 74+1,8
subsp. lactis A7 13,4£3,5 12,1 £33 63+2,1

A7 14,4+1,7 83+1,7 58+1,]
Lb. delbruecki Ibsb 3406 3203 3104
subsp. lactis la9 34419 29405 29402
0. delbrueck YsD Vb 42+08 35404 34403
subsp. bulgaricus

Vo 15,1 £2,1 14,2+2,9 60%1,7

a: Respecto a un confrol (caldo MRS).

b: Cepas sensibles a fagos.

IV.6.5. Uso de prebidticos

Los compuestos prebidticos fueron fermentados con distintas eficiencias, siendo
la inulina el mas utilizado por las cepas estudiadas (desarrollo entre 40% vy 79,5%,
respecto del confrol en MRS-glucosa) (Tabla 15). EI mutante Az fue una excepcion, ya
que éste utilizd con mayor eficiencia la lactulosa (52,4%). La capacidad de fermentar
la inulina por parte del mutante Aiz fue similar a la de su respectiva cepa madre, Lb.
delbrueckii subsp. lactis Ab1 (62,7 y 61,5%, respectivamente), a diferencia del mutante
A7, cuya capacidad de fermentar este prebidtico fue marcadamente menor (29,4%).
El mutante espontdneo sy fermentd la inulina con buena eficiencia, la cual fue mayor

que la correspondiente a su cepa madre, Lb. delbrueckii subsp. lactis lbsz (55,1 y 40%,
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respectivamente). Por otro lado, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V utilizd este
prebidtico con gran eficiencia, en comparacion con su mutante fagorresistente Vo
(79,5 y 52,4, respectivamente). El segundo prebidtico mds utilizado fue la lactulosa,
mientras que el xilitol y la rafinosa fueron fermentados de manera escasa (< 12%) por

las cepas estudiadas y sus mutantes fagorresistentes.

Tabla 14. Desarrollo de cepas de Lb. delbrueckii y sus mutantes fagorresistentes en
presencia de 25, 50 y 100 ppm de lisozima (valores promedio de tres determinaciones +

desviacion standard).

Desarrollo (%) @ en presencia de lisozima

Microorganismo/ Cepa

25 ppm 50 ppm 100 ppm
Lb. delbrueckii Abi b 92+4 92+ 6 905
subsp. lactis Ar 100 £ 2 100+ 3 100 £ 2
Ay 1005 100 £ 1 100+ 3
Lb. delbrueckii Ibsb 29+7 17 %2 62
subsp. lactis l39 7342 48+3 43+5
Lb. delbrueckii YSDV©b 785 664 362
subsp. bulgaricus Vs 94+5 90+ 9 7746

a: Respecto a un confrol (caldo MRS).

b: Cepas sensibles a fagos.
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Tabla 15. Desarrollo de cepas de Lb. delbrueckii y sus mutantes fagorresistentes en
presencia de rafinosa, lactulosa, inulina y xilitol (2%, p/v) (valores promedio de tres

determinaciones * desviacion standard).

Desarrollo (%) @ en presencia de
Microorganismo/ Cepa

Rafinosa Lactulosa Inulina Xilitol
Ab; b 77%0,3 404*53 61,56%1,3 3,121
Lb. delbrueckii
) A7 75172 52,429 29,4+ 3,6 3,1+£0,5
subsp. lactis
Az 11,9+£0,8 33,314, 62,7 5,5 25106
Lb. delbrueckii Ibsb 4616 21445 40,0+ 2,8 3813
subsp. lactis lso 45+05 406+26  551£32 3204
Lb. delbrueckii YSD VP 46*1,5 25,0+ 3,1 795%*7,2 25+0,9
subsp. bulgaricus v, 51+0,4 290%12  524%35 38+13

a: Respecto a un control (caldo MRS-glucosa).

b: Cepas sensibles a fagos.

IV.7. Caracterizaciéon probidtica in vitro

Los resultados obtenidos a partir de la evaluacidon de las propiedades
probidticas de las cepas de Lb. delbrueckii analizadas y de sus mutantes

fagorresistentes se detallan en las Tablas 16y 17.

IV.7.1. Capacidad de deconjugar sales biliares

Se observé un desarrollo heterogéneo de las cepas en presencia de las sales
biliares ensayadas (taurocolato de sodio, TC y taurodeoxicolato de sodio, TDC). Sin
embargo, ninguna de las cepas estudiadas fue capaz de deconjugar estas sales
(Tabla 16).
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Tabla 16. Caracteristicas probidticas in vitro (deconjugacion de sales biliares, actividad

de R-galactosidasa e hidrofobicidad) de cepas de Lb. delbrueckii y sus mutantes

fagorresistentes.
Deconjugacién de sales
- b
. ] biliares Actividad
Microorganismo/ Cepa H (%) <. d
B-gal @
TC DC T
(unid. Miller)
Ab; @ inh inh 419 285
Lb. delbruecki As dn- inh 51+8 2213
subsp. lactis
A7 dn- dn- 573 2514
) Ibza dn- dd- 508 £ 12 62%3
Lb. delbrueckii
subsp. lactis I3 dn - da- 700 + 25 63+9
. YSDV a inh inh 1370 £ 38 52
Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus v, dn - dn - 544%18 8+3

TC: taurocolato de sodio, TDC: taurodeoxicolato de sodio.

a: Cepas sensibles a fagos.

b: inh: inhibicidn completa; dd: desarrollo débil; dn: desarrollo normal; - :ausencia de deconjugacién.
¢: Porcentaje de hidrofobicidad.

d: Valores promedio de tres determinaciones + desviacién standard.

Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab1 fue inhibida totalmente por ambas sales. No
obstante, uno de sus mutantes fagorresistentes (A7) sélo fue inhibido por TDC,
desarrollando normalmente en presencia de TC, mientras que el mutante A7 presentd
un crecimiento normal con ambas sales. Lb. delbrueckii subsp. lactis Ibs y su mutante
I3y exhibieron débil desarrollo en presencia de TDC, aunque ambos desarrollaron muy
bien en presencia de TC. Por ofro lado, Lb. delbrueckii subsp bulgaricus YSD V fue
inhibido por ambas sales, si bien su mutante fagorresistente Va2 desarrolld

normalmente en presencia de las mismas.
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IV.7.2. Actividad de R-galactosidasa

Se evidenci¢ actividad de B-galactosidasa en todas las cepas ensayadas, con
valores que oscilaron entre 41 y 1370 unidades Miller (Tabla 16). El valor mdas elevado se
encontrd en Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V (1370 unidades Miller), mientras
que su mutante fagorresistente V2 reveld una actividad considerablemente menor (544
unidades Miller). La actividad mds baja fue exhibida por Lb. delbrueckii subsp. lactis
Abi y sus mutantes (entre 41 y 57 unidades Miller). Por otfro lado, Lb. delbrueckii subsp.
lactis Ibs y su mutante Iz evidenciaron elevados niveles de p-galactosidasa (508 y 700

unidades Miller, respectivamente).

IV.7.3. Hidrofobicidad

Los valores obtenidos para esta propiedad se mostraron dependientes de las
tres “familias” de cepas analizadas (Tabla 16). Las cepas con mayor capacidad
hidrofébica fueron Lb. delbrueckii subsp. lactis lbs y su mutante fagorresistente las (62 y
63%, respectivamente). Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab: y sus mutantes fagorresistentes
A7 y Az arrojaron valores que oscilaron entre 22 y 28%. Por otfro lado, Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus YSD V y su mutante fagorresistente V2 presentaron los valores mds

bajos (5 y 8%, respectivamente).

Durante el estudio de hidrofobicidad de las cepas, se realizaron observaciones
microscopicas de las fases orgdnica y acuosa, con el objetivo de confirmar los

resultados obtenidos por mediciones de densidad optica (Fig. 20).

Para Lb. delbrueckii subsp. lactis Ibs, se observd gran cantidad de bacilos en la
fase orgdnica (org) (Fig. 20 A), lo que confirmd su elevada hidrofobicidad. Por el
contrario, en el caso de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V, se obtuvo gran
canfidad de bacterias en la fase acuosa (aq) (Fig. 20 B), indicando la mayor

capacidad hidrofilica de esta cepa.
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Fig. 20. Hidrofobicidad de Lb. delbrueckii subsp. lactis Ibs (A) y Lb. delbrueckii subsp.

bulgaricus YSD V (B). aq: fase acuosa, org: fase orgdnica.

IV.7.4. Inhibicién de bacterias patégenas

Todos los SLC de las cepas de Lb. delbrueckii estudiadas y sus respectivos
mutantes espontdneos fagorresistentes demostraron tener algun efecto inhibitorio
frente a las cuatro bacterias patdgenas utilizadas (Salmonella sp. OMS-Ca, E. coli
V517, S. aureus 76 y L. monocytogenes ATCC 15313) (Tabla 17).

Las bacterias patégenas Gram negativo ensayadas (Salmonella sp. OMS-Ca y E.
coli V517) resultaron ser las mds sensibles frente a los SLC de las cepas de Lb.

delbrueckii y sus mutantes fagorresistentes, dando halos de inhibicidn totales
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(didmetros de los halos entre 0,47 y 1,06 cm) (Fig. 21 C y D; Fig. 22 C y D). Por el
conftrario, los SLC ensayados frente a los patdgenos Gram positivo (S. aureus 76 vy L.
monocytogenes ATCC 15313) permitieron un cierto desarrollo de las bacterias
patdgenas, revelando halos de inhibicion parciales (didmetros de los halos entre 0,98 y

1,63 cm) (Figs. 21y 22, Ay B).

Tabla 17. Inhibicion de bacterias patdgenas por parte de sobrenadantes libres de
células (SLC) de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V, Lb. delbrueckii subsp. lactis bz
y Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus Ab: y sus respectivos mutantes fagorresistentes

(valores promedio de tres determinaciones + desviacion standard).

Inhibicién b de

SLC de

Salmonella sp. E. coli S.aureus L. monocytogenes

OMS-Ca V517 76 ATCC 15313
Ab; @ 1,01 0,07 1,06 0,04 1,56*0,05° 1,630,087

Lb. delbrueckii
, A 0,83 +0,05 0,80+0,01 1,25+0,03° 1,45+0,02 P

subsp. lactis

Ai7 0,84 + 0,04 0,85+0,03 1,31+0,02° 1,40+0,01 P
Lb. delbrueckii Ibs @ 0,89 + 0,03 0,69+003 1,12+0,04° 1,25+0,06 °
subsp. lactis I3 0,47 + 0,02 0,60+0,01 0,98+0,02° 1,21 +0,03°7
Lb. delbruecki YSDV @ 0,96 0,01 0,78+0,02 1,36+0,06° 1,25+0,08°
subsp. bulgaricus  y/, 0,98 + 0,06 0,91+0,02 1,39+0,03° 1,49 +0,03 P

a: Cepas sensibles a fagos.
b: [didmetro halo de inhibicién (cm) — didmetro del hoyo (1 cm)].

P: Halo de inhibicién parcial.

Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab: reveld halos de inhibicion mayores (P < 0,05) a
los de sus mutantes fagorresistentes (A7y Ai7) en todos los casos. Algo similar ocurrié en
el caso de Lb. delbrueckii subsp. lactis Ibs respecto a su mutante fagorresistente lag,
pero las diferencias fueron significativas (P < 0,05) solamente para la inhibicion de

Salmonella sp. OMS-Ca. En cambio, los halos de inhibicidon para Lb. delbrueckii subsp.
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bulgaricus YSD V fueron algo menores que para su mutante fagorresistente Vo,
observdndose diferencias significativas (P < 0,05) sélo cuando se considera L.

monocytogenes ATCC 15313.

Fig. 21. Halos de inhibicion obtenidos sobre L. monocytogenes ATCC 15313 (A), S.
aureus 76 (B), E. coli V517 (C) y Salmonella sp. OMS-Ca (D), ufilizando los SLC de Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V, su mutante fagorresistente V2, Lb. delbrueckii
subsp. lactis lbs y su mutante fagorresistente Iy, mediante la técnica de difusion en

agar.
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Fig. 22. Halos de inhibicion obtenidos sobre L. monocytogenes ATCC 15313 (A), S.
aureus 76 (B), E. coli V517 (C) y Salmonella sp. OMS-Ca (D), ufilizando los SLC de Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus Ab1, y sus mutantes fagorresistentes A7y A1z, mediante la

técnica de difusion en agar.

IV.7.5. Naturaleza quimica de las sustancias inhibidoras de bacterias patégenas

Cuando se investigd la naturaleza quimica de las sustancias inhibitorias
presentes en los SLC de las cepas de Lb. delbrueckii estudiadas, se observd que esta
propiedad no disminuyd (P > 0,05) luego de someterlos a tratamiento térmico (121°C,
15 min) (Tablas 18, 19 y 20). Esto indicd que la/s sustancia/s inhibidora/s eran de
naturaleza termoestable. Los tratamientos con pepsina y proteinasa K tampoco
disminuyeron (P > 0,05) el poder inhibitorio de los SLC. Sin embargo, la neutralizaciéon

con NaOH produjo la desaparicion total (P < 0,05) del poder inhibitorio presente en
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todos los SLC estudiados, indicando la naturaleza dcida de estos compuestos. La
capacidad inhibitoria de los SLC (sin tfratamiento) fue similar a la observada cuando se
ensay6 caldo MRS acidificado con dcido ldctico (pH entre 3,8 y 4, correspondiente a
los valores alcanzados por cada cepa durante su desarrollo). Sin embargo, cuando se
utilizdé caldo MRS acidificado con HCI se obtuvieron halos de inhibicion parciales. Estos
resultados estarian indicando que el poder inhibitorio de los SLC se debe,
principalmente, a la accion especifica del dcido ldctico producido por las cepas
durante su desarrollo. La Fig. 23 muestra la naturaleza inhibitoria de los SLC de algunas
de las cepas de Lb. delbrueckii ensayadas, sobre las bacterias patdégenas Gram

negativo.

IV.7.6. Adhesion in vitro de Lb. delbrueckii a células eucaridticas en cultivo

Las tres cepas madres de Lb. delbrueckii fago-sensibles estudiadas y sus
mutantes resistentes a fagos, fueron capaces de adherir a células intestinales Caco-
2/TC-7 (Figs. 24 y 25). El nivel de adhesién de las cepas oscild entre 1,1% vy 5,8%. Los
porcentajes de adhesidon mds elevados se observaron para Lb. delbrueckii subsp. lactis
Abi y sus mutantes A7 y A1z (entre 3,8 y 58%). Los menores niveles de adhesion se
observaron para Lb. delbrueckii subsp. lactis Ibs y su mutante fagorresistente sy (1,7 y
1.8%, respectivamente). Asimismo, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V presentd
bajos niveles de adhesidon a la linea de células intestinales Caco-2/TC-7 (1,1%). No
obstante, su mutante espontdneo V2 reveld niveles de adhesidon notablemente

superiores (3,5%).

En la Fig. 25 A y B se observa un fondo de células Caco-2/TC-7 confluentes
(“césped”), y sobre estas, algunos bacilos adheridos a la superficie celular. Las
bacterias se adhirieron individualmente o agrupadas. Estas agrupaciones bacilares
pueden deberse a la presencia de alguna sustancia cohesiva, como exopolisacdridos.
Es por esto que los valores de adhesidon obtenidos mediante recuento en agar pueden
no reflejar la realidad, ya que al momento de realizar el recuento, cada agrupacion

bacteriana se tfraduce en una “unidad formadora de colonia” (UFC).
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Tabla 18. Halos de inhibicion (en cm) de SLC de cultivos de Lb. delbrueckii subsp. lactis
Ab y sus mutantes fagorresistentes A7 y Aiz, sometidos a distintos tratamientos (valores

promedio de fres determinaciones + desviacién standard).

Inhibicion de @

Cepa/SLCy .
controles Salmonella E. coli S. aureus L. monocytogenes
OMS-Ca V517 76 ATCC 15313
Ab
SLCrc 0,51 £0,05 1,05+0,12 1,70%£0,15° 1,08+0,03°
SLCnr 0 0 0 0
SLCr 0,53+0,02 1,1+£0,08 1,7+0,08° 100,057
SLCrs 0,60+0,01 095+002 1,63+£0,11° 1,1+£0,02°
SLCrx 0,62+0,12 1,03+0,05 1,73+0,12° 1,1+£0,03°
Ay
SLCrc 0.82+0,04 082+0,04 1,28+005° 0,57+0,01°
SLCnr 0 0 0 0
SLCrr 0.80+0,05 093+0,03 1,08+0,08F° 0,60+0,06"
SLCrs 0,70£0,03 0,62+0,01 1,27 +£0,03° 0,47 £0,11°
SLCrx 0.80+0,13 080+0,04 1,21+0,03F° 0,55+0,08°
Az
SLCic 1,00+ 0,05 091+0,04 1,60+0,08F° 0,71 +£0,08°
SLCnr 0 0 0 0
SLCrr 0,98+0,15 091+0,08 1,48+005° 0,80+0,04°
SLCps 0,77 £0,12 081+0,12 1,70£0,04F° 0,53+0,03°
SLCrx 1,02+0,10 083+0,14  1,62+0,13° 0,78+0,11°
MRS 0 0 0 0
MRS-HCI 0,60+0,01° 0,65+0,09P 1,22+0,15° 0,57 +0,09 7
MRS-AL 0,88 £0,06 0.86 +£0,05 1,58+0,12° 0,72+0,13°

TC:sin tratamiento; NT: neutralizacién con NaOH; TT: tratamiento térmico (121°C, 15 min); PS: tratamiento
con pepsing; PK: tratamiento con proteinasa K, MRS-AL: caldo MRS acidificado con dcido ldctico (pH 4),
MRS-HCI: caldo MRS acidificado con dcido clorhidrico (pH 4).

a: [didmetro halo de inhibicién (cm) - didmetro del hoyo (1 cm)].

P: Halo de inhibicién parcial.
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Tabla 19. Halos de inhibicion (en cm) de SLC de cultivos de Lb. delbrueckii subsp. lactis

lbs y sumutante fagorresistente lss, sometidos a distintos tfratamientos (valores promedio

de tres determinaciones + desviacién standard).

Inhibicion de @

Ci’i’)‘:ﬂﬁ;ﬁ 4 Salmonella E. coli S. aureus L. monocytogenes
OMS-Ca V517 76 ATCC 15313
Ibs
SLCrc  0,65+0,04 0,75+0,05 1,40+£0,15°F 0,66 £0,03°P
SLCnr 0 0 0 0
SLCr 0,63 +0,05 0,70+£0,12 1,52+0,08° 0,65+0,07°
SLCps 0,66 +0,03 0,60 £ 0,08 1,77+0,11°P 0,61+£0,01°
SLCrk 0,62 £ 0,09 0,77 £0,14 1,35+0,03°P 0,63x0,15°P
I39
SLCre 0,67 £ 0,06 0,80+ 0,06 1,44+0,05° 0,59 £0,03°
SLCnr 0 0 0 0
SLCr 0,73+£0,14 0,87 £0,05 1,27 £0,08°F 0,53+0,09°
SLCps 0,62 +0,07 0,55 +0,09 1,37 £0,06F 0,58 £0,03°P
SLCrk 0,77 £0,06 0,80+ 0,01 1,40+0,03° 0,57+£0,02°
MRS 0 0 0 0
MRS-HCI 0,48 £0,04°F 0,50+£0,06 7 1,15+0,09° 0,32+£0,02°
MRS-AL 0,65+0,10 0,75+£0,02 1,43+0,13°P 0,58+0,01°

TC:sin fratamiento; NT: neutralizacién con NaOH; TT: fratamiento térmico (121°C, 15 min); PS: tratamiento

con pepsinag; PK: tratamiento con proteinasa K, MRS-AL: caldo MRS acidificado con d&cido ldctico (pH 4),
MRS-HCI: caldo MRS acidificado con dcido clorhidrico (pH 4).

a: [didmetro halo de inhibicién (cm) - didmetro del hoyo (1 cm)].

P: Halo de inhibicién parcial.
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Tabla 20. Halos de inhibicion (en cm) de SLC de cultivos de Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus YSD V y su mutante fagorresistente V2, sometidos a distintos tfratamientos

(valores promedio de tres determinaciones + desviacién standard).

Inhibicion de @

Ci%‘:“{;:cs: y Salmonella E. coli S. aureus L. monocytogenes
OMS-Ca V517 76 ATCC 15313
YSDV
SLCrc 0,73+0,05 082+0,07 051+£001F 0,46 £0,05°P
SLCnr 0 0 0 0
SLCrr 0,73+£0,03 080+004 0,42+0,02° 0,43+0,03°
SLCps 0,72+0,10 0,92+0,01 0,58+0,08° 0,45+0,06°
SLCrx 0,80+£0,02 085+0,03 050+0,03° 0,43x0,06°P
V2
SLCrc 0,65+ 0,05 0,73+x0,05 051%£001° 0,52+0,03°P
SLChnr 0 0 0 0
SLCrr 0,67 £ 0,09 0,20£0,13 0,63£0,04°F 0,51 £0,02°
SLCps 0,67 0,03 0,670,099 042+002°F 0,53+0,03°P
SLCrx 0,53 +£0,05 0,67+0,12 0,50+0,01° 0,60+0,01°
MRS 0 0 0 0
MRS-HCI 0,45+0,12° 0,48+0,057 0,39+0,02° 0,33x0,01°
MRS-AL 0,69 £0,02 0,75+£0,01 0,60£0,05° 0,55£0,06°

TC:sin tratamiento; NT: neutralizacion con NaOH; TT: fratamiento térmico (121°C, 15 min); PS: tratamiento

con pepsina; PK: tratamiento con proteinasa K, MRS-AL: caldo MRS acidificado con dcido ldctico (pH 4),

MRS-HCI: caldo MRS acidificado con dcido clorhidrico (pH 4).

a: [didmetro halo de inhibicién (cm) - didmetro del hoyo (1 cm)].

P: halo de inhibicién parcial.
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Fig. 23. Halos de inhibicion obtenidos utilizando SLC de Lb. delbrueckii Ab: (A y B) e lbs
(C y D), sobre E. coli V517 (A, B y C) y Salmonella sp OMS-Ca (D). SLCrc: SLC sin
tratamiento; TT: SLC calentado (121°C, 15 min), NT: SLC neutralizado (pH 7); PS: SLC
tratado con pepsina; PK: SLC fratado con proteinasa K; MRS: medio de cultivo (pH 6,8);

MRS+AL: medio de cultivo acidificado con dcido Iactico (pH 4).

IV.7.7. Inhibicidon de la adhesidn e invasion de Salmonella enterica serovar

Enteritidis por sobrenadantes de cepas de Lb. delbrueckii

En general, el pretratamiento realizado a S. enterica serovar Enteriditis con los
SLC (1 h, 37°C) condujo a una disminucién importante en la adhesion de este
patdgeno a las células eucaridticas, y también redujo su capacidad de invasion (Fig.
26). Se observd un incremento en el recuento extracelular de S. enterica serovar
Enteritidis cuando este patdégeno fue pretratado con los SLC, en comparacion con el
recuento de células de la bacteria patdgena en el ensayo control (pretratamiento

con PBS). La asociacion del patdégeno disminuyd levemente cuando se lo preincubd
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con MRS (pH 4,5), mientras que la proporcion de bacterias patdgenas extracelulares

aumentd, en comparacion con el ensayo control (en PBS).

El pretratamiento del patdégeno con los SLC de Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab: y
sus mutantes espontdneos Az y A1z condujo a una marcada disminucion en la
adhesidén e invasion de S. enterica serovar Enteritidis a las células Caco-2/TC-7. El
efecto fue similar para la cepa madre fago-sensible Abi y su mutante fagorresistente
A7, y mds acentuado para el mutante Az. Asimismo, el pretratamiento del patdégeno
con SLC de cultivos de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V y de su variante
fagorresistente V2, derivd en una notable disminucién de la capacidad de adhesion e
invasion de este patdégeno. Algo similar ocurrié cuando se puso en contacto a S.
enterica serovar Enteritidis con SLC de Lb. delbrueckii subsp. lactis Ibs. Sin embargo, el
pretratamiento del patégeno con SLC de su mutante fagorresistente Iy, reveld menor
efectividad en la reduccion de la asociacion e invasion del patdgeno, demostrando

menor poder antimicrobiano que su correspondiente cepa madre.

Nivel de adhesiéon (%)

Fig. 24. Adhesion de cepas de Lb. delbrueckii sensibles a fagos (Abi, YSD V e lbs) vy sus
respectivos mutantes fagorresistentes (A7, A1z, V2 e la9) a células intestinales Caco-2/TC-
7. Las barras representan el promedio + desviacion standard de tres experiencias

independientes.
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Fig. 25. Adhesidon de Lb. delbrueckii subsp. lactis Abi (A) y Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus YSD V (B) a células Caco-2/TC-7. Fotografias obtenidas por examen al
microscopio optico (400 x), de las células Caco-2/TC-7 cultivadas sobre portaobjetos

redondos, fijadas con formol y coloreadas con Gram, luego del ensayo de adhesion.
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Fig. 26. Efecto del pretratamiento de S. enterica serovar Enteritidis con SLC de cepas de
Lb. delbrueckii sensibles a fagos (Abi, YSD V e lbs) y sus respectivos mutantes
fagorresistentes (A7, A7, V2 e I9) en relacidon a la capacidad de S. enterica serovar
Enteritidis para adherir e invadir células Caco-2/TC-7. Los efectos se exhiben en
comparacion con aquellos observados en PBS (control) y MRS (pH 4,5). Las barras

representan el promedio + desviacion standard de tres experiencias independientes.

IV.8. Estudio in vivo de la capacidad inmunoestimulante de cepas de Lb.

delbrueckii sensibles a fagos, y sus mutantes espontdneos fagorresistentes

IV.8.1. Ensayo de traslocacion

El ensayo de traslocacion se realizé en el higado de los animales control y en los
ratones que recibieron las suspensiones de las tres cepas madres (Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus YSD V, Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab1 y Lb. delbrueckii subsp. lactis Ibs) y sus
mutantes fagorresistentes (V2, Az y Az, e I, respectivamente), en dosis de 108
UFC/dia/animal durante 2, 5 o 7 dias consecutivos. No se detectaron bacterias en el
higado de los ratones del grupo control ni del grupo tratado para ninguna de las dosis

ensayadas. Este hecho demostrd que la cantidad de bacterias administradas en forma
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oral fue adecuada y segura, y que no induciria ningun desequilibrio de la microflora

intestinal que pudiera conducir a su traslocacion a otros érganos.

IV.8.2. Estudio histologico del intestino

El estudio histolégico del intestino delgado (mediante coloracidn con
hematoxilina-eosina) no reveld diferencias en la estructura morfoldgica entre el grupo
de ratones control y el grupo que recibid las suspensiones de Lb. delbrueckii. Se
observaron algunos infiltrados linfocitarios con ausencia de edema o atrofia de la
mucosa. La altura y la profundidad de las vellosidades del intestino de los animales
tfratados fueron similares a la de los ratones del grupo control. No se observaron
cambios morfoldgicos significativos en la arquitectura general del intestino delgado

del grupo de ratones tratados respecto al grupo control de ratones.

IV.8.3. Determinacién del numero de células IgA* presentes en el intestino

delgado por inmunofluorescencia

Todas las cepas fago-sensibles de Lb. delbrueckii y sus mutantes fagorresistentes
estudiados, fueron capaces de activar la respuesta inmune mediada por células IgA*
en la mucosa del intestino delgado, pero de manera distinta (Fig. 27). La
administracion oral de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V y su mutante fago
resistente V2 condujo a un incremento significativo en el nUmero de células IgA* en la
ldmina propia del intestino delgado para todos los periodos de alimentacion
ensayados, aungue no se observd diferencia en el perfil de células IgA* obtenido entre
estas cepas. La administracion oral de Lb. delbrueckii subsp. lactis lbs y su mutante
fagorresistente Iy también indujo a un aumento importante en el nimero de células
IgA* para todos los periodos de alimentaciéon ensayados, pero el perfil observado fue
distinto que en el caso de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V. Para Lb. delbrueckii
subsp. lactis Ibs y su mutante espontdneo, la maxima proliferacion de células IgA* se
observé al dia 7, mientras que para Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V vy su
mutante se observé al dia 5. Por Ultimo, la administracion oral de Lb. delbrueckii subsp.

lactis Ab1 provocd un incremento significativo en el nUmero de células IgA* sdlo al
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quinto dia de alimentacién, mientras que para sus mutantes fagorresistentes A7 y A7 se
verificd un aumento importante de células IgA* para todos los periodos de
alimentacion ensayados. Ambos mutantes fagorresistentes (A7 y Aiz) revelaron mejor
capacidad para inducir la proliferacion de células IgA* que su cepa madre, aungue

no se observd diferencia significativa entre ellos.

270

O2d @5d @O7d

N

Fig. 27. Efecto de la administracion oral de cultivos de Lb. delbrueckii sensibles a fagos

240 A

210 A

180 -

150

N° células IgA+ /10 campos

120

A7 A17

90

Control  YSDV V2 b3 139 b

(Ab1, YSD V e lbs) y de sus mutantes espontdneos fagorresistentes (A7, Aiz, V2 e l39)
durante 2, 5 o 7 dias consecutivos (108 UFC/dia/raton), sobre el numero de células
productoras de IgA en la Idmina propia del intestino delgado de ratones. (*) Diferencia
significativa respecto al control (P < 0,05). Las barras con el mismo superindice no

difieren significativamente (P > 0,05).
IV.9. Derivados adaptados a bilis
Considerando la escasa tolerancia de las cepas de Lb. delbrueckii estudiadas

a la bilis (Seccién 1V.6.2), se planted el propdsito de obtener derivados con resistencia

incrementada a bilis.
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IV.9.1. Determinaciéon de la concentraciéon inhibitoria minima (CIM)

La CIM oscild entre 0,35 y 0,40% de bilis para todas las cepas de Lb. delbrueckii
ensayadas (Tabla 21). En particular, la CIM para la cepa fago-sensible Lb. delbrueckii
subsp. lactis Ab1 y su mutante fagorresistente A7 fue ligeramente menor (0,35% de bilis)
que para su mutante Ai7 (0,40%). La variante espontdnea V2 presentd un valor de CIM
algo mayor (0,40% de bilis) que su cepa madre Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V
(0,35%). Lb. delbrueckii subsp. lactis lbs y su mutante fagorresistente sy presentaron
idéntico valor de CIM (0,35%).

Tabla 21. Desarrollo (24 h, 37°C) de cepas de Lb delbrueckii y sus mutantes

fagorresistentes en medio liquido adicionado de bilis.

. . Desarrollo (%) @ en presencia de bilis (%)
Microorganismo/ Cepa

0,01 005 010 015 020 025 030 035 040

Lb. delbrueckii Ab; b 99 98 92 53 15 7 3 0 -
subsp. lactis

A7 100 99 98 65 32 17 5 0 -

Az 100 97 95 83 55 23 18 6 0
Lb. delbrueckii Ibs b 100 90 77 49 34 18 6 0 -
subsp. lactis

I39 100 94 47 14 9 8 6 0 -
Lb. delbrueckii YSD VP 98 97 69 23 22 17 2 0 -
subsp.

_ V2 100 97 96 79 76 58 27 12 0

bulgaricus

a: Respecto a un cultivo control (caldo MRS sin bilis).

b: Cepas sensible a fagos.

IV.9.2. Obtencion de derivados adaptados a bilis

Fue posible obtener derivados adaptados a 0,3, 0,6 y 0,9 % de bilis a partir de Lb.
delbrueckii subsp. lactis Ab1 (Abi93, Abi19¢ y Abi9?) y sus mutantes fagorresistentes Az
(A793, A70¢ y A0%) y Az (A1798, A1706 y A1799), asi como para Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus YSD V (YSD V03, YSD V06 y YSD V09) y su mutante V2 (V203, V206y V209), para las
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mismas concentraciones de bilis. Sin embargo, no fue posible obtener derivados
adaptados a bilis a partir de Lb. delbrueckii subsp. lactis Ibz y su mutante espontdneo

I39.

IV.9.3. Estabilidad de los derivados adaptados a bilis

Cuando se considerd la metodologia (a) descripta en la Seccién V.9.3
(Materiales y Métodos), se obtuvieron los siguentes resultados. Los derivados
adaptados a bilis obtenidos a partir de Lb. delbrueckii subsp. lactis Abi y sus mutantes
fagorresistentes A7 y A1z fueron estables, presentando un desarrollo adecuado a lo
largo de los 6 repiques realizados en caldo MRS y una muy buena tolerancia posterior
a la bilis en medio agarizado (Fig. 28). Por el contrario, los derivados obtenidos a partir
de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V y su mutante fagorresistente V2 revelaron
pérdida de estabilidad respecto a la resistencia a bilis, exhibiendo escasa tolerancia
luego de seis repiques en caldo MRS y exposicion a la bilis en medio agarizado (Fig.
29).

Cuando se analizaron los resultados obtenidos utilizando la metodologia (b)
descripta en la Seccién IV.9.3 (Materiales y Métodos), se observd que los derivados
aislados a partir de Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab1 y sus mutantes fagorresistentes A7 y
Ai7 fueron estables, reflejdndose en la DOs¢ medida (Fig. 30) y en los recuentos
celulares en medio agarizado (Fig. 32). La escasa estabilidad de los derivados aislados
de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V y su mutante fagorresistente V2 coincidieron
con valores de DOs¢ y de recuentos en medio agarizado muy bajos (Figs. 31 y 33,

respectivamente).

Con respecto a la morfologia de los derivados estables obtenidos, se pudo
apreciar que, en general, el tamano celular disminuyd con la adaptaciéon a bilis. La
Fig. 34 muestra la morfologia de Lb. delbrueckii Abi (sin adaptar) y de su derivado
Ab19?, luego de seis repiques sucesivos en caldo MRS. Esta observacion desmostré que
la morfologia del derivado es estable, aun después de seis repiques sucesivos en

ausencia de bilis.
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Fig. 28. Estabilidad (meftodologia a) de derivados adaptados a bilis de Lb. delbrueckii

subsp. lactis Ab1 (A) y sus mutantes Az (B)y Ai7 (C). Recuentos en agar MRS (48h, 37°C)

adicionado (E4) o no (W) de bilis (0,3%, 0,6% © 0,9%), luego de seis repiques en caldo

MRS.
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Fig. 29. Estabilidad (metodologia a) de derivados adaptados a bilis de Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus YSD V (A) y su mutante V2 (B). Recuentos en agar MRS (48h, 37°C)

adicionado () o no (M) de bilis (0,3%, 0,6% 6 0,9%), luego de seis repiques en caldo
MRS.
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Fig. 30. Estabilidad (metodologia b) de derivados adaptados a bilis de Lb. delbrueckii
subsp. lactis Ab1 (A) y sus mutantes A7 (B) y A1z (C). Desarrollo (DOse¢) de los cultivos en
caldo MRS adicionado (B) o no () de bilis (0,3%, 0,6% 6 0,9%), luego de seis repiques
en caldo MRS.
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Fig. 31. Estabilidad (metodologia b) de derivados adaptados a bilis de Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus YSD V (A) y su mutante V2 (B). Desarrollo (DOss0) de los cultivos en
caldo MRS adicionado (B) o no (H) de bilis (0,3%, 0,6% © 0,9%), luego de seis repiques

en caldo MRS.
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Fig. 32. Estabilidad (metodologia b) de derivados adaptados a bilis de Lb. delbrueckii
subsp. lactis Abi1 (A) y sus mutantes A7 (A) y Aiz (C). Recuentos en agar MRS de los
cultivos en caldo MRS adicionado () o no () de bilis (0,3%, 0,6% 6 0,9%), luego de
seis repiques en caldo MRS.
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Fig. 33. Estabilidad (metodologia b) de derivados adaptados a bilis de Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus YSD V (A) y su mutante V2 (B). Recuentos en agar MRS de los cultivos

en caldo MRS adicionado ( N) o no ( H) de bilis (0,3%, 0,6% 6 0,9%), luego de seis
repiques en caldo MRS.
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Fig. 34. Morfologia celular de la cepa fago-sensible Lb. delbrueckii Ab: (A), y su derivado
Ab19? adaptado a 0,9% de bilis (B). Fotografias obtenidas por observacion en microscopio

Optico de contraste de fases (1000 x).

IV.9.4. Confirmacion de la fagorresistencia y tasas de adsorcion

Los derivados Ab193, Abi%¢y Abi19? conservaron su sensibilidad hacia el fago YAB
(Tabla 22). Asimismo, los derivados adaptados a bilis del mutante fagorresistente Az
(A1793, A170¢ y A17,09) presentaron idéntica resistencia fagica que la variante original. Sin
embargo, el mutante A7 presenté modificaciones respecto a su resistencia fagica. Asi,
mientras que los derivados A7%3 y A;%6 conservaron la fagorresistencia, el derivado A7

perdi6é esta propiedad, volviéndose sensible al fago YAB.

Cuando se evaluaron las tasas de adsorcidon de los derivados estables
obtenidos, se lograron los resultados que se exhiben en la Tabla 22. Confirmando los
resultados observados durante el estudio de la fagorresistencia, el derivado A70? fue el
Unico que exhibidé cambios en cuanto a los niveles de adsorcién del fago YAB, ya que

éste se elevd desde 0% a 99,2%, justificando la reversion hacia la sensibilidad fagica.

IV.9.5. Curvas de crecimiento

La Fig. 35 ilustra las cinéticas de crecimiento de Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab: y
sus derivados adaptados a 0,3 y 0,9% de bilis, en caldo MRS adicionado de 0,3y 0,9%
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de bilis, durante 28 h a 37°C. Este comportamiento es representativo del exhibido por

los demds derivados aislados.

La cepa Ab: (no adaptada) no tuvo la capacidad de desarrollar en presencia
de bilis. Por otro lado, su derivado adaptado Ab:%3 presentd un muy buen desarrollo
en presencia de 0,3% de bilis y un escaso desarrollo en presencia de 0,9% de este
compuesto. El derivado Abi1%? demostrd, por su parte, un excelente desarrollo, tanto

en presencia de 0,3% como 0,9% de bilis.

Tabla 22. Sensibilidad fagica y tasas de adsorcidn en los derivados con resistencia
incrementada a bilis, obtenidos a partir de Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab; y de sus

mutantes fagorresistentes A7y Ars.

Cepa original/

Derivado sensibilidad al % de Adsorcion @
adaptado a bilis fago YAB
Abs + 99,30 £ 0,50
Alb103 + 99.15+£0,25
Ab06 + 98.80 £ 0,30
Ab079 + 99.10%£0,50
A - 0
A3 - 0
A0 - 0
AS09 + 99.20+0,20
Avr - 0
Ai703 - 0
Ai705 - 0
Ai1709 - 0

a: Valor promedio de tres determinaciones + desviacién standard.
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Fig. 35. Cinéticas de crecimiento de Lb. delbrueckii subsp. lactis Abi y sus derivados
adaptados a 0,3% y 0,9% de bilis en caldo MRS, sin el agregado (A) o con agregado
de 0,3% (B) 0 0,9% de bilis (C).
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IV.9.6. Actividad acidificante y proteolitica

Los derivados estables adaptados a bilis mantuvieron (P > 0,05) las propiedades
tecnoldgicas de las cepas originales, en cuanto a la actividad proteolitica, pH y acidez

alcanzados alas 24 h (Tabla 23).

De manera similar a las cepas originales, los derivados adaptados a bilis de Lb.
delbrueckii subsp. lactis Ab1 y de su mutante fagorresistente As presentaron una
elevada acidificacion de la leche a las 24 h (entre 1,54 y 1,75 % de &cido lactico),
oscilando los valores de pH entre 3,95 y 4,10, con una actividad proteolitica elevada.
Los derivados A1793, A179¢ y A1709 mostraron un escaso desarrollo de acidez en la leche
(aproximadamente 0,35% de dcido lactico), y légicamente, muy escasa actividad
proteolitica (As« aproximada a 0,10), al igual que el mutante fagorresistente originall
(A17).
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Tabla 23. Valores de pH, acidez y actividad proteolitica, desarrolladas en LDR, para

derivados con resistencia incrementada a bilis, obtenidos a partir de Lb. delbrueckii

subsp. lactis Ab: y de sus mutantes fagorresistentes A7 y Airz.

Cepa original/
Derivado adaptado
a bilis
Abs
Al 03
Ab10¢
Ab;0.9
A7
AF0.3
A708
AF0.9
Ay
A17O'3
A1707

A1709

a: Valores alcanzados por los cultivos en LDR (incubacién a 42°C durante 24 h).

b: Valores promedio de fres determinaciones * desviacién standard.

pH a, b

3,98%0,10
4,02+0,03
4,05 +0,05
4,06 £0,02
3,.92+0,10
3.95+0,05
4,10£0,01
4,03%0,10
5,66*0,15
5,72+0,10
5,77 £0,06

5,78 £0,03

Actividad Acidificante a.b

(% acido lactico)

1,76 £0,09
1,56 £0,10
1,69 £0,06
1,75 +£0,04
1,72 0,07
1,62+£0,05
1,68 £0,02
1,564 £0,09
0,36 0,01
0,37 £0,02
0.35%£0,03

0.34%£0,03

(OPA Test, Az )

0,56 £0,04
0,49 £0,03
0,53 £ 0,02
0,52+ 0,04
0,53 10,05
0,45+ 0,01
0,50+ 0,03
0,48 £ 0,06
0,08 £ 0,01
0,09 +£0,05
0,10 0,01

0,10%£0,02

Actividad Proteolitica ab
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Discusion

Las bacterias ldcticas son usadas en una gran variedad de procesos
fermentativos industriales, gracias a su capacidad para transformar numerosos
sustratos en productos complejos o en moléculas especificas. En principio, cualquier
proceso industrial y tecnolégico que dependa de fermentaciones bacterianas serd
vulnerable a los ataques por fagos. Uno de los mayores problemas a los cuales se
enfrenta la industria Idctea fermentativa es el ataque de los cultivos starters por parte
de bacteriofagos. Los fagos pueden atacar a estas BAL, produciendo su lisis y
conduciendo a menor produccion de acidez e incluso frenando totalmente el
proceso fermentativo. Asi, los bacteriofagos representan una amenaza constante, que
deriva en pérdidas econdmicas importantes para la industria Idctea fermentativa. Por
mds de 70 anos, los microbidlogos han intentado eliminar, o al menos controlar la
presencia de los bacteriofagos, los cuales interfieren en la elaboracion de productos
ldcteos fermentados (Moineau y col., 2002; Moineau y Lévesque, 2005). Ya que los
fagos son ubicuos en los ambientes ldcteos, actualmente se intenta moderar o
conftrolar su multiplicacién, en vez de erradicarlos. Las medidas de control incluyen
limpieza del ambiente industrial, uso de sanitizantes, ventilacién adecuada, uso de
medios inhibidores de fagos, rotacién de cultivos y obtencién y uso de cultivos con
resistencia fadgica mejorada. Desde el descubrimiento de los primeros fagos de BAL en
1936 por Whitehead y Cox, rdpidamente se dedujo que una solucidn simple para
combatir los ataques fagicos era la obtencidn de cepas con resistencia fagica
mejorada. Sin embargo, en muchos casos el fenotipo fagorresistencia de los mutantes
obtenidos revertia con los sucesivos repiques, o presentaban pérdida de sus
propiedades tecnoldgicas (capacidad proteolitica y acidificante) (Whitehead, 1953;
Limsowtin y Terzaghi, 1976; Jarvis, 1981). Ademdads, en algunos casos era imposible aislar
variantes fagorresistentes. AUn asi, en ciertas oportunidades los mutantes espontdneos
fagorresistentes aislados demostraban ser estables por periodos prolongados, y no eran
atacados por fagos (Limsowtin y Terzaghi, 1976; Jarvis, 1981). En los anos '80 y '90, las
técnicas “naturales” se fueron abandonando, y las investigaciones se orientaron hacia
el desarrollo y el uso de la ingenieria genética. De esta forma, se obtuvieron muchas
cepas de Lactococcus con resistencia fagica mejorada, principalmente por medio de
tecnologia de ADN recombinante (Hansen, 2002; McGrath y col., 2002), o por insercion
de plasmidos que codificaban para distintos mecanismos de fagorresistencia (Hill,
1993; Klaenhammer y Fitzgerald, 1994; Allison y Klaenhammer, 1998; Pillidge y col.,

2000). Sin embargo, el uso de estas cepas modificadas genéticamente no se ha

151



Discusion

extendido, ya que existen restricciones legales que impiden su utilizacién en alimentos.
Ademds, en los Ultimos anos se ha regresado al concepto de productos “naturales”,
por lo que el consumidor dificimente acepte un alimento que contenga cultivos
ingenierizados. Es asi que, actualmente, se estd volviendo al viejo concepto de la
obtencién de cepas mejoradas utilizando metodologias naturales, que no impliquen
manipulacién genética. En este aspecto y como fue comentado anteriormente, una
de las estrategias mds simples y naturales que puede aplicarse se basa en la
obtencién de mutantes resistentes a fagos a partir de cepas fago-sensibles. Las
variantes fagorresistentes obtenidas son seleccionadas de manera espontdnea a partir
de una poblacién bacteriana predominantemente fago-sensible. No obstante, a pesar
de todas las ventajas de esta metodologia, ha sido escasamente utilizada para cepas
de lactococos, debido a inconvenientes como disminucién de la velocidad vy
capacidad de acidificacion en leche, asi como reversidon del fenotipo fagorresistencia
(Moineau, 1999).

La industria ladctea fermentativa utiliza ampliamente cultivos de Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus y Lb. delbrueckii subsp. lactis para la elaboracion de leches
fermentadas y quesos. Como puede suponerse, estas dos subespecies de Lb.
delbrueckii no escapan a la problemdtica de las infecciones fagicas y en nuestro
laboratorio, recientemente fueron aislados los primeros tres fagos argentinos de Lb.
delbrueckii a partir de elaboraciones fallidas de leches fermentadas (Quiberoni y col.,
2003).

Las micrografias electronicas del fago BYM, litico de Lb. delbrueckii YSD V,
revelaron la presencia de una cabeza isométrica, cola larga y no contrdctil, y una
estructura de collar. En el caso de los fagos YAB e Ibg, liticos de Lb. delbrueckii Ab: e Ibs
respectivamente, esta estructura no se presenta, pero el resto de las caracteristicas son
similares, lo que permitié clasificarlos taxondmicamente dentro del grupo B de Bradley
(1967) y en el morfotipo B1 de la familia Siphoviridae, segun el criterio de Ackermann
(1984). Se han observado similitudes a nivel morfoldgico entre los fagos de Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus y Lb. delbrueckii subsp. lactis. Estudios realizados sobre el
fago LL-H (litico de Lb. delbrueckii subsp. lactis) (Alatossava y col., 1998) y el fago ch2
(litico de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus CH2) (Chow y col., 1988) mostraron

caracteristicas en comun: ambos poseen cabezas de 50 nm de didmetro, colas largas
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no contractiles de 170 a 180 nm de longitud, y un genoma de 34 a 35 kb. Asimismo, las
particulas del fago 10539, litico de Lb. delbrueckii subsp. lactis CNRZ 326, poseen una
cabeza icosaédrica de 47 nm y una cola larga, no contréctil de 159 nm. Por todas
estas caracteristicas morfoldgicas, el fago 10539 también se clasifica dentro de la
familia Siphoviridae (segun Ackermann), y en el grupo B1 de la clasificacion de Bradley
(1967). Muchos fagos son capaces de atacar tanto a cepas de Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus como de Lb. delbrueckii subsp. lactis, lo que indica que el rango de
huéspedes no se limita necesariamente a una subespecie. Este hallazgo es consistente
con el alto grado de similitud entre Lb. delbrueckii subsp. lactis y Lb. delbrueckii subsp.

bulgaricus (Jarvis, 1989).

Se obtuvieron los perfiles de restriccion de los tres fagos autdéctonos de Lb.
delbrueckii, utilizando distintas endonucleasas, lo que permitié confirmar que se trata
de fres fagos distintos. Sin embargo, se pudo observar que los fagos BYM y YAB poseen
algunas bandas en comun, y lo mismo ocurre entre los fagos YAB e Ibs. También se
calculd el tamano del genoma de estos tres fagos, los cuales oscilaron entre 31 y 34 kb.
El peso molecular del fago ch2 (litico de Lb. bulgaricus CH2) se calculd en 35 kb (Chow
y col., 1988). El fago LL-H, litico de Lb. delbrueckii subsp. lactis, posee un tamano de
genoma de 34,6 kb (Alatossava y col., 1998). Un valor similar (35 kb) fue calculado para
el fago 1b539 (litico de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus CRL 539) (Auad y col., 1997).

Cuando se estudid la naturaleza de los sitios de empaquetamiento, no se
observaron fragmentos submolares en el ADN no ligado del fago YAB (se observan las
mismas bandas para el ADN ligado vy sin ligar), por lo que se deduce que los extremos
de su ADN no son cohesivos. Lo mismo puede decirse del fago BYM, aunque en este
caso el perfil obtenido no tuvo la nitidez suficiente, pero su ADN aparentemente no
presentaria extremos cohesivos. En el caso del fago lbs, se pudo observar que al ligar el
ADN desaparecieron dos bandas (fracciones submolares de 1y 2,9 kb), que aparecen
como una banda de mayor peso molecular (de 4 kb), en el perfil ligado
(correspondiente a la suma de los dos fragmentos submolares observados en el perfil
no ligado). En un principio, se pensd que las moléculas de ADN del fago LL-H (litico de
Lb. delbrueckii subsp. lactis) eran circulares (con extremos cohesivos), pero esto fue
refutado posteriormente mediante microscopia electrénica, mediante la cual se

observd que, por el contrario, el ADN de este fago poseia extremos constantes (pac
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sites) (Alatossava y col., 1998). El fago 1b539 (litico de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
CRL 539) posee un ADN de cadena lineal. Estudios realizados con enzimas de
restriccion sugieren que el ADN del fago 1b539 posee extremos pac o constantes (Auad
y col., 1997).

Sin dudas, la fagorresistencia de las bacterias Idcticas es importante por sus
implicancias tecnoldgicas y econdmicas. La resistencia fagica de lactococos fue
estudiada en detalle (Neve, 1996; Moineau, 1999; Moineau y col., 2002), pero son
todavia escasos los estudios similares en lactobacilos (Carminati y col., 1993;
Reinheimer y col., 1993; Quiberoniy col., 1998a, 1998b).

Considerando la importancia de la problemdatica de las infecciones fagicas que
atacan cepas de gran valor comercial, uno de los objetivos principales del presente
trabajo fue el aislamiento y el estudio de mutantes espontdneos fagorresistentes a

partir de cepas de Lb. delbrueckii fago-sensibles.

De las dos metodologias utilizadas, se observd que el aislamiento de mutantes
espontdneos fagorresistentes confirmados fue generalmente mads efectivo cuando se
usO cultivos secundarios (CS) en comparaciéon con medio agarizado (MA). A partir de
CS, fue posible obtener una elevada eficiencia de recuperacidon de mutantes
fagorresistentes aislados de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V y Lb. delbrueckii
subsp. lactis Ab1. Sin embargo, la eficiencia de recuperacion de ambas técnicas fue
similar en el caso de las variantes aisladas a partir de Lb. delbrueckii subsp. lactis lbs. La
mayor efectividad de la técnica de CS obtenida en este tfrabajo, coincide con
trabajos precedentes. Uno de ellos describe el aislamiento de mutantes espontdneos
fagorresistentes de Lb. helveticus ATCC 15807, utilizando los fagos liticos hv y ATCC
15807-B1 (Quiberoni y col., 1998b). Esta técnica también ha sido efectiva para el
aislamiento de variantes espontdneas fagorresistentes a partir de cepas de S.
thermophilus (Binetti, 2001). Recientemente, se reportd una estrategia “natural”
alternativa para la obtencién de variantes de S. thermophilus con resistencia fagica
mejorada, la cual utiliza en forma combinada inmunologia y citometria de flujo
(Viscardi y col., 2003), permitiendo obtener mutantes con propiedades tecnoldgicas

adecuadas. Sin embargo, requiere de un equipamiento costoso.
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Las variantes espontdneas con elevada estabilidad de fagorresistencia son la
base para la formulacién de cultivos iniciadores de composiciéon conocida. En el
presente trabajo, los mutantes fagorresistentes aislados a partir de Lb. delbrueckii YSD V
y Ab presentaron elevada estabilidad de la fagorresistencia, ya que 100% y 95% de sus
respectivos mutantes alcanzaron el séptimo repique sin presentar lisis. En cambio, las
variantes aisladas a partir de Lb. delbrueckii lbs fueron menos estables, y menos de la
mitad de éstas (42%) fueron capaces de resistir hasta el séptimo repique bajo presion
fagica sin presentar lisis. Por otro lado, los mutantes fagorresistentes aislados por
Quiberoni y col. (1998b) usando el fago hv, presentaron baja estabilidad de la
fagorresistencia, ya que el 84,6% desarrolld hasta el tercer repique, y sélo el 15,4%
mostrd resistencia hasta el Ultimo repique. En el caso de los mutantes aislados a partir
de distintas cepas de S. thermophilus, la estabilidad del fenotipo fagorresistencia fue
dependiente de cada grupo de mutantes estudiado, oscilando enfre 0 y 100% los

mutantes que alcanzaron el Ultimo repique sin observarse lisis bacteriana (Binetti, 2001).

Teniendo en cuenta el criterio de clasificacion de Moineau (1999), los valores de
EOP obtenidos para los mutantes de Lb. delbrueckii aislados en el presente trabagjo,
correspondieron a un nivel de fagorresistencia elevado (EOP < 4,4.10¢), al igual que lo
demostrado por Quiberoni y col. (1998b) para mutantes espontdneos fagorresistentes
aislados a partir de la cepa ATTCC 15807 de Lb. helveticus y Reinheimer y col. (1993)

para variantes fagorresistentes de Lb. helveticus CNRZ 328 (usando el fago hv).

Una vez analizados la estabilidad del fenotipo fagorresistencia de los mutantes
aislados y el nivel de fagorresistencia (EOP), se procedidé al estudio de los mecanismos
(extra o intracelulares) involucrados en la resistencia fagica. En el presente trabajo, no
fue posible detectar fagos libres en los sobrenadantes de cultivos en caldo de los
mutantes fagorresistentes, indicando ausencia de liberacion espontdnea de fagos.
Esto sugiere la ausencia de mecanismos de fagorresistencia ligados a lisogenia entre
los mutantes estudiados. Algo similar fue descripto para las variantes fagorresistentes
aisladas a partir de Lb. helveticus ATCC 15807 (Quiberoniy col., 1998b). Por el conftrario,
se demostrd que la lisogenia se encuentra extendida entre las cepas de lactococos
(Josephsen y Neve, 1998) y también se demostré su presencia en cepas de S.
thermophilus, aunque en menor proporcién (Klaenhammer, 1984; Klaenhammer vy

Fitzgerald, 1994). Los mutantes espontdneos fagorresistentes aislados a partir de S.
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thermophilus St 149 revelaron mecanismos de fagorresistencia ligados a lisogenia
(Binetti, 2001).

Al estudiar la adsorcion de los fagos sobre los mutantes aislados, se observd que
aquellos obtenidos a partir de Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab: fueron parcial o
completamente incapaces de adsorber fagos, indicando la presencia de interferencia
en la adsorcion como mecanismo de resistencia fagica. De manera similar, otros
autores reportaron adsorcion disminuida como mecanismo de fagorresistencia entre
mutantes espontdneos adislados a partir de Lb. helveticus ATCC 15807 (Quiberoniy col.,
1998b) y Lb. helveticus CNRZ 892 (Neviani y col., 1992). Posiblemente, existe una
relacion entre fagorresistencia y mutaciones puntuales en el genoma bacteriano.
Ademdas, la disponibilidad de los receptores fagicos podria verse enmascarada por la
produccion de alguna sustancia que se distribuya en la superficie bacteriana,
conduciendo a la disminucion en la eficiencia de adsorcion (Moineau y Lévesque,
2005). Sin embargo, a diferencia de lo observado para las variantes aisladas de Lb.
delbrueckii subsp. lactis Abi, aquellas obtenidas a partir de Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus YSD V, revelaron elevadas tasas de adsorcidén. Esto indica que la
fagorresistencia de estos mutantes no fue debida a un bloqueo en la adsorcidon fagica.
De la misma manera, en frabajos precedentes, los mutantes aislados a partir de cepas
de S. thermophilus presentaron, en general, niveles de adsorcion elevados (entre 80 y
100%), con algunas excepciones, en cuyos casos las tasas de adsorcion oscilaron entre
39 vy 50% (Bineftti, 2001). Las elevadas tasas de adsorcion sugieren la existencia de
mecanismos de interferencia en la inyeccion del ADN fagico, la presencia de algun
mecanismo de resistencia infracelular (tipo R/M o Abi), o una combinacidon de ambos
tipos de mecanismos. Por Ultimo, los mutantes aislados a partir de Lb. delbrueckii subsp.
lactis lbs revelaron tasas de adsorcidon distribuidas heterogéneamente, siendo muy

elevada en algunos casos (cercanas al 100%), y muy bajas en otros (entre 0y 20%).

Es sabido que las tres subespecies de Lb. delbrueckii (subsp. delbrueckii, subsp.
lactis y subsp. bulgaricus), poseen mds del 80% de homologia en su ADN. Se han
aplicado distintfos métodos moleculares con el objetivo de diferenciar e identificar
estas tres subespecies. El andlisis de restriccion del ADN ribosomal amplificado (ARDRA)
ha sido utilizado exitosamente para la diferenciacion de las distintas especies de

lactobacilos (Drake y col., 1996; Giraffa y col., 1998; Roy y col., 2001). Esta técnica fue
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aplicada por Giraffa y col. (1998), con el objetivo de identificar las tres subespecies de
Lb. delbrueckii. Segin estos autores, ARDRA demostrd ser una técnica rdpida y
confiable para identificarlas y diferenciarlas de Lb. helveticus y Lb. acidophilus, usando
la enzima EcoRI. En el presente trabajo de tesis, los perfiles ARDRA revelaron que dos
de las tres cepas identificadas a nivel comercial como Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
eran, en realidad, Lb. delbrueckii subsp. lactis. De esta manera, las cepas Abi e lbs, asi
como sus respectivos mutantes fagorresistentes, fueron reclasificados como Lb.
delbrueckii subsp. lactis, mientras que YSD V y sus mutantes espontdneos fueron

confirmados como cepas de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus.

El uso de RAPD-PCR se ha popularizado debido a las ventajas que presenta. Se
trata de una metodologia rdpida y sensible, ampliamente utilizada para la tipificacion
de cepas del género Lactobacillus (Quiberoni y col., 1998a, 1998c; Torriani y col., 1999;
Giraffa y col., 2004; Rossetti y Giraffa, 2005). El andilisis de los perfiles RAPD fue utilizado
para observar la diversidad o polimorfismo existente entre cepas de Lb. helveticus
aisladas a partir de suero-fermentos obtenidos de elaboraciones de quesos duros
argentinos (Quiberoni y col., 1998a, 1998c) o italianos (Giraffa, 1998). Ademds, esta
técnica ha demostrado ser Util para reconocer cepas de Lb. helveticus, Lb. delbrueckii
subsp. lactis y Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus en cultivos mixtos (Cocconcelli y col.,
1997; Giraffa y col., 1997; Giraffa y Rossetti, 2004). En el presente trabagjo, la
comparacion de los perfiles RAPD obtenidos, permitid revelar clusters bien definidos
para cada grupo de mutantes fagorresistentes y sus cepas madres fago-sensibles, con
altos coeficientes de similitud en cada caso (> 94%). Por lo tanto, los mutantes
fagorresistentes resultaron muy similares, genéticamente, a sus cepas madres
correspondientes, confirmando que cada grupo de mutantes estudiado derivd de las

mismas, y que no existidé ningun tipo de contaminacion externa.

Como es sabido, la identificacion de las subespecies lactis y bulgaricus de Lb.
delbrueckii, en particular si ésta se basa sbélo en sus caracteristicas fenotipicas
(fermentaciéon de azUcares, por ejemplo), puede ser problemdtica. Con el
advenimiento de las técnicas que estudian el ADN bacteriano, este problema ha sido
resuelto en gran medida (Giraffa y col., 1998; Torriani y col., 1999). Sin embargo, estas
metodologias resultan costosas. El andlisis de las proteinas totales de la pared

bacteriana a través de SDS-PAGE se ha ido perfeccionando, y hoy en dia permite la
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identificacion de distintas especies de bacterias Idcticas. En este sentido, Gatti y col.
(1997, 2001) disenaron un método basado en el andlisis de las proteinas de la pared
bacteriana, para la discriminacién entre cepas de Lb. helveticus y Lb. delbrueckii, asi
como la diferenciacién entre Lb. delbrueckii subsp. lactis y Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus. En el presente trabajo de tesis, el andlisis de las proteinas de la pared
celular bacteriana se realizd como una metodologia confirmatoria adicional de
ambas subespecies. Segun nuestros resultados, las cepas madres estudiadas revelaron
dos tipos de perfiles. Dos de ellas, Ab: e Ibs, revelaron un perfil compuesto por una sola
proteina de 18 kDa, al igual que la cepa control de Lb. delbrueckii subsp. lactis ILC 232.
Por ofro lado, la cepa madre fago-sensible YSD V reveld un perfil conformado por una
proteina de masa molecular aproximada de 31 kDa, mientras que la cepa control de
Lb. delbrueckii subps. bulgaricus ILC 333, presenté un “doblete” compuesto por dos
proteinas de 30 y 31 kDa. Segun los estudios realizados por Gatti y col. (2001), ambos
tipos de perfiles (una Unica proteina de 31 kDa o dos de 30 y 31 kDa) son
caracteristicos de cepas de Lb. delbrueckii subps. bulgaricus. Como se ha afirmado en
ofros trabajos, en nuestro caso el andlisis de las proteinas de la pared bacteriana
resultd ser una herramienta taxondmica muy Util para la identificaciéon rdpida de las

subespecies de Lb. delbueckii.

Al analizar la morfologia de las cepas estudiadas en este trabajo, se encontrd
que los mutantes espontdneos fagorresistentes aislados a partir de las tres cepas fago-
sensibles de Lb. delbrueckii, mostraron similar morfologia (celular y de las colonias) e

idéntico perfil de fermentacién de azicares que sus respectivas cepas madres.

Cuando se estudiaron las propiedades tecnolégicas (actividad acidificante y
proteolitica y velocidad de acidificaciéon en leche) de las variantes fagorresistentes, se
observd que todos los mutantes aislados a partir de  Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
YSD V vy Lb. delbrueckii subsp. lactis Ibs fueron similares a sus cepas madres. Sin
embargo, a partir de Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab; se obtuvieron dos grupos de
mutantes con distinto desempeno tecnoldgico. Aquellos mutantes clasificados como
“lentos”, no fueron capaces de coagular la leche, revelando escasa actividad
proteolitica, elevados valores de pH luego de 24 h de incubacion a 42°C en leche, y
por ende, baja velocidad de acidificacion. No obstante, la mayoria de los mutantes

aislados de Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab: fueron clasificados como ‘“rapidos”,
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revelando cinéticas de acidificacién, valores de actividad proteolitica y actividad
acidificante similares a las obtenidas a partir de la cepa madre. Las variantes
fagorresistentes “lentas” fueron capaces de acidificar y coagular la leche de manera
similar a la cepa madre cuando fueron desarrollados en LDR adicionada de
hidrolizado de caseina (LRD-HC). Esto sugiere que las variantes “lentas” aisladas
podrian ser deficientes en actividad proteolitica, porque al adquirir el fenotipo
fagorresistencia puede haberse modificado la configuracion de la pared celular,
perdiendo, qguedando enmascaradas o inactivas ciertas enzimas proteoliticas
esenciales para desarrollarse. Por ofro lado, el agregado de glucosa (1%) mejord
levemente la capacidad acidificante de los mutantes “lentos”. Es sabido que la
lactosa es un dimero formado por una molécula de lactosa y una de galactosa. Los
lactobacilos utilizan sélo la fraccién glucosa de la lactosa. En circustancias normales,
los lactobacilos tienen preferencia por el transporte de lactosa en vez de glucosa,
realizado a través de un sistema de permeasas (Zourari y col., 1992; Chervaux y col.,
2000). Sin embargo, en el caso de las variantes fagorresistentes, es posible que ese
sistema se encuentre enmascarado o se haya perdido (de manera similar a las
proteasas), cobrando importancia el transporte de la glucosa, y explicando en parte
la disminucion del pH observada en los mutantes inoculados en LDR-Glu. Se ha
experimentado el uso de mutantes fagorresistentes en la industria Idctea como forma
de controlar las infecciones fagicas, aunque en ciertos casos estas variantes presentan
pérdida de las propiedades acidificante y proteolitica (Klaenhammer y Fitzgerald,
1994). Para los mutantes espontdneos fagorresistentes aislados a partir de cepas
comerciales de S. thermophilus, las propiedades tecnoldgicas estudiadas (evolucion
del pH en leche, actividades acidificante y proteolitica) no ofrecieron diferencias
significativas cuando se compararon con sus cepas de origen (Binetti, 2001). La
combinacion de inmunoseleccidén y citometria también permitid el adislamiento de
mutantes fagorresistentes de la cepa Str31 de S. thermophilus con adecuadas

caracteristicas tecnoldgicas (Viscardi y col., 2003).

El concepto de "“probidtico” ha evolucionado a través del tiempo. En la
actualidad, los probidticos se definen como “microorganismos vivos que administrados
en cantidades adecuadas otorgan efectos benéficos sobre la salud del consumidor”
(Guarner y col., 2005). La mayoria de las bacterias reconocidas como probidticas

pertenecen a los géneros Lactobacillus (Lb. casei, Lb. acidophilus, etc.) vy
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Bifidobacterium. Sin embargo, S. thermophilus y Lb. delbrueckii fambién deberian ser
considerados como probidticos (Naidu y col., 1999; de Moreno de LeBlanc y Perdigén,
2004).

En los Ultimos anos, los cultivos starters utilizados para la elaboracién de yogur
poseen cada vez menor proporcion de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, obteniéndose
productos menos dcidos, con el objetivo de captar un mercado de consumidores mdas
amplio. Sin embargo, en paralelo han ido surgiendo varios trabajos revalorizando el rol
de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus y subsp. lactis como microorganismos con
propiedades probidticas (Perdigdn y col., 1998; Bibas Bonet y col., 1999; de Moreno de
LeBlanc y Perdigdn; 2004; Guarner y col., 2005). Estudios recientes han reportado la
habilidad de estas bacterias para liberar, entre otros componentes, enzimas (como -
galactosidasa), que mejoran la digestiéon de los nutrientes en el intestino (Guarner y
col.,, 2005), y también confribuyen al funcionamiento adecuado del sistema
inmunoldgico (Bibas Bonet y col., 1999; de Moreno de LeBlanc y Perdigon, 2004), el
cual juega un rol positivo en la salud humana. Por esta razdn, si consideramos la
definicion de una bacteria probidtica, y el hecho de que S. thermophilus y Lb.
delbrueckii han sido tradicionalmente utilizados en productos ldcteos fermentados
generando beneficios sobre la salud humana, se torna interesante estudiar el
verdadero potencial probidtico de cepas que pertenecen a estas especies, ya que la

literatura exhibe datos controversiales (del Campo y col., 2005).

En el estbmago son secretados aproximadamente 2,5 litros de jugo gdstrico por
dia, cuyo pH es cercano a 2. Esta solucidon dcida causa la destruccion de la mayoria
de los microorganismos ingeridos. En consecuencia, la resistencia a la acidez
estomacal por parte de las bacterias probidticas es un criterio de seleccién importante
(Charteris y col., 1998; Schilinger y col., 2005). Por ofro lado, los alimentos principales
que contienen bacterias probidticas suelen ser yogur y leches fermentadas, los cuales
presentan pH relativamente bajos (Tuomola y col., 2001). Estas razones avalan la
importancia de evaluar la capacidad de las cepas potencialmente probidticas para
resistir a un ambiente dAcido. La exposicion de las cepas sensibles a fagos de Lb.
delbrueckii y sus mutantes fagorresistentes al jugo gdstrico simulado (pH 2) durante 90
min de incubacién, condujo a una pérdida importante en la viabilidad de las cepas.

Estos resultados son coincidentes con aquellos obtenidos por Vinderola y Reinheimer
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(2003), en donde las pérdidas de viabilidad por parte de cepas de Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus fueron incluso mayores, oscilando entre 4,8 y > 6 érdenes logaritmicos
en jugo gdstrico simulado de pH 2. Estos valores no son sorprendentes, ya que ciertas
cepas probidticas bien estudiadas, como Lb. rhamnosus GG, no fue capaz de
sobrevivir en este sistema in vitro a pH 2, aunque resistio las condiciones acidas a pH 3.
La supervivencia en el estbmago de las bacterias ingeridas estd obviamente
influenciada por la capacidad buffer de los componentes de la matriz del alimento
que actua como vehiculo de estas bacterias. Es asi como Lb. rhamnosus GG (Goldin y
Gorbach, 1992), Lb. acidophilus UO 001 y Lb. gasseri UO 002 (Ferndndez y col., 2003) y
otras cepas de Lactobacillus (casei, paracasei, rhamnosus, johnsonii, plantarum)
(Schillinger y col., 2005; Vizoso Pinto y col., 2006) fueron capaces de sobrevivir en jugo
gdstrico simulado en presencia de leche. En concordancia, en el presente trabajo de
tesis se observd un efecto positivo de la leche en la viabilidad de las cepas de Lb.
delbrueckii y sus mutantes espontdneos incubados en jugo gdstrico simulado. Efectos
similares fueron obtenidos previamente sobre otras BAL cuando se agregd leche
descremada a jugo gdstrico de origen humano (Charteris y col., 1998). Por otro lado, el
desarrollo previo de estas cepas en LDR no produjo ningun efecto positivo sobre su

capacidad de tolerar la acidez del jugo gdstrico artificial.

Durante la primera hora de digestion luego del consumo de un alimento, la
concentracion de bilis oscila entre 1,5y 2% (p/v), disminuyendo luego hasta 0,3 - 0,5%
(Noriega y col., 2004). Las sales biliares son detergentes bioldgicos que actiuan
emulsificando y solubilizando lipidos. Tienen la capacidad de afectar los fosfolipidos y
proteinas de las membranas celulares, provocado un desequilibrio en la homeostasis
celular. Gracias a estas propiedades, la bilis posee una gran capacidad
antimicrobiana, jugando un importante papel en el sistema de defensa del organismo
(Begley y col., 2005; Noriega y col., 2005). Por ende, se considera necesario evaluar la
resistencia de las potenciales bacterias probidticas a la misma (Dunne y col., 1999). Las
cepas madres de Lb. delbrueckii y los derivados fagorresistentes usados en este
trabajo, revelaron escasa tolerancia a bilis, incluso a bajas concentfraciones,
desarrollando entre 2,9 y 15,1% respecto al control, en presencia de 0,3 y 0,5% de bilis.
Sin embargo, en el frabajo realizado por Vinderola y Reinheimer (2003), la resistencia a

bilis de cepas de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus resulté ser mds elevada.
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La lisozima estd presente en la cavidad oral e intestinos, siendo capaz de lisar
ciertas especies de bacterias (Kimoto y col., 2000). En este trabajo, la lisozima fue bien
tolerada por Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab1, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V y
sus respectivos derivados resistentes a fagos, los cuales exhibieron un desarrollo
apreciable, incluso en presencia de elevadas concentraciones de esta enzima (100
ppm). Por el contrario, el desarrollo de Lb. delbrueckii subsp. lactis lbs y su mutante
espontdneo Iz fue inhibido en presencia de lisozima, incluso a bajas concentraciones
de la enzima. A pesar de esto, los resultados superan los valores minimos considerados

satisfactorios para el status de probidtico (Goldin y Gorbach, 1992).

Los prebidticos son ingredientes alimenticios no digeribles que benefician la
salud, ya que propician el desarrollo selectivo y/o la actividad de ciertas bacterias del
colon. Los prebidticos estimulan el desarrollo de un limitado niUmero de bacterias ya
existentes en la microflora de un intestino saludable (Saxelin y col., 2003). Dentro de Ias
sustancias consideradas como prebidticas se incluyen lactulosa, inulina, oligosacdaridos
de la soja (rafinosa), xilooligosacdridos (xilosa), entre otros. En el presente frabajo, los
compuestos prebidticos fueron utilizados por las cepas de Lb. delbrueckii estudiadas
con distintas eficiencias, siendo la inulina el mds fermentado por la mayoria de las
cepas (entre 40 y 79,5%). La excepcidn fue el mutante A7, que utilizé la lactulosa con
mayor eficiencia. El segundo prebidtico mds utilizado por la mayoria de las cepas fue
justamente la lactulosa, siendo el xilitol y la rafinosa escasamente fermentados (<12%).
También se ha observado que la inulina y oligofructosa estimularon el sistema
inmunolégico en ratas (Trushina y col., 2005), mientras que otros autores observaron
que estos compuestos potenciaron la produccidén de dcidos grasos de cadena corta,
favoreciendo el desarrollo de lactobacilos y bifidobacterias. Estos efectos estuvieron
asociados con una menor inflamacién de la mucosa intestinal. Los prebidticos pueden
ofrecer la oportunidad de prevenir enfermedades intestinales inflamatorias crénicas,
aunqgue este hecho requiere llevar a cabo estudios adicionales (Guarner, 2005). En
Europa, la inulina y los fructooligosacdridos (oligofructosa) son ampliamente usados en
alimentos Idcteos funcionales. Adicionalmente, la presencia de inulina y oligofructosa
en la matriz de un alimento otorga una mejor textura a los productos liquidos (Saxelin y
col., 2003).
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Posiblemente, la deconjugacidon de las sales biliares participe en el
mantenimiento del equilibrio de la flora intestinal. La hidrdlisis de las sales biliares es
llevada a cabo por hidrolasas (BHSs) presentes en los microorganismos que forman
parte de la microflora intestinal normal (Begley y col., 2005). La actividad de Ias BSHs
puede contribuir a mejorar la resistencia de las BAL respecto a la toxicidad de las sales
biliares conjugadas en el duodeno y, por lo tanto, resulta un factor de colonizacién
importante (Schillinger y col., 2005). A pesar de esto, Moser y Savage (2001)
demostraron que la resistencia a la toxicidad de las sales biliares no parece estar
relacionada con la actividad hidrolitica. Es mds, en este trabajo, algunas de las cepas
de Lb. delbrueckii y sus mutantes fagorresistentes estudiados desarrollaron en presencia
de una o ambas sales biliares usadas (faurocolato y taurodeoxicolato de sodio), pero
ninguna de ellas fue capaz de hidrolizarlas. En frabajos previos (Moser y Savage, 2001;
Vinderola y Reinheimer, 2003; Minelli y col., 2004) se demostrd la presencia de actividad
hidrolitica en las cepas de Lb. acidophilus y Lb. johnsonii, mientras que Lb. paracasei y

Lb. rhamnosus GG fueron negativos para BSH en los ensayos en medio agarizado.

La intolerancia a la lactosa, denominada mds correctamente “mala digestion
de lactosa”, es originada por la produccion disminuida de B-galactosidasa en el
organismo. Este hecho es normal en los mamiferos adultos, incluyendo al hombre. La
aparicion de los sinfomas de la mala digestion de lactosa estd asociada al consumo
de leche, pero no al de leches fermentadas. Estas Ultimas poseen bacterias Idcticas
que tienen B-galactosidasa. Luego del consumo de estos productos fermentados, las
bacterias Iacticas pueden ser lisadas por la bilis en el intestino delgado, liberando la
enzima capaz de degradar la lactosa (Ouwehand y col., 2002; van de Water, 2003;
Saxelin y col., 2003). En este trabajo, la actividad de B-galactosidasa estuvo presente
en todas las cepas estudiadas en niveles elevados, especialmente en Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus YSD V (1370 unidades Miller). Estos resultados confirman aquellos
previomente reportados por Vinderola y Reinheimer (2003), donde los mayores valores
de produccidon enzimdtica se encontraron en cepas de Lb. delbruecki, en
comparaciéon con Lb. acidophilus, Lb. casei, S. thermophilus y Lactococcus. En un
trabajo publicado recientemente por Vizoso Pinto y col. (2006), se observd que la cepa
ATCC 8014 de Lb. plantarum fue la que presentd mayor actividad de esta enzima, en
comparacién con otras cepas de Lb. plantarum, Lb. johnsonii y Lb. paracasei. La gran

variabilidad observada para esta propiedad en las cepas estudiadas, resalta la
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importancia de seleccionar a las mds apropiadas para usarlas como adyuvantes

dietarios.

La hidrofobicidad de la superficie celular de las bacterias podria favorecer la
colonizacién de las superficies mucosas, jugando un rol en la adhesion de las bacterias
a las células epiteliales (Schillinger y col., 2005). En este trabajo, la determinacién de la
hidrofobicidad de las cepas madres y de las variantes fagorresistentes reveld
diferencias considerables. Los valores obtenidos fueron distintos para los tres grupos
formados por las cepas madres fago-sensibles de Lb. delbrueckii/ y sus mutantes
fagorresistentes. Lb. delbrueckii subsp. lactis lbs y su mutante fagorresistente ls9
presentaron los valores mds elevados (62,5% en promedio), mientras que Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V y su mutante Vz, los mds bajos (6,5% en promedio).
Estudios minuciosos de la pared celular de las cepas de Lb. johnsonii, Lb. crispatus y Lb.
helveticus demostraron una gran variacion en los valores de hidrofobicidad (Schar-
Zammaretti y Ubink, 2003). Ofros autores (Pelletier y col., 1997; Vinderola y Reinheimer,
2003) determinaron en cepas de Lb. acidophilus y Bifidobacterium mayores valores de
hidrofobicidad, en comparacién con otras de Lb. casei y Lb. rhamnosus. Schilinger y
col. (2005) observaron que las cepas con mayores niveles de hidrofobicidad
presentaban, en general, mayores niveles de adhesion a células HT29 MTX. Sin
embargo, Lb. acidophilus BFE 719, caracterizada por presentar valores muy bajos de
hidrofobicidad, reveld buena capacidad de adhesion, por lo que una elevada
hidrofobicidad no es siempre sinbnimo de elevado nivel de adhesidon. En estudios
realizados por Vinderola y col. (2004) no se halld correlacién entre hidrofobicidad,
interaccion con sitios especificos en el intestino, capacidad inmunomoduladora, y
perfil de proteinas en cepas de lactobacilos, bifidobacterias y enterococos. Como
puede observarse, la hidrofobicidad es un pardmetro muy variable entre especies
estrechamente relacionadas, e incluso entre cepas de la misma especie. La
hidrofobicidad de la pared celular es una de las propiedades fisicoquimicas que
facilita el primer contacto enfre los microorganismos y las células huéspedes. Sin
embargo, esta interaccién inicial inespecifica es reversible, y precede a la adhesion, la
cual es mediada por mecanismos mas especificos (Roos y Jonsson, 2002). Por lo tanto,
la hidrofobicidad puede ser Util para la adhesion, pero no siempre se correlaciona con

un alto valor de la misma.
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Se han postulado varios mecanismos mediante los cuales las bacterias Iacticas y
probidticas originan actividad antimicrobiana. Uno de ellos es la produccion de
sustancias o metabolitos con propiedades inhibitorias contra algunos o varios
microorganismos patégenos (Tuomola y col., 2001; Servin, 2004). En el presente trabajo,
se encontré que tanto las cepas fago-sensibles de Lb. delbrueckii, asi como los
derivados espontdneos fagorresistentes, revelaron actividad antibacteriana en sus
sobrenadantes libres de células (SLC). La actividad antibacteriana in vitro se manifestod
contra patégenos especificos mediante el ensayo de difusion en agar, a tfravés de la
produccion de sustancias extracelulares y que difundieron en el medio. Las bacterias
patdégenas Gram negativas ensayadas (Salmonella sp. OMS-Ca vy E. coli V517), fueron
completamente inhibidas, mientras que ambos patdgenos Gram positivos (S. aureus 76
y L. monocytogenes ATCC 15313) fueron parcialmente inhibidos por los SLC. En el caso
de las cepas Lb. delbrueckii subsp. lactis Abi e lbs, se observd una mayor actividad
antfimicrobiana en comparacion con sus respectivos mutantes fagorresistentes. Sin
embargo, el mutante espontdneo V2, aislado a partir de Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus YSD V, presenté mayor eficacia contra los patégenos ensayados respecto a
la cepa original. Forestier y col. (2001), observaron similar actividad antibacteriana
confra patdégenos Gram positivos y Gram negativos por parte de Lb. casei subsp.
rhamnosus Lcr35. Asimismo, ciertas cepas de Lb. plantarum y Lb. johnsonii presentaron
actividad antimicrobiana contra Salmonella typhimurium, E. coli, Listeria innocua y
enterococos (Vizoso Pinto y col., 2006). Lb. acidophilus UO 001 y Lb. gasseri UO 002
inhibieron el desarrollo de ciertas bacterias enteropatdgenas, pero no produjeron
inhibicion de bacterias que conformaban la microflora intestinal normal (Enterococcus

faecalis, E. coli, Bacteroides fragilis y Bifidobacterium bifidum) (Ferndndez y col., 2003).

Una vez comprobada la capacidad inhibitoria de los SLCs de las cepas sensibles
a fagos de Lb. delbrueckii y sus variantes fagorresistentes, se procedié a estudiar la
naturaleza de la/s sustancia/s antimicrobiana/s producidas por las mismas. En este
andlisis, los compuestos inhibitorios liberados por las cepas exhibieron muchas
caracteristicas comparables con aquellas sustancias antimicrobianas producidas por
otros lactobacilos: resistencia al tratamiento térmico, mayor actividad en medio dcido
que alcalino (Coconnier y col., 1997), resistencia a la accion de proteasas (como
pepsina y proteinasa K), y pérdida de su propiedades inhibitorias al neutralizar con

NaOH los SLCs. Segun los resultados obtenidos en este trabajo, la actividad
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antimicrobiana producida por las cepas de Lb. delbrueckii estudiadas, fue de
naturaleza termoestable, no proteica y dcida. Esta Ultima caracteristica puede estar
relacionada principalmente al dcido ldctico producido por las cepas durante su
desarrollo. Existen muchos trabajos que reportan resultados similares, por lo que es muy
probable que los acidos orgdnicos producidos por las BAL, sean la principal defensa
contfra microorganismos patdgenos (Forestier y col., 2001; Ferndndez y col., 2003;
Makras y col., 2005; Vizoso Pinto y col., 2006). Los halos de inhibicion observados para el
confrol de MRS-AL (dcido lactico) (pH 4) fueron mds parecidos a los observados con
los SLCs que aquellos obtenidos con el control de MRS-HCI (pH 4). El dcido lactico,
ademds de sus caracteristicas antimicrobianas debidas a su capacidad de disminuir el
pH, también funciona permeabilizando la membrana externa de las bacterias Gram
negativas, pudiendo incluso potenciar los efectos de otfras sustancias anfibacterianas

presentes (Alakomiy col., 2000).

Se considera que la adhesion de las bacterias Iacticas y/o probidticas a la
mucosa intestinal es el primer paso para asegurar una colonizaciéon temporal del
intestino, y asi ejercer efectos benéficos sobre la salud (Forestier y col., 2001). Ademds,
las bacterias adheridas podrian ocultar los sitios de unidn para patdégenos (por
exclusion competitiva o impedimento estérico), imposibilitando que éstos se asocien e
invadan el epitelio intestinal (Tsai y col., 2005). Ante la dificultad de realizar experiencias
in vivo, se han desarrollado modelos in vitro que permiten evaluar la adhesion
bacteriana al epitelio intestinal. Este es el propdsito de las lineas celulares HT-29 vy
Caco-2, aisladas originalmente de adenocarcinoma de colon humano, elegidas
usualmente como modelos de células intestinales humanas para los ensayos in vitro
(Saxelin y col., 2003; Bianchi y col., 2004). En este trabajo, las tres cepas madres de Lb.
delbrueckii y sus mutantes espontdneos fagorresistentes, fueron capaces de adherir a
células Caco-2/TC-7 con distinta eficiencia. Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab1 y sus
mutantes A7 y Aiz exhibieron los mayores niveles de adhesion (entre 3,8 y 5,8%),
mientras que Lb. delbrueckii subsp. lactis lbs, su variante fagorresistente Iz, y Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V presentaron menor capacidad de adhesion a las
células intestinales (entre 1,1 y 1,8%). No obstante, el mutante espontdneo V2 presentd
mayores niveles de adhesion (3,5%) que la cepa fago sensible de la cual fue aislado.
Existen varios trabajos que demostraron adhesion de distintas cepas de Lactobacillus a

células Caco-2 (Greene y Klaenhammer, 1994; Forestier y col., 2001; Ferndndez y col.,
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2003). Tuomola y Salminen (1998) observaron que Lb. rhamnosus GG ATCC 53103, una
cepa probidtica de alto valor comercial, presentd 9,7% de adhesion a células Caco-2
respecto al control positivo de E. coli H10407, que arrojé un valor de 14,2%. Otras cepas
comerciales analizadas en este mismo trabajo presentaron valores menores de
adhesion (4,4% para Lb. casei Imunitass). Desafortunadamente, en muchos casos los
valores de adhesidon presentados en distintos trabajos no pueden compararse, debido

a la utilizacidon de metodologias diferentes (Forestier y col., 2001).

Actualmente, un problema grave en la terapia con antibidticos es la falta de
efectividad de estas drogas contra las bacterias patdégenas. Estudios previos
(Coconniery col., 1997; Coconnier y col., 2000) revelaron que cepas de Lb. acidophilus
desarrollaron actividad anfimicrobiana contra un amplio rango de bacterias
patdégenas Gram positivas y Gram negativas, tanto en estudios in vitro como in vivo.
Para que se manifieste la virulencia de una bacteria patdgena, ésta debe ser capaz
de adherirse al epitelio intestinal. La inhibicion de la adhesion del patdégeno a las
células intestinales, podria reducir la colonizacion de las mismas y, en consecuencia,
modificar el proceso de patogenicidad (Forestier y col., 2001). En este trabajo, cuando
se estudid la capacidad de los SLCs de las cepas de Lb. delbrueckii y sus mutantes
para inhibir la adhesién e invasion de una cepa de S. enterica serovar. Enteritidis a
células Caco-2/TC-7, se observd que los componentes antimicrobianos producidos por
las cepas en estudio produjeron una disminucidn marcada en la adhesion del
patdgeno a las células eucaridticas, aunque fueron mds efectivos contra la invasion
del patdégeno a las mismas. Al realizar el pretratamiento de Salmonella con SLCs de las
distintas cepas estudiadas, se observd que aquellos obtenidos a partir de Lb.
delbrueckii subsp. lactis Ab1 y sus mutantes fagorresistentes A7 y Az, fueron muy
efectivos en la inhibicion de la adhesion e invasidn de este patdgeno. El resto de los
SLCs produjo efectos similares, excepto el mutante ls9 (aislado de Lb. delbrueckii subsp.
lactis 1b3), que presentdé menor efectividad para inhibir la invasion del patdgeno. Estos
resulfados son comparables a los reportados previamente por Coconnier y col. (2000)
para cepas de Lb. acidophilus, aunque estos autores verificaron no sélo la inhibicién
de la adhesiéon e invasion, sino también la muerte del patdégeno. Makras y col. (2005)
observaron que la capacidad antibacteriana de distintas cepas de lactobacilos
produjo una inhibiciéon importante de la invasidon de S. typhimurium SL 1344 sobre

células Caco-2/TC-7. En un trabajo publicado por Ferndndez y col. (2003), se demostrd
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que Lb. gasseri UO 002 fue capaz de inhibir la adhesién de bacterias enteropatdogenas
in vitro. Asimismo, otro trabajo (Lehto y Salminen, 1997) reporté que el pretratamiento
de una cepa de S. typhimurium con el SLC (pH 4,3) de Lactobacillus rhamnosus GG
(ATCC 53103) inhibié la adhesion de este patdgeno a células Caco-2. De manera
similar, Hudault y col. (1997) demostraron que el sobrenadante de Lb. casei GG
contenia sustancias antimicrobianas que ejercian un efecto inhibitorio sobre la invasiéon

de S. typhimurium C5 a estas mismas células eucaridticas.

La resistencia al trdnsito por el tracto gastrointestinal (acidez estomacal,
pepsina, sales biliares y lisozima) es uno de los requisitos necesarios para que las
bacterias lacticas sobrevivan y lleguen viables al intestino. De esta forma, las BAL
pueden ejercer los efectos benéficos sobre la salud, incluyendo modulacion del
sistema inmune local (Galdeano y Perdigdn, 2004). Sin embargo, ciertas evidencias
sugieren que en algunos casos, las bacterias no viables también ejercen efectos
bioldgicos similares a aquellos demostrados usando microorganismos viables (Perdigdn
y col., 2004; Ouwehand y col., 2002; Vinderola y col., 2005). Algunos fragmentos
antigénicos de la pared celular bacteriana son capaces de estimular el sistema
inmune en la mucosa intestinal (Morata de Ambrosini y col., 1998; Galdeano vy
Perdigdn, 2004). En el presente frabajo de Tesis se observd un incremento en el nUmero
de células IgA* en la Idmina propia del intestino delgado de ratones para todas las
cepas ensayadas. Ciertos trabajos indicaron que la viabilidad celular no es
fundamental, ya que tanto células viables y no viables de Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus produjeron activacion inmunoldgica de la mucosa, revelando un elevado
numero de células productoras de IgA y citoquinas (Galdeano y Perdigdn, 2004). Los
efectos inmunoldgicos producidos por la administracion de bacterias probidticas
pueden ser estudiados en modelos animales, siendo muy importantes para determinar
los efectos de dosis/respuesta (Salminen y col., 1998). Vintini y col. (2000) demostraron
que las cepas estudiadas fueron capaces de elevar el nUmero de células productoras
de IgA en la I[dmina propia del intestino delgado, y este efecto dependid de la dosis
oral del cultivo administrado. En ese caso, se observaron distintos tipos de activaciéon
del sistema inmunoldgico local, siendo cepa-dependiente. Otfros estudios también han
observado que el tipo de respuesta inmunoldgica es dependiente de cada cepa
(Perdigdn y col., 2002). En este trabajo de Tesis, el ensayo de traslocacion fue realizado

para asegurar la inocuidad de las dosis orales de Lb. delbrueckii administradas a los

168



Discusion

animales. Se pudo demostrar que las dosis administradas fueron adecuadas, y no
causaron traslocacién de bacterias a ofros érganos. En el caso de Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus YSD V, Lb. delbrueckii subsp. lactis Ibs y sus respectivos mutantes
fagorresistentes, se observd un patréon similar de células de IgA* producidas por cada
grupo. Por ofro lado, los mutantes espontdneos Az y Ai7, aislados de Lb. delbrueckii
subps. lactis Abi, revelaron una mayor capacidad para inducir la produccion de
células IgA* que su cepa madre. Bibas Bonet y col. (1999) observaron que Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus indujo la produccién de mayor cantidad de células IgA*

en comparacion con Lb. casei y Lb. acidophilus.

A causa de la toxicidad manifiesta de la bilis sobre las bacterias, la microflora
autdctona del intestino ha tenido que desarrollar estrategias para protegerse de su
accién inhibitoria. La adaptacién fisioldgica a elevadas concentraciones de bilis es, en
consecuencia, una herramienta muy importante para incrementar la supervivencia de
los microorganismos en el tracto gastrointestinal (Sdnchez y col., 2004). Se ha
demostrado el aislamiento y caracterizacion de clones tolerantes al dcido y a la bilis, a
partir de cepas de Lb. acidophilus (Chou y Weimer, 1999) y mds recientemente a partir
de Bifidobacterium (Margolles y col., 2003; Noriega y col., 2004; Sdnchez y col., 2004;
Gueimonde y col., 2005; Noriega y col., 2005). En el presente trabajo de Tesis, se
aislaron derivados con resistencia incrementada a distinfas concentraciones de bilis
(entre 0,3y 0,9%), a partir de las cepas sensibles a fagos Lb. delbrueckii subsp. lactis Ab:
y Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V, asi como de sus respectivos mutantes
fagorresistentes. No fue posible aislar derivados adaptativos a partir de Lb. delbrueckii
subsp. lactis Ibs ni de su variante fagorresistente lss. Los derivados obtenidos a partir de
Lb. delbrueckii Ab: y sus mutantes fagorresistentes A7 y A1z conservaron la resistencia a
la bilis durante los ensayos de estabilidad realizados. Sin embargo, aquellos aislados de
Lb. delbrueckii YSD V y su mutante V2, perdieron la tolerancia a la bilis luego del sexto
repigue del ensayo. Se ha observado que la encapsulacion con sustancias (como
proteinas de soja o emulsiones de aceites vegetales) de las cepas aumentd la
tolerancia frente a la bilis de las mismas (Begley y col., 2005). Ademds, la capacidad
antibacteriana in vivo de la bilis puede ser inferior a la observada en los modelos
experimentales (particularmente en medios liquidos), ya que en el organismo las sales
biliares se agrupan con fosfolipidos formando miscelas, lo que llevaria a una menor

disponibilidad de la bilis para interactuar con las células bacterianas (Begley y col.,
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2005). Cuando se estudiaron las propiedades tecnoldgicas (pH, actividad acidificante
y proteolitica en LDR) y la fagorresistencia de todos los derivados aislados de Lb.
delbrueckii Abi, A7 y Ai7, se observd que conservaron las caracteristicas de las cepas
originales, con el derivado A7%? como Unica excepcion, ya que perdid el fenotipo de
fagorresistencia. El comportamiento exhibido por el derivado A7%? fue un hallazgo
interesante, ya que revirtid al fenotipo de resistencia fagica, demostrando una tasa de
adsorciéon del fago YAB que se elevd desde un valor nulo (mutante fagorresistente Az,
sin adaptacion a bilis) hasta 99%. Este hecho podria sugerir que la adaptacion a bilis
involucrd, en este caso al menos, modificaciones a nivel de organizaciéon y/o
composicidon de la pared celular bacteriana. Estos cambios se relacionan
directamente con la presencia/ausencia, disponibilidad/enmascaramiento de los
receptores fagicos ubicados sobre la mencionada envoltura celular. Observaciones
similares fueron sugeridas por Gueimonde y col. (2005) para Bifidobacterium. Los
autores relacionaron los cambios observados en la capacidad de adhesion e
hidrofobicidad de derivados de Bifidobacterium adaptados a bilis, con cambios
metabdlicos que generan modificaciones en la composicion de la superficie celular
bacteriana. Segun Margolles y col. (2003), es posible que los cambios observados en
las proteinas de la membrana celular afecten otras propiedades, tales como
morfologia (células mds pequenas y homogéneas en tamano en la fase estacionaria)
y utilizacion de aziUcares. Estudios mds profundos en los derivados obtenidos en esta
Tesis, permitirdn determinar los mecanismos que posibilitan la adquisicion de tolerancia
a bilis en Lb. delbrueckii, y especialmente en mutantes fagorresistentes aislados a partir

de cepas sensibles.

De acuerdo a los resultados presentados a lo largo de este trabajo, es posible
reafirmar que el aislamiento de mutantes espontdneos fagorresistentes es la alternativa
mds sencilla y “natural” para la obtencidén de cepas con fagorresistencia mejorada, la
cual puede ser aplicada en la actualidad sin restricciones legales. Esta estrategia
adqguiere aun mayor relevancia en el caso de cultivos probidticos fago-sensibles, ya
que el reemplazo de estas cepas es complejo. Los mutantes espontdneos
fagorresistentes obtenidos en el presente trabajo presentan, ademds de una
fagorresistencia mejorada, propiedades tecnoldgicas y probidticas comparables a la
cepa original, por lo que podrian ser tenidos en cuenta para su utilizacion en alimentos

funcionales.
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Conclusiones

El presente trabajo de Tesis demostré que es posible aplicar estrategias
“naturales” para el mejoramiento de cepas, obteniendo variantes que permiten
enfrentar la problemdtica de las infecciones fdgicas en la industria ldctea
fermentativa. Los mutantes espontdneos aislados y caracterizados exhibieron, en su
gran mayoria, muy buenas propiedades tecnoldgicas, asi como niveles muy elevados

de fagorresistencia.

Por otro lado, estas variantes probaron ser potenciales probidticos in vitro,
activando ademds la respuesta inmune en ratones. Adicionalmente, y como
alternafiva para resolver la escasa tolerancia de Lb. delbrueckii a la bilis, ofra
estrategia “natural” fue aplicada exitosamente en este trabajo. Es asi, que fue posible
obtener derivados adaptativos con resistencia mejorada a bilis, a partir de mutantes

fagorresistentes de Lb. delbrueckii.

Estos cultivos, con fagorresistencia mejorada, o6ptimas propiedades
tecnolégicas, biolégicas y probidticas, se convierten entonces en excelentes
candidatos, no solo para su utilizacidn como cultivos starter, sino como potenciales

probidticos a ser incorporados en nuevos alimentos funcionales.
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Anexo

ANEXO: MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS. FORMULACIONES.

[. Medios de cultivo

[.1. Medios liquidos

v" Caldo MRS

Se utilizd una version comercial (Britania, Argentina), pH 6,5 £ 0,2.

Composicion g/l
Proteosa peptona N° 3 10,0
Extracto de carne 8.0
Extracto de levadura 4,0
Glucosa 20,0
Sorbitan monoleato 1,0 ml
Fosfato dipotdsico 2,0
Acetato de sodio 5.0
Citrato de amonio 2,0
Sulfato de magnesio 0,20
Sulfato de manganeso 0,05

Se pesd la cantidad requerida, se disolvid en agua destilada, y se esterilizd en

autoclave a 121°C durante 15 min.

v Caldo MRS-Calcio
Caldo MRS esterilizado adicionado de calcio (10 mM). La solucién de calcio fue
previaomente esterilizada por filfracion (membranas de didmetro 0,45 um, Millipore,

Francia).
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v" Caldo MRS-base

Composicién g/l
Polipeptona 10,0
Extracto de carne 8.0
Extracto de levadura 4,0
Sorbitan monoleato 1.0ml
Fosfato dipotasico 2,0
Acetato de sodio 5.0
Citrato de amonio 2,0
Sulfato de magnesio 0,20
Sulfato de manganeso 0,05

Se pesaron los componentes, y se disolvieron en agua destilada. Se esterilizd en

autoclave a 121°C durante 15 min.

v Caldo MRS-lactosa
Caldo MRS-base adicionado de lactosa (2%, p/v). Se esterilizé en autoclave a

121°C durante 15 min.

v Caldo MRS-glucosa
Caldo MRS-base estéril adicionado de glucosa (2%, p/v). Se esterilizd en

autoclave a 121°C durante 15 min.

v Caldo MRS base con agregado de prebidticos
Caldo MRS-base estéril (autoclave, 121°C, 15 min) adicionado de cada
prebidtico (2%, p/v). Las soluciones de prebidticos fueron previamente esterilizadas por

filfracion (membranas de didmetro 0,45 um).
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v Caldo MRS-bilis
Caldo MRS estéril adicionado de bilis (0,3; 0,5y 1% p/v). La solucion de bilis fue
previaomente preparada a partir de la droga sélida disuelta en agua destilada, y

esterilizada en autoclave durante 15 min a 121°C.

v Leche descremada reconstituida (LDR)
Leche descremada en polvo, al 10% en agua destilada. Se esterilizd a 115°C

durante 30 min.

v Agua de Peptona (0,1%)
Se disolvid 1 g de peptona de caseina en 1 litro de agua destilada. Se

repartieron 9 ml en tubos. Se esterilizd en autoclave a 121°C durante 15 min.

v Caldo TS (Tripteina de soya)

Se utilizd una version comercial (Britania, Argentina), pH 7,3 £ 0,2.

Composicion g/l
Tripteina 17,0
Peptona de soya 3.0
Cloruro de sodio 5.0
Fosfato dipotdsico 2,5
Glucosa 2,5

Se pesd la cantidad requerida y se disolvid en agua destilada. Se esterilizd en

autoclave a 121°C durante 15 min.
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v" Caldo BHI (Infusion cerebro corazon)

Se utilizdé una version comercial (Britania, Argentina).

Componente
Infusion de cerebro
Infusién de corazdn
Peptona
Glucosa
Cloruro de sodio

Fosfato disodico

g/l
20,0
25,0
10,0
2,0
5.0

2,5

Anexo

Se pesd la cantidad adecuada y se disolvid en agua destilada. Se esterilizd en

autoclave a 121°C durante 15 min. Antes de utilizar, se calenté a ebullicion para

eliminar el oxigeno disuelto.

v" Caldo nutritivo

Se utilizé una versiéon comercial (Britania, Argentina), pH 7,3 £ 0,2 (a 25°C).

Componente
Pluripeptona
Extracto de carne

Cloruro de sodio

g/l
5,0
3.0

8.0

Se pesd la cantidad adecuada y se disolvid en agua destilada. Se esterilizd en

autoclave a 121°C durante 15 min.
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I.2. Medios agarizados

v Agar MRS
Caldo MRS adicionado de 12 g/l de agar bacterioldgico. Se esterilizd en

autoclave a 121°C durante 15 min.

v" Agar MRS-Ca-glicina
Agar MRS adicionado de calcio (10 mM) y glicina (1 M). Las soluciones de calcio
y de dlicina fueron previamente preparadas y esterilizadas por filiracion (membranas

de didmetro 0,45 um).

v MRS soft-agar (MRS agar blando)
Caldo MRS adicionado de 0,6 g/l de agar bacteriolégico. Se esterilizd en

autoclave a 121°C durante 15 min.

v" Agar nutritivo

Se utilizé una versiéon comercial (Britania, Argentina), pH 7,3 £ 0,2 (a 25°C).

Composicién g/l
Pluripeptona 5,0
Extracto de carne 3.0
Cloruro de sodio 8.0
Agar 15,0

Se pesd la cantidad adecuada y se disolvié en agua destilada. Se esterilizd en

autoclave a 121°C durante 15 min.

v Agar BHI
Caldo BHI adicionado de 13% g/I de agar bacteriologico. Se disolvid en agua

destfilada y se esterilizd en autoclave a 121°C durante 15 min.
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v" Agar MacConkey

Se utilizé una versién comercial (Britania, Argentina), pH 7,1 £0,2 (a 25°C).

Componente g/l
Peptona 17,0
Lactosa 3.0
Sales biliares 1.5
Cloruro de sodio 5.0
Agar 13,5
Rojo neutro 0,03
Cristal violeta 0,001

Se pesd la cantidad adecuada y se disolvid en agua destilada. Se esterilizd en

autoclave a 121°C durante 15 min.

v" Agar LAPTg

Se utilizdé una version comercial (Britania, Argentina).

Componente g/l
Peptona de carne 15,0
Tripteina 10,0
Extracto de levadura 10,0
Glucosa 10,0
Tween 80 1.0
Agar 13,0

Se pesd la cantidad adecuada (segun especificaciones del fabricante), se

disolvié en agua destilada y esterilizd a 121°C durante 15 min.
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v Agar MRS-sales biliares
Consistid de agar MRS adicionado de las sales biliares (taurocolato y
taurodeoxicolato de sodio, Sigma), de manera tal de alcanzar en el medio una

concentracion final de 0,5 g% (p/v). Se esterilizd durante 15 min a 121°C.

ll. Reactivos de uso general

v Solucién de NaOH N/9 (solucion Dornic)
Se pesaron 4,4445 g de hidréxido de sodio (Peq= 40) y se disolvieron en agua
destilada, enrasando en un matraz de 1 litro de capacidad. Se determind su

concentracién exacta mediante titulacidon de la base con biftalato de potasio.

v Biftalato de potasio

Para titular la solucion Dornic, se pesaron 0,4538 g del reactivo seco (Peq= 204,3),
se disolvieron en agua destilada, calentando suavemente, se agregaron unas gotas
de fenoftaleina y se tituld con la solucién de NaOH preparada, hasta el viraje al rosado

del color del indicador. Esta operacion se realizé por triplicado.

v Solucién de cloruro de calicio (1 M)
Se pesaron 110,986 g de cloruro de calcio y se completd a 1 litro con agua
bidestilada. Se esterilizé por filfracion (Filtros MILLIPORE, fipo HA, 0,45 um).

v" Buffer fosfato (0,1 M; pH 6,5)
Se pesaron 18,64 g de fosfato monobdsico de potasio y 10,973g de fosfato
dibdsico de potasio, se disolvid en 1000 ml de agua destilada, se llevd a pH 6,5y se

esterilizd en autoclave a 121 °C durante 15 min.

v" Buffer fosfato (pH 7)
Se disolvieron 16,08 g de Na2HPO4.7H20 (60 mM) y 4,8 g de NaH2PO4 (40 mM) en
1000 ml de agua destilada. Se llevd a pH 7 y se esterilizd en autoclave a 121°C durante

15 min.
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v Solucién de carbonato de calcio (1 M) (Cicarelli, Argentina)
Se pesd 105,99 g de carbonato de calcio y se disolvid en un litro de agua

destilada. Se esterilizé por filtracion (membranas de 0,45 um de didmetro).

lll. Reactivos y buffers utilizados durante la extraccion del ADN fagico

v Mezcla de lisis: 2 voluUmenes de EDTA (0,5 M, pH 8,1), 1 volumen de Tris-HCI (pH
9.6) y 1 volumen de SDS (10%). Se mezclaron antes de usar y en este orden.

v Tampoén SM: Tris-HCI (1 M, pH 7,5) 20 ml, Mg28O4 (1 M) 1 ml, NaCl (5 M) 20 ml,
gelatina 1 gr, agua destilada hasta 1 1. Se disolvio la gelatina en 10 ml de agua con
calor, y se anadieron los otros componentes.

v Buffer TE: Tris-HCI (10 mM, pH 8), EDTA (1 mM, pH 8).

- Ambas soluciones buffer se esterilizaron en autoclave (121°C, 15 min).

IV. Reactivos y buffers utilizados durante la extraccion del ADN bacteriano

v Buffer TEo,1 (pH 8)
Se obtuvo mezclando una solucion de Tris-HCI (10 mM) y de EDTA (104 M).

v Lisozima 50 mg/ml (Sigma Aldrich, Mildn, Italia).

Se prepard a partir de una solucidn madre mds concentrada. Se almacend a
-20°C.

v Mezcla de lisis:

- Buffer TEo,1 pH 8

- DTT (ditiotreitol) 1 M

-EDTA 0,25 M

-SDS 10% (p/v): se prepard a partir de una solucion mds concentfrada.

- Proteinasa K 20 mg/ml
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v Solucién de Chelex 5% (Sigma-Aldrich, Mildn, Italia)
Se prepard siguiendo las instrucciones del fabricante. Se mantuvo a 4°C hasta el

momento de su uso.

v Geles de Agarosa 1,5% (p/v) (Celbio spa, Milan, Italia)
Se pesd la cantidad adecuada y se disolvid en agua destilada. Luego se

calentd, hasta que se fundid adecuadamente, y se usé en el momento.

v Buffer TAE
Se mezclaron 40 mM de Tris-acetato y 1T mM de EDTA pH 8, completando el

volumen con agua destilada.

V. Enzimas

Se prepararon soluciones madres (Sambrook y col., 1989) a partir de las enzimas

liofilizadas comerciales, las cuales se almacenaron a -20°C, constituyendo un stock.

Proteinasa K (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, California, USA)

Se prepard una solucion madre de 10 mg/ ml en agua bidestilada estéril.

Pepsina 200 ng/ ml (Merck, Darmstadt, Alemania)

Se pesaron 0,4 mg y se disolvieron en 2 ml de agua bidestilada estéril.

Lisozima (Sigma-Aldrich, Alemania)

Se prepard una solucion madre de 1000 ppm en agua bidestilada estéril.

VI. Soluciones utilizadas en la caracterizacion tecnoldégica de los mutantes

fagorresistentes

v Soluciéon TCA 0,75 N (acido tricloroacético) (Cicarelli, Argentina)

Se prepard a partir de una solucién mds concentrada de TCA (100%).
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v Tetraborato de sodio (borax) (100 mM) (Sigma-Aldrich, Alemania), PM 201,2
Se pesaron 20,12 g de tetraborato de sodio y se disolvieron en un litro de agua

destilada. Se conservd a temperatura ambiente hasta su utilizacién.

v SDS (lauril sulfato de sodio) 20% (Sigma-Aldrich, Alemania).
Se pesaron 20 g de SDS y se disolvieron en un lifro de agua destfilada. Se

conservo a temperatura ambiente hasta su utilizacion.

v OPA (o-ftaldehido) (Sigma-Aldrich, Alemania), PM 134,1
Se prepard en el momento de su uso, ya que no puede almacenarse. Se
pesaron 40 mg y se disolvieron en 1 ml de metanol. Una vez disuelto, se adiciond al

resto de reactivos utilizados para la preparacion del reactivo para OPA Test.

v Solucion para OPA Test

Se mezclaron los siguientes componentes:

Reactivo Cantidad
Tetraborato de sodio 100 mM 25 ml
SDS 20% (p/p) 2,5 ml
OPA disuelto en 1 ml de metanol 40 mg
R-mercaptoetanol 0,1 ml

Se enrasé a 50 ml con agua bidestilada. Se utilizé en el momento, no pudiendo

almacenarse.

v" LDR adicionada de hidrolizado de caseina (LDR-HC)
Se pesd leche descremada reconstituida en polvo (10%) y se adiciond de
hidrolizado de caseina (0,25%). Se disolvid en agua destilada. Se esterilizd a 115°C

durante 30 min.
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v LDR adicionada de glucosa (LDR-Glu)

Se prepard leche descremada reconstituida en polvo (10%) como ya fue
detallado. Se esterilizd a 115°C durante 30 min. Luego de su esterilizacién, fue
adicionada de glucosa (1%, p/v). La solucidon de glucosa fue preparada previamente

y esterilizada por filtracion (membranas de didmetro 0,45 um).

v" LDR adicionada de hidrolizado de caseina y glucosa (LDR-HC-GIu)

Se prepard LDR-HC (0,25%) como se detalld anteriormente. Se esterilizd a 115°C
durante 30 min. Luego de la esterilizacion, fue adicionada de glucosa (1%, p/v). La
solucion de glucosa fue preparada previaomente vy esterilizada por filtraciéon

(membranas de didmetro 0,45 um).

VIl. Soluciones utilizadas en la caracterizacion bioldgica y probidtica

v" Jugo gastrico simulado (pH 2y pH 3)

Constituido por dos soluciones:
Solucién de NaCl al 0,5 % esterlizada a 121°C durante 15 min, y
Solucién de pepsina al 3,0 % esterilizada por filfracion (membranas

de didmetro 0,45 um).

La solucién final se obtuvo mezclando las soluciones de NaCl y pepsina en
relaciéon 9:1. Las soluciones gdstricas simuladas se ajustaron a pH 2 o pH 3 adicionando
HCI.

v Solucién de ONPG (Sigma-Aldrich, Alemania)
Se pesaron 40 mg de ONPG (o-nitrofenil galactopirandsido) y se disolvieron en

10 ml de agua destilada. Se esterilizd por filtfracion (membranas de didmetro 0,45 um).

v Buffer PBS (pH 7,4)

Esta solucion tampdn se prepard mezclando las siguientes sales:
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Compuesto Cantidad (gramos)
NaCl 8,0
KCI 0.2
KH2PO4 0.2
NazHPO4 1,15

Se disolvieron en 1000 ml de agua destilada, y la solucion se esterilizd en

autoclave durante 15 min a 121°C.

VIII. Extraccién de proteinas de la pared bacteriana

v Marcador de bajo peso molecular (Low molecular weight calibration kit para

electroforesis SDS) (Pharmacia). Estd compuesto por:

Proteina Peso molecular
(Dalton)

Fosforilasa b 94 000
AlbUmina 67 000
OvoalbUmina 43 000
Anhidrasa 30 000
carboénica

Inhibidor de 20100
Tripsina

a- lactoalbUmina 14 400
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