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2 £XP ORAL. PROBLEHA A INYEST

La utilizacion de bactertas ldcticas como cullivos iniciadores en 1a
obtencion de embutidos crudos curados, o como faclores g6 sequridad para
incrementar 1a caligad higiénica y 1a vida util de 1a carne y de diversos
productos camicos, censtituye una practica cada vez mas habitual en la
Indusiria camnica. No obslante, lodavia es corriente, en muchos casos, la
utilizacién de bacterizs ldcticas, no bien caraclerizadas, o alsladas de
alimentos distintos a agquétlos enlos que se pretenden emplear.

La masificacitn de Tos medlos de produccion y la conweniencia de
garantizar 1a caltdad higiénica de 1os alimentos Carnicos, SIn recurric para
¢lto al empleo de conservadores de naturaleza quimica, exige &l conocer los
mecanismos por 105 que 125 bacterias ldciicas Inhiben 2l desarrollo de los
microorganismoes alterantles y patdgenos, polencialmente presentes en la
carne y productos Carnicos.

En 123 bacterias Jacticas, 1a sintests de Acidos organicos y su efectoen
el descenso del pH, 3¢ han considerado tradiclonalmente como 10s
meganismos responsables ¢e sy actividad inhbldora. Mo obstante, se sabe que
estas baclerias producen olras sustancias antimicrobianas, entre Jas que se
nCuyen el perdxide d2 higrégeno, 12 aceloinasdiacetilo y 1as bacteriocinas,
Las ultimas se delinen como sustancias antimicreblanas, de naturaleza
proleica, cen actividad bactericida, Cuya produceion por ias bacterlas
ACtIcas g2 oTigen CArnico ha sido, asta hace poco Llempo, Infravalorada

Por todo ello, en este trabajo se propone el alsiamiento de bacterias
lacticas de embutidos crudes curados y 1a posterior caracterizacion parcial
de agueélias que muestren mayor actividad inhibidora en 105 microorganismos
indtcadores empleades. Las bacterias 1acticas seleccionadas se someleran 2



3 EXP. GRAL. PAOBLEMA A INYEST,

una ldentificacion y taracterizacién bloguimica parcial, evalvandd sus
parametros cinéticos de crecimiento y de proguccitn de metaboiitos finales,
especlaimente de aquélles que puedan lener una mayor relevancta en la
actividad antimicroblana de dichas bacterfas. De especta) interés es la
deteccion de 1a produccidn de sustancias antimicrobianas exocelulares en las
baéterlas 1acticas seleccionadas, 1o que conducird a determinar su espectro
antimicrobiano, asi como 2 Intentar su purificacion y caracterizacion parcial
empleando técnicas bloquimicas estédndar. Las sustanclas antagonistas de
naturaleza protelca, una vez caracterizadas y purlficadas podrian emplearse
en un futuro proximo, junto o Independientemente con el microorganismo
productor, como factores de sequridad para incrementar fa calidad higiénica
de la carne y de 5us productos.

Tamblén es interesanle determinar, Si 12 produccion de bacteriocinas
esta ligada a la presencia de elementos genéticos extracromosomales, como
los plasmidos, ya que de ser asi, 105 genes con dicha actividad faclimente
locailzables y manipulables, constituirian un excelente marcador genético en
experienclas futuras de transferencia genética y de expresidn de funciones
melabdlicas de interés en diversas bacterias lacticas.

Asimismo, se ha determinade que 1a carne y los productos camnicos son
portadores de cepas patdgenss de Kersiniz enferccolitica y  LIstersa
mOnoCytopenes que por su patogenicidad y su caracter psicrotrofo conviene
eliminar o reducic en 103 alimentos. La utilizacidn ¢e bacterias Tacticas o de
bacteriocinas, que destruyan o disminuyan la presencla de las patédgenas,
constituye, en los alimentos, una medida de control adecuada. Por ello, en
este trabajo tamblén Se hace un breve estudio de 1a actividad inhibldora que
ciertas bacterias lacticas seleccionadas ejercen sobre los microorganismos
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patdgencs citados.

Asl pues, para lograr nwestros objetives se ha propuesto el desarrollo
del programa de trabajo que se describe a continuacion:

I.- Afstamiento de bacterfas lacticas de embutidos crudos curados y,
seleccin de aquéllas, que manifiesten una actividad Inhibidora méaxima en los
microorganismos Indicadores elegidos.

2.~ Evaluacion de 105 mecanismos Implicades en la actividad inhibidora
de las bacterias iacticas seleccionadas.

3~ ldentificactn morfoldglca y caracterizacidn bioquimica de dichas
bacterias y, evaluactén de sus pardmetros cinéticos de crecimiento y de
produccion de metabolitos finales,

4. Caracterizacion bloguimica parcial y purificacion de 1as sustancias
antimicroblanas exocelulares de naturaleza proteica, antagonistas del
desarrollo de microorganismos productores de toxfinfecciones alimentarias,

S.- En las bacterias lacticas de interés, Igentificar 1a presencia de
plasmidos y evaluar 12 posible relaclén existente entre la presencia de los
mismos y la sintesis de sustancias antimicrobianas exocelulares,

6.~ Evaluar, mediante el empleo de cultives mixtos, la actividad
inhibidora de las Dacterlas lacticas selecclonadas frente a Fersifa
enterocolitica  y Listeria monocytogenes dos bacterias patogenas
psicrotrofas de gran interés en la industria carnica,
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Wt = LAS BACTERIAS LACTICAS
111 - Caracleristicas generales

£V tirmino “baclertas 18clicas” se aplica 2 diversos microtrganismos
cuya caracteristica comun e su capacided de producir acido lactico como
prodocte Tiral ¢ la fermentaciin de lo3 carbohidratos. Este \érming Yo
utiited por primera vez Hueppe (1854), al Jlamar Miichsduerbazilluys® a la
flora micrebiana Tesponsable o0& Ya aCHIfIcacien y coaguiacitn de 1a leche.
Desde entonces, Fas bacterias bacticas se han alsladd de un gran namero de
ruerdes Incluyendo, ademds e 1a Jeche y Sus derivades, 1as carnes y
productes carnices, productos vegelales, vinos, encurtides e intesting,
cavidad oral y vaging o8 muthas especies animales (London, 1976),

£l grupo se compone de coCos, cocobacilos y bactlos Gram positives, no
esporuiades, microerofiiicos, catalasa negatives, inmdviles ¥ no reductores
de 1o Ritrates (%harpe, 1979). Sin embargo, estas caracteristicas, a
esCopcidn de T Lincdn de Gram, estdn en constante discusion, posiblemente
debida 4 Que mchas propledades comanes de este grupp derfvan, en alguna
medida, del empleo d2 un rdmero reducide de medios selectives, de la
ez astva enpecializacin de 108 medios de cultive y de Ta arbitrariedad en la
eleckhin de a3 pruedes de ldentificaciin de las cepas {(Ingram, (975).
Animises, ¥ etpecialmente en comparacidn con las bacterias lacticas de
 origen Heta, s han realtzado poces estudies sobre 138 propledades de las
baxterias Maclitas de olras procedencias (p.e. Ge carne y productos carnicos),
habitAGene SN0 DOra estas GILIMas y, en muthes £2303 de FOrma errinea,
Tl ARG Caracleristicas 0 Tas primeras (Egen, 1983}

Lis Bocterias Melicas s agnite que o producen endosporas. Sin
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embargo, algunos investigadores han citado la presencla de esporas en
lactobacilos aparentemente tipicos (Thornley y Sharpe, 1959; Nakayama,
1960; Kitahara y Suzuki, 1963). €S de destacar que, en todos 105 Casos, las
asporas 5e producfan en medios de cultivo con cantidades muy pequefias de
carbohidratos, 10 que diricuitaba el desarrollo microblano. A este respecto, se
ha sugeride que el uso generalfzado de medios de cultive con altas
concentraciones de carbohidratos, podria Impedir 1a formacién de endosporas
en cepas con dicha propledad (Kitahara y Suzuki, 1963),

El caracter microaerofilico de las bacterlas lacticas es tamblén
variable, si bien clertas especles npecesitan condiciones aerdbicas estrictas
para desarrollarse en determinados sustratos (wWhittenbury, 1963). Las
diferencias en esta necesidad son especialmente numerosas entre los
factobaciios heterofermentativos y en las especies del género (euwonosioc
{Ingram, 1973}

Aunque las bacterias lacticas son caracteristicamente catalasa
negativas, muchas cepas de 105 géneros Pediococcus ¥ Lactodactlius
progucen una "pseudocatalasa™ que descompone el perdxido de hidrégeno, pero
que differe de Ya catalasa en que no contiene hemo como grupo prostético y en
que es Insensible al clanure y 2 12 azida de sodlo (Dacre y Sharpe, 1956;
Whittenbury, 1964; Johnston y Delviche, 196%; Kandler y welss, 1986). No
obstante, cuando e} medio dispone de compuastos hemo, clertas bacterias
tacticas pueden, Incluso, producir una verdadera catalasa sensible a las dos
sustancias cltadas (whittenbury, 1964) De hecho, algunas bacterlas lacticas
tienen la capacidad de sintetizar 12 apocatalasa pero no el grupo prostético
{Ingram, 1975). Recientemente, Hastings y Holzapfel {1987) han observade 1a
presencia de ung pseudocatalasa en 100 cepas de /. sate alsladas g carne
radurizada.
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La3s bacterfas lacticas se consideran microorganismes inmdviles. Sin
embargo, también se han aisiado y descrito cepas méviles, generalmente de
fuentes distintas a la leche y sus derivados (Mapn y Oxford, 1954; Vankova,
1957; Deibel y Niven, 1958) Entre las especies méviles se encuentran
Lnterococous Faecalis, Enterococcus faeclum, Lactobaclllus  plantarum,
Lactobaciilus curvalus y Lactobacilius riminfs (Stamer, 1979).

Asimismo, se ha sostenido hasta muy recientemente que las bactertas
l1acticas no reducen los nitratos, por ello no se ha considerado 1a posibilidad
de que 1o hiciesen durante, por eJemplo, 1a maduracién de los embutidos. Esto
puede deberse a que, tradicionalmente, 1a reduccidn de 1os nitratos no se ha
admitido como résgo importante en la caracterizacién de las bacterias
lécticas (Sharpe y col, 1966} Rogosa (1981) observd que en muchos casos
esta propledad, aunque presente, se inhibe por ta acldez desarrollada cuando
el medio de cultlve contlene concentraciones elevadas de glucosa; dicho
investigador sugirlé emplear un .1 % de glucosa en vez del 2 X habitual para
12 realizacion de esta prueba, Empleando esta modificacion, Spencer (1969) y
Dempster [1972) observaron que varias cepas aisladas de carnes frescas eran
nitrato-reductoras. Ingram (1975), también ha sefialado que la mayor parte

de 1as bacterias lacticas alsladas de carnes curadas teducen 1o nitratos y 58

ha observade que [ plawtarum posee dicha capacidad (Smith y Palumbe,
1978),

i 1. 2. - Taxonomia.
La clasiticacién de las bacterias tacticas estd en continua evolucion, lo

que offgina expansiones y contracciones peribdicas de 1a taxonomia de este
grupo bacteriano. Afortunadamente, 1as lineas maestras resultantes de las
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investigaciones ploneras de Orfa-Jensen (1919}, todavia proporcionan
criterios raciohales para la identificacion y clasificacion de 1as bacterias
14cticas. Utilizando clertas propiedades, como carbohidrates fermentados,
temperaturas 6ptimas de crecimiento, productos finales de Ya fermentacion y
el tsbmero Optico de) acido lactico producide, Orla~Jensen agrupé a las
bacterias iacticas en l0s géneros Belacoccus, Streplococus, Telracoccus,
Betabacterium, Streptobacteriumy Thermobacterium De estos sels géneros
sdTo uno, el Streplocorcus ha conservado su rango takondmico. Los géneros
Betacoccys ¥ Telracoccus han sido sustituidoes, respectivamente, por los de
Levconostoc Y Pedfococcus mientras que 108 géneros Bsladacterium,
Thermobacteriumy Slreptobacterivm se consideran subgéneros del género
Jactobacy)us (Tabla 1) 1),

Tradicionalmente, 123 bacterias idcticas se han dividido en dos grandes
grupos de acuerdo con los productos finales que producen al fermentar fa
glucosa. Las especles que producfan fundamentalmente acido lacticoe se
denominaren homofermentativas, mientras que 123 especies que producian una
mezcla de proguctos finales (1actato, acetato ¢ etanol, CO,) s¢ denominaron

heterofermentativas (Yabla il 1)

Con el desarrollo de técnicas bleguimicas mas sofisticadas se ha
comprobado que [a distinclién entre bacterfas ldcticas homo vy
heterofermentativas reside en los enzimas asoclados con la fermentaclon de
la glucosa. De esta manera, Buyze y col., (1957) dividieron las bacterias
lacticas en tres grupos fisfolégicos diferentes: i.) heterofermentadores
obligados, que poseen los enzimas glucosa-6-fosfate deshldrogenasa y
6-fosfogluconate deshidrogenasa, pero no fructosa difosfato aldolasa, 2.
homofermentadores obligados, que carecen de 1as dos deshldrogenasas pero
poseen aldoiasa, y 3.) heferofermentadores facuitativos, que aungue poseen
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a3 deshidrogenasas degraden Ja glucosa preferentemente como  los
homel erment adores obligados.

L6 antes expuesto Indica que la taxonomia de 1as bactertas laciicas
deetve fundamentaimente del esludio de sus propledaces bloquimicas y
f1statbgicas. €1 empled de tales criterios implica aceptar que las similitudes
bioquimicas y Tislolégicas reflejan esirechas afinidades naturales entre los
ML gantames, corte de heehod Jucede on Muthod Ca503. SIn embirgo, 12
WHIZACHN o 108 ullimos aftos de 128 nuevas LéCnicas bloguimicas y oe
siokegld moltecular 2plicades 3l estudio de las baclerias lécticas, como 1a
atermimacidn o8 la estructura y composiCidn quimica de las paredes y
merRrAna celulares v 12 homologia ONA-ONA y DNA-RNA, asi como Ja
determamacitn gt koo porcentajes de guanind mds Citosing en el DNA y la
TEpRALN en2imdlica de 12 glicolisls, han clarificade mucho mejor tales
FRILNES Laxinbmicas, Concluyéndese que los génered  Sireplecoccus,
Fogiecoccus, (oucangstoc y Lactobictius forman parle del mismo grupo
t¥lagerdtics (London, 1976)

o chatante, recientemente los enterococos del grupo serolégice D se
hon excivity del grupd de lag bacterias lacticas (Schieifer y Kilppe-8alz,
Y904, mientras que les estreptococos gel grupo serolégico N se han
ranteridn al génare Lacfococcus (Schleifer y co), 1985). Lactobactilvs
drarpens y (actobacilis carnis  tambidn se nan reclasificado como

WAmIres 2 oh ruevd glnero, denominade Camadacteriumt (Colling y col,
1374)
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Tabtaib b Tipos de fermentacitn y productos finales de los géneros
micrebianos que Integran &l grupo de las bacterias 1acticas,

Tipo de Producto final Configuracion
Género fermentaclon mayoritario del lactate
Strapleacess Hemofermenlaliva Yactato L{+)
(i actoooeous)
Pacieeoccus Homofer mentativa leclalo DL, Li¢)
Lactodocrlivs
Therimcbacterfum  Homafermentaliva Jactato D{-) (), Di
Streptedacierivm  Homolermentative lxctato D=2 0(+), DL
Helerofermenialiva (1) lectato:eceteto (1:1) BE-) L+, BL
Bsisdacierivm Haterofermentativa laclaloscataloCO( 1:0:8) DL
L auconos o Helerofer menlativa lecisto acetelo:CO( 1:0:1) D -)

{13 Ut1lizacion de pentosas.
Fuente: Kandler (1983).
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W. 2 - ELGENERQ LALTOIALRLLS
I 2. 1. - teelologia,

£} género iaciadacriius Comprendt aproximadamente undd 40 especies
muy diferentes enire s, que varfan, desde bactlos largos, hasta cocobactlos
tan cortos, que pueden confundirse con miembros de 103 géneros Lewconosior
o Lactococcus L3 tongilud de 105 Daciios y sy curvalura dependen de 1a edad
dge los cullivos, de 1a composicitén del medio de cultivo y de 12 tension des
oxigeno disyello, La division cetular se produce unicamente en un plano y la
tendencia a formar catenas varia entre 123 diversas especies ¢ InCuso eptre
cepas de 1a misma especie, dependiends de 1a fase oo crecimiento y ¢t pH del
medio. Los laciobac!ios son microorganismes Gram-positivos, que presentan a
veres, especiaimente o3 homof ermentatives, granulaciones inlernas.

1. 2. 2. - Pared y membrana celular.

EY peptidoglicand de 1a pared celular de los lactobacilos €3 muy varfado
{Tabla N, 2), shendo el mas extendido el que contiene los 2minpdcidos
Lys-D-Asp (Schieifer y Kandler, 1972) La pared cellar tamblén contiene
polisacaridoes unidos al peptidoglicany por enlaces fosfodlester (Knox y Hall,
1964) y todas las especies poseen icidos teicelcos en sus membranas
(hrchibald y Baddiley, 1966). Asimismo se obseiva Ja presencia de
mesosomas grandes formados por invaginacliones de la membrana
citoplasmatica
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Tabla if. 2. Subdivisitn y algunas caracteristicas del género (acladaciilus

Tipa do Grupo  Isomero oel

Grupo Genclipo  Espicis £0+C  peptidoglicanc  sntfpénico do. Hctico
1. Homed. f L. chitvropatl!

ol stp. dbihruectii 49-81  L-lys-D-Ag%p E ]
§50. Dularious 49-51  D-Lys-D-Asp E D
sp, laclis 49-S1  (-Llys-D-Asp £ ]

2 £ ackdphllus 34-56  D-Lys-D-Asp N
3 { gossory 33-35  L-Llys-D-Asp i
4 L. Jensoor 33-37  L-lys-D-Asp D
S L orispalus 35-37 i-lys-D-A% DL
3 L. heMwlkeus 38-40  L-Lys-D-Asp A DL
7 {, anligphilus 44-46  [-Lys-D-Asp L
8 L, S/ rus 34-36  L-lys-D-Axp <] {
9 L rarcinins 34-36  L-lys-0-Asp L
10 4. sharpem 52-53  meso-DAP L
B 1. yomanashionsis 32-34  meo-DAP L
12 L vitulinus 34-36  me-DAP o
13 L ruminls 44-46  mew-DAP L
11, Heterel. 1a L, cosoi

facuitst. ssp. case/ 45-47 L-tys~D-Asp B L
ssp. poociplanierom45-47  L-Lys~D-Asp BC o
5P, lwhrans 45-47  L-Lys-D-Asp BC L

1b L. caser
5P, FANBuS 45-47  L-lys-D-Asp B¢ L
SSP. RS mls 45-47  L-Llys-D-An BC i
2 L 5ot [ crvelts  42-44  L-1ys-D-Asp o
L dovar ks 42-44  L-Lys-D-Asp L
3 L. murinus 42-44  L-Lys-D-Asp L
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Hpode Orupo  Isdmero dal

Grups  Oenotipe  Espacte R0+C  peplidoghicend enlipinion ke lictioo
WoHetorol 4 1. dimentar ius 35-37  L-lys-D-Asp L
5 Loanmirnks | 4547 L-lys-D-Asp )
& L homaienit 35-37  L-lys-D-Ay DL
T L mearonks 35-37  meso-DAP L
8 [ pimtaum 44-46  mes-DAP ()] DL
S ik 42-44  meso-DAP i
WA Melrod. | £ DHwmeniony 4446 L-lys-D-Asp oL
w2 [k 45447 L-lys-D-Asp E b
3t o/ 44-46  Lelys-D-Aw £ oL
4 { olhwoiks 45-47  L-lys-D-My DL
5 { futiwray 3340 L-lys-D-Asp oL
§ LAty 1941 L-lys-D-Ap DL
T Lk 40-42  L-tys-D-Aw oL
& Lrmbrs 40-42  b-lys-D-Asp ok,
9 Covps O 33435 meso-OaP DL
10 Loreviwshras 3537 pes-DAP DL
1 L Armatun $2-54  [-0rn-D-A%p F [
12 L oomtous 45447 L-lys-L-Al bl
13 L irwias 45-47  L-lys-L-Aly b
4 L febidray 4547 L=lys-L-Abr|-Ser oL
15 {. Vir ikspns 45-47  L-lys-L-Al-L-3e D
1§ Lo 45-47  L-Lys=L-Als-Blo-L-Als oL
17 LAty 38-40  L-lys-L-Ad-olu-L-Ala DL
LT I ) 35-38  L-lys-1-Als B

Pomet. b7 Homofermeradores ohitgados; Hetarof. focultad.. Hetor sfermaniadras foculietivos;
Hatarel obig: Hetarslermandadores cbligacks

Fuente: Botlazzi (1988)
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Ii. 2. 3. - Caracterisaticas de 1as Colonias,

En medios sdlidos, fas colonfas suefen ser normaimente pequefias (2-5
mm), con margenes enteros, cotwexas, lisas, brillantes y opacas. En los que
contienen proteinas o lipidos disperses no suelen observarse halos de
hidgrolisis alrededor de las colonias, No cbstante, la mayoria de las cepas
exhiben una Higera actividad proteolitica, deblda a proteasas y peptidasas de
1a pared celular, y una débil actividad lipolitica debida, sobre todo, a 11pasas
intracelulares (Law y Kolstad, 1983).

H. 2. 4 - Nutrloidn y condiciones de culkivo,

L.os factobacilos son organismos extremadamente exigentes, adaptados a
sustratos organicos complejos. Para desarroilarse no sélo requieren
carbohldratas, sino también nuclebtides, aminodcidas y vitaminas Mientras
todas Jas especies requieren acidos pantoténico y nicotinico, la tlamina soio
es hecesaria para el crecimiento de los lactobaciios heterofermentativos. Las
necesidades de &cido félico, riboflavina, fosfalo de piridoxal y Acido
gamincbenzoico son variables entre las dislintas especles, siendo la
ribollavina el compuesto mas comunmente requerido. La biotina y la vitamina
B,, s6to son necesarias para un nimero escaso de cepas. Los resultados de

Morishita vy col. (1974; 1981) Indican que muchos requerimientos
nutricionales de los lactobaciles podrian deberse a la acumuiacidn de
mutaciones en su genoma.

Los diferentes nutrientes esenclales requeridos para el desarrollo de los
lactobaciios se encuentran, normalmente, en sus meglos ordinarios de Cuitive
que contienen, ademas de carbohidratos fermentables, peplona, extraclos
carnicos y extracto de levadura. Las suplementaciones con jugoe de tomate,
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manganeso y ésteres del Acido oleico (especialmente Tween BO) en muchas
especies son eslimulantes y a veces Intiuso esenciales.

Los tactebaciles crecen blen en medios Hgeramente acldificados, conun
pH infcial de 45-6.4 E) crecimiento cesa cuando el pH 2lcanza valores de
3.6-40, dependiendo de 1a especie y cepa Aunque 12 mayoria de 12s cepas son
aerotolerantes, su desarrolio Optime se consigue bajo microzerofilla o
anaerodiosts, estimulando su crecimiente concentraciones de CO, de

alrededor det 5 K. La mayorfa de los lactobaciles crecen dptimamente 2
temperaturas mesofllicas de no mas de 40 #C. Algunas especies crecen por
debajo de 195 °C y otras por debajo de 5 9C Los lactobaciles denominados
“termofilicos” s¢ desarrollan aS59C y no lohacen a 15 #C,

IL 2. 5. - Hetlabotisma,

Melabdlicamente, 103 lacithacilos se encuentran en el unbral entre la
viga 2enibica y la anaertbica; poseen rutas metabdlicas eficientes de
fermentactin de Jos carbohidrates, acopladas con sistemas de fosforilacién a
nivel de sustrato. La3 peincipales ruras metabdilcas de utiizacion de las
hexosas son 1as de Embden-teyerhof-Parmas (glicolisis) en la que un mol de
Pex03a s corwierte en dos de &cidoe 1actico (fermentacion homotaclical y la
del 5-P-gluconato en 1a que un mol de hexosa origina un mot de CO,, uno de
etanol (0 Acido acétlco) v otre de dcido 1actico (Termentacitn heterokactica)
(Figura 2. 1). €1 plravate, producto intermediaric de ambas rulas metabblicas,
puede sufrir otras conversiones alternalivas, originando diacetilo y sus
gerfvados o 8Cido acéticn.

A nivel enzimitico, Jos lactobactlos homo y heterofermentativos




17 REYISION BIBLIOGRAFICA

difteren respecto de la presencia de una aldolasa y fosfocelolasa Mientras
que los hombfermentativos poseen Unicamente la  aldolasa, 1los
heterofermentativos solo disponen de fosfocetolasa, por lo que lambién
. utilizan las pentosas, produciendo cantidades equimolares de 4C1dos iactize y
acético. No obstante, un grupo de lactobacllos homofermentativos,
tradiclonalmente  conocidos como  esireptobacterias, poseen uma
tosfocetolasa inducible, siendo las pentosas las inductoras de 1a sintesis de
este enzima Por ello estos microorganismos willizan las pentosas con
tormacién de acidos ldctico y acético, ¥ 1as hexosas con formacion de acido
l4ctico onlcamente.

La configwaclén L o D ode} acide Jactico formade depende de la
. esterecespecificidad de la lactate deshidgrogenasa que poseen los
lactobaclies; 1a forma racémica se preduce cuando en la misma célula hay
tanto L- como D-lactato deshidrogenasa, No chstante, L. sake £ corvalus y
L. casel subsp. psewtoplantarum producen el correspondiente racemato por 12
accién de una lactato racemasa inducible que actda en combinacion con una
L-lactato deshidrogenasa constitutiva (Sletter y Kandler, 1973), Las lactato
deshidrogenasas de las diferentes especles differen a menudo
considerablemente en su movilidad electroforética y en otras caracleristicas
btoquimicas. La mayoria de estos enzimas no son alostéricos pero algunas
especles (£, casel L. sake [ curvalus ¥ L bavaricus) contienen L-lactato
deshidrogenasas alostéricas siendo sus efectores la fructosa difosfalo y el
Mn2* {Hensel y col., 1977}

En 12 actualidad se dispone de poca informacidn sobfe 108 mecanismas de
transporte de azicares en las especles del género Lacfodac/iug a pesar de
que la presencta ¢ ausencia de dichos mecanismos determina el palrén de
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GLUCOSA PENTOSAS
Fructosa-!,6 difosfato Glucosa-6 fosfato
-— Al 0252 - 6P-Gluconato
¥
2 Tricsas-3p Ribulosa-5P em——0on0
(2 ADP
2 ATP Xilulgsa-SP + CO,
2 Piruvato
Fosfocetolasa
2 Lactato
Triosa-3p + Acetil-P
2 ADP )
2ZATP
Piruvato
Lactato  Acetato (Etanol)
Glicolisis Ruta del 6P-Gluconato
Flgura 2. I.-Princlpales rutas metabdilcas de utilizacién de

carbohidratos en las especies del género laclobac/iivs
Fuente: Kandler, 1983,



13 REYISION BIBLIOGRAF ICA

carbohidratos utlilzades, uma caracteristica Importante para sy
{dentiricacién. No obstante, Se sabe que !a mayoria disponen de sisiemas de
transporte activo de aminoac!dos y péptidos (Law y Kolslad, 1983},

il. 2. 6. - Pldsmides

En 1a actualidad no se conocen muchas cepas del género laclabaci/ivs
transformables o transducibles; sin embargo, se observan con frecugncia
plasmidos, ligados a menudo a la resistencla a los antibloticos (Vescovo y
col., 1982), al metaboitsmo de 13 lactosa (Chassy, 1976} o a 1a sintesis de
bactertocinas (Muriana y Klaenhammer, 1987; Kiaenhammer, 1968),

11. 2. 7. - Estructura antigénica

Son muches 105 lactobaclles que basandose en 13 existencia de
deterrninantes antigénicos especificos pueden asignarse a 7 grupos
antigénicos diferentes (A,B,C,D,EF,B) (Sharpe, 1981). La Tabia Il 3 recoge
algunos de los grupos antigénicos detectables en microorganismos det género
Lactobactllus asl como 1as Caracteristicas de 1os antigenos respensables y
de su localizacion celudar.

I1. 2. 8. Ecologla

Los lactobacilos crecen bajo condiclones microaerclilicas o anaerdbicas
en todos los habltats que les preporcionen carbohideatos, broductos del
catabolismo proteico, nucledtidos y vitaminas. Las temperaturas mesofllas o
Ilgeramente terméfilas les son favorables; sin embargo, existen cepas de
algunas especies gque pueden crecer, aunque lentamente, a temperaturas
<ércanas al punto de congelacion (Kitchell y Shaw, 1975),
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Les lactobacilos son generalmente acidiricos o acidéfilos,
disminuyendo ¢1 pH de 1os sustratos en los que crecen hasta por debajo de 4.0,
debido a 1a formacidn de dcido Yactico, previntendo asi, ¢ al menos retrasande
considerablemente, el desarrollo de otros microorganismos competidores 2
excepcion de otras bacterias lacticas y levaduras. Estas propledades
convierten a los lactobacilos en vallosos habitantes del tracto Intestinal del
hombre y de los animales, asf como en elementos importantes en 1a
preservacion de la calidad micreblolégica de 1os alimentos.

11.2.9. - Taxonomia

En la actualidad, se sigue empleando la subdivisidn tradicional de los
lactobaciios en tres grupos (7hermobacterium, Sireptobacterium Y
Belabaclerfum ) propugnada por Orla-Jensen en 1919, Sin embargo, los
lactebacilos de estas subdivisiones no pueden considerarse como subgéneros
formales ya que no representan grupos filogenéticamente definidos. La
clasificaction mas reclente del género, 1a de 12 1a Oltima edictén del Bergev's
Manwal of Systematic Bacterfology (Kandler y Weiss, 1986), los divide
tamblién en tres grupos, y aunque 1a mayoria de las especies de cada grupo
coinciden con las definiciones originales de 1las termobacterias,
estreptobacterias y betabacterias, los criterfos para su clasificacién no se
basan, nl en la temperatura de crecimiento, nl en su morfologia,
caracteristicas clasicas de los subgéneros de Orla-Jensen, sino, entre otras
propiedades, en el tipo de peptidogiicane que poseen, en la movilidad
electroforética de Sus enzlmas, en su grupo antigénico y en e} isémero de
acido Yactico producido (Bottazz), 1988),

Lo% grupos propuestos por Kandler y Weiss (1986), son los sigutentes:
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Tabla Il. 3. - Grupos antigénicos detectables en algunos microorganismos del
génera Laclodaciilus

Especie Grupo  Antigeno Localizacion Determinante
L helveticus A GTA Pared celular  w-D-glucosil

L. casel B Pelisacarido  Pared celular  a-L-rhamnostl
L. casel c Pollsacérido  Pared celular  a-D-glucosil

L plantarum 0 RTA Pared celular  te-D-glucostl

L oelruecklf € GTA Pared celular  Desconocido

L brevis E GTA Pared celular  Desconocido

L duchner! £ GTA Pared celular  Desconocido

L rermentum  F GTA Membrana n-D-galactosi|
&, salivarivs G Polisacarido  Pared celular  L-rhamnosi!

Simbolos: GTA: dcldo glicerol teicoico; RTA: 4cide ribitol teicoice.
Fuente: Sharpe, 1981,
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a) 6rupe L1 lactebaciles hornofermentativos obligades, en donde se
incluyen 10s representantes del subgénere Phermobacteriumde Crla-Jensen, y
en 105 que de acuerdo con sU homologia DNA-DNA se distinguen dos grupos de
especies 0 subespecles: el primero agrupa las tres subespecies de £
geldrveckil y €l segundo estd representade por L. acioopniius

b) Grupo Il: lactobaciles heterofermentatives facultativos, donde se
incluyen las estreptobacteries de Orla-Jensen. Se reconocen en él tres
especles ¢ subespecies: 1. L planfarum 2. subespecles de L casef y 3. L
sake L curvatus y L bavaricus

¢} Grupo [il: lactebacilos heterofermentativos obligados, que contiene
1as clésicas betabacterias. s ] grupo cuya estructura filogenética necesita
mayor clarificacion,

I1. 3. - GRUPQ STRELTORACTERILIY

El grupo de estreptobacterias est4 formado, en 12 definfcion original de
Orla-Jensen (1919), por los lactobacilos homofermentativos meséfilos,
caracteristica que 103 separa da  los lactobacilos “terméfilos”
{ Thermobacterium ) ¥ de los heterofermentatives productores de gas
(Belabacterium).

1. 3. |. Estreptobacterias atipicas

Cuando se aislan de la carne y productos carnicos bactertas lacticas y
particularmente lactobaclios, frecuentemente no pueden clasificarse
slqulendo los esquemas empleados clésicamente ya que se basan en datos
procedentes de microorganismos aislados de otras fuentes (Rogosa, 1970;
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Sharpe, 1979). Para Ingram (1975), la ignorancla de las propiedades de los
lactobaciios aisiados de fuentes distintas de 1a leche y de los derivados
f4cteos es 12 que ha conductdo a denominarios “atipicos” o no identificadoes™

E1 término “estreptobacterias atfpicas™ fue utilizado por primera vez por
Thornley y Sharpe (1959), para denominar los microorganismos relaclonados
con [ planfarum pero que poseian aigunas diferencias significativas
respecto de l1as estreptobacterias en general. Desde entonces, han sldo
muchos 103 investigadores que han aisiado lactobaclios y 165 han clasificado
como estreptobacterias “atipicas’ {(Kitchell y Shaw, 1975; Hitchener v ¢ol.,
1892; Shaw y Hardy, 1984; Morishita y Shiromizu, 1996; Schillinger y Likke,
1987; Korkeala y Mbkeld, 1969). Actualmente se considera a estos
lactobacllos como la microflera mas representativa de muchas carnes y
productos carnicos (Reuter, 1975; Holzapfel y Gerber, 1986; Schillinger y
LOcke, 1987; Montel y col., 1989),

Los rasgos mas caracteristicos de este grupo son su tendencla a mostrar
formas cocoldes, sumenor tolerancia a la acidez y sus menores temperaturas
de crecimiento, por 1o que se consideran Jactobacilos psicrotrafes; de todas
las bacterias ldcticas son las que poseen temperaturas de desarrolio mds
bajas (Reuter, 1975; Reuter, 1981). La tabla }I. 4 muestra las diferencias
fislolégicas mas significativas entre las estreptobacterias tipicas y las
atipicas.

(1.3, 1. 1. - Laclopacllius sake

Este microorganismo debe sunombre 3 haberse aislado originalmente de
un cultivo Iniciador para 1a elaboracion de vino ge arroz, "sake® en japonds
{Katagiri y col, 1934). Su morfologla tipica es la de un bacile
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Tabla il. 4. - Diferencias morfologicas y fisioldgicas mas significativas entre
- 1as estreptobacterias tipicas y las atipicas.

Eslroplobacterfas
Coractar istices Estreptobacieries stipicas
Crechmiento en medio sl jdr:
Dibmetro da 1es colonfas 1-2 mm 0.5-1 mm
Forma celular . bactlos bacilos corlos
Crocimiento en medio lioyde:
{ntervalo da temperalura
min, 4-8¢C 2-49G
max, 42-45 40-42°%C
pH final {30 8¢, 5 diss) 3,7-3.8 3.9-4.1
CrecimienloapH 3.9 + -
Fermentasitn del manitol + -

Fuente: Reuter, 19735, modificada.
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corts, lgeramente curvado e Irreguler, 48 exlremos redondeddos, (on UNas
dimensiones d2 06~08 x 2-3 um que 58 presenta aislado 0 en pequefias
cadenas La mayoria de Jos 2181a003 no crecen 3 45 W pero sl 2 2-4 Cy
poseen ¢ enzima lactalo racemasa Olras caracleristicas fi3iolégicas y
blogquimicas de este microorgantamo se muestran en la Tablail 5

L sabte no estd relacionado gendticamente con otros lactobactlos, a
excepeidn de L curvalis vy L bavaricus (Kagermeier y col, 1883) Mientras
que 1a mayoria de los aislamientos de L davar/cos exhiden una hemologia
DNA-DNA ab30luta con £ Sabg enlre L curvalus y [ satesu homologia es
solamente gel 40-50 K.

L. sate 3¢ alsla reqularmente de vegelales fermentades, carne y
productos CArnicos y paslas precocinadas. Posiblemente 13 mayeria de lag
estreptobacterias atipicas a1s3'adas en el pasado de enallades y proguctos
carntcos fermentados y envasados a vaclo pertenecian a esta especie y a 1a de
L. curvatus (Kandler y Welss, 1986)

30020 - Laclopsctifus curvalus

€1 nombre de esle lactebactle indica su forma curvada con extremos
redondeados. Sus dimensiones sont de 0.7-0.9 x 1-2 um y se desarrolla en
parejas ¢ en cadenas corlas, mostrando frecuentemmente anillos de cwalre
celulas 0 formas en herradura Otras caracteristicas de esta especie se
mesestran en 1a Tabla 1L 5.

L3003~ Lactebac s bavaricus

Son bacilos ligeramente curvades de dordes redondexdes y sus
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Tablia 11, 5. ~ (continuaciénd

Caracleristicas L sate L ocwvatus L bavaricus

+ + +
% + +
- - -
+ - +

Fuente: Kangler y welss, 1986,
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1975). Estos Oitimos Se han fdenti{tcado recientemente como £ Sate y (
curvaltus (Schittinger y LUcke, 1987, Rodriguez y col., 1969).

Durante el almacenamiento en refrigeracién de 105 productos camnicos
son variag 195 especies de factobaciios que se desarrolian (Reuter, 19811 En
muchos cases, especlalmente las otrora denominadas estreplobaclerias
atipicas, se convierten en el principal compenente de la microtlora
bacterizna, a) inhibir ¢ desarrollo de otras especies microblanas, mejorando
asl la calidad microbloldgica de estos alimentes, Sin embargo, olras
especies, especiaimente L. wiridescens pueden congucir a 1a alteracidn de las
carnes debido a la produccidn de otores andmalos, sabor 4cido, viscosidad o
enverdecimiento (Egan, 1983

i, 5. 1.- Extensitn de la vida gtil

Un aspecto Inleresante de las bacterias lacticas e3 su capacided de
prolongar 1a vida Gti) de determinados alimentos al inhiblr el desarvollo de
168 microorganismos causantes de alleraclones. Mather y Babel (1959)
detnostraron que fa alteracion del queso tipo Cottage por A3 fragf y A3
putrelsciens, se retrasaba considerablemente 31 durante su elaboracion se le
adiclonaba un cultive de S c/troverus  Elliker vy ol (1964) cbservaron,
tamblén en el queso tipo Cottage, que el incremento de su vida util derivaba
g2 12 Inhibicion de 125 bacterias alterantes por el desarrollo de 1as baclerias
lact1cas, y se encontraba directamente relacionadd Con la concentracion de L.
Jactfs swosp. aracetilect/s en el producto final. Gililand y Speck (1975)
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b3 gy A de 1 carhe picada dv vacumd thbcutadd cen L Ats ¥ Lew
cotreverum y aleencenada a 7 8, GHNlend y Spetk (1973) hen descrite
snbmoeten de ardapanisies Trende @ AR Aray WChuso cuendd el miCulo de
pacterias Welican (L Dufgricus ¥y P cerevisige ) ro se gesarroliahag
acyveararde. Path p Clark (3975) obasrvaren que Tad baclertes leticas
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Poazanh y 0% {1979] domentroren qua tog uitived talchatores comercialey de
8 gorowiniig v £ phvtorue ncremettaben 12 vida (i1 de fa carne G2 polls,
R chalaha, Senith ¢ cod (19R0) han safatad gue Ya tnoculalidn con bactertas
bR o ool foraba 1 vida oF Slmacdn G2 1D CHPRR O vatUne.
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empdin Whibe ot dRearroiia 42 1ol mFee irand indeseabled y permite uw
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. 5. 2 - Conteol de microorganismos paldgenos,
1,5. 2 1. - Bacterias

Gillilang y Speck {1972, Park y Marth (1972} y fubin y Yaughan (1979),
utilizando cultives mixtos de bacterias 1acticas y salmonelas, observaron, en
1a leche desnatada, que €] efecto inhibldor de las bacterias 1aCticas sobre las
salmonela dependia de 1a bacteria lactica empleada Cuando en 1a laboracion
del queso Camembert se utilizaban cultives Iniciadores 1acticos comerciales
{Park y cob,, 1973; Frank y col, 1977, Frank y col, 1978) se Inhibfa
sighificativamente el desarrollo de  fscherich/e coll enterepatdgeno,
Asimismo, Ahmed y col, (19686] han observado que el escaso Jdesarroilo de ¥
enferccolitica n €] yogur se debe a su pH Acido y a otros fendmenos
competitivos generados por el cultivo iniclador. Westhoff y Engler {1372)
detectaron, en 10S requesones, und raplda inactivacién, tanto de S
Lohimorium como de Saurews y sugicleron que se debla al bajo pH (45-46)
que as baclerias lacticas hablan desarriltado en @1 sustrato.

Debldo 2l peligro que representan 1a carne y los diversoes productos
cérnicos como fuentes de toxiinfecciones allmentarias, se han sometide a un
gran nimero de Investigaclones para determinar el efecto de numerosos
pardmetros en el desarrollo de microorganismos patdgenos para el hombre.
Goepfert y Chung (1970) vieron que el ndmero de salmonelas disminuia
durante 1a maduraclén en los embutidos correctamente formulades, y
adicionados de cultivos inlcfadores de Pediococcus o Laciobaciiius Riemann
y <ol. (1972), analizando l0s resultades de diversos investigaderes,
concluyeron que e desarrollo de S arecs en los alimentos y su sintests de
enterotoxinas dependla de 1a interaccién entre pH y concentracion de sal. Daly
y ¢ol. {1973) observaron que los cultives Inlcladores comerciales no Inhiblan

530089 9%c X



K} BEVL7ON BIDLICORAF ECA

rompiimants e dearreile de 3 anesg pere 31 ko reductan
corgirebiomarde, & A maners Que ¢ eliminabd i3 ginlesls de
erteroting. Prsuilages smilres han cbtenida Baran y Stevenson (1975)y
heangn ¢ Mrest 1976) (Tatla It 6

185 batierian WEIMES o presancid d2 concenlracionss sdeduvadon de
waras © axom bhian el desarrelis y la produxcion oo textnas de
lostratoer potwimm  (Christiznoen y col, 1975, Tangka y col, 1980)
{Tapia b 71 910 ofecto b marifieslad Chuno o 2usenc)a d nitritos, por o
@ Bos waestigaires han postuiado que Tas concentraciones 0¢ nitrites
enpiendies o cleflas  productos  cAnices  podrian  disminanrse
signifiativamerte 8% que Su segurided dveminuyese, Stempre qui 9o
sfamaran pterentnadas bactertay actices y carbohidrates (Tanska y cel,
19R00 Lap Dattervad WCtHLas tambidn hen demestrado sy efigatia en gl
simarod dat desarrollo Gi ¥ enderorolitica en 1ag Carnes y dlvers0s productng
sl (Raceah v Herningaen, 19841

i Yoo GRiemes o 12 deruncis de varles brotes de listerionts hamana
Fpitaiea ¥ copims de alimentey conbamingdon Con {/sleris manocylogenes
52 oaehd @ 8t emdlipilguen Tes bwestigacionss sobre ¢) control dn este
wiratidies et 1o alimentos. A este respedts, s¢ hy observade que
metha) barhertan Weitas, Moundt &0 133 cudles Son arpliomente wiibitagas
oaes Suieg mittadires, manteston wy Weportante activided Inhibidora
A ol getarrotle do eale microtrganiamo. En B mayorld ¢ los Cages estd
BRohin op cabe e parte 3 133 bacterierings elaboraded por 135 Doctertas
S bhdbddora (Bhunda v ool, 1908, Meover v oob, 1988; Pucct y ool
VRAB, s v col, 1999, SChlmgar y Likke, 1989; Rodriguez y col, 1989,
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Tabla 11, 6. - Producclon de enterotoxinas estalflocécicas en un embut{do

¢rudo madurado.
Dospuds da 3 dies Despuis da 7 dias
Formulecién LogfCP®  pH  Enlerotaxina LogECP?  pH  Enlaroioxing
$in cullivo infcledar  8.84 5.9 + 6.88 8.7 +
Con cuttivo tniciador 6,78 5.6 - 7.53 5.3 -

ECP: estarllococos coagulasa-positivos.
Fuente: adaptado de Niskanen y Nurml, 1976.

Tabla I1. 7. Produccidn de toxinas botulinicas en un embutido crudo madurado.

Formutaclon N® de muestras
tdxicas de 25
Nitrito (ppm) Cultlvo Inictador Dextrosa totales.

- . 8

0 * - 22

+ + 2z
30 + +

150 - - 14
150 + *

Fuente; Christiansen y col., 1975,
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Tanta la leche cruda, ¢omo la pasterizada deficlentemente, han
tranamstig0 virug a 1os censumidores (Cliver, 1976). Cliver (1973) comprobd
qup tos vIrus de Ta petiemielitis y de 1a influenza humana y de la estematitis
wediCular bovirg presentes en fa leche o2 vaca, nd 5¢ destrylan durante 1a
madurackin del quesp Cheddar, nl siquiera Con &l empleo de cultivos
L IAIONES,

De otraperte, 105 avatares de og virus presentes potencialmente en las
carnes ernpleacas en 12 obtendtén de productos CamICos Curados han recibido
muy pocad atercidn Hermann y Chiver (1973} vieron que fa concentracitn ge
corackigvicyg disminula conglderablemente durante la maduracidn de los
ambut 5o Gk Lipd Thuringer en Jos que una cepa Ge [a0lodac/lius Tedujo el pH
d2 62 @ 48 Kanter y Potler (1973 gbgervaren que 103 virus de Ja polio
perdian sy infectividad durante ia maduracitn del salami con cultivos
miTiadores ¢ { pantarum y A cerevisiae En embutidos crudos curados con
un Cultiv Iniclador 08 Aegiococcus %, McKercher y col. (1978) observaren
que el virug de 13 peste parcing africana percla su Infectividad al lnal gel
peripdn 48 maduras idn.

{05 dalos presentadon por esles investigadores indican que durante la
ehatoraciin de 1os preductos carnicos curados se destruve la Infectividaa de
varlog virug; sin embargo, 13 €3Ca%2s Ivestigaciones realizadas hasta el
OMANLD P Dermilen generali2aciones,
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1. 5.2, 3. Hongos vy micotox|nag,

Al inocuiar esporas de Aspergfllus flavus en un cyltlvo de L /aclrs
Coallier-Ascah ¥ ldziak (1985) descubrieron que la acumulacion de
afatoxinas B, y 6, era minima o no se detectada. Los niveles de aflatoxinas
también se reducian significativamente cuando L. /act/s se inoculaba en un
cultivo de A /lavus; El-Gendy y Marth (1980) v Wiseman y Marth (1981)
habfan obtenido previamente resultados similares. Sin embargo,
Coalller-Ascah e 1dziak (1985) observaron que la cepa de L. /act/s utilizada
poseia tambfén la capacidad de degradar las aflatoxinas ya preformadas,
Estos autores, uttiizando el ensayo de Ames, demostraron que {os
sobrenadantes de los cultivos milxtes de 4. Jace/s y A Flawws careclan de
actividad mutagénica restdual y, por lo lants, de actividad carcinogénica
potencial,

Karunaratne y col. (1990) han observado recientemente que en los
medios de cultivo liquidos tres especles de laclodacliius (L. piantarum L.
acldpphilusy L. bulparicus } 1o mismo Inhiben el desarvollo de A /lawus
subsp. paras/ticys que disminuyen 1a cantidad de aflatoxinas B, y G,
progucidas. Este efecto se ha relacionade con 1a disminucién del pH y con
fendmenos todavia no blen conocides de competicion microbiana.

IL.5.3. - [richingila spiralis

En los embutidos crudos curades Bacus y Brown {1981} han sugerido que
105 cultivos iniciadores contribuyen indirectamente a la destrucclon de las
larvas de 7 spiralrg debido a una fermentacién iniclal controlada, raptda y
consistente. Este pardsito se afecta por el descenso del pH (Castro y col.,
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LRI, por T que ¢ poaible qu 13 baclerfas lhcticas, ¢n presencla de
carpenigrates fermentables, centribuyan conalderablemente a la Inactivecion
g gute pardaite

Chitgers y cob (1982) han estudiado 12 Inactivacién de 7 spiralls en
salun $1aborago con un Cullive iniciador de 2 cerevisiae Conchiyendo que la
Cercentraciin de Natl erd el Tacter mas importante en 1a inaclivacin del
Eardaite lameniablemente, e3tos aulores no estudlaren &l efecto de la
Dacteria Hetica en €1 proceso.

1.5 4 - Hitrosamioas,

tos attrates y nilrites se adickonan 2 los producles carnices para
ity el desarrollo de € dotu/taumr y estabitizer @) color de las carnes
fareass 5 embargd, el nitrito residual rescciend con 1as ambnas
sevundartas Termande ntrosaminas, sustancias altamenle carcinogénicas
[Zeny cob, 1974).

varias bactertas Jacticas, entre ¢lles 1as & L plwoiarum empleadas
oy cultives iniciadores, reducen 103 nitralos a nilritos, tanto en medios de
Cutive itguigns coma en 13 carne (Smith y Palumbo, 1978) La capacidad de
estes migroorganiames ¢8 requcir 108 nitratos a niritos podria favorecer a
formaciin de mitresamings Este hecho podria esperarse socbretodo en
embtises formulados con niveles 02 nitrates elevados. Sin embargo, un
estudly relativamante reciente que incluia un gran ndmero de produclos
Chraices Termentados Surados indicd que no existian niveles detectables de
trozomias voldiHes (Andnime, 19801 Olros estudios realizados con
proguctes Cimicos formulados con pilrates o nitrites y con Ja presencla de
bazcterias 1cicaa, d¢ forma natural o por adicién de un cultivo Iniclador, hen
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demostrade que en dichos alimentos son bajos 103 niveles de nitrosaminas
{Palumbo y col., 1974; Dethmers y col,, 1975; Kotter y col,, 1976).

E1 nivel de N-nitrosopirrolidina alcanzado en el bacon esta directamente
relacionado con 12 concentracion de nitritos (Gray y Randall, 1979 Sin
embargo, 1a concentracion residual de nitritos en el bacon puede disminuirse
empleando cultivos inicladores tacticos (Bacus, 1979) (Tabla Ii. 8). Durante
la elaboracion del bacon, las bacterias lacticas crecen y utilizan los
carbohldratos existentes, reduclendo ¢l pH de 1a carne; de olra parte, el bacon
acldulado por 12 presencla de £ plantarumy un 0.5 % de sacaresa o glucosa
Impidiria el desarrollo de £ Zofuiinum en el caso de que se produjera un
abuso en |a temperatura de almacenamiento Incluso cuando su contenido en
nitrito sea pequeiio 0 Inexistente (Tanaka y col., 1980). En Estados Unidos el
USDA (Dpto, de Agricultura de Jos EEUUY ha concedido una autorizacion para el
empleo de cultivos Inicladores de bacterias lacticas en el bacon, con el
cbjetivo de disminuir 1a formacion de nitrosaminas {Houston, 1979), Tras un
aflo de produccidn comercial de bacon, Brown (1980) ha sefialado 1a eficacia
d¢ dicha medida para minimizar ia formacion de nitrosaminas.

). 5. 5. Aminag biégenas,

La produccion de aminas biégenas en 105 alimentos derlva de la actividad
metabblica de Ios microorganismos y, especificamente, de 1a accion de las
descarboxilasas microblanas que transforman los aminodcidos en aminas
potenclaimente tdxicas (Smith y Palumbo, 1983). Las aminas biégenas o
vasoactivas pueden originar graves crisis hipertensivas en pacientes tratados
con Inhibldores de la monoamino-oxidasa (MAQ). Los sintomas incluyen un
aumenta de |a presién sangulnea, cefalea, flebre, sudoracidn, vémitos y, en
algunos casos, incluso 1a muerte (Blackwell y col., 1967).
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Taola 1. 8. - Formacidn d¢ nitrosaminas en ¢l bacont.

Nitrito Nitroso~

residual pirroiidina
Formutacidn (ppm) pH {ppb}
Son cultivo tniciador 20-40 6$0-6.4 10-30
Con cultivo Inlgtador 4-16 3.2-36 2-9

& intervalos medios de 10% valores observados.
Fugnte: adeptade de Bacug, 1979,



1 REVISION BIBLIOORAT ICA

Rice y Koehler (1976) demostraron que la actividad tirosina
decarboxilasa e histidina decarboxiiasa de £ cerewisize ¥y L plantarum
constituyentes comunes de muchos cultivos Infcladores, era muy baja. La
activicad descarboxilasa es muche mayor cuando los embutides crudes
curados se someten 2 una fermentaclon naturat gque cuando ésta esta
gobernada por cultivos iniciadores lacticos (Taylor, 1978; Eitenmiller y col,
1978). F1 empleo en Jos productos carnicos fermentados de 2 carevisiae y de
clertas especies del género Lactodac/lus disminuye o Inhibe el desarrollo de
otros microorganismos dotades actividad tanto proteolitica como aminodcide
descarboxilasa y presentes naturalmente en la mezcla carnica. La fnhibicion
de esta microflora indeseable impide 1a formacién de niveles peligrosos de
aminas bibdgenas (Eitenmilier y col., 1978).

11, 6. LAS BACTERIAS LACTICAS COMO PROBIQTICOS,

EY origen del término "probidtico™ se atribuye 2 Parker (1974) que lo
utilzd para definir los organismos y sustancias que contribuyen al equilibric
microbiano Intestinal. fuller (1989) consideré esta definicién como
demasiado amplia e imprecisa ya que también podfa comprender, por ejemplo,
2 los antibibticos; por ello redefinid a los probléticos como suplementos
microblanos que afectan beneficiosamente al hospedador hurmano 0 animal,
mejorando su equilibrio microblane intestinal, Sin embargo, el concepto de
manipulacién de 12 microfiora Inteatinal ya fue postulado por Metchnikor
(1507)-el cual sugirié que el consumo de leche Termentada con lactobaciios
pedia prolongar la vida humana, Su teorfa era que los lactobacilos
desplazarian a 108 microerganismos productores de “toxinas™ que se
encuentran normalmente en el tracte Intestinal. Los posibles mecanismos de
acclon de fos probidticos se recogen en 1a Tabla I1. 9.y 1as caracteristicas de
un buen problético en 1a Tabla i1, 10,
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Tabia 11. 9. - Posibles mecanismos de accién de los probidticos.

amammmmwm
b tompetion por maAr fgnies
amnmwmamm

amwmmmm
b actividad enzimética disminuide
3. Extimubacion o Ja tnmunided
& ainento 0o Yos ntvales de entlioudr pos
b. aumantn 0 Ya actividad de Jo macrdfagot

Fugnte: Fuller, 1989

Tatta . 10. - Caracterlsticas de un busn probidtico.

4. Ejaronr un ofecty banefioiond en ol hospedador humang o animel

2. Ser opuidoena y stdxico

3. Clar prossta como tifules vishles, prefer blemonts en grandis nimarcs

4. Lapat de sobrevivir y dusarrollar Su activided metabolics en el ambienta intestinal
5. Usleblay copar & o enanacer viale dur et Yarges per fodos de tampo

Fuente: Fuller, 1989
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i. 6. 1. - Centrol de patdgenos intestinales

Desde los primeros {rabajos de Metchnikof (1907) se han realizado
muchos estudios sobre el papel de los lactobactios, espectalmente [
acrobphrivs en el control de les microorganismos patégenos intestinates,

Mitchell y Kenworthy (1976) han observado que lechones alimentados
con piensos con Z. uvigarfcus e Infectados artificlalmente con cepas
patégenas de £ ¢colf crecieron mas deprisa y sufrieron menos diarreas que los
animales control no suplementados con lactobacllos. En  lechones
supiementados durante 8 semanas con £, /xc(/s Tos recuentos de coliformes
de lag heces disminulan pregresivamente (Muralidhara y col, 1977); Fuller
(1977) obtuvo resultades similares en pollos gnotobléticos inocutados con £
colfy L aclaphilus Los extractos libres de céiulas de £ case/y [
acidairiys tamblén han demostrado su eficacta para Inhibir el desarrollo de
£ ¢olf (Hosono y Tokita, 1977). Otros estudios han descrito 1a disminucion de
diarreas en terneros alimentados con células viables de £ acidopilusy la
disminucion de colitormes en sus heces (Bryce y col, 1979). £stos hallazges
contrastan con lps de otros Investigadores que ho han observado efectos
beneficlosos derivados de ia presencia en los alimentos consumlidos per Yos
animales de £ ac/dapniius (Hatch v col, 1973; Ellinger y col,, 1978) o de £,
factis (Horrill y col., 1977),

Watkins y Miller {1983} estudiaron en pellos gnotobidticos los efectos
profitacticos y terapetticos de L acidbwiiius frente a 5 Gpiimuriumy S
aureus Los tratamientos profilacticos fueron, en todos los casos, mucho mas
afectivos que los terapedticos, originando en 1os polles en unas tasas de
mortalidad menores. Resultados similares se obtuvieron previamente
uthizando cepas de £ co/f enterepatogene (Watkins y ¢ol,, 1982).
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En k3 eapacte humena son diffciies de realizer 109 estudios pera evaluar
1a actietdad antagenista d2 Jos factobacilos, especialmente los que implican a
mitreargantames patdgencs (6Mlltkand, 1989). No obslante, Gordon y <ol
(19571 en un estudio sobre 12 accidn de £ sofed/hss en 66 paclentes que
recioban antiieterapta oral, ohstrvaren que dicho microorganismo inhibla el
sesarralle d@ 1o estartlocecos del intesting. GlHtland y Speck (1977)
demeatraron que en cullives mixtes £ ac/dxisius inhibla el desarrolio de 5
araus S hpsimurim 'y £ colf enteropatégend. EI mismo estudio reveld que
1a acUividad wDibigera variaba entre 1as diferentes cepas d¢ £ ac/dgpd/ius
evaluades, Raclentemente, 9¢ han eblenido resullades prometedores en 1os
estugies preliminaren schre ¢ empleo de lactobacilos para combatir la
coiniy posudomembranosd de lag personas Onfeccidn por  Clesirrdium
Siriole aeuctada 3 una antibioterapia oral) (Gorbachy col, 1987).

Lon el objeto d¢ sustitulr o eliminar el uso generalizado de antibidticos
¥ wstang ks quimicas sintaticas se ha postulado el empleo de Tos probidticos
Come prametoces di) Crecimisnto de 03 animales. Sin embargo, no se dispone
todaeia 0 resultades experttmentales len controtagos (Fuller, 1989).

Balrd (1977) observd un aumento d¢ 1a ganencla de peso diarlo y una
mejars d2 1a conversién del plenso en Jos cerdos que reciblan con su racidn un
wplemente de tactobactios. Con ef mismo probidtice, Poliman v col. {1980)
ebbvieren resultados positives en Cerdos jovenes pero nd en Cerdos en su
fase 102l de Crecimiento; estos investigadores sugerieron que ello podria
Geberse 3l consumo de raciones diferentes. Cuando Pollman (1986) analizo tos
resultados cbienidos durante un largo perfodo de tiempo CON cerdss Jovenes -
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encontrd que 1a media de les obtenidps mostraba un efecto positivo. La
mejoria en el porcentaje de ganancia ponderal fue del 8.4 & en los cerdos que
consumian raciones suplementadas con lactobacilos.

E£n estudios realizados en los estados americanos de Arizona y Florida,
Miles y col. (1981} comprobaron estadisticamente que 1a suplementacidn con
cultivos vivos de £ ac/aupinius de 1a racién de dos variedades comerciales de
gallinas ponederas originaba un aumento significativo de 1a puesta de hueves,
sin que se alterasen ni Ja calidad, n! el peso de los mismos.

i1. 6. 3. - Prevencton de 13 intolerancita a 1a lactosa

La incapacidad de digerir la Tactosa se debe a una deficiencia en fa
sintesis del enzima p-galactosidasa de 1as celvias del Intestino delgado, La
capacidad de los microorganismos del tracto intestinat para digerir la
1actosa fue descrita por Siddons y Coates (1972), al determinar la influencia
de 1a lactosa de la dleta en la actlvidgad lactasa del intesting de pollos
gnotobldticos.

Actuslmente se sabe que 1as personas Intolerantes a Ja lactosa digleren
mejar 12 lactosa del yogur que la de 1a leche (Gatlagher y col., 1974). GilMland
y Kim (1984} han evaluada en personas intolerantes ta Influencia del yogur en
1a utiifzacion de la iactosa y los resultades obtenidos han confirmade los de
Gallagher y col (1974} EI yogur ejerce este efecto beneficioso porgue el
cultivo Iniciador compuesto de L. puigaricus y 5 thermophiius sintethza el
enzima f-galactosidasa. Garvie y col. (1984) demostraron que las ratas
alimentadas con yogur posefan en el Intestine delgado una mayor
concentracion B-galactosidasa de origen microbiane.
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123 bacterias que componen 103 ¢ullivos inicladores del yogur no son
bilis-resistentes, por 10 que no sobreviven en ¢l tracto Intestinal; 1a
presencia de bilts en el Intesting Incrementa la capacidad de las células
bacterianas de hidrolizar la lactosa al aumentar su permeabilidad y favorecer
12 salida de fa en2iina P-galactosidasa (Gittiand, 1989). Kim y Gilltiand
{1983} han demostrado que 1a leche suplementada con [, ac/con/ius ¢lerce el
mismo efecto que el yogur por 10 que bajo esta forma 13 leche puede
emplearse en Jag persenas a quienes les desagrada el sabor 4¢ido del yogur,

L3 aclivided p-galactosidasa varfa en las diferentes especies de
Lactodacithes o, CIuso, entre 128 cepas de una misma especle, por 1o que
cuande se pretendan emplear los tactobactlos con el propdsito de Tiberar ¢
enzima P-galactosidasa conviene seletclonar tas cepas Que muestran una
actividad enzimatica mas elevada (Gilland y Lara, 1988).

11 6. 4 - Tratailento 6& ta constioactén Intestinal

Algunos 0 los primeros experimentos clinfcos realizades con
lactobaciios estaban relacionados con su efecto en la constipacidn intestinal.
Rettger y Cheplin (1921) influenciaren favorablemente 12 funcitn intestinal
¢e 105 pattentes con este problems, Suplementando su diela con 2
crsoniiug Reclentamente, Alm y col. (1983) y Graf (1983) han empleado
leche con L acidophilus en ¢) tratamiento de Ta constipacién Intestinal; los
rezuliados han 3100 francamente alentadores.
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11, 6. 5. - Actiyidad anticarcinogénica

Desge que Bogdanov y col, (1962) observaron por primera vez que L
vlparicus elaboraba sustancias activas frente al desarrollo de tumores, han
sido muchos los trabajos realizados; actualmente se sabe que las propledades
anticarcinogénicas de o5 lactobaciios pueden agruparse en tres categorias:

1. inhibicién de la proliferacidn de células tumorales: observacion
basada en 1as experiencias de Reddy y col. (1973) y Shahant y col. (1983),
quienes empleando ratas como animal modele, comprobaron que L. acidamirivs
era antagonista de 1a proliferacién de las células tumorales,

2. Iphiblcidn del desarrolio de bacterias que sintetlzan enzimas como
g~glucosidasa, p-glucuronidasa y azoreductasa. ESLOS enzimas Se sabe que
transforman los compuestos procarcindgenos en carcindgenos en el tracto
intestinal. Goldin y Gorbach (1977; 1984) han observado que 1a actividad de
estos en2imas desaparece o Se reduce considerablements en personas que
toman leche con /. ac/daoiiivs,

3. Inactivacion ge cancerigenos, tales como 1as nitrosaminas (Rowiand y
Grasso, 1975) y supresion de 1a actividad nitroreductasa, involucrada en la
sintesls de nitrosaminas (Goldin y Gorbach, 1984).

1. 6. 6. - Lontro) de 12 colesterolemiz

En los Individuos hipercolesterolémicos, 1a reduccion de 1os niveles de
colesterol sérico se relaciona con una disminuclén significativa de lps
riesqos de sufrir ataques cardiaces y otros procesoS tromboembélicos.
Actualmente se conoce que ia microtiora intestinal influencia los niveles de
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coleatere] sérico.

Mann y Spoetry (1974) observaron que 1os niveles de colesterol sérico de
Lo horedred de und tribu Masal dismioulan después del consume de grandes
cantidssied de leche fermentada con una cepa Salvaje de Laclodacilus
Harrison v Peat (1975) estudiando el efeclo en ¢l colesterol sérico de cdlulas
de L &henniius afhadicas a un alimento Infantil, dedujeron que [as bacterias
actushen reduciendd sy absorcidn por el tracto intestinal. Grunewald (1982)
contirmd que 128 leches fermentadas dan lugar a una concentracién de
culesters! sérico menor que 12 leche fresca; &sta aulora sugirtd que la leche
fermentada contiene metaboittos batlertanty que inhiben la sintesis de
colesterol en ¢} crganism humano,

Algurea Teclebactios tienen un efecto directo en la concentracin de
edlestorel ) Q@ astmllan, elmindndolo del medlo de culllvo, Otras
poarhenlial hen  demostradd  que  QIChOS  INICTOOTGANISMOS  Feducen
stgificativarsente log niveles o2 colesterol del suero de 103 cerdos cuya
diata habia sido, InCiuno, suplementada con colesterol (Gillifand y col,, 1985),
resultades que Confirman Jos oblenldos por Tortuero y col. (1975) en
saprienuiag shintlares con gallinas ponedoras, Ademds de L 2c/obpnilug
ttelgen v Gtbldiand (19831 hon demostrade que L caser y L. plantarum
Lampidn poneen 1o capacidad de asimilar ¢l colesterol.

Otra activided exbidida por £ acktiodius que puede Influenciar la
celesteraiemia, o3 sy capacidad de Gesconjugar los acidos billares (61}11and
¥ Toeck, 19771, 1o que reduce 1a absorcidn del colesteral 2 nivel intestinal.
Arther (ES87) 13 sugerido que a3 endotoxings de muchas bacterlas Gram
negatieas presentes en 103 alimentos y con capacidad invasora, pueden Inlciar
wi complefa secuencia de respuestas celuiares y de interacclones en 1a
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pared de los vasos sanguineos que dan como resultado 1a fermecion de una
placa ateromatosa, En este sentido, el coptrol que las bacterfas Vécticas
¢jercen en ef desarrollo de estos microorganismos, tanto en el alimento como
en el tracto intestinal, puede reducir el efecte citade.

H. 6. 7. ~ Estimulacion de }a inmunidad

Los animales convencionales, con una flora intestinal completa y
compleja, poseen una actividad fagocitaria y una concentraclén de
jnmunoglobulinas mayor que los animales llbres de microorganismos
(Bealmear y col, 1984) El suministro de yogur a ratones gnotobidtices
incrementa la concentracién de inmunoglobulinas séricas (Wade y col., 1984},
Los lactobacllos tamblén estan implicades en Ja estimulacidn de 1a actividad
fagocitaria y, en este contexto, se ha demostrado que £ case/ es muy activo
cuando se suministra oraimente a los ratones (Perdigbn y ¢ol,, 1986).

Para que 10s lactobactlos realicen las actlvidages cltadas, es necesario
gue migren del Intestine a la circulacidn sistémica (Berg, 1983) donde
persisten durante muchos dias en el bazo, higado y puimones (Bloksma, 1981).
Ast, L caseiy L plantarum administrados parenteraimente estimulan 1a
actividad fagocitaria (Salto y ¢ol, 1981; Xato y ¢ol.,, 1983; Bloksma y col,
1981} mientras que [ plantarum también aumenta la actividad natural de las
células "asesinas” ("killer™) (Kato y col., 1981; Friend y Shahani, 1984; Reddy
¥ col,, 1983). E£stos hallazgos que ponen de mantfiesto un efecto sistémico en
la inmunidad. indican que los probibticos, no sblo modifican la flora
Intestinal, sinc que inciden en la patogenia de enfermedades que tienen lugar
en tejidos alejados del tracto intestinai (Fuiler, 1989),
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11 . 1. ACL008 OrATICOS

La wpervivenclz y el desarrollo dé Tos micreorganismos en los
3limentas estén gobernados por muches pardmetros, uno de los cuales es el
pH. Una manera aficaz de Hmitar el desarrotlo de muchos microorganismos es
incrementandd R acidel del alimento, con [0 que se crea un amblente
destavorahle para 1os mismos, Ello puede conseguirse mediante 12 adiclén de
un pctduiante o facilitercio el desarrolie de fermentaclonss micreblanas
mituraies o controlades. El efecto de los dcldos organices en los
FILINrGaMEns depends de 12 especie, Lipo y conCentracin de acido, del
tiatmpn de exposicién, de 13 capacidad neutralizante o Lampdn del atimento y
e L condicionss preexistentes en los mismos, que 108 hace mas O menos
anaibhed 0 resistentes 3 la acide,

123 bacterfag 1305028 no sblo Loleran Yos Scidos débiles lipofilicos, sino
e, §r hetho, 50 Un producto de su melabolismo (seccibn It 2, 5.). Ei &cido
Wotiee o3 o producido en mayor cantidad por 1as bacterias 13cticas; su
efecto nhibigor en ¢ desarrollo de otros microorganismos se ha evaluado en
fermentaciones controladas con bacterias 13cticas que aceleran 1a produccion
e L2l 3c1¢0, relrasando o Inhiblendo ef crecimiento de 168 microorganismos
patigenos y alterantes como, S aurews (Nurmi, 1966; Genigeorgis y col.,
WL, Barber y Detbe), 1972; Daly y col, 1973; Metaxopoulos y col,, 1981),
Sadmore iy 9. (Goeplerl y Chung, 1970; Park y Marth, 1972; Masters, 1981),
¢ bolwiimum  (Christinsen y col, 1975; Tanaka y col, 1980), &

MmO IAGr, 1980y X anterocolltica (Ahmedy col., 1986).
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Otros 4cidos organices producidos por las bacterias bacticas y que
también son antagonistas del desarrollo de diversos microorganismos
alterantes o patdgenos son e! acido citrico (Subramanian y Marth, 1968), el
acético (Daly y col, 1972; Diez , 1983) y algunos acides grases velatiles
{Goeplert y Hicks, 1969).

11. 7. 2. - Persxido de hidrogeno.

Los lactobacilos producen peroxido de hidrégeno segin los mecanismos
mostrados en la Figura 2. 2.

La acumulacién de perdxido de hidrégeno en los medios de cultivo se
debe 3 que los lactobactlos, en general, no poseen catalasa (Kandler y Welss,
1986). La actividad antimicrobiana del peréxide de hidrégeno estd bien
documentada, E! efecto antagénico del perdxido de hidrégeno se ha observado
en muchos microorganismos, entre los que se encuentran 5 gurews (Dahlya y
Speck, 1968) y Pseudbmonas sp. (Price y Lee, 1970}

Ei perdxido de hidrégenc puede reaccionar con otros componentes para
formar sustancias inhibidoras. En 1a leche cruda el perdxido de hidrogeno
generado por 1as bacterias lacticas reacciona con el tiocianato enddgeno en
una reaccién catalizada por fa lactoperoxidasa, lo que genera productos
intermediarios de la oxidacién que Inhiben el desarrollo de muchos
microorganismos, Este mecanismo de inhibicidn se conoce como "sistema
antibacteriang lactoperoxidasa® (Relter y Hdrnulv, [984; Banks y col., 1966).
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Plryvalo ¢ 01 . PQR' T— = acelil fosfato + Co, + |"L¢02

piruvato oxidasa

Lactato * Oy e pIFYAto * H,O2
L-lactato oxldasa
Laclato + L) 1 aDiruvato + H202
D-lactato deshtdrogenasa
NAD~Independiente
NADH + H' + 0, 1 2 NAD + H,0,
‘NADH oxigasa

Figa 2. 2. - Produccién de perdxido de hidrégeno por las
bacterias lacticas.
Fuente: Kandler, 1983.
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il. 7. 3. - Diagetilo

El diacetilo {2,3-butancdiona) es uno de los productos finales del
metabolismo de las bacterlas lacticas procedente del piruvato (Kandler,
1983). Muchas especies de o3 cuatro géneros de bacterias lacticas peseen la
capacidad de sintetizar este compuesto. El diacetilo es blen conocido por el
aroma que imparte a los productos tacteos y, scbretodo, a 1a mantequilla y
porque es un antagonista del desarrollo microblano, Jay (1982) demostré que
el dfacet{lo inhibla a las levaduras y a las bacterias Gram=negativas a una
concentracién de 200 pg/ml, y a las bacterias Gram-posHivas a una
concentracion de 300 ug/ml. Las bacterias lacticas no Se Inhiben a
concentraciones menores de 350 pg/ml.

Aunque el diacetilo es una sustancia reconocida como segura (figura en
las listas GRAS), su utilidad en la conservacién de alimentos es limitada
deblde a las cantidades relativamente grandes que se necesitan para lograr
dicho objetivo. Ademas, su Intenso aroma jmpediria su empleo en muchos
allmentos; Jay (1982) sugirié que el dlacetilo podria utilizarse como
antimicrobiano en utensilios y superficies de trabajo debido a su alta
volat!lidad,

II. 7. 4. - Beutering,

l.a reuterina es una sustancia de bajo peso molecular, no proteicay muy
soluble, producida por un lactobacilo heterofermentativo, [faclebaciilvs
revter)i La reuterina es un agente antimicrobiano de amplio espectro, como
se gdesprende de su actividad frente a clertas bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas, levaduras, hongoes y protozoos (Talarico y col,, 1988). Entre
los organismos de importancia en saiud publica Inhibidos por 1a reuterina se
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Inclyyen especies de Samonel/a Shigells Clostridlum  Stavtylococcus
Listeria Candida y Trypanosoma

1. 7. 5. ~ Bagleriocings

Las bacterfocinas son sustancias antimicrobianas producidas por un gran
riamare de especies bacterianas. Las bacteriocinas se definen comae proteings
o complejos proteicos con actvidad bactericida en especles bactertanas, por
1o general, estrechamente relacionadas con la especie productora (Taggy col,,
{976} Actualmente el término bacteriocinogenicidad se emplea para
describir 1a actividad de 123 bacterias de sintetizar y llberar al medio
proteinas Inhibidoras del desarrotlo de otras bacterias; 1as bacteriocinas
comstituyen un grupo heterogéneo de sustanclas ya que presentan gran
vartedad respecto de 1as bacterias que 1as producen, amplitud de espectro
aimicroblang, mecanismo de accidn y propledades quimicas y bloduimicas
{Khaenhammer, 1988; Daeschel, 1989; Daeschel y col., 1990),

£n 12 actualidad se dispone de clerta informacion sebre 1a producciéon de
bacteriecinas por lag baclerfas lacticas. Por lo que respecta a los
lactobacilos, lo8 microorganismos Involugrados en 12 produccion de
bocteriocingg son L fermentum (DeKlerk, 1967; DeKlerk y Smit, 1967), {.
redveticus tprell y Hindshill, 1973; 1975; Joerger y Klaenhammer, 1966), L.
acophiles (Barelodt ¥ Kaenhammer, 1983; 1984; Muriana y Kiaenhammer,
1987, L plantarum (Daeschel y col, 1986; West y Warner, 1968), L sate
{3chitiinger y Licke, 19692; Mortvedt y Nes, 1990), £ drevis (Rammelsbergy
Ratler, 1990}y £ cases (Rammelsberg y Radler, 1990).

£n 128 bacterlas Gram-positivas, 10s determinantes genéticos Flgados a
phiemicos goblernan, normalmente, Lanto 1a produccidon de bacteriocinas como
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12 inmunidad a las mismas. Sin embargo, la busqueda de determinantes
genéticos 1igados a plasmides que coedifiquen la produccitn de bacteriocinas
en lactobacilos ha sido, tragicionalmente, Infructuosa, La identificacitn de
dos plasmidos retacionados con la produccion de bacteriocinay 12 fnmunidad a
la misma en transconjugantes de L ac/copiflus B8 (Muriana y Klasnhammer,
1987} proporciond 1a primera evidencia de 12 importancia de 105 plasmidos en
los fendmenos de transferencia génica y en la produccidn de proteinas
antimicrobianas por los lactobaciles. Recientemente, Schiilinger v Licke
{19892) y Mortvedt y Nes (1990) han observago que 1a sintesls de sakacina A
y de lactacina S por cepas de L. sake de origen carnico estan codificadas en
plasmidos.

Los pedlococos también producen bacterfocinas, Entre las especies
implicadas figuran 2 cerevis/2e (Fleming y col,, 1975; Gonzalez y Kunka,
1987; Bhuniay coi.,, 1987; Ray y col,, 1988; Hoover y col., 1988; Nielsen y col,,
1990} y 2 penfosaceus (Daeschel y Kiaenhammer, 1985; Graham y McKay,
1983). La capacidad de los leuconostocs de sintetizar bacteriocinas ha sido
menos investigada, Orberg y Sandine (1984) observaron que tres cepas de /.
cextranfoean y dos de leuconestoes, no identificados, producian sustancias
que Inhibian el desarrollo de otras bacterias lacticas. Reclentemente se ha
demostrado la produccion de bacterlocinas por cepas de Carmabacierfum
divergens ¥ Car. piscicola (Ahn y Stiles, 19903; 19900).

Los conocidos hasta hace reiativamente poco tiempo como estreptococos
lacticos y actualmente denomtnados' lactococos, también producen
bacteriocinas, de 1as que 12s mas conocidas son la nisina, diplococina y
lactostrepcinas. €1 término “nisina™ describe a una familia de antibidticos
polipeptidices (tipos A, B, C, D, E) producldos por Lactococcus lactis (Hurst,
1981). Se trata de 'a bacterfocina mejor caracterizada de todas las proteinas
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antimicroblanas producidas por 1as baclerias lacticas; en 1a actualidad, se
permite su utilizacién, como conservador, en un gran ndmero dé alimentos
(Hurst, 1981; 1983), habléndose comprobado Su eficacia en &) control de £
Dotulinum (Denny y col, 1961; Scott y Taylor, 1981). La diplococina es un
polipéplido antimicroblano producido por varias cepas de L arevmaris cuya
actividad, a diferencla de la nisina, se limita 2 otros lactococos; la
diplococina purificada es muy Inestable (Davey y Richardson, 1981). En 1978,
Kozak y colaboradores dieron &) nombre de 1actostrepcinas a unas sustancias
antimicroblanas, diterentes de la nisina, producidas por cepay de £ Jact/s y
L lactls subsh. dlacelylactis tstas sustanclas se caracterizan por ser las
Gnicas bacteriocinas conocidas que sblo actGan a pH dcido. Aparte de las
¢ltadas, existen otros ocho tipos de bacleriecinas producidas por lactococos
y clasificadas seqin su especiro de actividad, su sensibilidad a 10s enzimas
proteoliticos y al calor y sus reacciones cruzadas (de Inmunidad y
sensibilidad) con otras cepas productoras de bacteriocinas (Gefs y col., 1983)
Las bacterlocinas de 103 grupes 11 y 111 producidas por cepas de L cremor/s
exhiben cacacteristicas similares a las de 1a diplococina Las bacterlocinas
de tipo VI y VI poseen actividad frente a un amplio espectro de bacterias
Gram-positivas.

Con el objeto de esquematizar, de 1a forma mas sencllla posible, las
caracteristicas mas sifgnificativas de las bacteriocinas producidas por 1as
bacterias facticas, se han elaborado las Tablas 1. 10. y Il. 11. que recogeny
muestran sus caracteristicas mds relevantes.

Como ya 3¢ ha Indicado, las bacterias lacticas producen bacteriocinas
gue inhiben el desarrollo de olras bacterias Gram-positivas. Sin embargo,
ursas 8410 Inhiben a especies estrechamente relacionadas, mientras otras son
activas frente a un ndmere méds numeroso de bacterias. No obstante, ambos
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tipon o Dacteriocings proporcionan a 168 MIGrowrganismos produslores
vertajas adicionales, frente 2 olras decterias, para desarrolierse en
etosistemas fermentat fvos (Klaenbamimer, [985) Ademds, 1 copecidad de
muchas bacteriocings e Jahibir el desarrolls de alnos MICrOOIGanIamos
patdgenss, como L/ monockiogenes (Howeer y col, 1938, Dasschel y ool
1948, Ray y col, 1980, Harrls y col, 1989, Schillinger y Licks, 1989,
Careninatl, 1989; Higloen y ¢9), 1990, Ahny Sliles, 1990} hace sy atractive
9y poaible wnpleo en conmarvacion ¢a alimentes.

Astmismo, 13 utilizackin de ndlodos gendtiCos en 12 construccHin y
ma jora d¢ 128 bacterias lacticas bacteriocinggénicas &3 muy promegtedora én
Ty que se reDers al dasarrolle g cuitived 1ANCIaCOres UNHGE ¥ g2 PUBVDS
sistemas de conservaciin de alimentes. La manlpulscian gendtica en la
producciin d2 bacleriscings v en 12 inrnunidad 3 133 MIsmas proparcionaran en
un fulyre cercang 12y bases para Ympleteentar 1 capacidad bacteriecinagénica
de las bacterias 1aclicas, aumentands ou acthvidad trhidora y permitiends
producir diferentes bacterioCingd con Capacidad de inhibir, cooperativamente,
A un gran ramero d2 microorgantames alterantes y patdgenos.
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Tabia il 10. - Caracteristicas de las bacteriocinas producidas por las
bacterias acticas (I).

Capa productors Nombre Composicion Pm{Ds} Termorrasistencie®
L farmentum 466 - Lipogikooproteing ND +
£, hedvstices P27 Lactoolng 27 Glicoproteina 12400 +
L. hahvsticus481 Halvelicina Proteira 37000 -
L &l liusi2 Lectacina B Proteina 6500 +
L, aldphifiuss LectacinaF - Proteina ND +
L plotarumC=11 PlantaricinaA  Proteina > 8000 +
L. sateih 706 Sakecina A Proteina ND +
£, sabst 45 Lecdocime § Protsine »12000 +
L brovisB37 Brevicina 37 Protsina »50000 +
L. coserB80 Casaicing 80 Proteina »50000 -
L factis subsp laclis  Misina Polipéptido 3500 +
L lsctls subsp cremarts  Dipiococina Polipéplido 5300 -
Scorumorss, £, otis Leclosirepoinas  Protaines » 10000 +
A corovisiastBB-63 - Proteing ND +
P, paniosacous Pediocine A Proteine ND +
P ocidifactiorPiCl.0  PediocinaPA-1  Proteine - 16500 +
P xoldflaiiem Pediocine AcH Proteina 2700 +
L prscicoidl V17 - Proteine » 8000 +

% Resistencia a tratamientos da, a1 menos, 96 9C, 30 min. ND: No determinado.
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Tapta 1 11 - Caracterislicas de 133 bacleriog'nad progucydas por 1as
bacterias 1acticas (1)

Sena i lidad & Erpectre
Cops productors  eratmed protectilioes Whiln Pacultar Wi
L Srmanlun Wk Lp & onmpiler L Aranlin
L hetvetious\ BT 1.br L aonpis, § fodvetles Batiarietilics
L. Aohuiusad! F 10 Pr PK £ Modrius, . iy
5 L. bulpr s
§ motpmiatl .4 £ fofvetinn, { RSAmaind]

1 duporius | Rtis
{ mitphilsdd F.P%.1,5 £ oAy { Shnmans  Lide o un plbsm i
L. Swigtr R, L. farmeriun,

o B/, L dtiy
¢ plalarumC-ti ND { plaetram, P periosstond

P parampsoniar vt
sl l TO4 e Ores LAD, £ monoeviopenes  Ligada 8 uh pHiemido
{ el 15 (343 M rea Al L1008 & ¢n piamido
{ SravirB 37 pr, T Clrog (AR, Ao sl sor g /i
1 tpmeBA0 PrY.PEQ oy
L Botiy sl Mty Q Bactoriom Orem » ongeneral  Qenddion no &Chrade
{ Joctis s eramoriy V. Pe Q Lactorocns inesizbls & 19 wmblents
i factrs (sebipa botis 1,0, Pt FA Lactooeots, £, Apvelius, Ackbeas 8 pH &
v aramarg/ L sirowran
2 mrevisaetBl-63  Pr Bacteriss Brom o engeneral Mo puriced,

L tgach & un pliamidy




58 REYISION BIBLIOORAFICA

Tabla IL. 11, - (continuacion}

Senrsibilided & Espectro do
Copo productors  enzimas proteolitices inhiblgidn Peculioridades
P. penlasacous or Bacteries Oram + ongeneral  Ligade a un plésmido
P. aioTisetie/PACID  PAQ Olres LAB Lipade & un plésmido
P acidiiaelicH PK,PIX,PI¥, T, Bectories Gram + engenaral L igade a un plasmido
a,F, PA No fnmunogénica
& plackois \¥IT PIY, 5,PX, T, 0, OlreslAB, enlerococosy Lipade & un pigsmido
PA L, monaylagenes Posibie produccion de

dos bacteriocines

Slmbelos: F: ficina; FA: fosfolfpass A; P: pepsina; PA: popaina; PK: protesss K; Pr: proness; PIV.
protaesa I¥: P1X: protossa IX; PX; protaasa X; PYIY: proteasa XIY; G a-quimotripsine; S: subtilisina;
T: tripsina; DND: datos no disponibles; LAB: bacterias liclicss
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LE0 Bachersds MAuttzag wttiiindan en B reabiiagiin ge e3te trabajo se
Favaren 08 ot Crudes CaPR0sh SOnDInA RRETIsIReRLe POr 13 erpresd
ehrean meheirien Cabe BA, g2 Madrid Las Cepds 92 alslaron sipuiendd un
Ao MIRasriD ¥ B mayer porte o0 eligs 9 ideeldliaren tentalbamsnle
comd dAvleBaritug saby  wigutandd ol pgama e idendifiCaCHn ds
Geritiingee ¥ Licks (1R

Lom Evresrgeodweae GAVVIREME Coemd tagtoadibres Para el 12
attvided meltaicrebiang 40 a9 Daclertan WMcleas procedentes & log
ambadodes Crulos curadn, a0l coree of cripen O ko SRISFEY 80 PRUSSIrEn en
1y Tapea st 3 Todon MO mMPUrGARMERGl S0 Mmartuvieron en Congelaciin a
< R rewiialidngnion CAEA 205 Bee) medianle G5 o tred poses en cald
kel e,

G Bt

weleinan

L3 dadorminaion & log Mouies A0 ) v B0 Wactien ne Viavd 2 c2be con el
MRt el o cnereiainan por "Hoetrinoar Marraten” para 13l Hin,

Lig engungn probmiings empleddm & B LHEheriacin & B
SUBLARC R SRLIPICT Sl prodin R SO £ Sabr 445 Tueron SuFDIRiBradls por
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“Merck” y "Sigmatti!,

123 proteinds estandar, d¢ Peso molecular conocids efnpleadas en ias
veentcan electroloreticas, fueron suministradas por "Pharmacia’

ML b T - Productos y repclived

Los productos quimices wtilizades on 123 experienciag descrilas en este
trabaje fueren de calided reactivo y suministrados o 135 stguientes firmas.
Marck”, "Propus”, “Sigma”, "Fluka” o "Panreac”

Les productos wlilizados ¢n 125 Sxperlenclas microblolégicas procedian
do 139 Nemas "DHfc0" ¥ “Oxeld”, exceplo )03 componentes mineraies, aXiCHres
y tolorantes que Tuiron SUMInIStrages por “Merck”, "Parvest” y "BOH"

En 128 téenicas para 13 ldentificacién da pldsmidos sé emplearen
productos suministrados por "Sigma”, "BOH y "FSAT Para ta realizacitn g 130
thenican  cromatograficas y electroferéticas se utibaaren productes
suminiatrades por “Pharmacia’ y "Bio-Rad".

ot 2 -iaterial da jabaratorie

En 13 preparacidn de los medivs de cultive y soluciones acuosas 5¢ ha
empleado agua destllada, obtenlda o un gestilader CAfora® y
gesmineralizady en un Intercambiagor “Seta” mod. RHCO

{1 g otia dn mer-ces comercialas ho SIONNCS Quo 8 suor bes recrmisnds con preferencty §
otr 95 Bl ameroach.



62 MAIERIALES ¥ rTTODO

Toks 3 - HEMotetmed  IMICa0ores empieadts pard evaluar 3
wmitvigad andimicrobiang de a9 bacterias Hcticas alsiatas
o eR S Crudos Curaina.

PREPREPGENIIDD B R Cepa el Origert

29 CECT
(b5 MTH

L¥ét Fhig

AT CECT
£ franig LB §TH
& gy LY13 Fiia
4 Srosmay L34 ati]
4 Do 288 [ {1
4 SR 34 430
& sl @ CELT
LT TR

Hayn rR#
Lboo4 ]

P44 7]

b (e 1%

& wnlney 237 (e tit)
£ fwesin 481 Lein
£ s ivee Apweriesd 184 (win)
& e 4t CEST
' 43 ey
148 (»1u]
1048 NCiS
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Tabla (1) 1, = {(continuacion)

Microgrganismo indicadsr Cepant xigen®
{8 roarweytopnes 5105 L o2
7973 NCTC
LiSgv 172 Fet
Lilwd Fym
Jostt A 1301
G i ingns 3% CECT
& Mvplioum 551 CECT
Baclor i Oram - noge brek
£ ckneow 194 ceet
£ ool BWE45 [4:H
£ colrenisropaidoeny 84i IEKC
£ s 449 cect
S Oypdsmafun 443 CECT
T94 CENAN
P uorescand 0cs fRIB
ver) fRIB
WT19 RIS
¥ antarecoiitics WA BHKS
' £20 'y
14405 1

Abrovislurex CECT, Colecctin Espafiols de Culitvos Upo {Burjesnl, Yelencta), CEMAM, Centro
Nectonal de Notriciin y Alimeolacitn {Majadohonds, Hadrid), DiRe3, Dot of Hasiih
lerviops, (Weshington DC. USA): FRE. Epod Resserch lostifuta (Medison, uw msa r_m
mmm {Bristol, Gren Brotafe); FYM., FacuMed de Yelsrinaria (Medrid). HEXC,

S aiwietle Contry {(Copenhage, Direnorca); BMTH, Logtilata fir
(Kulmbach, RFA); PP, instttute Pasteur {Periy, Frencia),

mm.&m (Aber’wm &‘m Mﬂ’ﬁ) MC mmmm
(Londres, Oron Bratshe).
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La3 pe2aded ofdinartay s¢ reslizaren of balangas menopiato “Sader
wmad S+ 1000 ¥ s 08 prectatén on balanas analiticas "Sartorus” rmed 2443 v
Toorowd mod GA). Pars eqaAlSrar las mwastias a Centrifuger Se vtz
W batanza Siptate "Cobog’ med 201,

Los ajunles vy determiraciongd o pH o4 Jlevaren 2 C4D0 Con DHmetres
“Crigen” med Digit 501 y "Radiemeler” mog, 28,

Lag estertiizastanes da o modiss 0 cultivo y @ 120 903uchoned cuyd
sateralera o) bo perrnitia oo realizaron en auleckives “Averly” ¥ "Selecta
ol 4370 L3 esterilizaciin del material de vidrio oo efectud por Calor sece
of il odtuta o abve ferIad “Heraeus” mad KFTU-X L3 estertlizackn de
pires sohtines se llevoren 3 czbo por fittragtin con Miires "Miltisors” de
8,22 7 0,45 o 4a Gibenatre O pAr0.

L3 homegenizacionss S0 reatizancn en un homegantzadr “Servall® mad
Cmn-mytaer 12106,

Laa condfifugactones s¢ efecluaren en una cenirifuga refrigerada
“Sorvall® mod RC-SB, eoutpeda cen rolwres 3534 vy GBA ¥y on R
micretariritugd "Yaraeus” Chrtal, meod Biofuge A, equipsda con un roter Lipe
P20 Las wlrmertritugactones de to grodlesten da DNA en glarure de
cesii-bromure 8¢ reattzaren en una uitracentyifuga “Becioman”, mod L&-70 M,
BB con wn reler Lipe FOOTL

Lat stempbran micrebiean o8 efeCluiros: o9 Wi Chmara d2 lujo kminaer
“Telstar™ mpt (E-A L33 movbachones ¢ ofecluaron on eolulss “Horasuy”,
mods. KB-300y 88200 v “Selacta’, mad Termotronie 334, Lermontalades
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temperatura deseada y en un Incubador-agitsdor ordital "tadb Ling” mog
33271, Los tratamientos Lérmicos e inCub2Ciones qua requerian un control
mas preciso de 1a temperatura se reafizaren en bafios de aqua o Ge glicsrina
provistos de termo3lates "Selecta’, mod. Tectren.

£l crecimiento de los cullivos microbiangs 4¢ estimd por turdidometria,
empleands un colorimetre “Klett-Summerson® mod 800-3. Leos recuentos
micrebianos e efeCluaron en un contador de Colontas "WTW mod BIG-24 Las
observaciones microscopicas se realizarcn en un miLresceplo dplice "Nikon™,
mod L-ke, equipaco con yn dIspoesitive de codlraste de fages.

La3 determinaciones espectrofotométricas se levaron 3 cabo en
egpectrofotémetros “Kontron”, mod. Uviken 820, e "Hitachi®, med U-2000,
reqistrandoss 106 resultades en ung Improsora Lérmica "Kontron®, med. Lvikon
LS Thermoprinter 48,

L23 Muestras se CONServarch en arcones congeladores “Kelvimtor,
mods, AC-550 y ACK-35 v "Liebherr”, mod GT6102, a3l como en frigorificos
"Aspes®, ‘Kelvinalor®, mod. AKR y "Litbherr” y #n un armario frigocifico
termostatado a 4 #C = 1 #C Construtdo por ynd firma fecal,

Las Hoftlizaciones se efectusron en un aparalo "Terruzzi Meivisa®, mod.
TP-3.

£n 1a deteccitn ge perdxido de hidrégeno de 108 medios de cullivo o
emplearen placas de ELISA marca “Costar’, med 3596 y la lectura
espectrofotométrica de los poctilos de 128 mismas ¢ efectud enun lector de
piacas de ELISA “Titertek Multiskan®, mod Plus.
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Las crematogralian de NMeacin en goles 50 realtasren willirango
cohunrag e diferenles dimenslones d lad marcas “Pharmacty’ v wWrigntt
Lag fracctones (romalograficas 5@ recoglerch en colectorss oo fracciones
"LKB-Bromena’, reed. 7000 Ultrarac, y 2212 Heltrac.

Laa alactredorenty o6 gales 92 poltacrilamids con godecti sulfato sédice
%2 realizaren o ued Cubela 42 eleciroforesis "Bis-Rad”, mod, Prolesn ),
ereploarade comd Nutnde de alnendactdn un aparato *Shandon”, mod SAE 2761

Lag electroforests en gales g8 2g0rosa 9o efecluarcn &n una cubota o
eflactrotoreshs "BRLT, mod Morizen S8 La visualizecton de o3 plasmidos en
I g ten 90 reatizd con wh Uranaflueninadar de Wz UV, mbd "UVP". Las bandan
a2 DMA predertes en o3 Wubos en 103 Gu 52 realizd la separatitn de jos
R Pucleles, 52 oheetvaren Con und AMPITI 8 W2 WY UVP, med
W56

Como motertal guoeral de lsboraterfy se han utiMzade pipetes,
mAPepipetan dtompticas "Glisen’, mada, P20, P-200 y P-1000, 20itaderes,
metheres &9 o, termdmetres, etz El matertal do vigrio smpleado fue
stempre dal Livd "Pyrax®
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Contiene: ¢/

Peplona 10,0
Extracto de carne 8,0
Extracto de levadura 40
Dextrosa 20,0
Acetato sddico 5,0
Fosfato dipotdsico 2,0
Citrato triaménico 20
Sulfate magnésico 0,2
Suifato de manganeso 0,05
Tween 80 tmi
pH 62
Preparacion

Se guspenden S2 ¢ del medio MRS en 1000 mi de agua destilada
calentando Ja solucion hasta su disoluctin y esterilizéngola en un autoclave 2
121 ¢ durante 1S minutes. Cuando ¢l medio se depositaba en placag de Petrt,
a 108 companentes cltades se les afaola 10,0 g/1 de ager Dacieriolbgico
{"Difca”).

2. - Medio minimo-Triotesa G41T)
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Contiene:
g/t

Triptesa 15,0
Dextrosa 10,0
Extracto de levadura 5,0
Cloruro sédico 20
Citrato aménico 2,0
Fosfato potasico dihidrogenado 1,0
Fosfato dipotasico 1,0
Sulrato magnésico 0,20
Sulfato de manganeso 0,05
Sulfato ferroso 0,01
Tween 80 1 mi
pH 6, 1

Preparacion

Una vez disueitos los componentes citadoes en 1000 m1 de agua destilada,
la preparacidn de este medlo se continda sigufendo las instrucclones
descritas para el medio MRS (Seccidn !l 2. 1. 1. 1), Se empled este medio por
carecer de componentes complejos, 1o que facilita la purificacion de las
sustancias antimicroblanas producidas por 1as bacterias acticas.

(Il. 2. 1. 2 Medio de cultivo para el crecimiento de microorganismos
Indicadores distintos de las bacterias Jacticas,

|. Caldo {nfusién de cerebro y corazén (BHI. "Oxold")

Contiene:
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i
Extracto de cerebro 12,3
Extracto de corazon 30
Proteasa-peptona 5,0
Cloruro sédico 5,0
Dextrosa 2,0
Fosfato disédico 25
pH 7,4

Preparacidn

Se suspenden 37 g del producto deshidratado en potvo en un 11Lro de agua
geslilada, Se continda como Se cescribe a propdsito del medio MRS (Seccién
HnL2 1 L.

Contiene: 9/

Triptona 12,5
Dextrosa 10,0
Extracto de levadura .5
Citrato sodico 5.0
Cleruro sbdico 5,0
Fosfato dipotasico 5.0
Suifato magnésico 08

Cloturo de manganeso 0,14
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St ats ferros 0,04
Chormadrats ¢ Lizaming 0,001
Twgen 20 0,2
W67

freparaciin

90 46,2 § 91 poivo Seshidratade en un litro de agua destilada,
g ol medi con 10 g de peplona (CDco’) y 8 g oo extracto ce
carre i) L3 preparactdn uitertor ded medio e 1adntica 2 ta sefalada
Eara of eaadiy MG ¢Secedn 10 2. ). 1 1) Cuando el medio se depositzba en
phopcd do Petri o0 by shadhan & su compastohdn 12 g de agar ("Difce’) por itre.

4 Agar Bass Yersints ("Quebt' )

Contigne: ¢
Pagtony 200
Hanttod 20,0
Bxtracts ¢ levadura 20
Pirovato $00ics 2.0
Clonrs steico 10
Susoxteviols s4aieo 0.5
Rajo neutro 0,03

Sultato magnésics 0,01
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Cristal violeta 0,001
Ager 12,5
pH7,4102

b) Suplemento Selectivo de Yersinia (CIN, "Oxoid’)
Cada vial contiens:

Cefauloding 2,50 mg

Irgasan 2,00mg

Novobiecing 1,25 mg
Preparacion

Se suspenden 29 g de agar base en 500 mi de agua destilada calentando

ja solucion hasta su disolucién y esterilizéndola en un autoclave a 121 %C
gurante 15 minutes. £1 medio esterllizado se enfria hasta 50 ¢C y se le aflade
e contenldo de un vial de Suplemento Selectivo de Yersinta, disueito en 2 m)
de agua destiladz estérily | mi de etanol.

.2 1. 5 - Medio ge cultive para el crecimiento selectivo de f/sferid

Y iogenes
I. Agar selectivo para Listeria (LSAM)

Contlene: g/1
Caldo Infusidn de cerebeo y corazdn (BHL, "Oxeld™) 37,0
Cloruro de litio 15,0
Esculina 0,75
Cttrato aménico-férrico 05

Telurito potdsico 0,2
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Pentahldrato de ceftazidima 0,020

Sulfato de polimixina B 0,010

Clorhidrato de acriflavina 0,005

Agar 15,0
Prepsracidn

Los cinco primeres componentes se suspenden en 900 m! de agua
destilada, se calientan hasta ebullicion y se esterilizan en un autoclave a
121 9C durante 15 minutos. £l medio esteriiizado se enfria hasta 45 0C y se le
anade el citrato aménico-férrico (esteriyizado aparte en 70 m) de agua
destilada) y 125 siguientes soluciones, esterilizadas por filtracién: 10 ml de
de telurito potasice al 2 %, 10 ml de una solucton al 0,1 % de polimixina B en
tampdn de fosfa_to sbdico 9,1 M, pH 6,0 y 10 ml de una solucion del 2 % de
ceftazidima también en tampén de fosfato sédico 0,1 M, pH 6,0.

. 2. 2. - Alslamiento v seleccién de las bacterias lacticas de los
embutides crudos curades,

Para el aislamiento de las bacterias licticas se recogleron
asépticamente 20 g de 1a porcion central de chorizos comerciales que se
homegeneizaron durante 10 minutos en 180 ml de un medio que contenia
peptona {1 g/1) y clorure sédico (8,5 g/1).

El recuento total de microorganismes presentes en el homogeneizado se
realizé en placas de PCA suplementado con cloruro sédice (1 %), € agar de
recuentos en placa (PCA, "Oxoid™) contlene 5,0 g de triptona/l , 2,5 g de
extracto de levadura/l, 1,0 g de dextrosa/l y 9,0 g de agar/1, SupH fina! es de
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7.0 v s¢ prepara suspendiendo 17,5 g de patva del medio deshidratads ea un
Hiro g2 agua dastilaga. £ resto d2 las operaciones son 1ddnticas a las
Irdicadas para el medio MRS (Seccidn 1l 21 1 1) El recusnlo de bactertas
acticas o6 efeclud en ager MAS. Las piacas ge PCA y ¢ FRS S2 Intubaron 2
32 %C gurante J dlas,

De a3 colontas Crackiag en gar HRS se seleccionaron B0O siguiendo e
méleds aleateric descrito por Oradfiez (1979 Las colonlas selecclonades se
recogiaron con uh 232 02 platine y 9o sembraren en tubdS que Conlentan calde
ARSI, manteniondo 109 tubog durante 16 B 3 32 90 A 108 cullives cotenides se
tes adiciond un 15 8 ¢ glicero] estérily s2 almacenaron en congelacitn g 20
¢ hasta s poslertor wtilizacidn,

L 23 -

1023 1. - Solucipnes

1.} Tampdn de fosfato 4mM, pH 7,0,

a Solucidn de Na,KPO,, 4,
Contiene 0,76 g de Ha,HPO, en 1 11tre Se aqua destilada

b. Selucion de NaH,PO, 4mit.
Contiene 0,55 ¢ de MM,PO‘ an 1 1itro @9 agua destHada,

Areparacion
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B pheds 1 sokuc e (53 3 1a (8) hasta que Su pH alanzs e vakr g8 2.0
2} Tarnpsn ge fosfats Q.2 1, pH 6.2,

2 00 01 K HPO, 0.2 1
Cerdtlone 35,6 g 08 NaHPO, {210 en 1 l1tro g2 agua.

B. Sehaciin g8 Nat, PO, 0,21
Contiont 27,6 § g8 Nar,PO, (1 H,0) en 1 litre de agua Gestrlada

Lreparacia

Mezotar 408 el de b soluctn (D) y 92 @ g8 I sodwridn (3] €0 un matra2
Horado y ahodh agua destiada hosta algangar s 1000 mi

33 Tampdn 29 3ou0 cibrice-Toslate, pi 1,9,

2 Johucin @ Boido cirieg 0,1 M
Contberg 19.2 g &8 40000 CHlriCo on un Fbrs R agpsa destilady

B Sotuctin ds NA PO, 0,2 M (SeccHn Bl 2 1 1.2 )

S e iy

Mk 645 mt de ' soluckin tad con 335 m) g la seluciin 192
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43 Tampon ¢ foslato-glucoss, pr 7.0
Contieng
wucmnaem‘,nm‘o.zmmmmuz 2301022 30 m

Solucion de NaH,PO, 0.2M (Secelen 111 2 3 1. 203 200 =)

Dextrosa 254
Agua destilaga 500 et
HiL232-

Para detectar 13 actividad InhiDltra de 138 BACLerias 1acticas (LAB)
aislagas de 105 embutldos Crudos curages frente 3 o diferenies
microsrgantsmos Indicadores (Tanla 11 1), se ldgd un Sislema Consislente en
utibizar placas de Pelrl con medio MRS $01190 en 125 GQua %8 MICIECED COn un
sacabocades pocillos de 7 mm da diametrs, Cuyo fondo $e Lamzd con 10 wi del
mismo medio A continuactdn se depogitaren 20 ul da fos Cullives 22 1as
cepas LAB crecidos en caldo MRS, desbuds di isvados y resuspendidos en el
mismo medio y Se rellend al poctilo con agar MRS Inmedislamente despuds
{actividad Inhibldora diractal o tras incubar fas placas a J2 90 durante 24 h
(actividad inhibidora  difgridal, 168 microorganiemss  InGCadires o
depositaron en 128 PIacas a una CONCENtracion aproxirada gé 1 x 10% ufesmi,
de agar MAS cuando s tratada ge dacterias Hacticas y e agar B en &l resto
de 165 casos. Finalmenle, 1as placas 5¢ incubsren 2 32 20 duranie 24 hards
Con e5ta técnica 12 inbbictdn ejercita por las bactersas lacticas #p el
microorganismo indicador, se manifiesta por la aparicidn da hales en ha
syperficie ¢ 1ag placas, Cuantificandoss Cxcha inhiDICidn comd el drea de fa
corona circular (mm?) del halo de INAIRICIAN DOF unican 62 GensSigad 6ptica e
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los cultives en unidades Kiett y por 0,020 mi de medio de cultivo.

1. 2. 3.2. 2. - Prueba directa de antagonismo per sierabra en plcadura.

Esta técnica se empieé cuando se pretendié evalvar la actividad
inhibidora de un gran ndmero de bacterias. Las colonias desarrolladas en
placas de agar MRS se recogieron con palillos estériies y se replicaron por
siembra en picadura en dos placas de agar MRS, En cada placa se depositaron
24 cepas y las placas se Incutaron durante 6 horas a 32 °C para permitir a los
alslados refni¢lar su crecimiento. Despuds, en una de 1as placas en las que se
sembraron por picadura las colonias seleccionadas, se depesitd l1a cepa
indtcadora de L fermentum CECT285 en 6 m) del agar MRS (0,8 ® de agar), a
una concentracion de aproximadamente 3 % 105 células. Una vez incubadas las
placas durante 24 h a 32 #C, se recuperaron, para su posterior estudio, las
cepas que exhibian mayoeres halos de inhibicion,

i, 2. 3. 3. - Actividad inhibidora de los sobrenadantes concentrados
libres de célylas,

It 2. 3.3, 1. - Preparacién de 10s sebrenadantes

Las bactertas 1acticas seleccionadas se cultivaron en caldo MRS durante
16-18 h a 32 oC, mientras que 108 sobrenadantes libres de células se
obtuvieron centrifugando 1os cultivos a 12.000 g durante 10 minutos. El pH de
los sobrenadantes se ajustd a 6,2 con NaOH 1 Ny, a continuacién, se filtraron
por un filtro de 0,22 um de didametro de poro. Los f11trados se Mof{lzaron y
antes de su utilizacidn se concentraron 20 veces, resuspendiéndose en tampén
de fostato 4 mH, pH 7,0.
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233 2 - Deleceidn de ja

Para detectar y cuantificar 1a activited inhibidora s withizeren discos
¢2 papel 02 r11tro wWhatenan nd 3, de 7 mim de diamatro, que contenian §,030 mi
de sobrefadantes concentrados. Estos dieces se colocaren on placas de Petrl
quz 1enien un pequefio fondd de agur Dase 6n o que 58 depositaron alrededor
de 3 x 10° calulas de microorgantsmes indicatores en 6 mi ga agar MRS, APT
o BHI (0,8 % de agar en 1odos 163 Canos) Las placas & tncubaron 2 32 2C
durante 24 by Ja activided anttmicreblana de los sobrenadenies se
cuantifict midienay fas zonag de Inhidictn alrededor 02 105 distos

Las bacterias lacticas seleccionadns 3¢ sembraron en placas de agar
MRS tanto en superficie coma en profundided, incubdndose a 32 3C durante 24,
48 y 72 horas. Bl conlenido oo 125 piecas 5¢ lievala a bolsas de plistico que
contentan 20 mi de un tampdn de fesfalo 2 M, pH 6.2, disgregéndose
manuaimente el agar y manteniendo las boisas en refrigeracién durante (2 h
A continuacion, ¢l contenldo de ta bolsa se fiitraba por un Tiitro de papel
whatmnan n? 54; e} Ntrado se centrifugaba 2 12000 @ durante 10 minitos, s¢
ajustaba su pH 2 6,2 con NaOH 0,1 Ry 52 11itraba con un M11Lro MilTipore de 43
um g2 dlametre de pore. La actividad inhibidora de 108 extractes se determing
de 1a manera descrita en la seccidn 11, 20 3. 3. 2, empleants L Jermentum
CECT 285 como microorganiame Indicador.
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L3 Bl kugrsty G2 12 CHA1R% on 19 BClivigad WnDOUE 02 a0 bacteriys
Haetiean e eviid pwmitiends ol dondrretlp do colondes iadhviduales de W
copa objlo de enludis en platas que Tenlan i dibie capa o 20ar MRS, e oy
ue ge Zeposilaren 0.2 mil d2 wra 22%uibn g2 caldlase de SC0000 Lisel
(ADO0 Lismd e agar) A Contizatn 5o Semraten was 5 x 10% cetutas el
mbcreargantsmg waader (L, frmentuns CECTZ85) en 6 ol de aar MRS, Las
places, wra vo? srfrades, 9@ inbubaren 3 32 0 durarde 24 Noras. la
Whminn il 49 Y aclividad inbibidera de Yag Doelariss Hcticas debida a la
catatana o8 Solerming cuarliftoande b giferencia do gimaelro entre los hales
e i iia 4o ton placas problomas v 1es 4B Tas Conlrotes 2 198 Qud o o4
‘e bl aiTonade catatasa

236 - Date
Sultiva

Para delarmingr on medios g2 Cultivo Mgutss 1 procducctin bacterians
a2 perdutan de hidrégene 32 dtentd dasarroilar ung Lonich mintaturitada La
restoiln, gue se CenwToiild en ke poCiNes o uma placy de ELIGA, se
realiraba oon W Bl o Cadh w0 02 Wos sipiieedes Carpenantes Zo%aCitn 3t §
R ¢2 pertahinsg 08 ribone o0 agua destitada, nobre Ae 88 108 cuitiven y,
cung  SuIrEle, SohscHn en ggun destilada do ACHIY 2.7 -altnebls
TeutiBandat fonotinauitinice (ABTS) (15 mpmd) on 10 m) G un Lampdn dcigo
cHrige-teslate, o8 19 Transcurrido ¢f tiempo establectos para ka resctisn,
#3452 delwed Con 23 b O Sct0 Citrice Oul M L2 tectura dr 13 Zatrbancta
S eomlenidd OF 16 pRCIRS 30 roati2d a 405 m o ub fector de piacas
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ELISA

Para este ens2yo, 125 bacterias 1acticas 4e desarrollaren 3 12 0T durante
2 dlas, en caldo MRS y en un megdio minkno de triptesa, ast come a Sy 12 3¢
durante & y 2 dias en tampdn ¢ fosfato-glucesa, de pH 7,0 En tedos ios
cas03, los sobrenadantes se obtuvieron centrifugandn fog culttves 2 15 000 g
gurante 10 minutos ajustando sy pH 2 3,9 con NaOH I N,

La concentracion de perduido de higrigens d2 108 Cullivos 3¢ delermind
por interpolactin grafica de la absorbencia & 492 nm en funcién de 12

concentracion de peroxigo de hidrdgeno en pg/imi ge medio.

i, 2

1. 2.4, 1., - tortelogia ¥ UBCIN por ¢l método de Gram

Lo cultivos de 1as bacterias lacticas seleccionadas se tifieren por et
método Gram y se obsefvaron microscipicamente para determinar W
morfologia ash como sus af Infdades Uintoriales.

.2 4 2. - Prueba de lacatalasa

La produccitn de calalasa se evaiud afadiendo una gotd de perdmido &
hidrégeno (110 vol) a una allcuota de) cuitive a anelizer. Come control
positivo se empled un cullive de S awreud. La prueba se basa en la
descomposicion del perdxido ¢e hidrégeno per 1a Catalasa dando agua y
oxigena, mantlestindose este Gltieno por 18 presenca de burbujas
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i 243 - Produniidings o A partin de alutama

L3 proguceiin & CO, A party 02 12 GCosd st evalud ge tres mansras

giterentos

1) introduiendd campargs db Durbam on Lbos con caldo MAS g8 owya
cempatcting 52 mupritse of clrale $1 Yes copan producen gas arnde 12
ircebiaciin de Wa tubas, éote 52 mensliasta por ) presencly de burtu)as en
k3 ¢arapara,

2} Codororey ¢n Jos Dbes o0 Calan MRS Lapones 2 agar (075 Rpfvdy
CRARTVIrEID 81 durande b3 NCubRcIdn 28 agudlies o0 praduce un desplazamients
42 125 Lapores debidd 3 10 prenencia ¢e gm)

1) Vertficandn Ta prezancia de burtulss ai desarrolilarse 1o cultives
cciendos on WboR OO AgEr Merrs de Xleger (‘DMCO') esle mesh
cardiene:

¢/l
Poptora 5.0
Prodess) 5.0
Exiracts g corng 30
Exlratho o Yovasira 30
Lagtesa 10,0
Ecatenny 19
Clatyrn sddun 30

Tiongttale oitico 0.3
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Sulfato ferros 0,2
Rejo Fenol 0,024
Agar 12,0
pH?7,420,2

Preparacion

Se syspenden 1os ingredientes del medio en agua destiiada y se callenta
hasta ebuliicién, distribuyéndolo posteriormente en tulbos qua se estertlizan
en autoclave a 121 8C durante 15 minutes. A continuacidn ge d@jan soligificar
en pendiente. L3 produccion de gas Se observa por 12 formactidn d# burtujas en
el medlo.

2.4 4 - Hidrollals de la argining

1.} Catdo Arginina.

Contlene: o1
Peplona 10,0
Extracto de levadura 40
Fosfato dipotésico 2,0
Acetato ségico 50
Citrato sédico 2,0
Sulfato magnésico 0.2
Sulfato de manganeso 0,05
L~ Arginina 30
Tween 80 1,0

Freparacion
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e ver disueites loo comfonentes dal medip, é3te se ¢isiribuye en
bbos que B8 estertiizan en autociave 2 121 ¢C durante 15 mtes

21 Reactivo g2 Wassler

a)Sohstn
Contione:
1Rre ptdsice 1g
Yedure BRRrEUrice 109
Agua destt tage 0 mi

b Gehiitn 2
Condiame 1O g au MalH on 50 M 0f agus destitads.

Araperaciin

Lira vez preparadien Yag des satuctongs Oy dejada enfriar ta telucidén 2,
T4 OICHE 0 wn matraz aforade v se 2fiade agua destilada hasta ervaser a
HO Y S0 dajd Quo sedimente ol precipitade, 3¢ decanta el liguido
ubreeadinde ChirD, Que 30 guirda y 50 deancha &l precipilade.

oo 30es T3 Bactertas taclicas de interds on caldo de Argining, se
foinddars 3 32 0C durande 2 gfan; a | mi de estos cultives 5o te aRade | mi gel
Tencting S Nespher. L3 hidrdtiats de V2 ofgieing, (o0 TormatHn o anoniacd,
produce ond 2lcalinddad Gug 50 manifiesta por o} de3arrollo de un Caler enlre
A R0 ¥ AT,
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1. 2. 4.5. - Producciin de acido sulfhidrice.

t:t. 2.4, 5. 1. - Técnica de Shay y Egan (1981)

1. Agar base de acetato de plomo ("Difco”),

Contiene: g/1
Peptona 15,0
Proteosa 50
Dextrosa 1,0
Acetato de plomo 0,2
Tiosulfato sédico 0,08
Agar 15,0
pH 6,6

Preparacion

Se suspenden 36 g del medio deshidratado, 1 ml de Tween 80 y 0.05 g de
sulfato de manganeso en | 1itro de agua destilada. La suspensién se calienta
hasta la ebullicién y se esteriliza en autoclave a 121 2C durante 15 minutos.
£1 medio esterilizado se deja enfriar hasta 45 ¢C para distribuirlo finalmente
&n placas.

S| las colonfas desarrolladas en las placas Incubadas a 32 ¢C durante 3
dias producen acido sulfhidrico, se observa un ennegrecimiento del medio,

f11.2. 4.5, 2. = Agar hierro de Kiieger

Los cultivos selecclonados se inocularon en tubos Inclinados de agar
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Pierro g2 Klleger, tnto en pICadura como en estria o3 tubos 32 InCubaron
ayrante T dtan 3 1210, mantfestindoss ba producciin 0 4CH0 Suithidries por
un enmagrectmitnt del madio.

mz 46
a) Cabdn MR-VP.
Conkieng: ¢l
Feplena 10
Fenfato gipoldaicy 5.0
Dextress 3.0
AN ]
B Solucikn ¢ a~ratlsl en elanel,
Cantiena:
a-Nafted LY
Etanol 100 mi
.} Soduritn de hidrdntdo potdsion
Cond igna:
KoM 049
Adpya deskllag 100 ml
Areearadiin

UEa v Sinuelta o) medio (A7 9 Gl ibure en lubog que S¢ esteriTizan en
aatochave 4 121 9 duraike 1S edrates. Setabrad ol nddulo ¢ Incubados 108
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tubos a 32 %C, 2 5 mi de 108 cultivos 3¢ afiaden 0,5 mi de T2 solueiin (Bl y 0.5
ml de 13 {c) y se observa el camblo de coloracién del medto. £1 desarrolts e
wn color rojo tntenso se debe a la produccion de acelll matil cardingl 3 partir
d¢ 1a dexirosa que, en presencia de KOH, reacciond con o) a-rafiol

H1. 2. 4 7. - Eeimentacién de carbaniaralos

1) Medlo ARt CHL {"Biotérieux")

Contlens: o/l
Peptona 10,0
Extracto ge levadura 5.0
Tween 80 1,0
Fosfato dipot &sico 20
Acetato sbaico 50
Citrato diaménice 20
Sulfato magnésico 0,20
Suifato de manganeso 0,05
Bromocresol pirpura 017
pH 6,9-7,0

2} Tiras APL 50 CH (Blotérieux).

Cada tira contiene los sigulentes carbohidrates: 0. control; i gliceret,
2. eritrital; 3. D-arabinosa; 4 L-arabinosa; 5. ribosa; 6 D-xH082; 7 L-xt1osa,
8 adonitol; 9 B-met)) D-xikésido; 10. galactosa; 1 1. glucosa; 12 fructoss; 13
manosa; 14 sorbosa; 15, ramnosa; 16. ouicited; 17, inesitel, 18. manitel, 19
sorbitol; 20. a-metll D-mandsido; 21, a-metil D-glucdsioo, 22 N acetil
giucosaming, 23. amigdaiing, 24 arbuting; 23. esculina, 26 saliting, 27
ceitbiosa; 28, maltoss; 29. Jactosa; 30 melibiosa; Y1, sacaresa, J2. trenatosa;
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33 e, 34 malectisad 35 refwasd; 36 almidin; 37 qhuctgeno; 38
wiiel, 1B geindosa; 40 D-luranosa, 44 D-inedsy 42 D-lagatoss, 43
Dtucasa, 84 L-Tucosd, 45 Drorabiio); 46 L-arabite); 47 gluconaln, 48 2-
crloniurenals v 49. J-cetbgluterate

Srocegimienta

Log cltives salectinnanes, SesarToliados previarnenia en £2100 MRS,
contrifugaren 3 12000 ¢ durante 10 minules y el sedimento (1as ¢élulas)
sitenide 48 resuspendtd en medto APY CHL. Bl sedimento resuspendido se
FoECaitd on WAPMILDaS on log Gue 96 enzueniran ko3 Carbohidrates. La tona
etibing & 129 icrolubed (Buperfieig) se Cubrid Con aceite de parafing para
CrRar YN cARMRLNEY O anoprelitaty reduartiag 133 Lras con 105 distintos
mIrolubes 58 Intubren 3 32 9C, redlizangd dod lecturas o0 1ag mismas 2 125
24 y 48 h, respectbeamente L3 fermentacidn ge los carbohiorates se
reamil st por un Cambio g0 coter dol microtubo, debldo 3 Ja produccin
Iraataiies @0 dnite, que o9 deteclads por el Indicader de pH incluido en el
rRaiy AP OHL

HE 2 48 - Iplecancia al chorure sddicg

La tolprancta d2 ke bactertas sstecctonadas 2 12 531 s evalud en caldd
MG uplomentado conun 7 y wn 10 X 82 Nel), respectivamente, EY medio una
ved Piuiade 5 ntubd durante 6 ¢lag o 3260

£l craciniends o Tos Cuiees 2 5M 3,9 2 evalud en calto MRS cuyo pH se
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habfs ajustade a 3,9 con HCL | K E1 medio se Incubd durants S dias & 32 BC.

ML 2.5 L - Crecimiento de lo3 culllves,

Lag colonlas gelecciotaias se inpcularon en tubos con caldo MRS v se
Incubiron a 4, 8, 15, 20y 32 9C durante 7 dlas, 5 dlas, JOh, 16h y 12N,
respectivamente. E1 desarrolio de 168 cullives se estimé por turdidametria a
delerminacios Intervalos de Uempo; con los datos oblenidos se calcularon los
pardmetros Cindticos del desarroblo microblano que 34 descridan en 1a
seccion 1) 2.3, 2,

M.2.%2-

H.2.5.2 ). - Yelocidad especifica de crecimiento (i)

Se define como o) Incremento de la masa celular de tos cultives con
respecto al {lempo Oe Incubacién y 3¢ calcula a partir ¢ la ecuatiin de la
recta ge regrestén de una grafica que representa la masa cellar de 1os
cultivos en funcién del tiempo de Incubacién (figura 3. 1)

De la figura 3. 1 se deduce que

ot

— X

at
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stendo "x" 1a densidad dptica de los cultivos en unidades Kiett, "t el tiempo
de incubacién en horas y "i" \a velocidad especifica de crecimiento.

Inx

Figura 3. 1, Representacién grafica tedrica del incrementp de 1a masa
celular de Tos cultivos en funcién del tiempo de incubacidn

Asimismo,
%
¥, t Ih ——
dx %y %
e pat;  In —— =t g= ———
X Xy t
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H1.2.5 2 2 - Tiemoo de duplicacidn(t,)

Se galine como el tiempo que Llardan los cultivon en duplicar sU Masa
celular a una temperatura da Incubacién determinada. Asl, partiendo de la
expresion

X, 2, 0,693
1 e £ U, CUANGO X2y, == fily; 2 = plg Lo

X, %, i
2523 -M

Este término Indica ef ndmero de generaclones microbianas de log
cultivos en una hora a una temperatura determinada, y sU valor s¢ coresponde
con el inverso del thempo de duplicacton(t,).

ith 2. 6. - Sinlesis ge metabolites (inales,
t. 2.6, 1. - Relerminacidn de los acidos L(+) v D(-} laclico
(11, 2. 6. 1. 1. - Fundamento,

£l dinucledtido de nicotinamida-adenina (NAD) oxida los cidos L{+) v
BX-) 1actico a piruvato. La oxidacion de 1os acidoes L(+) y D(-) 13ctico requlere
como catalizadores la L-lactato deshidrogenasa (L-LOH) y 1a D-lactato
deshldrogenasa (D-LDHY, respectivamente (1), {2),
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Livkhaeistn + NAD mpms ez DITUVALO + HADH + HY (1)

- iactato » HAD s =iz DICUVBLD * NADH » H (2

£E ematlepria g esld reatCidn 8¢ entusntra Cast complelamente
fespiazade hacka ol tactate. Sin embargo, por acclén del pirwvale formaco en
YR PR 0N Catalizada por ) enzima alanin Wransamingsa (ALT) en preaencia
o L-ghaamate, 8f eqlibrio punde cesplazarse en favor d2) pirwyato y de)
HADH (3P

Pirens » L-ghutomale —Ahl.. | -slaning » gvceloghutarate

L4 daterminactin Cuantitativa go tos a0 L{9) y DO-) 1&Lico Se basa
e W cepligad g0 NADH formadd en 138 reacciones (1) y (2} e3
eategutatira £on 1A COnCentracian 42 0iches 3C100s; ¢ aumenlo 98 NADH

52 deiermng enpectrofolemdiricamente 3 340 mm

HE 2B 2 - Preporactin ¢2 166 musstras,

sebrendiales dastingdis a8 andlials de log a0Kdes Lit)y O{-) lactico
39 ERARVINON CeRtrit 0 2 16000 g durante 1O minules 1os Cuftives en
Labge MRS, Postertormente, 52 prepararen alituctas de 5 m) de sibrenadanies
& W8 gt 90 103 20NKNAren 2 1 ¢F 200 PErCHIKCO | Ny I mi 08 2
GsRiradn. LA male)a oo defd reposar 15 malautes, 56 ajustd SupH 2 10-71 con
KO 2y 20 dofb estar 3 4 0C durante 20 mimutes. Transcurriio egle tlempo
se PUrarEn por un 153r0 €8 papel “wWhalman pf 2. Les schrenadanten de log
witivas o calde APT mo requrion mis Uratarnlentsd posterior que @
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cenfrifugacidn & 16000 g durante 19 minutos
1.2, 6 1. 3 - Procedimiento

En tas cubetas 421 expectrofotémetro se mezcliaron 0,5 mi @ tampon ge
gheina (0,6 mol/Y), L-giutamato (0.1 mol/i), de pH 10, 0,Imt de NAD, 0,490
mi de agus bigestiiada, 0,01 mil de una solucion que contiene TICO U I de
alant] transaminasa (ALT) y 0,010 mi del sobrenadante a anallzar. La mezcla
s¢ 00)a reaccionar S minutoes, al cabo de los cuales se le afade 0.010m) ga
una soluctidn que tiens 3800 UL de L-lactate deshigrogenasa (L-LOH) o de
D-lactato deshidrogenasa (D-LDH), dependiendo de que 3¢ desee datermingr ¢l
Actdo Li+)-1actico 6 D(-}-1échico. Tras agliar 13 mezc)a suavemente, s¢ deja
reaccionar 20 minutos y, a continuacidn, 3@ determing su absorbancta a 340
ren frentea 3 un blanco. £1 scigo LO)-15Ctico 6 D{~-)-iactico presente en las
mugstrag se calculd a partir de la ecuactén de regresidn de una grafica que
representaba log valores de la absorbancia 3 340 nm en funcitn de
concentraciones conocidas (entre 0,01 y 0,20 mg/m1) oel  tsdmero
correspongiente del cido 14ctico. Las curvas patrones sé repetian cada vez
que 3¢ Fenovaban 103 reactives,

2.6, 2 - peterminacibo del dlacetilo-acetoing
Se 11ev6 a cabo Seqin 12 LécniCa descrita por Westerfleld (1945).
I, 2.6.2. 1.~ Fundamento.

£3te método 63 una adaptacion del Lest de Voges-Proskauer. Determina,
por tanto, 12 suma de acetoina y diacetilo, basdndose en 1a oxidacién de 1a
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Soataing 3 G N PeP SC0HN 88 un A4l y en 13 reactiln, en medio bAsico,
) Hecetiia can lon grupod QUEntdinteos 0¢ 1a cresting, denco lugar 3 ia
TAPIEE TN 8 WP CORBLRRs 02 ol 102 Que Ulefd Sy abatrbancia maxima a
B v

Hi 2 6 3 3 - Proporacidn g 1o rewesiras

Lok mumsiras 99 (repdrarn 48 Y 1orma ¢encrita en 1a seccidn 1t 2.6, )

HE 2 62 1 - Preparacin de tog reactives.

1) Setegtin 48 creating 21 0.9 K (p/v) oh 2 Gesttlada,
&1 5ehaitn dranal it ) S 8 enaOH 25 N

44 2 4 - Procedimiento

A 2 121 08 13 SBuRTETE COn W LOMLENGSs du acetoind o dlacetilo entre | y
12w, v e afiastin 0.4 Y 68 12 20WCHN 02 creatina y otros 0.4 m! de la
yhutten & e-oaTte) La abaorbancla de Yas maestras se delerminaba a 540
R Era 18 de teoubactin de 108 mioras. L2 ahasrbencta de 128 muestras se
refizid 2 13 @2 12 cuva polrdn, preporada cadd vez oue $o rendvaban ks
et begs,
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0.2 7 1.5 - Geles

1) Tampdn T,
Contlena 3,15 g de Tris-HCl 0,02 M en 1 1itro de agua destilada. E1 pH

3¢ ajustaa 8,2 con NaOH I N

2) Tampdn TE
Conliene 1,57 g de Tris-HCl y 0,37 g de EDTA por litro de aqRr
destilada SupH se ajusta 2 8,0 con NaOH | N

3) Tampdn TES.
Contliene 6,05 g de Tris-HC), 1,66 g de EDTA y 14,61 g de HaCi por

11tro de agua destilada.

4) Tampén TEG.
Lontiene 3,16 g de Tris-HCI, 3,72 g de EDTA y 9,0 g de glucesa por
Hitro de agua destilada Su pH se ajusta a 8,0 con HaOH | N,

5.) Tampodn TEE.
Contiene 108 g de Tris, 55 g de acido bérlco y 40 m) e una solucion

ce EDTA 0,5 M, pH 8,0 por cada litro de agua destilada,

6.) Seluciones desprotetnizantes
2. Selucién FC,
Contiene.
Fenol 500 ¢
Cloroformo 500 mi
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8-Hidroxiquinolina 03¢
Alcohol tscamilice 20 ml
Tris-HC), 10 mM, pH 7,5 : 15m

Al mezclar los componentes de 1a solucién FC debe recordarse que el
fenol es muy corrosivo. La hidroxiquinolina es un antioxidante que evita a
oxidacién del fenol siendo también un débil quelante de jones metdlicos ¥ un
Inhibidor parcial de la enzima RMasa, Adlicionaimente, su color amarillo
praporciona una forma effcaz de identificar Jas fases lquidas separadas. B
cloroformoe desnaturaliza 1as protelnas, mientras el alcohol isoamilico

facllita ta separacidn entre las fases liquidas y reduce la formacién de
espuma durante 1a extraccidn,

b, Solucién CA,
Contlene:
Cloroformo 480 m)
Alcohol 1seamilico 20mi

7.) Gel de agarosa 0,7 &.

Contiene:
Agarosa 01¢g
Tampén TBE - ‘ I ml
Agua destilada 14 ml
Preparacidn

Se mezclan los tres componentes y se callentan hasta que la solucién
permanece transparente. Luego se enfria hasta 50 2C y se vierte en un molde .
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en el que con ayuda de un ‘peine” se elaboran uncg poclilos en 1a matriz dey
gel.

B.) Tampon de electroforesis.
Se mezcian 10 mi del Lampdn TBE y 50 mi de agua destilada.
9.3 Solucion ge Cloruro de ¢esio.

Contiens:
CsCl 26,329
Tampdn TE 23,26 mi
HL2?2412-

Este método se basa en Y05 descritos por Chassy (1976) y Chassy y
Giuffrida (19600 La Yisls se realiza con poiletilén glicol, Hisezima y daodect)
sulfato sdico (SDS). La Hsis celular e5 un paso Critico, previe a cualquler
método de aislamiento de DNA plasmidico. La metedologia es la sigulenie

1. €1 microorganismo a anafizar se cultiva durante 16-18 h a J2 ¢ en
100 mi del caldo MRS, recoglendo las células por centrifugacion a 10000 g
durante 10 minutos, Jas cuales se lavan con 10 m) del tampén T,

2. £l sedimento $& resuspende en 2,5 mi del tampdn T vy, tras
resuspenderio perfectaments, se le afaden 5 mi de una solucion de polietitén
glicol al 24 R en aqua destilada y 0,3 m! de una solucion de lisozima en el
tampon T (30 mg/ml), Mezclar bien ¢ incubar 3 37 20C durante | h

3. Se recoge de nuevo ¢! sedimento por centrifugacién 3 10.000 ¢ durante
10 minutos, se resuspende en 10 ml delt tamptén TE, 52 le afiade I m) de und
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agieen o8 55 21 10 Wy 98 ncubs 3 37 9C durante 15 minutes, quadandn de
ahn vranard vY Ve Vioto O3 9 Procesit postariar.

T2 B I S

Ei miteds emphvads Shgue on Yineas (eoerzies el descrito por Qurrier y
htor (1G78) fncuve o erapieo g2 un Alcal qua, ademds de desnaturalizar ¢
ShGA, Saremima & Fior Fas COND on ol €250 02 Que 12 3CCitn 02 13 Tisezimay
o8 B0 mbrera sile raulictente. 3in embarge, para ¢ Uitimo paso se wiiliza
i precipraciin aicehticy diferente.

L) p o) Vigage oblentds previamente (1. 2. 7. ). 27 52 ajusta a 12,45
i Motk |00 19 base 92 aflody lentaments ¥ agitande continuamente, ya que
dEte €3 wn pAsH oritkco y fundemental para e} correcto dessntace del
axparimertd L3 2cgidn dal Mcal oo mantiene durante 3 minutos

4 Tegpmoureige $iche Liempo, o) Hoade se rautraliza con un volimen o¢
TrgHE! 2 M bt 8 dos veces of volumen de KaOH | N empleado v s¢ le aftade
¥ 5 X or NaCl para etiminar, on 10 posidle, ol DNA cromosbmito de elevado
SR SR BCAT, LY SOMCHN 52 2012 gurante wnon minutos.

3 A W5 muastras o4 les &fade un volumen ¢ 14 2oluctdn FC lgua) A
waiapee €0 PERAr Y Qut o¢ prEd Ls meach Se pgila hasta oblensr vna
eI ¥ 30 B0meld 3 Contrifugacitn 3 10.000 § drante 10 minutes,
Sehamibninat 008 Fanes €8 100 que 4% 50 CONBerva b Superior (1ase acunaa).

4 L2 Tise avuesn 52 exiras Con un volumen Iqual de sohicidn CA y wna
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vez recuperzoa por centrifugacion como e ¢ punto anterior, 52 e afiede o)
doble 66 su volumen de elanol para precipitar el RNA y el DNA La muesira se
mantiene guranta 16-16 ha - 209C.

5. £l precipilado alcoholico se recoge por centrifugacién (12000 ¢, 30
minutes), s¢ seca & vacio durante 10 mimilos y se disuelve en 5 mil de tampén
TES.

6. A 12 salucidn anterior se te 2fiaden 50 1l de una solucion de RHasa (10
mg/rl) ¥ se Incuba 1 h a 55 9C. A continuacidn s¢ 1¢ afaden 50 pl de solutitn
d2 5DS al 10 % y S0 pl ge solucton de proteinasa K (10 mg/mb). La mezcla se
incuba de nugve durante | ha35¢C,

7. L2 preparacitn se extrae, sucesivamente, con solucion FC y con
soluckdn CA manteniendo 1a muestra 16-18 h a -20 9¢C.

8. Finalmente, 2] DNA 3151200 5¢ recoge por centrifugactin (12000 ¢, 30
minytosy se resuspende en 0.5 ml de tampdn TE

Laa mueslras preparadas de 13 manera descrita pueden destinarse a la
visualizackén directa de! DNA obtenido por electroforesls en geles de agarosa
o para intentar una mayor purificacién el DNA plasmidgico megiante
centrifugacin hasta el equilibrio en gradientes d¢ clorure de cesio-bromuro
de etidio (C3CL-BrEt) y dldtsis postertor.

m2704-
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0 otasiones, ¢l DNA plaomidics ¢ purificd por uilracentrifugaciin en
gragienies Gk cleruro 68 cesie-bromurc de eligle (CsCl-Bret). Dade que la
sompeaiEie o Auciaditdon de) DMA plasmidito v del cromesdmico son
HAles, PG pUAtEn Separarss en funchin de 50 denaldad, Sin embargd, 3¢ pusds
provocar W $iferencid en ta dendiged de 195 mismos, wtilizanto bromure de
ptigto. corapunolo flusrascente que se une 3l DNA Intercalindese entre oo
pares dn raciedtioes, dlergando &1 12 molécuta y heciéndola menos densa E)
PNA cromosdenicn ¥ el plasmigice Lienen una cenformacidn diferente, por ello
13 fortma plamintdica, que osld superenroiiads, permite menes intercalacionss
e Dromgro de etide, lo que Te da una denatdad aparente mayer, permitiendo
g6 61 INA crompsdentsg y Tag formas Dlasmigdicas abiertas Se Separen en un
grakante gt genaviad ge Cs(1-BrEt €1 procedimients emplesds fue el
Siusanty

- €1 ENA plaamigico atgtads (Secciones M. 2.7 L 2y 1L 2. 7.0 Jise
Frecipita por certrthugarion (12,000 ¢, 30 minutos), 9@ resuspende en 1,25 m)
36 Larnptn TE ¥ 52 depoaita on tubos de cemtrifuga de 13 mi de capacidad.
Poriarinrenonte a Cadh tubd S¢ Yo ofieden 4 6 5 mi de una sohiciin de ()
11415 en 11,6 mi & Lampdn T) ¥ 0,225 mi de und soluckn de BrEt (10
g, aipletangd al vodunan def tutw con soluctén ge C5CT La abertura d2
e D oA CHPTS Con un Seladir 3 caler, y se cendrtfugen 3 vacle en umd
iracentrifuga 3 1204000 g durante, aproxisadamente, 60 ha 10 4C

= Lo bk vl centrifugadon 90 &xamingh con I UV para observar
Tan ¢ifererdes bordiay do DNA La bonda deseads oo exirae Con Zyuds o& um
J8ringa, curd aguia se oerta justo por gebald de la banda. £} bromuro e
2tito Gel BMA recuperats se exiras tavandd b muestra de 3 2 § veces conn
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volumen fgual de aleoho! iscamilico salyrado con CsCi; pesteriormende el
CsCl regigual se extrae dializando 1as muestras durante Sha2¥Cen 2 1 ee
tanpdn TE 3l 10 % y con agitackin A conlinuecitn se reemplaza este Lampén
pOr Olro recién preparado y 5e dejan 1as muastras eh 126 mismas condit kones
durante aproximademente 16 h Despuds de retirar las muestras @2 123
metabranas de didlisls, e les dffade wn volumen Kual de etanol y e
mantignen durante 16-18 h a =20 *C. L2s muestras ya eslin preparadas pars
12 vigualizacion del DHA plasmidico por electrofores!s en geles de agerosa,

.27 15~

£ste métods s uha medif 1cacion del descrito por Birnboim y Doty (1979)
para £ coli Las modsficaciones 1a3 realizd Gasson (1949) para sdeptarias 3
Jos Tactobecilos. La 11518 3¢ realtza con lisozima y 805 en presencla de NaGH
La neyutralizacién tiens lugar en presencia de acetato s4d1co, ko que propicla
la precipitacién del DHA menocatenario (formacdo fundamentalmente por
fragmentos de DNA cromosdmico), dol RNA de glevado peso moleculary dg 1ag
proteinas que forman comple)os con el SOS. La metodologia ulilizada es l2
siguiente:

1. L3 cepa 2 aralizar se cultiva durante 16-18 h a 32 ¥C en 10 mi e
calso MRS, Las célulag se recogen por centrifugacién (4.500 g, 10 mimutes), 5¢
tavan en | m) del lampdn T y se resuspenden en 0,25 mi del mismo tampdn al
que ge le afiaden 0,5 ml de una soluclén de polietilén glicot al 248 y 0,2 ml
de una solCidn de 11sozima en tampdn T (30 mog/mi). Lame2cla se incuba 1 h
A3reC
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2 A cortimpcitn se contrifugs 2 9000 ¢ duwrante 10 minutes f)
SRmEPLD 51 FepARd? en 200 wt an Lampdn TEG y se Je aftaden 400 ul de
st de MR 0.2 M con 805 () R), manteniendo 12 mezcla durante 5
AT o o Balib g Rdelo plcada

3 Trapgourvadn et tiarpo ¢Ha0 52 shaden 3 Ja mezcla 100 pl é2 2catate
sy J HO£F contenido ¢o) Wube se mexcin imvirliéndolo suavemente,
iy

g o8 56 obllestn por centrifugecidn de las mezelas
waerires 3 G000 g durents 10 minutss, realizdndoss la extraccidn a0
varas, 1 primera ¢on S00 4t o8 SR FCy 13 sequnda con olros 500 ul ge
nakiran A,

5 12 recHfacion tinat del ONA e restizd adiclonands 2 K extractos
enils n o) DRSO SPterier 900 U g8 etandl; 2 Contimacion se centrifugen
2 G000 g durante 1O mincten v o mard tenen durants 18-24 h 3 =20 8¢,

& £} subronstants resuitanta ¢n ¢ punto anterlor 3% decanta con mucho
TElEE ¥ @) SEmentD cblendds 3o mard lane 3 vacie ¢ wn desecator durante
M@M@M@MM%&\%M@WTE Tros afadic 10 pl de
%mmmmn@mmmmmmmmwmas'mmun,
2 el vidmatizar ol DA phanidice,

LN A A N

by grapen foafalo ¢od OMA, 2 oM necteo o alealine, confleren a las
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molécylas una carga negative uniforme. Cuando en estas condicines ef DNA
e ColoCa en un campo eléctrico se deuplaza en direccidn del dnodd con und
fuerza constante e Independientemente de 1a composiclén en Dases del mismo.
Lag moléculag de DNA Incluldas en un geY de agarosd atraviesan ks porod del
gel de manera que las moléculas mayores tlenen mas diflcultad para
desplazarse que las mis pequeas. Se admite que, dentro de clertes limites,
ta migracion ge las moléculas de DNA linsales de cadena doble en el gel de
agarosa, es loversamente proporcienal al logaritmo decimal de Su peso
molecutar (Helling y col, 1974),

La conformacidn de) DNA también Influye en su movilidad en 1o3 geles,
por ello 1as moléculas de lqual masa migran a velocidades diferentes,
cependiendo de que su Torma 5¢a superersrollada, circular abierta o lingal La
moviildad relativa del DNA s2 ve Influenciaga por olros parémelros, como
concentracion de agarosa, fuerza 1onica de) tampén utiitzade, diferencta de
potencial de la corrlente aplicada y cantidad de superhélices del DNA
Lidhnson y Gresman, 1977).

La electroforesis se realizd en geles de agarosa (0,7 R} a Jo5 que se
adicionaban 5 ! de una solucion de Beet (10 mgiml) para visualizar 1as
bandas de DNA £n 103 pocitlos ablertos en el gel se colocaron 10 pl e tas
muestras a analizar 2 123 que previaments se les habla afadido una gota de
colorante Flcotl al 10 X pars visualizar s desplazamiento pof el gel. L
tlectroforesis se llevd a cabo durante | h a 200 V. Como patronts para
calcutar el peso molecular aparente de los PIASMIdeS vigibles se empled und
sohucién de DNA del bacteridfage “lambda”.

Los plasmidos se visualizaron en el gel con un transtiuminador de Wz UV
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situado en una cémara oscura, Los geles se fotografiaron con una camara
Polarold empleande una pelicula tips 667,

11.2.7. 2. - Qurado o eliminacién de plssmidos

Los plasmidos son moléculas extracromosomales de DNA circular de
doble cadena que se autorreplican independientemente del cromosoma de ta
célula hospedadora. A pesar de ¢llo, 1a mayoria de los plasmidos son estables
y requleren el empleo de agentes curantes u otros procedimientos
{temperaturas elevadas, crecimiento en ausencia de timina) para incrementar
su eliminacién de las células hospedadoras. 1 término curado se utiliza como
singnime del de eliminacion de hiésmldos. Trevors (1985), ha publicado una
revisién muy completa sobre aspectos bloguimicos ¥ genéticos de la curacién
de plasmidos,

Uno de los agentes curantes mas utiiizados es la acrifiaving, agente
Intercalante que tiene la propiedad, como e} naranja de acridina y el bromuro
de etidio, de introducirse entre 10s nucletidos de DNA e inducir errores en la
repticacion. Utillzados a concentraciones que no Impiden totalmente el
desarrollo de los microorganismos, inhiben la replicacién de 10s plasmidos.

En cada una de las estirpes de las bacterfas lacticas de interés se
determind la concentracidn maxima de acriflavina que permitia su desarrollo
en 10 m] de caldo MRS.Las expertencias se reallzaron tratando 10 m! de 1os
cultivos con 5 - 20 pg de acriflavina por ml de medio, en funcién de Ja
diferente sensibliidad de los microorganlsmos' del cuitﬁ/o al agente curante.
Los cultivos se sometieron a 3 tratamientos consecutivos de 24 h con
acriflaving; tras cada tratamiento se determind 1a actividad Inhibidora de
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100 colonlas de cada cuitivo (rente a L Jfermenium CECT265. Lag ¢olontas
qué ya no mostraban actividad inhibldors se recogleron y Conservaron 3 ~20
5 para delerminar 1a presencla o ausencla de pléamides o 103 posibles
camnbios courtidos en su perfil plasmidico.

Los microorganismos psicrotrofes empleados fueron tres cepas de f
enterocolitica (WA, E20 y 14405} y tres do £ /88 monccytogenesiiall, LIl
sv 4y Scolt A) (Tabla il 1),

12,81, - 3ie

Lag cepas de [ sate empleadas se cultivaron con 1as cepds o2 ¥
ontervcolitics y List monocytogenes en 1rastos que Contenlan 200 ml ga
caido APT. Como Indculos se emplearon zproximadamente | x 10° ufe/mi para
log lactobactlos y alrededor de 1 x 10 ufe/ml para los microorganismes
psicrotrofos. Las temperaturas de Incubaciin elegidas fueron 1as de 4,8, 13y
24 o, ytilizando también la de 32 °C en 123 experienclas en las que
intervenian 138 cepas de L/t manocytogenes Los cultives se Incubeben hasla
que los lactobacllog alcanzaban 1a fase estacionaria de desarrolio.

.2 8.2 - Allsls microblolgicos v bloguimicea

A determinados Intervalos de tiempo se tomaron de los culllvos
altcuntas de 0,1 ml que se depositaron en placas de agar APT para realizar ¢l
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recuerds total, on agar MRS para el recuento de lactobacilos y en los agares
YA, supieraandate con O, pary ¢l recuento o2 yersindas y en el LSAMMY para
o rcuerty g2 Hstartas, U vez sembradas, 128 placas de agar APT y MRS se
cuberen fuapte 43 ha 32 ¢C, 1as o2 ager YSA durante 72 h a 24 9C y las de
LEAMS gurante T2 1 2 37 ¥ Asimismo, en c2da alicuota se delermind el
Genmrolty dr 03 CuRlives por turDidemetria, sy pH y 13 concentracién de
Soins L)y Dl-Fhictien.

Mo2 9 - L

U de 108 bacterias  lhctias  alshaden, que  identificeamos
tesdlenreanie oo L sabe 449, mostraba una potente aclividad
HLMPIRAING Bracehatar DUC 0 que ¢ Sometid 3 diversas experlencias para
SAMT TS pary taimante.

Pary @tarminar 13 Sonaidiidad 62 13 20t ividad Inhididora 2 los enzimas
Ereteiiigd Wipaing, pegatna, papaing, proteasa Il y proteasa X1V, 60 ul de

hid CIPCARAFRGs, Mhres de colulag, e depositaron en pocillos
wmmamwmmwamwmwm s diversos enzimas
&3 mginll oF La? raamery o la ¢orcentracidn final del enzima en caca
PR fum de | gl L0 aEUividad adimicroblana residual de Jos pociiios
6 dedarsning Yres 2, 8 y 20 b G2 ncubacttn de Yas placas a 37 C, segin el
itad Garto en la seceiR L 2 3.3 2
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PH.2.9.2 -

Mn.2.9.2 1. - Iratamiento térmice

yiales de vidrio (EQ x 30 mm) herméticamente cerrados con 0,1 mi del
sobrenadante concentrado de £ sate 449, se Calentaren a 80, 100, 121, 135y
150 #C en un bafio de glicerina termostatago durante Intervales de Uempo
variables en funcion de la temperatura d¢ calentamiente. Finalizado el
tratamiento térmico las muestras se enfriaron rapidamente en un baho ce
hielo picade y se determind la actividad antimicroblana residual de 143
muestras calentadas de 1a manera descritaen la seccién it 2. 3 3. 1.

Se defing, arbitrariamente, como el tiempo necesario para reducis enun
90 % 1a actividad inhibidera Inicial del sobrenadante concentrado de [ sate
449 a yna temperatura determinada, y @ corrgsponds con el tiempo en ¢ que
la curva de supervivencia atraviesa un cicle Jogaritmico. El término se
calcula a partir de 1a ecuacion de 1a recla de regresién de una grafica ¢e
termodestruccién, que represanta el logaritmo del porcentaje de la actividad
inhibidora inlctal en funcién del tiempo de calentamisnte (figura 3. 2) De la
figura 3. 2, se deduce que:

logx=-kt+(
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wendy W ol X o attviged inhibidora residual; KT 1A constanle de
et e i en v Ty 17 e LR O calentamignto de tas muestrag,

Eggx
by
[

bs vin e o

Pigra 3 2 - Representaciin grafica tedrica 68 ka actividad nhibidora
&R Tunc 10n G2 1 temperatura de calentamiento,

oy~ togx )= K (L~ 1)
g Ay - o X, i teg x, ~ 10 ¥, G-t,
kn A »* A 0¢
bl b Yoty g xy - Jogx
gy

e et come et Uieenpe en o} que T3 actividad nhididors thicial se
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reguce en un 50 % a una temperatuwradeterminada. €1 término pusde calcularse
graficomente (ffgura 3. 3), representando 1a variacion de ta actividad
inhibigora Inicial en functon del tiempo de calentamiento, o bien
matemalicamente, asumiendo que el camblo de 13 activided tnhibidor

cusi £
g

Activided resi

Figura 3. 3. - Representacion grafica tedrica de la activided inhibidora
en funcién del tiempo de calentamiento.

con respecto al tlempo es funcion de 1a actividad inhibldera inicial
{ecuaciones Ly 2),
g%

ax
- —akx (1) - e ® K @Y (2)
dat X

donde "x" repreatnts s activided inhibldors, *1* £ ttempo ¢e calentamtento &

una determinada lemperatura y )" l1a constante oe inactivacion de ia
actividad Inhibidora en min™'.

integrando la expresion (2) entre dos valores de x diferentes (x, y X) 2
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Ity ¥ 1) ¥ $e000 1, 2 atbhviond nhibMIOra Inicial en el tempo L, resulla

X 4
] Xy %
» Rt S P e ISR AR 2.3!09-—-k(1-t°)
x X X
% L
10 2392 0.693
Hxn B0, 2I gtk b L A
50 k K
£ Yaler L

S dafing whrariamente €arme 12 Lemperatura NECESATIA DTS GISMINUIF
] valar O oh wn 90 R, y 32 calcula a parlir g¢ 1a eCuacidn de 13 recta de
rogripiln, ibteniid 8t representar gradicamente el Yogaritmo de 103 valores
U on Fanc i Co 12 Lemmparaturd 3 ka que fueron oblentdos (figura 3.4).

b B

L3
S, T

o W o s

s e g e . - -

i

T

Figura 3 4 - Representacidn orif1ca tedrica de 105 valores "D en funcion
%2 T umperatura,
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De 12 Tigura 3. 4 se deduce Que
logb=aT+(

donde D" e ¢l tlempo de reduccitn decimal 3 una delerminada
temperaturay "1 es 1a temperatura da tratamiento térmico en €.

i }

S| por definicién, a=~ —, logDa-—=T+C
4 1
1 i
IogD,-!ogD‘----'-*(T,-T,J. 'IogD,-\ogD,--—-—-'—-(T‘sz)
2 4
h-T,
z-
log D, - 109 D,

L. 2.9.3. - Flecto del medto de cultivo en 12 actividad inhibidora d¢ 4
Sate 449

Para evaluar el efecto del medio de cultivo en 12 actividad
antimicroblana de L. sate 449, se sembrd en diversos medios de cultivo que
se Incubaron a 32 9C; fueron 103 sigutentes:

1.) Medlo de APT

2.) Medio de APT con las siguientes suplementaciones:
a) con 10 g de peptona/ly 8 g de extraclo de carne/t (APL)
b) con 8 g de extracto de carne/1 (AL)
c) con 10 g de peptona/] (AP)

3.)Medlo BHI
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4.) Medio BHI con 1as mismas suplementaciones antedichas:
a) BBL
b) BL
¢) 8P

5.} Hedlo minimo con las sigufentes suplementaciones:
a)con 15 g de proteosa/t y 15 g de peptona/l (MPP)
b) con 15 g de triptona/l (MONA)
€) con 15 g de triptosa/l (MOSA)
d) con 15 g de caseina/1 (MMC)
e) con 15 g de peptona/l (MMP)
f)con 15 g de extracto de carne/1 (MML)

Terminada la Incubacidn se prepararon los sobrenadantes cencentrados
libres de células y se determind su actividad antimicroblana de ta manera
descrita enlaseccion i, 2. 3. 3.

I, 2. 9. 4 - Mecanismo de accion de 1a susfancia inhibidora producida
por L szke 440,

0,5 m) del sobrenadante concentrado de un cultivo de £ sake 449 se
depositaron en 5 m! de una siembra recién hecha de 2. fermentum CECT285 (5
% 10° ufc/ml) en medio APT. Los cultivos se mantuvieron a 32 °C durante S h,
y a continuacion alicuotas de dicho culllvo se depositaron en placas de MRS,
Como control se realizd una experiencia similar en la que a1 cultive de)
microorganismo indicador se ‘e ahadieron 05 m! del sobrenadante
concentrado de un cultivo de . sake 23, micreorganisme cuyos sobrendantes
concentrades no mostraron actividad inhibidora detectable alguna,
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E1 mecanismo de accibn de 1a sustancia antimicroblana de [ sate 449
se consigeraba bactericida cuando se observaba und disminucién en la
viabildad del microorganismo Indicador y bacteriostatica, cuande el nimero

de ufc/ml gel microorganismo indicador permanecia estacionario respecto o
sy cifra iniclal.

M. 2 10 -

HI. 2.10. 1. - Cromatografia de (ltracion en geles

Esta Lécnica cromatografica se basa en la separacion de 133 moléculas
por su tamafio molecular.

. 2. 10. 1. 1. - Soluclonss tampon empleacas.

1.) Tampon de acido citrico-fosfato, pH 5,6,

{a.) Solucién de 4cido citrica 0,1 M.
Contlene 21,01 g de ac¢ido citrico (1 H,0) por 1itro de agua destllada

{b.) Solucion de NaHPO, 0,2 M.

Conttene 28,4 g de NaHPO, por Htro de agua destiada,
Freparacion

Se mezcian 42 ml de acido citrico 0,1 M con 58 ml de Na,HPO‘, 0,2M
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2.) Tampdn de dcido citrico-fostato, pH 5,6, con urea 0,1MIMy6EM

A la solucién tampén base (seccion 111, 2. 10, 1. 1. 1), se le afaden,
respectivamente, 6 ¢, 60 g 6 360 g de urea por litro de selucidn,

11.2.10. 1. 2. - Geles,

El Sephadex es un polimero resultante de la formacién de enlaces
Cruzados entre 1as moléculas de dextrano y de epiclorhidrina. Debido al gran
ndmero de grupos hidroxilo de su molécula este palimero es muy hidrofilicoy
se hincha facilmente en el agua y en soluciones electroliticas, Los tipos de
Sephadex difieren en su grado de entrecruzamiento, por Io que se utilizan para
alcanzar fracclonamientos con diversos intervalos de tamafio molecutar; en el
€aso de 10s Sephadex G-150, G-75 ¥y 6-50 son, respectivamente, de 5.000 a
300.000 daltons, de 3.000 a 80.000 daitons y de 1.500 a 30,000 daltons.

Los geles se prepararon y activaron segin las normas de la casa

suministradora ("Pharmacia Fine Chemicals™—{os geles hidratedos se

conservaron en refrigeracion hasta su utflizacién,

fIl.2.10. 1. 3. - Condiciones de trgbaie

E! sobrenadante, libre de células ¥ Hofillzado, de cultivos de L sake
449 se resuspendié en tampén de acido citrico-fosfato de pH 5,6 Y urea 1M,
mientras que, como tampén de elucidn, se empleé tampén de 4cido
cltrico-fosfato de pH 5,6 y urea 0,1 M, La cromatograﬂa se realfz6 en una
Camara lermostatada a 0-4 ¢C y el eluato cromatografiado se recogié en un
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colector de fracciones.

£1 sobrenadante concentrado de L sate 449 se resuspendid en tampdn ce
acido citrico-fosfato, de pH 5,6 y urea 1 M, hasta una concentrackin 20 veces
mayor qué 12 Inictal y 20 mi de esta solucidn se depositaren en una columna
(3,2 x 40 ¢m) ¢ Sephadex G-150, previamente equiiibrada con tampdn de
sc1d0 citrico-osfato, de pH 5,6 y urea 0,1 HUE1 eluato, en fracciones de 5 ml,
se sometid a una lectura espectrofotométrica a 280 nm para determinar s
contenldo proteico, mientras que su actividad inhibldora se evalud de la
manera descrita en 12 seccion 1. 2.3. 3. 2. utilizando L fermentum CECT285
como microorganismo indicador. Las fracclones cromatograficas con
actividad antimicrobliana se juntaron, Hoflllzzron y resuspendieron en el
tampon de elucion para depositarias de nuevo en una columna {2,5 % 90 cm) de
sephadex G-75, previamente equilibrada con ¢) tampdn de elucitn Las
fracciones eluidas dotadas de actividad antimicrobiana se manipularen como
se ha descrito antes y se depositaron de nuevo en una tercera columna (1,6 x
90 cm) de Sephadex G-50. Las fracclones cromatogralicas con aclividad
atimicrobiana se juntaron, lofilizaren y se mantuvieron en un desecador 2 4
2C hasta su utilizacion posterior.

1. 2. 10.2. - Determinaclén de 1a proteina

Se realizo por 12 técnica de Lowry, segin la modificacion de Markwell y
col. (1978). L3 Lécnica se basa en ¢l desarrolio de color al poner en contacto
fas proteinas con los reactivos que posteriormente sé detallan El desarrolle
del color se debe a una combinacitn de reacciones:

2) Formacion de un complejo entre los enlaces peptidicos de las
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protetamy con ol cobre en yn radt0 alcaling (reaccidn tipo Bluret).
Bl Regueotin gol reactivo fosfomolTbdice-Tostotungstico por fa tirosina
y ol tripdfane

Esta téumica pong de manifiesto 108 grupes fenoles presentes en las
proteinad, por 8130 o9 nécesario extrapolar los resultados a yna curva patrédn
orviraiie con antertutidad Como Droteing estander para construir 1a curva
palrin 28 gmplhad 12 Sercaindming bovina Traccidn V (figurz 3. 5).

L3 LAY o8 Camo BigUe:

~ GeTaciin A Na,(0y al 2 8, NaOH al 0,4 £ y tartrato sodico potasico
L P B} (A W01 2l 0,16 § en 2gus detilada,

~ Sehide Celi0, (3 H,00 31 4% en agua destifada.

= Sedisetin G B obbiens mezclande 100 volumenes de 12 SOluCIon A con |1
ey & 19 setucien B

» Rhuthn & Aeaciive g8 Foltn-Clocalteay diluldo en agua destitada en
W ponereisn 1 ¥ fvdv)

Broapginionty

AT ik g wn miestra que contenga entre 10y 100 g de proteina se le
aads ¥ o ¢ 18 SohCHN C; 12 merchy $¢ d2ja ¢n reposo 2 temperalura
anbiente corante 10 minutes A Contimuackin se adicionan 03 ml ¢e )2
ke B, agtindeta rsediataments y dejindola reacclonar durante 45
Aatee, o Moo <o M cunles e mide 8l Incremendo 02 1a absorbancia a
850 1 Lo PTRTEICEA 3 A BANCO preparade de 1o misma MANera Pero con
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0.2}

Absorbancia a 560 am

O.tF

i I -t

0'0 ' 1 I
0 20 40 60 80 100 120

proteina (yg/mi}

Figura 3. 5. - Recta patron para la determinacién de protetna por
o1 método de Lowry modificado.
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By dasiiiade

La cromategrafia de T1lLraciin en Sephadex G-50 para determinar el peso
motacutar o hy suslancia antimicrebiana parclalmente purificada por las
tres oxlomnes ge Sephagex G-i50, G-75 y 6-50 se realizd de 1a manera
gaanrils pn 1a seccidn NI 20 Q. 1. 3. Para ello 20 mg de la sustancia
parciaimants purf1Cada, 01521t en 3 mi de tampdn de dcido citrico-fosfato,
¢ pH 3.8, y ured | M se dopesitaron en 1a columna (1,6 x 90 cm) que contenla
&1 Seuracex 0-90, determindndose posteriormente 1a absorbancia a 280 nmy
A ALy i andisioreliana d¢ 1as fracciones eluidas resultantes.

A EapLinuaCkin, en 1a migma columna se depositaron 3 ml de una solucién
Qun corplaba Go Lampln, como solvente, y como fase disuelta de 5 my de
dewlranm 82l 6 Mg 00 a-Quimotripsindgeno A (25.000 dattons), 8 mg de
Freama pancredtina Bovirg (13700 dattons) Y 1 mg de vitaming B,, (1.300
Saierad L dmoriancid 00 1as (racciones ¢luidas se determind a 280 nm. El
et ORI 00 19 Sustancia problema Se determind por Interpolacidn en
URR greliza igura 3 6) en 12 que 20 representada el logaritmo ge 105 pesos
milovelare) de Yes protelnds estdndar en funcidn de la fraccion
sremalagrilicn on b2 Que oe enconiraban

HE 2 1L v Elartroferasie pm o

s SO GOOR TSt ittt

G913 theica permite seoarar meaclas complefas de polipéptides en
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Log {Pm)

' i i 1 I 5. L TP | L i J

0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 S0 S5 60

Fraccldn nt

Figura 3. 6. - Recta patron para la determinactén del peso molecular
por cromatograffa de filtracion en Sephadex G-50.
A a-quimotripsinégeno A, B: RNasa pancreatica bovina

y C:vitamina B,
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tuncidn de % tamaho mplecular La electroforesis en geles de polixcrilamida
ram dnget 1] SuITALD shic (S05-PAGE) se realtzd sequn 128 LéCniCas de Swank
y Furkres (1971) y ¢e Laamll (1970) EI dodec] sulfalo sédiko es wn
getergrotd Que Con ofrod agenles, como el mercaptoetanol y el caler,
wharvigne on 13 dasraturalizecidn de las proleinas 3 subunidades y ademas
proporelona 2 b cadenas polipeplidicas una densidad de carga similar. De
25ta forma tuando ¢ comple o SDS-proteina se somete a electroforesis enun
gl g cortlens SOB, W velsidad de migracién viene determinada
prieetpatmants por 1 masa de 12 particula SDS-polipdptide segln el priciplo
49 axchusin melsoyiar. E1 campo elcirico, en este caso, 610 suministra 1a
fupran tRpory,

21t - Toenica g Swank y M

Y2 M E 1 - Tampenes oels

11 Fampdn pars sohDItLar Yo mutstros.

Copdieney
urea 48 ¢
prmarciptostano 0.3 ml
Wa 0,259
Atvgn ertofostirice Q01 H tasta 10 ml

23 Vomptn oa 20300 FeSTHrICD | 505, pH 6,8

Avtdn ertotostiricg (A5 X2 337 mi
ki 39

Agsa cosiizda hasta 300 m
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£1 pH se ajusta a 6,8 con Tris.

3.) Solucion de acritamida-bisacrilamida,

Contlene.
Acrilamida 18,759
NN -metilén-Bisacrilamida 1.87¢
Agua destilada hastaS0  ml

4.) Gel de separacién,

Contiene:
Solucidn de acrilamida-bisacr!lamida 9,99 mi
Tampén de dcido fosférico 1 M-505 3 m
Urea 144 ¢
Agua destilada 29 mi
TEMED (NANN N, tetrametilén-etilen-diamina) 9 ul
Persulfato aménico (6 8) 0,3 mi
5.) Ge! de concentracidn,
Contlene:
Solucion de acritamida-bisacrilamida 1,65 mi
Tampdn de &cido fosférico | M-SDS 0,5 mi
Urea 2,459
Agua destllada - 10 ml
TEMED 1,5 ul
Persulfato aménico (6 ) 0,1 ml
6.3 Tampbn de electroloresis,
Contlene:

Tampon de &cido fosférico | M-50S 0,225 mi
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Ay oesli1atn 2,225ml

T %ehucthn ge Tijacién
Cord teng 130pre0anot: 3CH00 BCELICH: 2Qua destilatd (2,5:10:6,5 v/v).

8.) Sotuctin de Lincién
Coraista on und Soluciin g2 azul briliante d¢ Coomassie al 2 § en

wide watico A 7 R,

9) Sohuctén 08 havace
3 ura solucton at 7 X ge 0100 acélico en agua destilada.

0

2128

Lan PaRntrEs SULHZOtRS on tampln do solubilizacidn, con SO, 100 ¥
@ 40 W sustancla entimicroblans, parclaimente purificaca, se
waperen durante S minutes en baflo de agud hirviendo antes de depositar
39 %! 22 owia 2ol tin oo ol gel d2 conCentraciin,

#eiLLy -

LTIR

Los geles 20 prepararon de 13 monera cescrifa por Swank y Munkres
£9971). €3 god tonpta da £om porclones: 1222 inferior (gel de separacién) y fase
sperizr fged 08 concontraciénd. Lo gelies se prepararon como se describe en
WWh secchima WY 2 T L 4y HL 2 11 ) S Para evilar a presencia ¢
burdiagan 48 3t en fem gaies 1A macia o4 desgasificd por sonicacidn en un
et durde S mintes, anien Ge wfedicie o) TEMED y e persulfato amdnico.
L) receptbtud de formacin Jes geles peimerc se lleneron con o3
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componentes del gel de separacién hasta unts J cm de su 2xdremo superior; en
Ja superticie o2 1a meacla, para que no se formarzn meniscos $¢ ¢eposité un
pequefo volumen de una solucion saturada de butanol. La mezcla se mantivo
durante | h a 37 ¢C y una vez polimerizada, se retird el bulansl y se fawd
abundantemente con agua destilada A continuacion se deposilé el gel de
concentracién y se Introdujo el peine que forma loa pocilles donde se
depositaran las muestras, La Oltima solucidn se  polimertza durante 30
minutos a 37 C, quedando el gel listo para realizar la siectroforests,

1. 2,11, 1. 4 - Electroforesis

La electroforesis se realizd pasando por ¢l gel una corriente de 18-20
A y evilando 1as Lemperaturas inferiores a 16 ¢C para minimizar el rlesgo
de precipitacion de 1a urea. Finallzada la electroforesis, ¢l gel se extrajo de
log cristales del soporie.

1. 211 1.5 - Tinglén de 108 peles,

Teminada 12 electroforesis, 108 geles s¢ introdujeron en una cubeta con
1a soluclon de f1jacién y se mantuvieren fljandose durants, sroximacamente,
8 b, camblande la solucién de fljacidn 2 0 3 veces. A continuacitn se
introgujeron en otra cubeta con 12 solucién de tincidn donde se mantuvleron
durante 2 ha temperatura ambiente. La eliminacién del colorante no f1fado se
reatzo con fa solucidn de lavaado,

£l peso molecular de ta sustancia inhibidora parciaimente purificads se
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delerming pot Interpolacidn en una rafica en 1 que 3¢ representa el
logaritend dg! peso molecutar de 139 proteinas esténdar fremte a su distancia
o8 magraciin en el gel thiqura 3. 7). Lag proteinas utilizedas en 12 Confeccitn
ds ia recta patron procedian d& dos "kits” comercialed. £) primero contenfa
las proteings estdndar de bajo peso molecular: mioglobina Iif (2,5 KD),
misglobina H (6,2 KD), micgicbina | (8,1 KD), miogiobina | y 11 (14 KD) y
miogiobing (16,9 KD) y ¢! sequndo contenia las proteinas de alto peso
molecylar a-lactoaibiming (14,2 XD}, proteina inhibidora de 1a tripsina (20,1
KD),  Wripsindgeng (24 KD), anhidrasa  carbbnica (29 KDY,
ghceraigenise-3-fosfate deshidrogenasa (36 KD), ovoalbdmina (45 KD) y
Seroaibiming bovina (66 KD).

BE 2§12 - 1écnicade Laemil (1970)

132 11 2V - 1ampones osles

1Y Tanpdn para SoWbiNZar Tag muestras,

Contiene:
TrigHC1 05 M eH 6.8 1,0 m)
Glicerot ' 0,8m
®B500% 1,6 mi
premercaploetang 0,4mi
Azat ¢2 bromefenct (0,05 X) 0,2ml
Mua destitada 4,0 m!
2.3 Sehacitn 0 acribamida-bisacritamiss

Contiens
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5-
Y
Y
i | y46114-00195 R+090
2»
lh
0 1 A A N N

Distancia migrada (mm)

Figura 3. 7. - Recta patrén para la determinacion det pese malecular por
1a técnica de Swank y Munkres,
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Acritaraida 146 ¢

NN -metién-Bisacrilamida 04g
Apud estitads hasta 50 mi

31641 ¢ separactin
Condlen:

Soluckin &8 2crilamida-bisacrilamida 20 mi
Trig KCY 1LSH, pH 6,8 7.5mi
Aga ceatilada 1,9 mi
WIO0R%) 0,3 ml
Persuifate amdnico (10 X) 0, 15ml
TEHED 15 atl

4) Ga! g concentracidn.

Contiong:
Foluckin de atrilamida-disacrilamida 1,3 m}
TrigHCIOS M, pH 8 2,5ml
Aga stilada 6,1 ml
305 19 %) 0,1 ml
Beraud! o aredrico (10 R) 50l
TeED 10 ul
3.) Tampatn ¢t tlectinforents
Cortgme:
Ters basa 669
Sty 28,8 ¢
b 2 9

Agia st itada 221
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6.) Solucitn de fljaciin
Contiene etano)dcido acélicoagua destiiada (10:5.85 v/v)

Hi. 2 H. 2. 2. - Breparacién de a3 muestras

Las muestras selubllizadas en ¢l tampén de solubilizacitn con 5, 10y 15
#9 8 13 sustancla antimlcrebland parclaimente purificada se mantuviercn
durante 5 minulos en un Dafo de 2gua hirvigndo, anles de depositar 10 4l de
€242 solucion en el gel de concentracion.

.2 11.2 3. - Brepacacidn de 105 geies y alectroforesis

Tanto 1a preparacitn de los gelea camo la electroferesis correspondiente
5@ realize, esencialmente de 1a manera descrita e las secclones fil. 22 11, 1
IylLz a4

L2t 2 4 - Tipgion de los geles

Los geles se tifieron con el reactive d8 plata distribuide comerclalmente
por 12 casa Dio-Rad. Este reaclive, elaborado segin ¢l méteda de Merri}
{1981}, es unag 10-50 veces mas sensibie que el azui briliante de Coomassie
pare visualizar las proteinas en los geles de pollacrilamida con S0S. La
tincidh se realizd siguiendo estrictamente fas instrucclones recomendadas
por {a casa suministradora,

.2 11.2.5. - jeteom

El peso moefecuiar de [a sustancia inhibidera parcialments purificada se¢
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setoraind hierpelangs en una grafica los pesos moleculares de as proteinas
estingar freede a Ja ¢istancld recoiTida en su migracion en el gel Las
profeinas ostinger wl111zades en 1a confeccidn ¢ 1a recta patrén procedian de
uP "R comercial que contenria 1as proteinas de Rto peso molecular descritas
eniassccidnnl 2 1116

Para delsreingr B concentracidn inhibidora minima (CIM), una solucién
g0 9 g 62 1y protevna purtftoada por m de tampén fosfato 4 mM, pH 2,0 se
Giyeren Sutesivamante 2, 4, 8 y 16 veces, De cada dituciin (1, 172, 174,
YA, 1216 or tomaren AHLUtas 02 30 pl cuya activiged antimicrobiana se
pakad tegin 13 tACHiCa descrila en Ya seckn I 23 3 2 Los
WTCOPEREIEReS Iicadores empleados fugron L fermentum CECT24S, C
dwgenr L3, st monedytopenes 1973, LIS ov 172y Scott A, S arees
FOL LY, PR 349y PR 382, £ dotedinumt 831 y € perfringens 316,

12 weeceelyaciln iibidora minima Se define come Ja concentraciin
minlen de prodeiea que prodme o halo de inhibickdn on el medio sdlido de
cregueiands e ol Gui te desarcolls el microcrgantame indicader empleada. En
onhe ngppd, (piiamente sa condideraren comwd hales de inhibicidn aguétoes
Sy Corana beda un radln de b3 corond mabyer g2 I o
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Les homogenirades O¢ 133 muestras de embutidos crudos curados se
sembraren on placas que contenian medio PCA o MRSy 8¢ Incubaron durante 3
diaa 2 32 % Les recuentos oblenidos, Lanto de microorganismos totales como
ga baclertas Wclicas, se resumen en la tabla Y. | De ellos se dedute que
practicamente Ia tolaliddd oe Ia Mora bacteriana de 1o embutidos anatizades
o2 encusnird congtiluioa por bacterias tacticas. De las placas de MRS se
salsecianaron al azar S0 (olonlas que 34 conservaron en congelacién hasta su
empled en postertores satudion.

L aitiedad taiididera direcld de 1as becterias Hacticas selecclonadas,
20 IR RES INTOrEanIEInGS Indicadores, $¢ evalud de 1a manera descrita en
fa e 1t 2 3 21 Log resubtados d¢ 125 prushas directas de antagonismo
3 seflagen on 120 Niguras 4 1 a 4 20 De 12 observacidn de eslas figuras se
e G

LY ias 30 bacterias Hcticas selecclonadas manifiestan una accién
BRGNS veriahls ¥y cuantiticabie fremte a Jiversos miCroorganisnos

D143 2tovided antlmiorobion o3 PRBYOF Cudndd 1as cepas se desarrollan
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Tabla IY. 1. ~ Recuentos bacterlanos de 1as placas con PCA O MRS,
contentendo homogen! 2ados de 105 embutidos orudos curadss!

Medlos de cullivo
PCA a3

thigstea 1

Microorganismos totales 1,9x 107 -

Bacterias lacticas - 2.0x 107
tuesira 2,

Microorganiamos totales 2,0x 107 -

Bacterias 1acticas - 23 x107

& Recuentos expresados envufc/m),
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2ele5 04 depomitar el microorganismo Indtcader, durante 24 h a 32 ¢C en las
placas ¢e MRS

Con Tog resultades g2 eslas experiencias, se selecclonaron 1as § cepas
que mostraren und mayer activided Inhibidera en el mayor nimero de
microorgantomos Indicadores, para realizar con etlas futuras experiencias.
Las Cepas seteccionadas fueron 1as nimeres 2, 3, 8, 11, 20, 23, 29y 38. A
eslas cepas se unig, posteriormente 13 449, seleccionada por su aclivided
inhibidera de eplre otras 750 baclerias HiClicas aisladas en nuestro
Drepartamento con poslerier iad a tas 50 intciales.

LS sobrenadantes concentrades libres de cdlulas se obtuvieren a partir
de a5 cepas seleccionades de ba manera descrita en 12 seccidn L 2.3, 3 1
12 activigad iohbidora de M5 Sobrenadantes se evalud (remte 2 los
microorganiseod indicaderes & fermenium CECT28S y L curvalus Lb 726 y
Prente a varizs Cepos de (/sf manocytegenes ¥ 5 aureus Los resultados
gotentdes se musstron en la Tadla 1V, 2, destaca el que Unicamente el
erbrenadante CORCOMLIadO 02 13 Cepa 449 muestre actividad inhibidors
exocebylar en Wt $hversdd micreorganismos Indicaderes empleados.

Preparadys len extraclos de 105 medios 30lidos en los que Se
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Actividad Inhibidora
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Actividad lnbibid
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|

2468 T 10 15 00 2214 20 58 80 S 34 99 50 40 42 04,66 4260
Cepa n®
Actividad inhibigora de las 50 Dacterlas laclicas
selecctonadas frenke a £ Jermendum 285
@ Actividad Inhipidoca directa;  EER  Actividad

innibidora diferida

16 18120 2324 26 20 30 32 34 38 30 40 42 L4 48 48 50
Cepa n'

0240 81012

Figura 4. 2. - Actividad Inhibidora de las 50 Dbactertas lacticas

seleccionadas frente a £ case/ATS5. Las COWMNBS paBeen
el mismo significado qué en 3 figura 4 1.
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EBegEszs 2

-
e
r

Aetividad Inbibidera

{mm?® JUK x l%ﬂa)

¢ 0248 eiam;muuﬂuuumuuuw
Cepa n'
Frpara 4 3 - Actividad inhidigora de Jas 50 baclerias lacticas frente a
& acidptriss 209 Las Colunnas poseen ¢l mismo

shgrat ioaddo que en 1 figurad |

..
)
v

L

b
&
%

fmm® UK x 6%
2 E H 222 3

] ¢ { SRR
5:tibﬁﬁﬁuémahﬁdﬂnuihduhu@m
Cepa n!

Fipeadd - Mctivitsd whdiora G las S0 bacterias licticas
sefeccionadas fremte 3 [ mwsmntersius 394 Las
CBlummbas puseen ¢l imkumd SIgnIficado que en Ja figura 4
1

o = B
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1672 )
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Actividad Inhibidora
{mm?* /UK
- > 8B 8B 8
BN IR e ——
-

" aoxuuumw
Cepa o'
Figura 4. 5. - Actividad inhibidora <2 las SO baclerizs licticas
selaccionadas frente a [ phmdarum 221 L8 COlannas
poseen el mismo significade que enla fgurad |

)
& 8

0
s

Agtividad Inhibidora
X —2
3

|“|| Ii

B

et i 10 mumammuuuauuuuwuuuuu
Cepa n'

Figura 4 6. - Actividad inhibidora de 123 50 bacterias lécticas

seleccionadas frente a € pisciofaMR3ITLE Lag columnas

poseen el MIsmo significado que enla figurad 1.
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BB EX% 85322

=
¥

Actividad lahibidora

{mm? JUE x 107}

w 5
¥

..

t2488 m:amuamanuaeaawaauuumuu«wu
Cepa n!
Fegura A 7 - Acttvtced wivibidora de 128 SO bactertas lactlicas

sateretonadas frente A £ feecalis 48). Las columnas
pataen &) mitine gl ICado Que enda figura 4 1.

=]

Exz2zg8gs =z 2

=
¥

fmm? JUK x 16775

Ul .Il”l'

CEAE s zaemurexsmﬂmuua@uuuuwauuum
Capa nt
Figrad 8.« Activied whibigora ¢ s 30 Dactertas lacticas

sebectichatan frente 3 £ faecimr 410, Las columnas
ma&m&mﬁ;mm ela figurad 1.
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133 REMILTADOD

1416 16 90 30 4 26 20 50 52 34 36 30 40 47 44 48 64 80
Cepa nt
- Actividad inhididors d¢ 123 50 bacterizs liclicas
aeleceionadas frente a A varigns 230 Las columnas

poseen el mismo significado qua enla figrad 1.

2248651013

2 [T R | PPN Y .

P 3 U TV B T S TTVRR T DN 0N TS ]
02 46 81018141018 202224R02030323 3430354042 044648050

Cepa n!

Figura 4. 10. = Actividad Inhlbidora da las 50 Dbacteries léctices

selecclonadas frente a S aylosus 237 Las columnas
poseen el misma significade que enla figura 4 1.
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Actividad Inhibidora
2 8 8 8 5 2

{mm?® SUK x 1677)

—
& L
L4 *

ay ddddall
20N I B0 20604244 484050

li PLEL
D240 016131410182022242050
Cepa n'

Figrad ti - Activiged iohibidora de las 50 bacterias ldcticas
splectionadag frente a S arsws 59128 columnas poseen

¢l Faisino S1gRHICA00 Que en Ja Tigura 4 1.

L
¥

.
@
al

28 2288

Aotividad Imbibidern
femm? JUE x 16%)

a
=4
L

- 3
N

: ~f~ IAE 23RN
D600 B2 2420 20 303234 36 38 40 42 44 40 4880
Cepa nt
Figua 4. 12 - Actwviged  tnbadidora ¢ Jas 50 bactertas laclicas
stlessisnades freate 3 & termesphacta 10018, Las
welumsas posesn ¢ misme significado que en la

fgrad b
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Actividad Inhibidsra
{mm? JUK x 107%)
E 8B 8 8

—
o o 8
T r

8 1 1 TR
08 4 @ 8 10121415 10202204 0000 30 X034 36 58 40 41 44 $84880

Cepa nt
Figura 4 13 - Actividad inhibidora de a3 50 bactertas lacticas
geleccionadas frente a & cavus 148 123 columndd

poseen e} misma s1gnif1cado que en fa figurad. 1.

Actividad Inhibldora
{(mm? /UK x 10%)
> B R &85 & 38

-
<
Y

] 1 P E 1 54 alR30en o aXanm A ] o
02 48 810125410502022242850303834 2430404244 24430

Capa 0
Figurad t4 - Actividad inhibidera de laz 50 baclerias Facticas
seleccionadas frente a & sfearothermapiiis 49 Las
columnas poseen el mismo significade que en la figura 4

i
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1‘283883

{mm? /UX x 10F)

Actividad Inhibidora

- v
o o o

LN ] mauuwaonuzsuuuuuuwuuuuw
Cepa n'

Figura 4. 15 - Actividad Inhibidora de las 50 baclerias tHiclicas

seleceionades frente 2 £ co/i BwS45 Las columnas

BoS2an €1 mismo significads que enla figura 4 1.

Aetividad Inhibidera
{mm® /UK x 167)
g 2 2 ¥ & & 8

e
& o

DR 40 B I0IBLIIIA0R2242020 3022 B0 38404044 184220
Cepa ot
Fogura 4. 16 - Aclwidad inhidigoras ge 133 50 bacterias Iclicas

selecchonadas frenle 3 Sl cioacae 194, Las columnas
posesh 41 mizmo significado que en laligura 4. |
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5§ & 3

L o
o g o o
T T T "

Actividad Inhibidora
{mm? /UK 1 107%)

1wk

b;Jumﬁ_muAgh“LJ_LJhmuLJ

0 asnel

02 40 05101214101020822420R8 30323436238 4042444048580
Cepa n!

Figura 4. 17 - Actividad Inhibidora de las SO bacterias tacticas

selecclonadas frente a SA Flemers 585 138 columnas

poseen &) mismo significado que en lafigura 4 1.

Actividad Inhibidora

'y u:o:zmuomuuuuuuuuuwuuuao
Cepa n!

Figura 4 18. - Actividad inhibidora de las S0 bacterias lacticas

seleccionadas frente a S (idymurkm A43. Las columnas

poseen el mismo s1gnificado que enla figura 4. 1
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s &2
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Actividad Inhibidora

{ram? /UK x 107%)

-
-4
¥

© e
T

3 11434138 NS IRD ERNE | 14
0246 FIOIITIITSTEIOTIEATHZE YUSZ 4 38 3840 42 44 48 4020
Cepa n!
Figura 4 19, - Actividd inhibidora d¢ 193 S0 Dbacterias léclicas
seletcionadas frende & ¥ enlervcolitica £20. Las

columnas posoen el misma significads que en la figura 4

Actividad Inhibidera
(mm? JUX x 16%)
LN EEEER

- e o
T

TR 48 8101214 16192022 545008 30 33 4 58 30 40 42 44464550
Cepa nt
Fwim.'MtW inhiblidora d2 tas S0 backerias lacticas

seleccionacas frente 3 25 fhwvescens DL, Las columnas
poseen et mismo sigMlicado que enla flgra 4 1.
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TablaIv. 2 - Activided inhibldors d¢ 1o sobrenadantes concentradas ibres
ge céluias d& fag baclerias Jacticas selecclonagas frente a
diverses MICroorganiamos indicadores’.

Microargantsmo Indicader
Cepa
Nt ke Cd bm o LIoLZ2 L3 LM 531 Saz S93
2 - - - 3 - - - - - - -
5 - - - - - - - - - - -
5 - - - - - - - - - - a
1 - - - - o - - - - “ -
20 - - - - - - - + - - -+
23 R - - -
e - - - - - - - - - - -
3& a - - - - - - - - - -
449 592 41 516 516 W8 567 MWy §6 N5 s b

x Actividad inhibidora en mm2/mi/U. Klett Lf L fermentum CECT283;Lc L
curvatus Lb726; Cd: Carnobacterium divergens LVI3, Lm. L mesenleroides
MAIBA, LIl L/SE manocylogenes NCTCS105, 112 LSt monocylogenss LIS sv
12, LV3 Lrst menecytogenes NCTCS103; Li4: List monocytogenes SColt A;
Sat: & aureus FRI 137,532 8 areus FRI 361, Sa2: 5 aureus FRI 340
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gesarrollargn 133 8 cepas  seleccionadas, se  evalud  su  actividad
atimicrodtang frenle 2 £ Jermendum CECT285, por ser dste un
micreorgantamo espaciaimente sensible a 1a accion imhidbidoera de Jas bacterias
laticas. Les resultados oblenidos demostraron l1a ausentia de actlividad
iehibidora en W8 medios solidos, 10 que confirma, junto a los resultades
obleridos con 105 SDrenadantes CORCENtrades hibres de células, 1a ausencia de
una sustandia intibidera execetular en 123 8 cepas analizadas,

L3 experiensia 5e realizh de ka manera descrita en 12 seccion il
23 %, mientras gut en la Tabla IV 3. se muestran 10s resultades obtenidos,
de 123 que 96 inligre que

1142 actividad snhiblaora oe 12 cepa 2, lante en £ fermentum
CECTIE come en olres microorganiamos indicaderes, puede atribuirse, en su
mayor parte, a b producoion de perdxido de higrdgeno, ya que la adicién de
aalasy al medie do Quitive oisminuye significativamente su actividad
Inhibidora

1) La ativided antimicrobiana del resto ¢e 1as cepas analizadas
R en Ariihie 9 ba producciin de perdxido g9 Midrogend pussto que la
Catakaza no modilica mucho su activided tnhibidors,
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Tahla 1V 3 -Efecto de 12 catalasa en 1a activigad inhibldora d¢ 125 baclerias
1achicas selecclonadas frente a L fermantum CECT285.

Area de inhiblcion (mm? )

Cepa Reaucclén actividad
" $in catalasa Con catalasa® tnhibidora (R)
2 A 1,7 89,6
3 20,6 19,7 4,4
8 12,1 11,0 9,1

1 8,7 718 10,3

20 16,0 14,8 1.5

23 26,6 26,1 1,9

29 87 7.9 9,2

18 21,7 20,6 5,1

& Area ge la corona clrcuiarn,
& Concentracion final de 4000 Ui/ml de medio.
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Pera geterminar ¢ pardxido de hidrdgeno de tos medios e cultivo en el
0 2 gemartdilaron 133 Copas seleccionadas se ulilizé 1a técnica descrila en
Wosesin U1 2 3 8 No obstante, como se aprecia en la figura 4 21, 1a
carCantrauin g perdaide de hidrdgeno en el medio MRS disminuye a medida
Qe Barnandd el perind e 12 1oma 02 muestras. Sin embargo, 12 concentracion
G pardmioy M hidrdgend se mantlene constante en el Ltampén oe
fenfstegbacons, pH 70 indepondientemente del tiempo de la toma de
[T

Lam te8 renutiades 02 123 experiencias vescritas se decidid que lo mis
MGEG) 9201 evaludr e) perdxiao de hidrogend producido cuando 1as cepas
Sl nadas 9e aedarroliasen en el Lampdn previamente citado. Sin embargo,
Rprediceish r perdxidd de hidrogend fue negativa en las cepas
HIGOCHNDNES, 10 que SVMCA que 108 microorganismos utlli2ades no
fraducen Hha matabolela en gl tampén utllizado o que 1a técnica empleada
Tab 03 Gt antemmard 2aPGa e para Gatectario

W CHITMGPOANASIGS Indicadores 5o sometiercn a varias pruebas de
PN ¥ Caractertzacion bisguimica parcial. Las cepas seleccionadas
Tesnd bad eamnera 2, 11, 20, 23, 29, 3By 449
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Figura 4 21. - Fluctuacidn de 1a concentracién de peréxida de Ridrégens
en medio MRS (A) y en tampdn de fosfate-ghucosa, de pH
7.0(B), con respecto 2l tiempa de 13 toma de muestras.
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V. 3.1, - Morfologia v Lincioq por e) método de Gram
La observacifn microscépica de las preparaciones tefiidas ¢on el método

de Gram evidencld la existencia en todas ellas de bacllos cortos
Gram=-positives (Tabla iV, 4).

IV. 3. 2. - Prusha de a catalasa

Todas las cepas analizadas resultaron catzlasa negativas (Tabla V. 4).

V. 3. 3.-ELO.G!J§.CJ§D..G£_CQZ

La capacidad de producir CO, de )as cepas analizadas, se evalud de la

manera descrita en 1a seccidn 111 2. 4. 3. Ninguna de las cepas seleccionadas
praducia el citadn gas (Tabla LV, 4),

IV. 3. 4 - Hidcolisls de la arglning

Los resultagos de la prueba de hidrélisis de 1a arginina se muestran en 1a
tabla [V. 4,; coma puede observarse no reaccionan uniformemente todas las
cepas seleccionadas, Dicha reaccion varia desde 1a no modificacion del color
de) rfiedlo hasta 1a adquisicion de una tonalidad marrén oscura.

V. 3.'5. - Produccion ge dcido sulthidrice

La produccidn de SH, por 1as cepas selecclonadas se Investigé utilizando
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giverses téonicas (seccion 111 2 4 5) No obatante, en ningun €aso 5¢ obeervd
ernaqrecimiento del medio 48 cultivo, por 10 que 133 cepas anallzadas se
congideran §c1do sulfhidrico nagativas

La capacidad de 123 cepas seleccionadas da productr acetoina se evatud
mediante 13 prucba de Voges-Proskaler (seccién 1. 2. 4 B} Log resuilados
cblonidos se muestran en 12 tabla IV, 4, de 1108 se deduce Gua Ja produccién
de pcetoina por 1as cepas ahalizadas varia de unas a otras.

La capacidad de las cepas seleccionadas de Termentar diverses
carbohidratos se evalud siguiendo el procedimiento descrito en1a ecchin 1N
a2 4 B LoS resultacos obtenidos sa muestran en 1a Tabla 1v. 3 De ellos 3¢
dedute que:

1.} Teaas 125 cepas anallzadas fermentan los azicares ribosa, gatactona,
D-glucosa, D-fructosa, D-manoesa, N~aceti) glucosaming, sacaresa y trehalosa,

2) La fermentacidn de 108 siguienles carbohidratos: L-arabindsa,
D-xiloza, amigdaling, arbut ina, esculing, salicing, celeblosa, maltosa, tactosa
y melibiosa, varia en funcion de 1a cepa analizada. As), mientras todas s
cepas fermentan 1a escullna v 1a meliblosa excepto la 38 y 443, 1a D-x11033
unicamente es fermentada por la cepa 449,

3.) Hay algunos carbohidratos que RO 5on Termentados pof MINGUNA Cepa;



148 RESULTADOS

ciaremes enlre ellos 105 Siguientes: eritritol, D-arabindsa, L-xilosa,
aderdtad, Beaatlt Dxlksic0, sorbosa, ramnosa, dulciiel, (nositol, manitol,
sorpitet, a~metil D-mandside, a-metll D-glucdsido, inulina, melecilosa,
ratinGsa, almigdn, glutdgeno, xilitel, p-gentiblosa, D-turanosa, D-xilpsa,
D-tagatess, [-fucosa, L-fucosa, D-arabitel, L-arabilol,  gluconato,
-ontegiuconsto y S-celoghuconato.

La lermenlaciin de 108 a2ucares manitol, ribosa, meliblosa, maltosa,
MAresa ¥ Urebalisa eg d2 gren importancia en 13 clasificacion de los
lentebaditon de origen cirnico. Sigulendo el esquema de 1dentificacitn
wopueste per Schillinger y LUcke {1987), 123 7 bacterias lacticas anallzadas
4 clasfrcaron tentativamente como Lactodacilius sake

W34 - Jolrancia al aCl

L tedarancia d¢ 138 cepas s¢leccionadas al NaCl se evalud en caldo MRS
Bptemetado en un a5 conun 7 § de N2Cl y en otro con 10 R de 1a misma
sal. £ medie, una veZ inoculado, se Incubd durante un tiempo maximo de 6
¢85 2 32 C, 108 resyitades oblenidos se muestran en 1a Tabla [V. 4. Todas las
LepYE STRCen 3 urd Concentraciin de WaCi del 7 R, sin embargo, cuando la
caragrraciin en del 10 X el desarrollo g los microorganismos es, en
Frmeak, gy Glb, exceplo en Ya cepd 449 que Crece Dlen. La cepa 29 no crece
A 2R concertrackn de NaCt,
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Tabla IV, 4 - Caracteristicas  morfoléglcas Y bloguimicas de las
bacterias jacticas seleccionadas.

Cepa N®

Caracteristica 2 " 20 23 29 38 449

Morfolegia bacilo bacilo bacilo bacilo bacilo bacilo bacile

Tincién Gram * * + + + . .
Catalasa - - - - - - -
Produccién COp = - - - - - -
Hidrdlists Arg + + - - + * -
Progucclon SHy - - - - - - -
Voges-Proskauer + * - - . + -
_Crecimlento en

7 % NaCl + * + * + + N

10 % NaCl d d d d - d +

pH39 - - - - - - d

d= Crecimiento débil.
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Tabda 1v 3 - UtIlZackin G carbehidralos por 1as bacterias seleccionadas,

Cepa Nt

Larbohiaraty 2 2] 20 23 29 38 449
BEpre! - - - - - -
Eridrited - - - - - -
O-Argbinesa . - - - - -
LA aRites + + - . + +
Reitena . ' . + + N
f-%itana - - - - - '
L Hema “ - - - - -
Adupii - - - - - -
Bertatl D-titeige - - - - - -
Lt 2ma . N R . R R
B liscoa . M . . . N
Befoutomm + + ’ N . .
Betanena ' ' . . . R
Sarfuga . . - . .
Fuprenna . - - - . .
Pz agi . . . . . .
bt . - . - - B
Pl - - . . . .
Borwibl - - . . . A
a-tehis Dritpintdy - -
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Tabla IV 5. - {continuacion)

Cepa N
Carbohicrato 2 H 20 23 29 38 449
a-Metit D-Glucdsido - - - - - - -
N-acet!lglucosamina + ¢ . + + + +
Amigdalina t H t + + - ¢
Artutina t + t t + - &
Esculing + + + + + - N
salicina ' + s + . + s
Celoblosa . + + + + - +
Maltosa + + + - + - -
Lactosa + + + B + - -
Melibiosa s + + + ' + -
Sacarosa + + ¢ + + + .
Trehalosa . + + + + N +
Iruling - - - - - - .
Helecitosa - - - - - - -
Rallnosa - - - - - - -
Almiddn - - - - - - -
Glucégeno - - - - - - -
Xilitel - - - - - - -
p-Gentiblosa - - - - - - .
D-Tyranosa - - - - - . -

D-Lixosa - - - - - - -
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Cepa N2
Carbohidrate 2 ] 20 23 29 38 443
-Tagatosa - - - - - - ]
D-Fucosa - - - - - - "
L-Fucesa - - - - - - -
O~-Azabitot - - - - - - -
L-Arapite) - - - - - - -
Glucenato - - - - - - -
-catogiucon, - - - - - - -

S-ceteghuton -
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v, 3. 9. - Ioleranciaal pti de 3.9

Las cepas analizadas no crecen en medlo MRS cuyo pH Se ajusta a 3,9 con
HCI 1 N, a excepclon de 1a cepa 449 que se desarrollé débllmente (Tabla iv. 4).

Los parametros cindticos estudiades durante el desarroilo de 1as cepas
de L sate a4, 8,15, 20y 32 2C fueron: velocidad especifica de crecimiento
(), tiempo de duplicacién (td) y nimero de generaciones por hora {g/h).
Dichos parametros también se calcularon con 1as cepas de L sate Lb684, L
curvatus L0726 y L plantarum L0577, para comparar, de esta manera,
nuestros resultados con los aislamientos de otros Investigadores.

Los resultados obtentdos se muestran en las tablas IV. 6 3 V. 10, De
sllos de deduce que los pardmetros cindticos de crecimiento en cada una de
las temperaturas estudiadas son bastante similares entre las cepas de L sake
alsladas en puestro Departamento. 5010 (. sate 449 no crece a 41C; a 8 1C se
desarrolla mas lentamente gue el resto de las cepas, mientras que a 15,20y
32 ¢C lp hace de forma comparable. Las cepas de [ curvalus Lb726y &
plantarum L6577 muestran un desarrollo muy débil a 4 2C, aunque 2 15, 20 2C
y, especialmente, 32 °C, muestran tasas de crecimiento similares a 183 de 1as
cepas de £ sake aisladas por NOSOLros.
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Tabla IV. 6. - Pardmetres cindticos del desarrollo de las cepas de L sake
selecclonadas y de otras bacterlas lacticas a 44C.

Parametro Cinético de Crecimiento

Cepa w(h td () a/h

2 0,0050 138,6 0,0072
" 0,0033 210,0 0,0048

20 - 0,0046 150,6 0,0066
23 0,0037 187,3 0,0053
29 0,0038 182,4 0,0053
38 0,0050 138,6 56,0072

449 - - .
(A} 0,0030 231,0 0,0043
) 0,0008 911,8 0,0011
() 0,0008 911,8 0,0011

{A) £, sake LDB84,
(B) L. ctrvatus Lb726.
(C) L plantarum \bS77.
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Tanla |V 7. - Parametros cindticos del desarrollo de las cepas de [ sake
selecclonadas y de otras bactertas lacticas a 8 9C.

Pardmetro Cinético de Crecimiento

Cepa pinh td (h) - /n

2 0,014 49,5 0,020
1 0,017 41,0 0,024
20 0,016 43,9 0,023
23 0,015 46,2 0,021
29 0,013 51,3 0,019
18 0,047 4.5 0,024
449 0,004 150,6 0,007
(A) 0,006 115,5 0,009
(8) 0,001 693,0 0,001
() 0,002 277,2 0,004

Los simbolos poseen el mismo significado que en 1a Tablaiyv. 6
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Tania 1V, 8 - Pardmetres cinéticos del desarrollo de 1as cepas de [ sate
selecclonadas y de otras baclerias lacticas a 15 ¢C.

Pardmetros cinéticos de crecimiento

Cepa winh td(h g/h
: 0,030 23,1 0,043
13 0,031 223 0,045
pio 0,034 20,4 0,049
0N 0,030 231 0,043
oy 0,036 19.2 0,052
B 0,027 25,7 0,039
A 0,030 233 0,043
1A1 0,042 165 0,061
G 0,017 40,1 0,025
o 0,019 37,2 0,027

L Eiaton posten of mismd SIgRIficado que en fa Tabla IV, 6.
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Tania IV. O - Paramelros cindticos del cesarrolio de 1ag cepas de [ sate
selecclonadas y de otras bacterias tacticas a 20 4C.

Parametro Cinético de Crecimiento

Cepa unh td (h o/h
2 0,045 15,4 0,065
1 0,051 13,6 0,073
20 0,052 13,3 0,075
23 0,050 13,8 0,072
29 0,054 12,8 0,078
38 0,042 16,5 0,060

a9 0,053 13,0 0,077

(A) 0,048 15,4 0,065
B 0,039 17,6 0,057
() 0,038 18,1 0,055

103 simbolos poseen el mismo significado que en 12 Tabla IV. 6.



RESULTADOY

Taila 1v. 10 -Pardmetros cinélicos oel desarrollo de las cepas de £. sate
se18CCioNadas y ¢ otras bacterlas 1&cticas a 32 ¢C.

Parametro Cinético de Crecimiento

fepa BN td(h) g/h
i 0,145 478 0,24
" 0,135 5,10 0,20
pid 0,120 5,80 017
2} 0,130 530 0,19
] 0,119 6,30 0,16
] 0,127 5,40 0,18
A4 Qg 5,83 0,17
LA 0,100 6,89 0,14
E 0,114 6,05 0,16
il o197 6,48 0,15

W2 SmBetos posean ¢! mismo Significads que en 1a Tabla 1V, 6.



158 RESULTADOS

(V. 5. - Sintesls y cinética de 1a proguccidn ge metabolitos Tinales

De cultlvos de las cepas de [ sate selecclonadas desarrolladas en
medio MRS 2 diversas temperaturas se tomarcn alicuotas que no solo se
utilizaren para determinar 1os parametros ¢inétices descritos en 1a seccidn
IV. 4, sino, tamblén, para estimar ¢l pH final, 12 masa celular seca y 1as
concentraclones de ACldos L{+}y D{-} lacticoy de dlacet 19/ acetoina.

tv. 5. 1. - Acidos L(+) Jactico y IX=) lactico

Las determinaciones de 108 cidos L(+) y D{-) lactico se realizaron de 12
forma descrita en 12 secclén 111, 2. 6. 1; los resuitades obtenidos se muestran
en las Tablas IV. 11 a LV. 15, De ellos 3¢ deduce que las cepas de [ sake
seleccionadas sintetizan cantidades detectables de acide lactico a todas las
temperaturas, inclulda la de 4 °C. Sin embargo, L curvatus Lb726 y L
plantarum LbS77 no producen cantidades cuantificables a 4 ¢C, y slendo muy
pequefia la producida a 8 9C. No cbstante, a2 medida que aumenta la
temperatura de Incubacion, 1a produccion de acido lactico por L curvalus
Lb726 y L plantarum LbS77 es similar a los de las cepas de L sate
seleccionadas, mostrando Incluso una mayor produccion que éstas cuando 13
temperatura de incubacitn es de 32 ¢C.

IV.5. 2 - Proguccion de glacetllo/acetolna

La determinacion de diacetilo/acetoina se efectud siguiendo el método
de Westerfleld (1945), descrito en 12 secclén 1t 2, 6 de este trabajo.
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v 11 - pH rinal, masa celylar seca, produccidn final y produccidn por masa
celular seca de 8cidos L(+) 18ctico y D{-) 1actico por las cepas de £
Sabe seleccionadas y por otras bacterias ctiCas 3 490,

Produccién (inat Productividad
{mg/ml) {mg/mg mcs h)
mes
Cepa pH  img/ml) LA DeLA L-LA D-LA
2 4,85 013 1,28 2,64 0,038 0,013
1t 3,05 0.96 456 Nd 0,028 Ng
20 5,00 104 4,48 0,36 0,025 0,002
43 5,00 1,03 6,64 0,24 0,038 0,001
i 560 oM 1,52 Hd 0,010 Nd
b 4,90 L 6,88 1,12 0,036 0,006
ta) 480 1,05 2,54 0,74 0,01 0,003
B 5,80 0,69 Kd Nd Rd hd
) 370 089 Nd Nd Mg Nd

LAk L sake L0EB4; (B L curvialus Lb726, (CY L plantarum LB5T7,
Hi Mg deteciable; mee: masa celular seca; L-LA Ackdo Lir) lactico; D-LA
Actgn 00-) ¥ctice,
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Tabla 1Y, 12 - pH Tinal, masa celylar seca, produccitn final y preduccién por

masa celular seca de acidos L{+ ) 1actico y D{-) 1&ctico por las
cepas de £ sate selecclonadas y por otras bacterias lklicas
aBge

Produt‘cwn final Product ividad
{mg/ml) {mg/mg mcs h)
mes
Cepa pH (mg/mi)  L-LA 0-LA L-LA 0-LA
2 435 1,26 1,63 2,68 0,050 0,017
1" 4,45 1,28 8,70 1,20 0,057 0,008
20 4,30 1,30 9,76 2,88 0,063 0,018
23 435 1,28 7,92 2,24 0,052 0,013
29 4,80 1,17 4,88 L20 0,035 0,008
38 4,30 1,28 8,44 2,88 0,055 0,019
4499 5,00 0,89 3,29 Nd 0,030 Nd
(A 470 1,12 7,00 1,20 0,052 0,009
() 580 0,71 0,15 Nd 0,002 NG
{) 520 092 2,70 Nd 0,024 Nd

Los simbolos poseen el mismo significado que en la Tabla IV. 1.
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Tablaty. 13 - pH Nnal, masa cellar se¢a, produccidn final y proguccion por

masa celylar seca de 3cidos L{+) lactico y O(-} 1actico por 1as
cepas de L. Sate selecClonddas y por olras bacterfas laclicas
15t

Cepa

Produccion finat Productividad
{myg/ml) {mg/mg mcs h}
mes
B (mg/mb LA DLA  LlA D-LA

tad
8l
L

475 1,36 9,04 2,88 0,221 0,070
420 1,38 11,28 132 0,212 0,032
420 1,32 10,00 2,96 0,252 0,075
430 1,32 8,40 r Ay 0,212 0,069
4.7 1,21 6,21 1,20 017 0,033
420 1,37 9,44 328 0,229 0,080
4,40 1,34 7,92 1,02 0,197 0,025

4,8 1,19 8,30 1,23 0,232 0,034
4% 1,06 5,84 0,49 0,183 6,015
47 .98 10,74 Nd 0,365 Nd

Log stmbokos peseen el mismo Significadd que enda Tablatv. i1
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Tapla IV. 14 - pH [inal, masa celular secd, proguccién final y prodtxcim por

masa celular seca de 3c1008 L(+) 1actico y X~} lactico por 133
cepas e [ sate seleccionadas y por otras bacterias iscticas
a24%C

Produccidn final Productividad
(mg/m1) {mg/mg mes h)
mes

Cepa  pH  (mg/ml)  LLA D-LA  L-LA O-LA
2 410 1,43 9% 3,20 0,43 0,139
h 410 142 11,34 1,44 050 0,063
20 410 136 1104 280 051 0,128
23 420 138 1008 264 046 0,119
29 460 1,34 784 2,32 037 0,108
18 410 146 1040 364 0,44 0,155
449 425 L4 950 1,12 0,41 0047
(A) 430 127 1050 1,72 052 0,084
(8) 450 131 1040 081 050 0,038

(©) 465 1,30 13,70 Nd 0,66 Ng

Los simboles poseen el mismo significado que en 1a Tabta (V. 11,
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Tabla IV, 15 - pH [inal, masa celutar seca, produccidn final y produccién por
masa celylar seca de acldos L(+) lactico y D{-) 1actico por 123
cepas ge L sate selecctonadas y por olras baclertas 1cticas
aJ2e

Produccion final Productividad

(mg/mi} {mg/mg mcs h)

mes

Cepa pH img/ml)  L-LA D-LA L-LA O-LA

2 400 1,46 1168 344 087 0,19
1 405 146 44 152 065 0,086
405 136 144 216 070 04132
23 40 140 1% 232 068 0138
29 4% 144 1072 328 062 0,189
1 165 153 1176 288 064 0,156
40 415 154 1001 1,39 034 0075
(A 405 131 150 138 073 0,087
tB) 4,08 1,42 13,44 1,22 0,79 0,071
(€ a5 133 1352 Nd 0,85 Nd

Lo3 5tmbolos poseen el mismo significado que enta Tabla IV. 11,
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A 125 temperaturas de Incubacién empleadas. ningunz de las cepas
esludiadas produjo niveles getectables de diacetllosacetoind en log medios
ge cultivo utilizagos, 10 que parece Indicar que 13 produccion de estas
systancias por 1as cepas o¢ £ sate y de otros lactohactlos analizados es

minima o nela,

Experiencias paralelas a 1as aqui expuestas, realizedas por otros
invest igacores de nuestro departamento, dleron luger al alslamiento dg otras
bacterias 1acticas, Identificadas tamblén tentativamente como L sate, Que
posetan activided antimicrobiana, detectable en les scbrenadantes
concentrados de 108 cultivos libres de células, no atribuible a 108 2cldos
organicos, al perdxido de hidrogeno il a los bacteritfagos. Con &) objeto de
conocer 'a posible establlidad genética de 1a actividad antimicrebiana de 1238
cepas de interés, asi como para determinar s 1a actividad se encontraba
codificada en plasmidos, se Inictaron experlencias de visualizacién de
plasmides y de curado de 108 mismes.

Iv. 6. 1. - Vigualizacidn de 103 plaamided

Las cepas analizadas fueron £ sake 31,77, 90, 148, 163, 177 y 180.Los
resultados Iniciales obtenidos partiendo de 100 ml de cultivo y siguiendo el
métode de Currier y Nester para el aislamiento del DNA plasmidico (secciones
NE2 7 1. 2y 2.7 1.3), indicaron que Tas cepas de L sabe analizadas
posetan | & 2 plasmidos de peguefio tamafo molecular que fluctuaba snire
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&0y 1,95 Kb (ng o0 pauestran 108 resutlades) A continuacion y pertiendo de
&0 mY g Se cuttiees, o intentd no sblo &) aislamiento del DNA plasmidico,
9080 By QU H HCICHA 3 homegene 10dd centrifugando las muestras en gradientes
g8 Zirure 40 cesto-bromurd d2 el (CsCH-BrEt) (seccitn 11 2.7, 1. 4). Log
Feaat et fueren negatives (o 96 muestran os resultados), al no detectarse
13 exigtant 14 of bandas delinigas &nt 103 geles g2 electrolorests, lo cual puede
APEAIres ¢ 31 PEn Hmerd ¢ pases O que Consla 03ta tionica, o a ta posite
1Pagtaniiiaad de tog plinmigos presontes en laj cepas anallzadas.

Para Qamingr el sdmero g pases de 13 téenica de aislamiento y
parifteackn 0ol DNA plasmigice previamente descrita, las muesirag no se
trataren. con Bhens nd con proteasa. L.os resyitades ebienides volvieron a ser
regat weps y3 que e DNA plasmidico eblenide de este modo Se encuentra tan
P puricedy @ o3 priclicamente imposible observar bandas de DNA en
A gesad 09 eleciroforesis,

HHn grsbiargs, omploando 12 1ECHiCa mintalurizada y riplda de alslamiento
¢ wheeliliackin 0t plsmides (seccidn 111 2. 7. 1. 3), reslizada tomandd
ks Ge 10 mi e bos cultivos, Se oboervd la existencia gg 4 bandas de
ShA em s oot 0o L Sabr 31y 7T (NQurat 422y 4 23y de Tenla 148
iragrs 4. 248 Bos de ellas de 1,95 y 2,32 Kb, sen comunes 3 1as tres cepas. £
g2y 31y T7 poseen, ademas, und bandd do DNA de 8 Kb y olra de 23 xb,
wiankras L saty 148 potoe, demas 02 los 2 comunes, un piasmide de 9,4 KD,
#ro de 23 Eb v ¢hros tres mayores do 21K,

G o5 resuliades oblenidos se deduce Qe a3 cepas de [ sabe
Faliymtys poseon pidomides 4o un lamadio molecular variable. La téenica
ARl ¥ Tipton e I3 mds UL raplds y reprogucible para el
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alstamiento y visualizackn de los plasmides oe las baclertas lacticas
anallz2das, S gran Utiioad radica en el posible examen rutinario de muchas
tepas bactertanas

Los resultados de las Tiguras 4 22 2 4 24 Indican que se cbluvieron
prasmidos lanto con la cepa original de L sate como con diversas cepas
curadas L2s experienclas de curado se redlizeron como se descrive en la
seccion 111 2. 7. 2 de este trabajo, mientras 12 sensidilidad de cada cepaala
acriflavina s¢ muesira en la Tabla IV. 16, ES interesante conger 12 maxima
concentracien ge acriflaving a 1a que pusde desarrollarse cada Cepa

La Tabla IV. 17 muestra el porcentaje de colonias de £ sate 31, 77, 90,
148, 177 y 180, que perdieron su actividad Inhibidora cuando s¢ cultivaren
tres veces consecutivas en presenclia de ia maxima concenlracien de
acriflaving 3 12 que todavia eran capaces & desarcollarge. La pérdida de la
actividad Inhibidora fue Significativa después del segundd y, especiaimente,
gel tercer cullive con acriflavina Con el fin de visualizar & DNA plasmidice
empleando Ia técnica minfaturizada y rapida & alsiamiznto e lgentificacion
de plasmides, se seleccionaron 5 colontas curadas dé 1as cepas de L sate 31,
77 y 148. El examen de 05 geles correspendientes a 133 cepas Iy 77 revela
¢l mismo nimero de bandas plasmidicas en las coRNIas CUracas que en las
ortginales (figuras 4 22y 4. 23) Los resultados cbtenides al analizar los
plasmidos correspondientes a 1a cepa 148 no %0 tan uniformes (figura 4 24},
ya que en 1as muestras procedentes de 1as cepas curadas falta una, al mends,
de 125 tres bandas de DNA plasmidico de mayor tamafio melecular y, &n ¢os de
el1as, no sé observan 123 dos de menor tamaio.
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R

550 Kb

iHe

Figma 4 22 - Visaltzoctin ¢t los plAomidos d¢ L sate 31 por
electrutoresss on geles de 20aresa. 1.) ADN del bacleriérago A,
digericn con 0} snatmmaing 1H. 2) copa original de L satw 31.
Be 3a7) colontes curadas de L sate 31
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169

Figura 4 23, - Visualizacién de 108 pHismigos de L Sate 77 pof
electroforesis en geles de agarosa. 1.) ADN del bactertfago A,
digerido con el enzima Hind 1it. 2. cepa original de L sake 77
De 3a7) colontas curadas de [ sate 77.



" RESULTADOS

Foupra 4 34 - Viglireetdn db lon Glhomidos de [ sabe 148 por
Fenuorents ¢ Qles 00 agRraaa 1) ADN del baclertorago A,
Sieeridl ¢uh of enzima Mg L 2) copa origingl 0o L. Sabe 148,
D¢ Yo7 colentes curadas ge £ sate 148
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Tabla 1V, 16, - Efecto d2 12 conCentracion ¢ 20rif1aving en e) desarrolio do
Qiversas Cepas de [ sabe en megio MRS

Concentracitn de acrifiaving tug/ml)

Cepa 3 10 20 30
1 » + » o
7 * + - -
90 + . v -
14§ s . - -
163 . , ' .
177 + . - -
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Tahia Iv. 17 - Parcemtaje de calonins O¢ 1as diversas cepas de £ sate que
ron perdige sy aclividad Inhibidors tras cullivarse tres
veces en presencha de acriflavina

Porcentaje de colonias no inhibidoras

Cepa A B ¢
I 0 0 14
” 0 3
50 0 12 n
144 0 ] 10
17 Q 15 35
140 0 11 r

LA} primer tratamisnte con acriflaving, (B) segundo y (C): tercero.
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Do 103 resultades oblenidos se daduce que 123 Cepas &2 [ %ok orai12aten
puteen plinmiged ¢p Giverso tamal MOMCUIar, $In QU 0o momatto %2 Pdva
prefundfizadn sufiterdements para determingr 4% Ja aintesiy de sustarsten
nimbigeras da naturalela proleica 8¢ encuentrs vincyulad a abpme ca eltos.

Los resufladon obtenidos durante la realizactin de esle trataje, ademds
de ios procedentes de olros Investigadores <@ nuestro Departomends
implicados on esle proyecto de investigacidn, trdfcan que algunras d2 fag
tacterias 1acticas aloladas de oendutidns Crugdes Curades oo desarrchisbon 8
tenparatiras de refrigeracién y mostraben actevided mhibidera fresde at
crecimiento ¢ otros Mmicroorganismas. £510 ros M0 pondar en ta pogibie
utilidad de dichas baclerias para iehibie ¢i deserrolio ¢e eicregrganioman
psicrotrofos, proguctores o2 towlinfecciones abimendarias, gressnig
potenciaimente en fa carne y productos carnices.

Hemes estudiago, en cultives mixtes, fa ectiviged antageminla & fag
cepad de L sabe 23 y (48, (1a primera no preduce sustancias antaginistag
exgcelutares de naturalers proteica mientras gue 5i b hace B3 gegurata) selre
¢! desarroiio de ¥ enferocoliticay L3t mongcylogened

105 resuitados obtenidos demudsiran que lag fres cepas @@ ¥
enferecoirtica WVilizadas (WA, E20 v 14405) son tnhibhdas por ™3 g2 (. sate
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(Tagdas 1V 1B y IV 20, fiureds 4 25 y 4 26), cbservéndose en las
puparignergn  realizadas 2 dislintds temperaluras d¢e  InCubaCIén, una
caArTRlRLiGn podiiva epire ragnero de células de L sate de los cullives,
dewnonas del 5H y oRCentracHin 08 301dys Liv) tactico y O{-) 1actico, respecto
3 i obebioun chaervade La inhibittdn es mis eficaz cuwendo 1as
LAmpAT B ES (2 IRCUDACIEn U0 IS 31las v el microdrganismo inhibidor es L.
sat? I8 en vel 9 & sete 148, lo que puede deberse a una menor produccion
A8 tea sowimg Lisy oy Od=) 130310 por 12 uitima cepa (Tabla IV. 19). F
prleracedicd 144005 Tug 12 cepa mas resistente a 1a Inhiblcién por 1as
Bacteriag WAC1Has

fre acuerco ¢on 12 tesnperalura d¢ INCUDALIGN tas poblaciones de X
SEGBRAILIT PINTaES fueron 13 sigutentes: S x 105 ufc/m) 2 249C, 1 x
1oP et 209 %0, 5 x 1P ufeimi 2 8 4C y 5 x 107 ufe/mi a 4 9C. Estas
PbIatIIReT B COrPRIpandtan CEn reCuenton da L sate de, al menos, | x 108
whesml AL cesar of deoarrolio 80 ¥ esterecelitica sus tecuentos disminuyen
Bastad soprnante bosts Que Geputs 0 24 b a 24 ¥ no se getectan yersinias,
oo LEnpaos datpuis 92 68 hoa 16 9C, no obslante, 2 esta yllima
Lemperatury on el cullkeg minle 0 { Sobte V48- ¥ endarocoliiica 14405, el
redsanls 48 verynag b final de 1o moubacibh es ge 1 x 1O ufe/ml.
Lumpde e etdaciin o9 3 0 %0, tampoco 8o detectan yersinias en o3
ey BekGeR Con 4 sake 23 o portic ge los 12 ¢ias, mientras que con L
Sy bl vaprd e setrepassn ban 1 0T Wieimb A 4 9C las yersinlas no
' SPECeTE o RADEGN C00, 51 Dug 33 Final e 12 InCubaciin O¢ los cullives
IS 109, pOTaniones &b ¥ antereceiitics runta superan Jas 1 x 107 ufe/mi
5 b Cultheny eon L sake F1 0 tas 1 x 100 ofosml on oS g L sabe 148,
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Tabiz 1Y 18, ~ Recutnto tral g2 cepaa g8 £ SaP vy ¥ ERPEEPCRINER en
culbives mixtos desarrollsdna o dhvardas temparaturest

Temparatura de peubachin (%C)

4 8 6 24
Cultvy H ¥ ] | H ! M Y
23 8,86 " 553 ’ 264 - 874
143 862 - 3.9 - a9 - a% -
W - 9.4 - 964 - 214 9,48
£ - 4,69 - $.00 - 9.1 - 932
f - W - 43 - 918 - 94
W 211 440 3.1 M 211 W 8H W
FLE 9,08 453 908 M g M At w
3-f 904 448 9060 W 899 i A M
143-W 866 120 870 1% 904 450 M
1aA-[ pea 116 861 403 94 W 454 W
148-F 880 128 87 A2 211 A 4% M

& Regvertn Tinat 50 Log Lufermi) M: Rocutrts 05 Sop08 08 £, Sate on ager PRS- Recuent 0
copes & 7 anlraculiticy on o YA eon O 23 [ sabe 23, 14% L sy 148, W F
antareepittios WA, © ¥ anbwroolitios £20.F ¥ ontarevoiition 1443 Wk Mo tetnieb’s.
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Tasip ¥ 19 - oMy concentracidn final de Acldos L{+) Jactico y D{-) lactice
eh Cattivds mixtos de [ sate- ¥ enterecolitica desarrollados
3 diversan temparaturas.

Temperatura ¢ Incubacidn (¢C)
4 8 16 24
ity oL D oL D pH L D pi L D
b 49 15 19 445 82 23 4% 92 L1 43 107 22
bk 2 § A% 22 1A A48 18 23 43 92 30 433 ng 27
Hed 450 1Y 18 44 17 24 43 91 24 402 nNA 10
L 2 B3 B 45 88 22 448 81 26 438 95 is
EL 2 S 331 B3 M 458 87 22 441 B1 25 437 97 A
k22 LW 83 W 450 8T 218 442 83 23 43 9% 29

L Mt Gt thedive Begiedl B Acido D00 Hietico Bngimd). 1) reste de simdoled posten of misme
SgETedy od-0 1 Tl ., 13,
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Tabla 1y 20 - Porcenisje de wibicidn o8 135 cogas g8 ¥ srdarsce/ied en
culltvos mixtos con [ sady 1ras oo @@sdrrolls 4 ?@maa
temperaturas,

Temp. g8 Cepa de ¥ onlerpee/ilica
Cepa de Incubactin
L. sake (*) W £ F
23 4 99,9 99,9 99,9
8 100 IO 160
16 {00 100 193
24 160 140 100
148 4 9.8 99,8 9.8
8 9.9 w99 .9
16 160 100 9.9
24 100 100 190

Les simbolos paseen ¢l mismo significado que en Ja Tabla v, 18
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Figrra 4 25 - Crecimiento ¢ tres cepas de Y endervovlitica en
cultives mbtos con L sate 23, a diversas temperaturas.
(R} 23w, (A 23-E (o) 23-F La concentracidn ¢
cido L{+) Hactice en 1os mismos cultivos s& muestra con
Tinea Giscontinu (---) AF43C; BB, CH169CY D) 24
W,
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Figura 4 26, - Crecimiento de tres cepas de ¥ entervcoliticd en
culthvos mixtos con £, sate 148, a diversas temperaturas.
Los 3imbolog posesn ¢} mitsmo significade que en 2 figura
A%
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Oe 'o3 resullades oblenidos se deduce que 1as cepas de [ sate
aralizagas ejarden yna 2ccn inhibidora delectable y cuantificable en el
Wazrolly g ¥ enferoceditics a diversas temperaturas en medtos de cullive
Haudes Ea corastuently, 133 cepas de £ sate analizadas podrian ser muy
wlthen, coma factores o “segurided”, para inhibir el desarrollo de »
alerPoplit g ot 13 Carna ¥ o0 diversos productos cAMICOs.

L33 Capls dn LA smecylogenes analizacdas son mas resistentes a la
SLCHN anlanerdula 20 £ ssbe que 128 08 ¥ enterocelitica (Tablas IV, 21 ylv.
¥y Migaras 4 ¥y 4 26). Bin embargo, 13s tres son tnhibldas cuando se
Cullivan cen cualgeera de Tos dos cepas de £ Sate 2/t mCytogenes
NLTLTOTY o8 ta capa mas sensible, mientras que el comportamiento de las
A dus Capas frents a bos baclobacilos es parecido.

P Cuithvpd ehietos oon £ sabs, 2Ase monocytogees alcanza su recuento
el 4 W0 Y0 hocudndo o Cultiva a J29C, 2128 12 h cuando lo es 2 24 9C, a
WEAUhE V8, a%s5¢ias a8 yales 16 dlas 2 49C. En cultives ¢on
L omabe 2N Lest menocytopenes NCTCI973 alcanza unos recuentos

anides eotre 1 x WP y 1 x 4GP ute/mi, para dlsminulr al final.de Ia
nsdban i heota manws de 1 x 105 ufc/ml. Las cepas de £/st MONOCyLogenes
LEE e 4y Sookt A aleanzan en 105 tempos citagos, niveles de alrededor de | x
8 utorml, esten valores se mantlenen conslantes nasta el Mnal de la
wobaeyin, B0 culiteed oon £ sate 148, ¢l valor miximo de {sst




8 BLAA 1000

manocytogeres NLTCIGTY es, stempre, d¢ unes 10F yfesml para dtamiwir 8
final ge 13 1ncubacian en, 41 Menes, un ciclo fegaettmice Lag elras ded sepat
g8 1750 MORCYLanES ACANTEN CRCUNTS de mds 9 1 x 10 ulermy, antes
niveies parmanecen constantss hasta o) (1nal de ba tncubackin

La sctlvigad wehidora de L sate on Ligd senecylogenes of testande
parecida, o derencta 4o 10 que eLWTR en 105 LUILvas CoR ¥ enlerarpiilng
dunde £ sate 23 era mdd eficar No ohslante, L Sate 23 produce mis d0v
lactico que L sate 148 (Tabla v 22), por 1 que en 13 actividad wadidera
eata oltimd cepa 13 produccién 90 sustancls WM ewsceldar parece
coopbrar en |3 actividad antimicrebiana letal g2 este msrestaanigreg Al
analtzar 13 actividad Inhididora o8 to3 sebrenatantss concentradas de Cuithweg
Ibres de colulas d2 L sebe 140 frente 3 120 tres degus de (5f
menocytogenes (TabTa 1V, 24), se observa que &l efeclo o I azmtandia
antimicroblana se manif1esta al Tinal 0o 13 fase experencial y durante ia (ags
estaclonaria o crecimiento de [ sate 148, ghendd mapdr 3 PR
aumenta 1a temperatura de Incubacion,
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TaGla v 20 - Recusnts Ginal 38 L sate y {52 morolylogenes en Cultives
mixtes Incubados a diversas temperaturas’

Terperatura de ingubactin (9C)
4 8 16 24 32
Culuey Mo Mo ML M L H oL
i At - 898 -~ 9,18 - 918 - 894 -
148 .88 - 991 - 904 - 903 - 869 -
! - 878 S R Y - 932 - 944 - 952
1 - a4 - 92 - 933 -~ 94l - 948
2 - 54 R ¥ -~ 98 - 940 - 944

2%t 8.5 497 4 504 92.15 159 9,00 3,46 8,94 3,00
3-a 911 785 964 654 %26 6.20 B.9% 6,54 9.00 6,41
%3 899 70 904 6.4 323 608 %08 6,34 8,30 6.41
b4l b BAS 545 94 4% %04 332 9,23 402 8,70 4,060
T4 4 443 T80 901 £48 9,15 5.04 9.1 669 8.69 7,08
1455 442 607 .80 6,43 9.H 411 9,11 6.46 875 1.2

b founns Pk on Loy Lufaimil P Rocvertn de £, asts e ager MRS, Lo Recuento o8 £
Roreen et 1 A VAN BN sl 20 148 L sole 148, 10 £ My Topevies
WRETHTR. & {0 moveeytigtons LY ool & {652 Sty tpenes Sl A
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Tapla v 22 - pHy concenlractén fnal de doues Liv) Motios y D63 Lactwn
en cullives mixtos & L gsabe - L5t muewdplopmess
aeaarroilades a diversas lemperaluras

Temperotura da thoubacion ()

4 A 14
Pl L o M 4 [} B+ L B
231 402 19 FA 453 83 256 449 4B 53
34 465 14 28 52 6 3} 447 93 34
-5 457 13 24 450 88 A7 447 47 A
141 491 &8 08 A% M 19 449 8} 1%
1434 491 &5 [#.] 478 M2 ¥ 44 43 8
148-3 484 68 07 an s s Af B84 23

Tapda by 22 (Continuacion)

Temper aturs g incubactin (20)
24 b
Cyltive pH L p [+ 3] L o
31 44 110 32 43 s 3%
254 445 108 3A A¥ 121 )8
] 446 1WA 32 47 i B
148§ 4,49 43 3t 445 96 43
1484 4.45 g6 39 444 98 43

143-3 447 69 38 44 95 43

"
Los eiimbols poseen sl niwmo significads qur on I Tabta v 21
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Tabtatv. 23 - Porcentaje de inhibicion de Tas cepas de L/St monvcytogenes
e log cuithns mixtes con [ sabe tras su desarrollo a

glversas temperaluras,
Tenp. & Cepa de (st menaeytopenes
Gog o meubaciin
{ ke {%} 1 4 3
3 4 A 9.3 95,0
w9y 9.9 9.8
1h Ms 9.9 99,7
M e 98,8 99,1
%) w9 9.8 .9
145 4 2.9 "5 9.9
) b N 99.7 .9
1] b ] 9.3 99,7
a4 e .9 99.9
32 9.9 .2 98,1

L03 RimiBoupnenn o1 it signat Rkt cu on T Tabla 1 21,
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Tabla IV 24, - Actividad inhibidora tolal de 103 sedrenadanies
Tibrea de célulds de8  oullwvns rautns de £ omawe T (e
monocytogenes  icubddon 3 gbearsas temperafuras,
micreorganiame indicader /. ZpmanlunCECTERS,

Temperatura de incubacidn (#C)

8 13

Callpg Catlien
tiampo gt
taed 1438 1491 G VAR

Cuitivo

tsingd 1481 148-4 140-5  (Ge) 1801

M3 MW

b
w 1) AT a0 WM kY nead
1231 M 1A B e 30t )

L3 N Nd L §
n m w7
H Wy 83 123 9

Tabla iV 24 (Continuaciin)

Temperatura ¢a InCubacién (¥C)

24 32

Cuithvo Sutive

tiempa

) 1481 1484 140-3 B} 1481 148 193

] Hd Nd 10 m L] 5o

2
el 45 933 4% 15 1441 564 1770
] 2 WA WA M4 W6 MM 46

Lo simboles pessen of mismo strtficeds que on T Tidla Y n.
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£) efecto dge diversos enzimas proteoliticos en l1a aclivided
antimicrebiang 08 los cuitives concentragos hbres de células de [ sate 449
3¢ evaiud ¢ 12 manera descrita en Ja seccitn NI 2. 9. §; 105 resullados
abtenides se muestran en la Tabla 1. 25 Como puede observarse 105 enzimas
IFipa e, pabaing, papding, proleasa (1 y proteasa X1V, anuian completamente
T4 act heidat InhiDIGora exoceiular 08 12 Cepa analizada, 0 10 que Se deduce que
13 fuslandia anlimicrebiana posee ung estructura proteica.

¥ 82 - Tormaregistencia  de 13 aclividad inhibldora de  los

fara ewdhar 13 lermaresistencia de Ja actividad inhibidora de 108
sobreradantes cONonArades ge { sabe 449, 5 vertieron allcudtas de 0,1 mi
e 59 L3temiaren en viales G2 vidrip dursnie periogos ds tiempo variables,
apandtends 08 1 temparatura empleada En la figura 4. 29 se muestran ios
regitaden de Ta deactivactdn térmmica de 12 actividad antimicroblana de
tederds 3 80, 10, 121, 135y 150 9C. De ¢llos se desprende:

A temperaturss menores d2 100 9C 13 actividad inhibldara permanece
practamnends congtante durante ebtratamiento térmico.
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Tapia |V 25 - Inactivactdn de 12 ectividad anbisicroniand o8 £ safe 445 o
dtversas engimas proteciiticos

Concentracidn ACt v g At bytdiad
del enzima inhibigora Total taipigera Pesmuai

gnzima {mg/mi) (mm2sm!) 23
Tripsing 1 1883 ¥

% ¢
Pepsing 1 4]

b 0 g
Papaing 1 3703 %%

5 a 0
Proteasa il 1 0 9

5 0 @
Proteasa XIv 1 0 0

5 9 0
Control - 5283 199

a L2 aclividad inhibidera residual 88 calcula dividiends ba 20t ividnd IMNDErS
total go 134 soluciones tratadas con el enzima por Ja atividid wrinibsdera o 2
selucion controt multiplicada por 100.
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2. A temperaturas de 100 2C o mayores, la disminucidn de la
actividad Inhibldara s¢ ajusta a ecuaciones cinéticas de primer orded.

Los parametros cinéticos de termodestruccién de 1a actividad
antimnicrobiana, denominados valores *D°, "t " y “Z° s¢ calCularon a partir de

los resultados experimentales de la inactivacién térmica (figura 4. 29), de la
manera descrila en la secctdn [H. 2.9, 2. 1 de este trabajo.

Los valeres "D" a los B0, 100, 121, 135y 150 2C fueron de 2002; 123; 27;
6,4y 5,1 minutos, respectivamente, y los de t, ,, a 1as mismas temperaturas,
de 1387; 85,6; 19,1; 4,4y 3,5 minutos. El valof 7' obtenido de la recta de
regresion obtenida al representar graficamente el logaritmo de los valores

*D", previamente detérminados, en funcidn de la temperatura a la que fueron
obtenidos Tue de 26,7 ¢C,

La actividad antimicrobiana de) sobfenadante concentrado de 4 sake
449, se evalub en diversos medios de cultivo empieando come microorganisme
. indicador £. fermentum CECT285. La figura 1V. 30 muestra los resultados
oblenidos. De ellos se deduce gue no se detecta actividad antimicrobiana
cuando £ sake 449 se desarrolla en medio BHI, mientras gue en medio ART,
tanto sole como suyplementado, tiene lugar la sintesis de dicha actlvidad
antimicrobiana. La actividad inhibidora es Hgeramente menor cuando £ sake

449 se ¢ultiva en diversos medios minimos, aungue no se aprecian diferencias
significativas entre eljos,
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Sor

g
K

Act. Inhibidora Especificea
{mm /Iml x U. Klatt])

Medio de cultivo

Figura 4, 30.- Actividad antlmlcrébiana exoceiular de [ sate 449
crectdo en diversos medlos de cultivo. A), APT: B),
BHI. Leos sufijos P, L & PL indican que los medios estan
Suplementados con Peptona, “Lab-Lemco Powder" o
ambos. MPP~ Medio Mfnimo con Peptona y Proteosa;
MONA= Medio Minimo con Triptona; MMOSA= Medlo
Minimo con Triptosa; MMC+ Medio Minimo con Caseina.
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La adicién de un pequefia volumen d2f schrenacante Lorerdrads g8 L
sate 449 aun cultivo g8 L Zarmanfum CECTZEY en madio 1iquige ART, wiide
répidamente sy desarroll pero nd Su viabilidad, 10 gue Ko SouUTe CUD %8
smplea &) mismo volumen dé un sobrenadante concentrade de [ sae I,
lactobacilo que no posee actividad antimicredlana megiads por wuslancles
exocelulares de naturaleza proteica (Tabla 1V, 20) Los resultades eblefians
Indican que 13 sustancia antimicrobtana de L sabe 449 poaee umd &CUm
bactertostatica definida, a1 menos, sebre & fermentum CECT 83

achividad antimicrohiena geecebilar 20,

Una vez ¢onacida 13 naturaleza proteica de 1a sustandia antimicrebiing
exocelular de ¢ Sake A49, asi COMO S produccidn en madios 39 Culthro
minimos definidos se procedio a sy purificacidn parcial empleandd LeCnicas g2
cromategrafla de (1itractén en geles, preceder que seperd leg meldcuian
protelcas en funcion de su tamado molecular

£} sobrenadante concentrado lbre de células del cultive e [ Sakr 449,
se purifico parcialmente en und columna de Sephadex 6150 Etresuliado &2 la
purificacion se refleja en 1a figura 4 31, en 12 que 2¢ muestran B aetividand
inhibldora y 1a absorbancia a 280 am de 135 fracciones eiutdes Como puade
apreciarse 1a actividad Inhibidora 5¢ ¢luye Con el Irente Cromalografice, se
mantiene durante 1a purificabitn y se detecta, incluse durente ta ehutiln o
108 componentes de bajo peso molecular del mediv &2 cuilive Esto significa
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que la sustancla antimicrobiana exocelvlar de [ sate 449 se encuentra
formando agregados de un tamaho molecular variable,

Con o objeio de resolver los agregados proteicos que ferman a
sustancia antimicroblana exocelular de /. sake 449, las fracciones
cromatograficas 34 a 79, eluidas de la columna de Sephadex 6-150, se
concentraron por Mofilizacin y se resuspendieron en tampdn de acido
citrico-fostato, de pH 5,6 que contiene una conceniracién de urea 6 M. La
muestra se deposité en una columna de Sephadex G-75, eluyéndose con tampon
de #lucibn con una concentracion de urea 0,1 1. Los resuitados obienidos se
contemptan en 1a figura 4. 32, en la que se aprecia una resolucién parcial de
105 agregados proteicos de tamafio molecular variable, 1o que permite la
separacton de 1a actividad inhibidora de los componentes del medio de cuitivo,
Las fracciones cromatograficas 16 a 32 se trataron de 1a manera descrita y a
muestra concentrada por liofflizacién y sometida a la acclén de altas
concentraciones de urea se depositd finalmente en una columna de Sephadex
6-50. Los resultados obtenldos se observan en la figura 4. 33, apreciandose
que ia actividad inhibtdora eluye antes que 1a mayor parte de los componentes
del medio de cultivo, 1o que indfca que aunque la purificacién sea parcial, 105
agregados protelcos resultantes y no resueltos completamente por ta accion
de la urea, permiten separar la actividad inhibidora de los componentés
proteicos del medio de cultivo,

Los valores de purificaciony recuperacibn de 1a actividad antimicrobiana
exocelular de £ sake 449 (Tabla IV, 27), indican que la purificaclén por
ltofiizacion y cromatografia de filtracion en gel no es un método adecuado
para purtficar la sustancta antimicroblana de /. sake 449,
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Tania v 26 - Efecto gel schrenadante CoNCOntrado o8 [ Sabe 449y [ sate
23 en el desarrollo y vizbilidad de £ farmentum CECTR25

Microorgontems indiealor eon Sobrenien g

Tiempo ¢e
Incubacidn L sake 23 L sare 449
{h} {ufc/mi} (ulcdmil

58 x )0? 58 % 0P
6.2 % 107 i3x167




196 RLMATADOS

Actividad inhibidora (rem’imY)

Figura 4 31 - Purificacion perclal de la actividad inhibldora de £, sake
449 en Sephadex 6-150. Absorbancia de las fracciones a
280 nm @)y aclividad tnhibidora (¢).
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Abgorbancia a 284 mn
Astiridad innibidors {moy'imnl)

Fraceidn nd

Figura 4 32. - Purificacidn parcial ge s sctividad inhibiders o8 L Sobe
449 eh Sephadex 6-75 Abstrbdancia oo 133 fraccirss
280 nm (=) y 2ct bvidad Inhibidera ().
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Tabla 1V 27 - Pupificaeidn parcial odp 1 activided mhviidora g ¢ sate 49

Predatng ke Bftitry

Vohaasn 5T Lot egeeifios  Budliowodn  Anoaperseda

et} o) fme) dmstangy  fewssd ]

Sobroudaria 433 s ¢ X9 Y] 3] v

b eniianle

concarir b 2 o) i) 155 .08 3

Sephaden

& 1% 8.8 [iivd P ] 2.8 (3] uh

Sephadon

[ ] 3.8 511 &t L& im %

Seskaden

650 e » 50 1% 059 o4

umfkmhmo*ﬁuwun%m%nm!hwh&wﬁﬁwwmm
mmmumn.umwmumumnmmwmumwmmu
tbbiders Lodal fhaccin | eitipBioado por 150,
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£1 peso molecular de la sustancia antimicroblana exocelular de 2

Sate 449, una ver sofnetida al proceso de purificacién parcial previamente
descrilo, se determind en primer lugar por cromatograf(a de f1itracidn en gel
de Sephadex G-50.

La cromategralla se realizd de 1a manera descrita en la seccién 111, 2. 10,
3. Para ello, 20 mg de la sustancia anlimicroblana parclaimente prificada se
disolvieron en 3 mi da tampdn de cido cltrico-fosfate de pH 5,6 conurea 6 H,
qQue 5¢ deposilaron en una columna (1,6 x 90 cm) de Sephadex G-50. Una vez
determinadas 1a absorbancia a 280 nm y la actividad antimicroblana de lag
fracciones elutdas, el pess molecular de 1a sustancia inhibigdora s determind
Ror intergolacion en una grafica que representaba ia elucidn de Jas proteinas
estingar de masa molecular Conocica en funcion del logaritmo de su peso

malecular (figura (1. 6) E1 peso malecular aparente resultante fye de 30.979
dallons.

E1 sobrenadante con actividad antimicrobiana exocelular de £ sate 449,
3¢ ometié 3 electroforesis en geles de paliacrilamida con SDS (S05-PAGE),
segon las técnicas de Swank y Munkres (1971) y de Lagenli (1970) La primera,
utiliza geleg que contienen ure concentracién elevada de pollacrilamida (20 X)
¥ wred {8 M) con el objeto e resolver cadenas polipeptidicas de bajo peso
matecular, minlrag Ja sequnda, que utiii2a geles que no contienen wrea, se
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utitiza mucho en la szparacién electroforética de protelnas de un tamafio
molecular medio o elevado. Ambas técnicas se utilizan en la separacion
electroforética de cadenas polipeptidicas y, por 1o tanto, en la visuallzacion
de 1a homogeneidad de las protefnas purificadas, asi come en la determinacion
de su peso molecuiar,

La figura 4 34 muestra un electroferograma, obtenide segun la técnica
de Swank y Munkres (1971), de la sustancia parcialmente purificada de £ sake
449, Muestras con 50 y 100 pg de 1a sustancia antimicroblana disueltas en
tampon de solubilizacion se depositaron en columnas cromatogréficas cuyos
geles contenfan un 20 B de poliacrilamida y urea 8 M Los resultados obtenidos
fndican la falta de fragmentos polipeptidicos de bajo peso molecular y 4
resoluclon de un fragmento polipeptidico de un tamaiio molecular mayor que el
del fragmento polipeptidico estandar de mayor peso molecular (16900
daltans).

En ta figura 4. 35 se muestra un electroferograms, de la sustancia
antimicroblana parcfalmente purificada de [. sake 449 obtenido seqgin 12
técnica de Laemll (1970). Allcuotas que contenfan S, 10 v 15 ug de la
sustancia antimicrobiana en tampén de solubllizacién se depositaron en
columnas cromatograficas cuyos geles contenfan 12 & de pollacrilamida y
dodec!] sulfate sédico. Terminada la electrofores!s, y una vez tedidos Jos
geles con reactive de plata, se aprecld la existencla de un fragmento
polipeptidica Unico de un peso molecular aparente de 31.345 daltons.
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19.9kd v
3 =
3. 1%d
[ %}

Fugara 4 34 - Cectroforesis en geles d2 poliatriamida con dodect] sulfato
it y urea, de la sustantia antimicroblana parciatmente
purificada oe L sate 449 A) Proteinas esténdar de bajo peso
eotecutar. §) Proteings estander de allo peoo molecylar Cy D)
30y 100 uy, respectivamente, de 13 sustancia antimicrodiana
parciaiments purificaca
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Figura 4 I3 - Electroforesis en grles ¢ peitedriamise fon dossit! suifale
58digo y urea, de 12 sunlancia andERNTubiEnd GarTiElRente
purificada o8 £ sake 449 A) Protelnes extdedar (s wrida a
2halo, 66, 43, 35, 79, 24, 20y 14,2 webedatvenn) B Cy §0 15
10 y § ug, respectivomente, ¢ 13 WOLECTY aptimicrobidrg
parcialment @ purtftcaga,
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L2 concentracion inhibidora minima (CIM) de 1a sustancia antimicrobiana
exgreiular de L Sate 449 frenle a diversos microorganismos, se determing de
12 manera descrita en 12 seccién 111, 2 12. Los resultades se muestran en la
Tabla 1V. 26. ta CIM do 13 sustancia antimicroblana en log microerganismes
indicaderes oscila entre 1y 4 mg/ml, stendo 1a cepa d@ 5 aurvus FRIJ49y 12
da  perfringens 376 12s resistentes a esta accion,
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Tabla IV. 28. - Concentracion Inhibidora tinima (CIM} de la sustancia
antimicrobtana exocelular de £ sate 449 en diversos
microorganismos.

Concentracion
Microorganisme inhibidora minima
indicador {mg/mh)

L. rermentum CECT285

C divergens LV13

LIst. monocytogenes NCTCT973
LIst monocytogenes LIS sv 1/2
L15¢ monocylogenes Scott A

5 aureus FR{137

S. aureus FRI349 Nd
S aurevs FRIJ62

C botulipum 353

& perfringens3ie Nd

N AMN

u—

Nd: Actividad inhibidora no detectable.
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En la realizacién de este trabajo que pretende &1 aislamiento y
caracterizacion parcial de bacterias idcticas que aseguren ia calidad
higiénica de 12 carne y productos carnicos, se procedid Inicialmente al
alslamlento de estas bacterias de embutldos crudos maduradoes. La eleccion
de estos embutidos como fuente de los microorganismos de Interés se debe a
que las bacterlas lacticas afstadas de estos allmentos estén mejor adaptadas
a las condiclones existentes en l1a carne y productos carnicos que las aisladas
de otras fuentes, como las de origen lacteo y vegetal (Schillinger y Liicke,
i989a)

Ademas |as bacterfas lacticas son, invariablemente, ¢l grupo microbfane
predominante en la mayoria de los productos carnicos ¥y en J2s carnes
envasadas a vacio, constituyendo entre el 75 v el 95 % de su poblacién
bacterfana total (Mol y col, 1971; Kitchell y Shaw, 1975; Reuter, 1975;
Hitchener v col, 1982; Shaw y Harding, 1984; Korkeata y Makeld, 1989). Los
resuitados de estos Investigadores coinciden con los nuestros (Tabla IV. 1),
que Indican que ta mayor parte de 1a microfiora de los embuttdos crudos
curados analizados estaba constitulda por bacterias lacticas. El ndmero ge
bacterias lacticas presentes en las muestras estudiadas, aproximadamente
-2 % 107 ufc/ml, coincide con los resultades obtenidos por otros
investigadores en el bacon (Cavett, 1963), en embutidos crudes curades (Egan,
19833 y en carnes envasadas a vacio (Hitchener vy col, 1982; Egan, 1983). En
muchos productos carnicos, estas bacterias constituyen & principal
componente de su microfiora debido a 12 supresidn de gl desarrollo de otras
especies o grupos bacterianos por antagenismo microbiano (Reuter, 1981),
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€1 zntagentame microblano puede evidenciarse de diversas maneras, En
fos estudies preliminares, 1as pruebas de antagonismo se realizan
generatmente ulihizando medios de cultivo s6lidos e Implican la detecclén de
Ta IhIbICHSN del crecimiento que ejerce el microorganismo analizado (activo)
80 &) ralcrodrgantsmo o cepa Indicador (pasivo) (Tagg y col, 1976). Las dos
prushas empleacss con este propdsito son  la directa o simulténea y la
indirecta o diferida La densiged y el ndmero de unidades formadoras de
cokoniag gl microgrgantamo Indicader son, en cyalquier caso, importantes
para egtabiecer ta sengiblitdad del método (Attner, 1966).

En 13 peusld directa, &) microsrganismo a evaludr y 1a cepa Indicadora se
demrrolian af eaismo Liempo. Una de Yas pruebas directas més sencillas es ta
"prustss ¢e Ja geta’, wtitizada criginatmente por Bratla (1946), y Cuyo empleo
estd amiptiamenty difundido (Setd y col, 1983; Deeschel y Xlaenhammer,
198%; iongalel v Xurka, 1987, Raccach y ool , 1989; Spelhaug y Harlander,
1949 Dersthiel y col, 1950; Abny Stives, 1990a). En olla, una gota del cultivo
dol microorganiimo 2 evaluar s¢ deposita en un medio de cultive sélide
greviamente OCulad Con ¢ micrsorgantémo indicador. Entre 1as variantes
de ote procedinients oo incluye el empleo de pocilios excavados en el medio
e dr teg phaves gt 98 relkeron con uha contidad conogida del cultivo de)
et ganame & evolar (Sabine, 1963, Tagg v Mo Given, 1971; Tagg y col,
VG, Sithva y e, THBT, sueris y €01, 1989; Radriguer y col,, 1989).
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Otra modificacién de gran utilidad es !a siembrs por picadura de los
micreorganismos a estudiar en el medio sélide de placas cuya superficie se
ha sembrado previamente con el microorganisme Indicador {deKlerk, 1967;
Gagliano y Hinsdill, 1970; Davey y Richardson, 1981; Barercot y Kalenhammer,
1983),

fredericq (1948) rfue el primero en utitizar las pruebas diferidas de
antagonismo. En este caso, ¢] microorganismo a evaluar se siembra ¢ incuba
en un medio sélido durante un clerto perfodo de tiempo, transcurrido el cual
Se cubre con otra capa de medio que contiene el microorganisme indicader.
Las pruebas diferidas son, a menudo, mas sensibles que las directas (Tagg y
col, 1976).

Como en ja prueba directa, una de las variantes de 1as pruebas diferidas
mas empleada es la de la "gota” (Andersson y cob, 1988; Harris y col., 1989;
Schillinger y Licke, 1989; Spelhaug y Harlander, 1989; Ahn y Stiles, i990a).
Durante esta prueba, y para enfatizar fa accidn de 1as sustancias inhibidoras
difusibles presentes en los cultives, las células del microorganismo
productor de las mismas se Inactivan con calor (Gels y coi, 1983; Ahn y
Stiles, 19902) o, sobre todo, con vapores de cloroforme (Kekessy y Plguet,
1970; Davey y Richardson, 1981; Gels y col., 1983; Ahn y Stiles, 19903). No
obstante, este conlieva algunos inconvenientes como &1 que algunos agentes
Inhibidores se inactivan al exponerse a 105 vapores de cloroformo, Brock y col.
(1963) demoatraron 1a sensibilidad al cleroformo de una sustancia inhibidora
producida por £Ehlerococcus fascalls subsp. zwmogenss Los vapores de
cloroformae también tmpiden e! emplec de placas de Petri de pléstico y el
cloroformo residual en 105 medios de cultivo puede originar resulfades

erroneos (Kekessy y Piguet, 1970).
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Otra aiternativa, cuande se sospecha la exislenclia de sustancias
antagontstas difusibles consiste en sembrar el cultivo Indicador ¢h una cara
g2l medio de cultive sdlido y el cultivo analizade en la opuesla, ya sea
empleando el Sistema ge gotas (Kekessy y Plguet, 1970) o de pocillos (Tagg y
Mc Given, 1971, Barefoot y Klaeshammer, 1983; Spelhaug y Harlander, 1983),
tna ventaja de este méledo &3 que asl se excluye Ta actividad inhibldora
deblda a bacteriof agos (Tagg, 1976).

Tanto en 12 pruebas de antagontsmo directo, como diferido, es
recomentable colocar 108 cultivos de los microorganismos a anallzar en
pecillos ablertes en 103 medios s0lidos de 1ag placas, ya que s1 se depositan
el miseo ngmero 9 microorganismos, pueden establecerse comparaciones
enire Jos didmetros de las 20nas d¢ inhibicion chtenidas. Otra ventaja de este
mitodo 3 ¢l incremento de su sensibllidad, puesto que entre el
microorganismd estudiado y 1as cepas indicadoras Unlcamente se Interpone
urd c3pd find du agar, esto, ademds, excluye la imhibicién deblda a
bacteridfages, que mon entidades no difusibles (Tagg y Mc Glven, 1971). Por
oo efly, ¢ elegid este método para la realizacion de las pruebas de
aragontemo, tanto directo como diferido, de las 50 bacterias licticas
Mgtadas y selecciunadas 0o fos embutidos crudos curados (seccion IV, 1),

Cuando on 163 Brughas de antagontamg MICrobiano se emplean cullives G
W5 micrsorganiames preblema, 19 €3 tacH idenliicar Ia causa del mismo
(Tagg y col, 19761 £n Ja Mentificackén de bacterias lacticas producloras de
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sustancias antagonistas difusibles es importante exclulr ¢ 1o entayos o
golaments 3 108 MICFOOrQaniamos proauctores 1aies systancias, sino también,
8 Siros productos con actividad inhibigora

Los lendmends que mimifican 12 actividad de 129 tacteriocings en 123
prysbas  de  antagonismo  bacteriane  puedin  eliminarse  wtilizando
sobfenadantes Tibres de células neylralizades o dializadod. Los sobrenadantes
3¢ obtienen por centrifugacion de 1os cullives y filtracion por fiitres de 0,22
0 0,45 pm de glametro de poro. La neutralizacion de Ya activided antagonista
de los Actoes orgdnicos puede realizarse ajuslandy &) pH d¢ oS
sobrenadantes, con NaOH o HCL, 3 un valor proximo 2 ta neutralicad (pH 7.0}
{Gefs y cof, 1983; Barefcot y Kiaenhammer, (984, Redriguez y ¢ol, 1989,
Niglsen y col, (930, Mortvedt y HNes, 1990} o Dien dializands o3
sobrenadantes por membranas qué permiten la difusion de sustancias de un
tamafte molecular menor e G000 daltons. La dlalisls puede Ir precedida o¢
ura precipitacitn de 103 sobrenadantes con sulfato aménico (Btamia y cob,
1987, Gonzdlez y Kunka, 1987, Ray y col, 1989). €1 precipitade, constityigo
tundamentaimente por proteinas, se reconstituye y se dializa Mo chatante, 1a
mayoria de 103 autores prescinden de esta precipitacién (Andersson, 1986,
Andergson y ¢ol, 1988; Harris y col, 1989; Schillinger y Licke, 1989a;
Dagschel y col, 1990; Ahny Sties, 1950D).

La actividad del perdxido de hidrdgensy de 195 sobrenadantes puede
evitarse incubando 1S cultivos en anaerobiosts (Schillinger y Licke, 19891 0
fratando con catafasa los sobrenadantes [fbres de células (Barefoot y
Klaenhammer, 1583; Murizna y Klaentammer, 1987, Ferreira y 6liiland,
1988, Schillinger y LUcke, 19892; Rodriguez v col, 1989, Carminall y col,
1989; Ahn y Stiles, 1990a). Gels y col. (1983) afaden la catalasa

|
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directarante 2l medio de cullivo del microorganismo indtcador,

10s sobrenadantes ibres e células tamblén pueden concentrarse con el
Tin g2 aumentar sy actividad inhibldora Entre los sistemas de concentracién
IMas empleaces destacan a evaporacién a vaclo en rotavapores (Geis y col,
1943; Sitva y col, 1987) y 13 lof111zacién (Rodriguez y col., 198%).

La aciivided Inhidbldora de los scbrenadantes puede detectarse con
cualguiera de 'as vartantes de antagonismo directo e Indirecto citadas
antaciormente, estandd muy Gifundidos 103 métodos "de la gota® (Gels y Col,
1883, Ray y ¢ol, 1989, Carminati, 1989; Ahny Stiles, 1990a) y Ia disposicidn
da los sebrenaduntes en pocittes (Joorger y Klzenhammet, 1986; Anderssen y
col, 1988, Ray y col, 1989; Harris y col, 1989; Schillinger y Licke, 1989,
Dazschel y cob, 1990, Rammelisberq y Radler, 1990; Ahny Stiles, 19902). Otro
métade rhuy empleads Cuandd Sé  Investigan bacterlas  lcticas
nacleracinoginicos conaiste en colocar log sobrenadantes en papelies de
fuitro estériles. Los disces de papel ¢e filtro impregnades coh el
sobroradente o interés se deposilan en placas de agar sembrades con el
sicreteparisme ndicaser (Shahant y col, 1976; Ferreira y GlDlitand, 1988) o
biem se depeatta en los papelts una cantidad determinada de los
sebreragardes (Abdel-Bar y col, 1987, Bwnla ¥ col, 1987; Bhunla ¥ Col,
1588, Rodrtgual y ¢ol, 1989). La sequnda opcidn ha sido 1a utllizada en este
tralbale, YA que permele Comparsr 13 actividad inhibidora de los diversos

emmleg srakzedey
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Loz cultivas de 133 30 bacterias Sictan oxamuodss mendastarsn

acttvided Inhididora frente 3 algurd g2 Jos micre o R i g

mayer cuandd 103 microorganismos 2 evaluar 59 deearrelie 24 Weri artes
G2 Jos microorganismog IndiCadores, 1o que COCiE fon ks rewiluis g
Abny S81les (1990a), La sensibiildad de 108 miCroorganiomes indioadores & 19
acihidad snhibidora de 129 bacterias idchicas aroliaades oo varubis, o gue
demuestra Qut dichd actividad oo caracteristicn do €200 Sopd v 20 2 W
especie bacteriana, Mecho corvients snire han Bactarus Wetizes (hebiitinger
y licke, 1989; Daeschel y ¢ol, 1990)

Asimismo, tos resultades cblenides por ofres Bweslipaderes Qe hon
evatuado 'a activided antimicrebiand ¢ Jas hacterwss Welids 3en wuy
helerogéngos. Al gl que nodolres, Kagak y ot (1978 eioervaren gus ¢f
100 K de 47 cepas de L Jact/s subop Sty eren aothegn frovde o olan dun
cepas g¢ L facliz subsp. lactis y frente 2 und ge { Awur o Sesmey
Igual porcentaje cbtuvieron Ahn y Stikes (1950aY, a2 examiper Ta achiviinl
inhibidora oo 10 Cepas 08 dhvarsos génered do Baclertas Wticm frepke 3 10
Indicadores que efan, asimisme, battertas Holicas

El 63 K <o 1as 52 cepan ¢r L acsolionddey araliaages oot Bareliek v
Klasnhammer (1983), infubleron ol desarvoily O Sheardas 0008 @ 4
lerchmanni {, DUlgarRS L Dedvatican Y L Acfig prianiage detine 4
oblenido por Raccach y col U98%) on 1) cepud &x Jacimdanitiany @
Siraptococcus ©D. emplaande comp G0 Fvarses (egon & § suienies
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distintas de bacterias dcticas y 4 cepas de L/t manocytogenes De olra
parte, inicamente &1 15 % de 123 79 cepas de Laclobacilius sp. examinadas
por Rammelsberg y Radter (1990) inhibleron una, al menos, de 1as 9 cepas
Indlcadoras de & drevis P damnosus Y Leuc oenus Sin embargo, el
porcentaje e cepas Inhibldoras reglstrado por Davey y Richardson (1981) fue
20n menor, ya que 3blo ¢1 7 K de 123 150 cepos de (ot J2cers subdp. cromtorss
analizadas, inhibleron ¢l desarrolio de varias cepds de Lacl factis subsp
cremorts y Lact lactss subsp. Jactls

Schilinger y LUcke (1989a) al evaluar 142 cepas de L satg 4 de L
plantarum y 75 de (. curvalus observaron que ¢l 13, el 7Sy el | K,
respectivamente, eran activas frente, al menos, uno de los 31
MICHOArGanIsmos indicadores empleados; ¢slos resultados contrastan con los
de Abn y Sllles (19902) y con (05 nuestros, contrasie que ilama
poderesamente [a atencién gt se Llene en cuenta que en 1os tres trabajos les

bactertas Wcticas proceden de una fuente comdn, los embutldos crudos
curagos.

Lo expussto da wa idea de la variabilided existente en la actividad
inhibidera de 1as bacterias Jacticas, hecho que 58 ve agravado por 1a escasa
uniformidad en las condiciones de trabajo y por Yo veriado de Tos
icroorganismes indicadores empleados. Mo cbstante, un hecho comin en los
trabajes citades o5 que 138 bacterias Hcticas amalizadas son especiaimente
aclives frenke 2 olras becterias 13¢lices ¥ nunca, 0 de forma excepcional,
frente a 128 bacterias Gram-negativas,
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Lo estudies sobre acitvided Bhidbirs 2 103 wATeradariss PAIel o
cohlan, 58 Tealizan GITAralmante Con D PUFMATD TANGS O CADAR TR 09 Y
2. ya que §3108 se seleccioean entre amATi Dol Dwihas ofdh WA
inphigeres, Los sebrenadentes contertradon Voren 02 obiviag & euliied &
rossiras B bacterisy i3clicas mds whipidoras {Tadda 1V 31 carecHs 02
actividad Inhididera frente a [ seomondoes CECTIUD, o slorodrgunisems
indicador mA3 sorsibie on 108 expertmentas renkEaNS con guttivn, v fepte
3 varias cepas o8 LA manaylegenes v 3 aurpny T GEDHIEES
profuctores de toxtinfecclones alimertarias y, par ' tapks, 8 gran whares
en 13 industria allmentarta Mo chaterte, 8 Sifersnctd o 39 fue TuRSdR AR
estas B cepes, o) sebrenadante de 1 cop 440, qua kel oI protar g
las primeras, st Guo monted una podante petivaded aniusiesubiara ¢ 1V
2), frente 3 198 MINROS MICIOOrGaRIGRRS IRERTatNr el

L2 acUvisad nhibigera g2 108 colFenamanten &b Cullhen O BAUATIES
Aclieas frente @ otras bactertas Mclicas, 3 memmtle svirehmanis
relactonadas entre oi, e3 un hache ampliamente geownestady (leds v L=
19873, Barefoot y Kisenhomener, 1984 Jnerger y Rl ar, Vs,
Andersson, 1986; Gonzalez y Kirka, 1587, Bhunda y ook, YO8, Sihitinger v
Licke, 1989, Harria y cot, 1949; Mertved! y Mas, 190, AR v Shiies, 19500,
Ahn y Stiles, 1990b); o3 mucho menss freduenis Que f2h Batteria gt
inhiban ¢l desarrollo de micreargantsmon patbgemes rom-punitivia, auey &
aureus {Andersson, 1986, Andersacn y <od. 19345 Shaia ¥ b, ¥ ¢ daal
monocytogenes (Bhunia y col, 1988; Carminatt, VoY, Somstinger y Licke,
1089, Harris y col, 1999, Spetnag y Hariander, 3989, Am y fR1eS, PR
La mayor parte de los autorss CHades COIRCHINN o safater ba wonmsliiile
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e s bacterias Gramenegatieas o lzs sustangins sntiboilriznas predusins
por las bacterias Macticas analizadas. La excepcién mejor conocida la
constituyen tas cepas de L Jact/s proguctoras de nisina (Hurst, 1981). La
activicad antimicrobiana ce los sobrenadantes libres de células de los
culliveg ds Dactertas 12cticas es muy heterogénea y depende de cada cepa en
parttoutar (Harris v col, 1989).

1.08 Fesuitados de Ja T2bla V. 3 indican que 12 cepa ndmero 2 &3 12 inica
euya stlivided inhibidora parece deberse en gran perte, A 1a produccion de
perbntdo de Mdrogend. La ¢apacidad de algunas bactertas lacticas de produclr
portatad de mrbgers oS una propiedad Indeseable, especlalmente sien las
singbsiongs chmicag existe un alto conlenido de oxfgeno, sl se emplea mucha
rana, 0 5 1y actividd de o8 enzimas que degradan el perduido de hldrégend
o3 poquefis £5chitiingar ¥ Licke, 19872) En tales casos, la presencia en 12
R ¥ profuctal cirnices d¢ miroorgeniamos productores de agua
oxigangdd produce atteraciones de su color ¢ un enranciamiento precoz.

Lap bactertas kelicas gifleren en sy Capacidad de producir y degradar ¢l
perdsity da hidrigens. Hantings v Holzaptel (1987), vhservaron que el 50 8 de
g gapan g { sake 8 origen CAMVCO producian perdxide de hidrogeno y, de
oltm, ¥ enyoria 1o hecha reoy débilmente. L2 f2ita de una buena seleccion de
o bechertas Witkoas astécterns explica, en parte, por qué £ plantarum P
WCTATRCLRE ¥ B powfosecous £6n 163 MICTODPGANiamos mas empieados como
editiven It tadires, o0 12 alaborastdn de preduclos Cnicos, y no £ Satg o L
TUrvIRGS Yepenies i Compelitivas (Liake ¥ Hechelmann, 1987).
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Cuprdn 52 a18)an bacterian Wicticas v on partitdor lechiodor s, 20 %9

carng y d2 193 producton CArnines no os Dol Cianifivarien ad
siguienco o3 sistemss de Mdenlificanidn empleadng (aiomments, v3 g
¢3le3 54 baaan en las propledades de o atalamientag &2 virea fuertes rts
Jenaen, 1919; Regosa, 1970, Sharpe, 1979) Haatd muay recunlemenin eaday
cepad qu son AiTioes de Menlifcar S¢ englubaren Ba% 1 denoiaiegl i &
“eatreptebactertas o laciebacileg alipioey” (Thernigy v Sharpe, 1559, Beter,
1975, Sharpe, 1979) Mo obstante, copsy sugirtd trgdram {1979), ol birming o
“estreptebacterias atipicas” es dasafertunads va fue 129 Dacherian Metua
de arigan carnicd fo 9on menod Liphas que ks demids, e 109 cand 1o serdn
105 critertos de Mentificactdn y Clasiticaciln, ¢ebidn 4 14 Parenia & i
propledades de 123 especies de ofigen CHraica

Con ¢} tranacurse del Yiempo s Pad redlizede Shversss wigetsy o8
igentificar y clasificar 19 esirepiobaclertan 4o origem ofrviid Mmter,
1975, Kitehel) y Shaw, 1975, Hitchemer y cot, 19820 Toden efias %0 banan ¢
reacciones bictuimicas varizhles, que al r emplear metafon mandries an o
establecimiento de 103 grupsn. han Tevado 8 fa reacHn @ frupss
innecesariamente Complicados vy arpitrarios (Shaw y Wardiag, THE M
obstante, en 1999, Schillinger y LBCke elaboraren uit esdams M@
wentificacion répigs de factebagtlon de origen cdraics, Datdls o8 9
aprectacidn de caracteristicas (inligicas, 12 mayer parte &2 Mas cualdl wn
13c!imente determinables Fsie esquemsa, que e mursira en la figwra B 1,
ing)uye especies recientemente caracterizades, como L sabg { dwvadng &
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pIscicols y C divergens por 1o que lo elegimos para 1a identificacién y
clasificacion de nuestros aislamlentos. Nuestras cepas, cuyas caracteristicas
morfolégicas y bloquimicas més significativas se aprecian en las Tablas IV. 4
¥ 1¥. 5, son bacilos homotermentativos, crecen a 15 2C, producen acido L{+)
lactico y D(-} Jactico, no fermentan el manitol y fermentan l1a ribosa, 1a
Sacarosa y la trehalosa, por io que sigulendo el esquema de 1a figura 5. I, se
clasificaron como L sate Las caracterfsticas descritas coinciden con las

Senaladas por Kandler y Weiss (1986) y por Champomier y col, (1987) para £
sake,

Ninguna de 1as cepas aisladas crece en medio MRS de pH 3,9, a excepcidn
de 12 449, que lo hace débilmente, Schiltinger y Llcke (1987b), han sefalado
que, aproximadamente, el }1 % de Jas cepas de L sake no crecen a dicho pH. A
este respecto conviene gestacar que los lactobacilos Incluidos en las
"estreptobacterias atipicas™ son menos acidificantes y acidotolerantes que
los demds (Reuter, 1975; Reuter, 1981),

- Todas las cepas analizadas se desarrollan a una concentracion de cloruro
sédico del 7 R, Io que coincide con los resultados de Champomler y col,
(1987), de Schiliinger y Lucke (1987b) y de Mortvedt y Nes (1990}, Cuando 1a
concentracion es del 10 ® los resultados son variables; 1a cepa 29 no se
desarrolia, las cepas 2, |1, 20, 23 y 38 crecen déblimente y la 449 se
desarrolla bien (Tabla IV, 4). Existen discrepancias en cuanto a la capacidad
de L sate de desarrollarse a una concentracion de cloruro sbdico del 10 R, va
que mientras Schillinger y Licke {1987b) Indfcan que el 93 & de 131 cepas de
L sake crecen a esta concentracitn de cloruro sédico, Champomier y col.
(1987) mantienen que se trata de una caracteristica excepcional.
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Las cepad d2 4 saty a2malliedas musstran und capacidad variable de
rgrelizar 1a argining, pues mientras 1as 2, 11, 29 y 38 producen amoniaco a
parti# ¢z ¢icho aminodcido, 123 cepas 20, 23 ¥ 449 no lo hacen (Tabla IV, 4).
Sertilingar y Licke (1987b), observaron que 1a mayoria de 1as cepas de [ sate
pesatan e9la capacidad, 1o que concuerda con 105 resultadoes de Champomler y
gel (19871 Sin embargs, resulta curloso que Xandler y Welss (1986}
Buscriban a L gabe Como Incapaz de hlgrolizar fa arglninag, ya que 12 cepa que
sonpidararen 190, 13 L sate ATCC 15521, carece de esta capacidad Reuter
£19011 cencuarta con nuestros resuttados en que 1a capacidad de hidrolizar 1a
Irgirina var1a mucho entre 1as cepas de [ sate y L curvalus

La capactond dn aigunos Jaciobacilos de productr Acide sulfhidrico esuna
faractertaiia perjudicial, ya qua su proliferacién en ios alimentos origina su
dtertore (gan y col, 1999). Ninguna de 123 cepas que alslamos produjo aclde
Sy o Pinguno de los glversos medios en los que se estudié esta
aropiadid (Tebla 1y, 4) No ebstante, Schillinger y Licke (1987b), observaron
Pt o 50 X o0 W3 copa3 de L sate que estudiaron producian dcido

Lo cepaa de [ sabe Comparten una sarle de caracteristicas basicas que

W diferencian Gt olres eapecies de tactodaclios. Sin embargo, poseen otras
i 3 62 13 que R veriacin entre cepas 3 13 nota predominante. Las
NAtrepELlys entre 12 Cepd Lipo y Jas propledades de 1as cepas de origen
elrvig epiican Y oUcuitades de muches sulores para Identificar sus
siseniantan (avter, 1981) En este sentigo, 1a fermentacion de 1a arabinosa,
aigmiine, e3ia, arbutihg, salicing, Celoblosa, maltosa y actosa, que en

o dnaripriin & £ sobe en of Barome's Marua)

amier v wate, 1986) se sdmiten como pruabas positivas de Tdentificacion,
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o8 COMSIGETATOn variables en 'as 13 cepas ¢f o313 ewecis EARIMED JOF
champamier y €01 (1987) Duizd esto expligue fa warabibind 129 98
ruestras cepas Termentan determinados arulares

Que Lodos Musstros A151amientos 58 hayan Igeed i icadn comn £ S 10
o5 sorprendente, ya qué A1Qunos iwestigadored Pan ohoarvads Que #5la
especie pueds Cotwerlirse en ia pregomirenis 3 e lemparabads ge
maduracion normalmente etnpleadas en Eurgpd on ja mlaReraiibn s
MbULIG0 Crudos curadns (Lucke, 1996, Seritingar y Lucke, 138782 Likks ¥
Hechelmann (1987) apoyan esta staervacidn al cenfirma’ @ bl
natural de & sate y L curvidud en eruthios crudtd ourepeds e
tragictonalmente.

Holy y Holzapfe! (1988) tamBidn han obaervady g antre s Daolerian
lacticas 21313023 08 Carne oo vaCUND, erwasadn A vasls y Ernnarady 3
temperaturas de refrigeracion, gxizte wn fuarte gredominis 29 4 298
constituyends 105 dlslamientos d¢ L sate L curvalud ¥ 4 BEEICREE L5t @l
80 8 de! lotal de bacterias 1acticas Wienkifinaies. Lopviene regart B b
pavaricus puede conaiderarss comd wr vartante de 4 sabe QiR COFHNR b
racerasa (Xandler y weiss, 1906). Astmiame, Mortet y o3l (19850 oonsideran
a L sate como 13 bactera lctica mbs TS 60 K LArR OB B
Korkeala y Makeld (19€9), wlthizends et e3duAmia g2 chmlmanHn &
Schillingsr y LUtk {19870}, han establchie Qb | nabe of B beher
1actica mayoritaria en hog producles Carmices ernitang 2 vt Meslean v
Hoizapfel (1987) también hon ebserveds Qie L mpy 29 IR eopadie
predominznte en la carng picads 98 yalury radurizans 1 Ky, adjeliEacdy
esta especte 100 de 23 |13 copas aiplades
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Dlcdatmente conaideradas, 1as "estreplobecterias atipicas®, también han
corvstituide, de acverde con numerosos estugios anteriores, el grupo
bacteriared mas numereso ¢n ¢l bacon (Cavett, 1963), en una gran variedad de
productod cérnicos (Reyter, 1975) y en carnes envasadas a vacio (Mol y col,
1971; Reuter, 1975; Kitehell y Shaw, 1975; Hitchener y col., 1982; Holzapfel
y Gerber, 1986) Supresencia se ha considerado deseable, ya que participan en
el aurnento de su viga Gl (Egan, 1983). Reclentemente y Como contribucidn a
und ma for comprensitn o2 1a clasificacién de lag bacterias tacticas de origen
cirnico, Champumier y col. {1987) han comprobado que 105 6 grupos de
tactobactiles a13'ados ¢2 productos carnicos por Laban y col. (1978} ¥ la
mayer(y de 163 integrantes del grupo 1l de Shaw y Marding (1984), encajan
perfactamenta en Is descripgitn Lipo de £ sobe

Tocas 123 cepas ¢ £ sate analizadas se gesarrollan 2 4y 8 9C, a
BRCEpCIIN G2 13 Copad 449 que no lo hate a 4 9C (Tablas IV. 6 a1V, 10). Estos
resuitades cotnciden con log ohienides por otros investigadores. Schiltinger y
Licke (19970 y Champomater y col. (1987) obaervaron que el 99 X de las cepas
g L sate estudiadas por log primercs v, todas 12s evaluadas por oS
Segundes, Crecleron 4 4 #C Per el contrarte, 5610 ¢1 50 R de 123 cepas de 4
Slanlarum o dtarrellan, y dibllments, a esta temperatura (Reuter, 1981;
Sentitinger y Ligke, 198753 Hastingd y Holzepfel (1967) han observade que
singuea ¢ Yan 100 cepas dr L sale  aistedss de carne radurizada se
sesarrotiabon ol a 4 90 vt 2 8 #C. Ouizds esta anomadia se deda a alteraclones
g2 Yo Tgtolagha cotdar g0 Yon tactebaciios debida a suradurizacidn
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Actualmente, £ ste y { cuvelw san  Cendiderades oo
mICroorganismos plCrolrotes, slendd lon Que crecen a tempergiuren mis
baja3 de Lodas bactenan 1acticas (Router, 198), Kandier v woten, 19963

De rueslras cepas g L sate ninguna crece 2 45 90, 3 exlepcutn
rotyamante ¢2 18 449 (N0 30 muestran 103 rosuitadsa) LA maysria 8 i
estudios realizados hasta la fecha, coinciaen en Sefalor que 13 mayer parta ¢
123 copas do L sateno 5o desarrolian o 45 ¥ (Rpgter, 1975, Chopiperater y
col, 1987, Hastings y Holzaple), 1987, Korkeala y Mikalh 1509 0 10 tasen
muyy détimente (Reuter, 1981). Sin erbarge, Schillinger v Licke L1657 nan
chservago gue el B7 R de 123 cepas de L satey 8l V7 X di la da 4 amvatus,
crecen a dicha temperatura La mayoria o jas CoDas O £ pAmeaiemst se
gesarrallen a 43 ¢C (Reuter, 198); Seniliinger y Lukes, 19T

La temperatura ¢plima de crecimiends dn kg aistindps hadierinn
cticas conatituye un pardmetre de gran weporianca techoddsua en W
gleccidn de cultives IniCIadores Carnicos. At mieedres & Aopinmtas on
¢29rT0318 hien 3 temperaluras superiores § 40 ¥, o lemperaduras detimen
do crecimientsd de 2 penlasacous ¥ O L planianiew e Sibimn estre 00 p U5
9C, sience Jag g £ sabe y L Curvatud M40 metoresd tLucks y dechalmann,
1987). En un estudio comparatbvd 0f Siversay bocteriag Moleas oo cull b
iniclacores carnicos (L satg L convalus L plantsrueg P acipiipetii y #
Daesacees ), Schillinger y LUCke (1OBSY) Comprebersn 4t £ S¥¥ 73 2
eSDECie qui S desarrolia mas raptdumants ¥ CON POBYENeS PELUATIRE &R B
mezcld carnica mantentdd a 20 90 (2 diferencia g2 Zesarrelly era
gspeciaimente signiricativa respecto a fod laclebmceiod "raths” 02 v igh2
control, al que no 58 1e habla agicienads MAGED Cult e Inictadar.
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V.5 1.~ Atigos L0} lacticoy DX-) Waelico

L5 resultados de 125 Teblas V. 1) a IV, 15 indican que en jas cepas de [,
Samby (0 hemag sdleccionado, 1a produccidn de 8¢ido 1actico, tanto L{+) como
D), sumenta al hacerio ha temperatura de Incubacién Ademas, Ta produccién
ge itign Wclico e3 proporciondl a 1a masa celular final, por 10 que la
proqucthvigsd do Actio Mctico 2 une misma temperatura es lgual en las
Shvarsan CEDES, Y3 qUO 12 Menor produccidn por una cepa Sé correspende con
Grey ENGS Masa celular 0 ¢Ba misma cepa y viceversa

En un gstudie realizado con 4 cepas de L plantarum, Montvilte y col.
(1307 domostraren, gue 1as cepas que producien mds Acido 1actice
alzanraban sra ead celular mayor, por o que log coeficlentes de
prodctivithd efan sieatiores en Tas 4 Cepas, independientemente de 13
cand i di Scido Kackice preduc ido. Estes investigadores comprobaren que 123
diteremitas on M produccidn de taclato no se deblan a variaciones en la
eapaching gileslitiin da s diverses cepas, sing que se relacionaban con 13
capacndad & 202 Cepa d procucir mayer 0 menor masa celular

Serattisger y Licke (198%0) hon domestrado que 1a menor capacidad ge A
eATactRY y A penluserses respecto de L sate y L curvalus para
dmrrotiaree a 20 ¥, 23 % rovponmelle do que a acidez desarrollada por los
Erienden o eha achd Clreiea 24 menor. Log autores ¢itades demostraren
T Ty fapa @0 L sty degragabon compltlamente Jos azucares de una
RES CHTHA W ] dhs de DewecHn a 20 ¥, produciendo una
EaRCenirecidn de 8o Hctie ge 5,3 mg/q. Este valor es aproximadamente Ja




£ ELLRN

mited quz & produCida por rurairas cepan @ ung leparatura sunitar (Tabis
w14l He obglante, deBe recordirde R, en s wistemas olrrdoes iag
poctertan 1aciieas deben produciy Mmayer cantiiad g 4ot Boticy gue o8 g
mation do cyllhvd Corrientes Borgd que 1 Siarsinueibn gal pi 280 equbeaisete
tyignolo y cob, 1988, Liepe, 1996}

Tambien Obragovic v ¢od (1939) en un eabuliy reglitade oh eodulites
£rudes maduratod, cdIervareh gue 'a Jlumimaiin del DM era miB PO
cuandd en sy elaboracitn inderventa L sate qug Duandy R hecta £ pdelaum
El reaver desarrello de £ sate vy £ owrvpda & e teamdralurty
tragicionnimente empleadas en Eurcpa en fa shaduraniin & erind Wien Cruien
curadan {20-22 10), hace que oolad CenmY ConwIRrhIR M eacanes ARRIre)
presentes en 12 M-zgla Chrnitd en &Wn Wolidn, 48 ubn viberd
pirticularmente ripida.

L3 cepd de L plantawm WMl comg Dacher:d Lbeligd fondrst en
Auetro trabaje, produce a 30 ¥ ung mayer condidnd da BChan HNIHD G 2ag
cepas 08 £ sated a diferencia oF 1o qup sucedta g ol Memparaterel Gaby v
col. (1973) cherveron que 1o sCifvidnd whdidsra o8 4 odwleywn vy #
aelgrisctict frente 2 S areus sramener 321 Cam 3 35 0 TV WL b e
atriuyeron 3 1 mensr produccidn g Mot Hetion 2 1 temperatute Bl Baa
Vignots y o). (1988) evaluaren '3 Capatiiad 4 o pletar® o8 Brodutir
deido 1CLICO a diveraes temparaturas, viendd gue ara mhntwa o M ¥, saben
N AkgUNad Cepan en las que tenta hugar 3 3790

£} dctdo Mcetico productio por Puesiras copas eosll copstiluilh. o
saayorta d¢ o3 cas0s, pof un 73 X mroximaditeerie of ipmern LisY v ob &9

% del D{-). Hastings y Holzapfel CIGA7T) Pak chnarvads 308 0o YO0 a8 £
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aste deaarreiiagas 2 30 9C, pricticamente todes producian entre un 50-B0 §
gel tebroard LI+ ) y entre un 20-50 R, respectivamente, g} D{~). S1n embargo,
o W mezcld carnica, Schritinger y Licke (19890) han visto que tanto una
cepa o2 L sake Comd 0lra 6@ L curvatus peoducian ambos Isdmeros en 12
FAMIEE FEODOTT 1N,

Lo3 dos 1s4merod derbvan de 12 actividad de las lactato deshidrogenasas
{LDH) NAD-caperdiontes 02 1 correspondiente estereospectfidad. En [ satg
L ocurvalus y L caser sibsp. psewdtplanterum tamblén se ha descrito 1a
exialancia ¢ urd 12CLato racemasa (Sletter y Kandler, 1973) La razén de 12
atinth Broaictn o8 und U olro lsdmero, podria deberse a que la LBH
rachintca posed actwigades L{v) y O(-) diferentes, 1o que daria lugar a un
pxcesn g2 urd de 108 008 1abreeres respecto del otrg (Kandler, 1983).

€1 20180 Li*} 13CLECe @3 un melabolito formado durante 1a fermentacién
Wettca 20 a'pares allmentes y LHend 1a misma configuracion que el progucido
per VB edhula sucariolas. No cbatanle, en el yogur hay cantidades
sestaniales gn D0-) lectato (Kroger, 1976; Alm, 1982); en Tos rumiantes y en
58 #3pecis Pumand T presencia de este metabolilo reduce ¢l metabolismo
catabar ¥ Caun 2Ck00m0s. DEbSI0 & su menor 1asa metabdlica, en comparacién
e 1 det atmer L0+), ¥ 3 100 efecles secundarios mencionados, 12 OMS ha
ragumerdadD rastrigir ¢ consurme de productos alimenticlos que posean
cancemtraciones aitas oe -} lactate (OM5, 1974). La ingesta maxima diaria
Feptabte 28 ) WACLA ¥8 g¢ 100 mg/Kg de peso corporal (Dooces, 1983), 1o
QuB Hgrtia gue ep wia cantisad diic)) de alcanzar por el consumd de
graductos Meleos o Crmloes fermentados,
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£ staceltio (2.3 butenodiona), es un melabolily producilo DU diguia
papacied ¥ Ceped G vacterian ictiom, restoraabie dol areend CEEAT Y
ap 13 martequilla, €3 un CompuRItd PAaresants oOr SuB propievades
atirmoreniang Gy, 19020 Sn wrbargd, 18 redigiaden Sr enla Wrabaly
(aaccIan 1V S, 2), INGICAN Que Ringuna de Kag Copas 2natiIadal produle PRy
SateCtabies of G1aCRL110/ BCEtoln en Yo% Pedion 08 CuMivg eUpiradia,

tas bactertan  1hcicas  romsfermentalivad  proguien  rds
giacetilosacetoing & partir g8l pitueato que cel CHETaLa, gl g
preceso Lan prantd come Cemienta o} crecionients G2 enlo0 IICPGSIERRIIATA.
L3 produceitn maxima Lend hugar durente 13 fane peponancial 42 Lregiieniy
mis larde, y CoRCIdiendy con 1 fase estacisharia, (ommieREd W
metabolizacion (F1-Gendy y col. 19831 (o8 wwestifagures Ciladus bam:
shasrvado que 12 protuccién dg esle enetazbeiits Sepands 40 1) Lopd entuiiada
Savey a8 Ghrl y col {1986) estumaren on baclarian Meties of eTEoto 22 R
temperalura en la produceitn e gracetilo y ahservaren gue erd bt 31%
8¢ Etlo podria explicer que po delellisemed eaton metabetiton o Piaad 42d
danarralio dp 1as Cepan estudiacas a ted dwversasd temparalurin ¢
qut 9ol Se getectasen trangitoriamente 8 % W gurante ot dwhareolil &
algunas o% 15 Cepay de L Sake.

Hate un par d2 gbcadas 30 choervd que en 1an baclertds et el g
funciongs metabdlicas importantes erdn astabies, 1 que CoPStituyd @l
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estimule Intcisl pera eveluer Ja  presencla o¢ elementos genéticos
extracromentrales en este grupo bacteriano. MeKay y Col. (1972) realizaron
e5lutias ploneres en este campo al especular, primero, ¥ demostrar, después,
qut 1a pérdion o 12 capacidad de fermentar 1a lactosa de algqunas cepas de L
Jctis se odlenia empleando técnicas de curacion de plasmidos. Desde
enterces los lactocetss han sido las bacterlas )acticas cuyas funclones
melabelicas codificadas en plasmides han sidoe mejor caracterizadas; hoy se
sahe que muchas funciones metabdlicas como Ja utitizacitn de 1a lactosa,
sintesis ¢¢ proteasas, wttlizacion de citrato y algunas otras mis se
ancuentran codificadas en pramigoes (Batt, 1986). Algunas cepas de L lactls
subsp. Mciis y e L Mol wbsp. cremords, contieneh complementos
plasrmigiees grandes y complejos (Gasson y Davies, 1984), pudlendo poseer
antre 2 ¥ 11 pilsrudos, aungue 19 mas frecusnte S encontrar entre 4y 7
(Hexay, 19830

En contrasile con 1os mmercsos ¢5tudios roalizados con Lacfococcus 5o,
el DMA plasmisice del género (acltodaciiius no ha sido todavia bien
carstheriady Desde oue Chassy y col (1976) presentaron 13 primera
prisencla g8 13 presencis de pidsmides en [ casef diversos grupos ge
#vesLigadkres hon Gemostrado Su existencia en otras especles y cepas del
CHLago ginere tChassy v col, 1978; Smiley y Fryder, 1978; Vescovo y col.,
1982; Liny Savage, 1986; Klsenhammer, 1984; Nes, 1984, Romero y MeKay,
13850

Mientras gue un Qran nimero Ge PHsmites o Leclebaci/ius sp. SON
eriphicss (Batt, 1956), olres 3¢ han asociado 3 delerminddos fenotipes como
2 metaboliveg 98 'a tatesa en L case/ (Chassy y col, 1978), 2 1a
reaislencta a los sntEAStices en { acitoAus y L révter/ (Nescovo y col,
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tG82), 3 D producclsn e Snude MASiMo vy 8 1 fermenisciin 9 '
Keacett-Drglucosaming en L Ashelaug (mtley v Fryger, 19781 y 3 %
wodsitn del ending B-D- el eostac i e oI srdretasd e & casedlon
¢ cot, 19821 Aeclentements e ha demestiagd 13 codil et e en pliamims
a2 14 9'riests 48 tred RACTEreCings, una BroduChan bor ¢ ACArnabila TR wes
¥ Kiaardasamer, 1987) y dos por £ sare (Schillmger y Litke, 198%), Maftven
¥ N, 19900

Ceon eston antecedentes, v (abide tavs Al deses d8 Sthtidar ol pesipis
papel g1 DA plagmidico en ta predurt idn o Bslancias andhnwrelsanys per
L Sara comd 3 DeChd ¢ quit 1o9 perfies Dlasmidiuas proparTienan waiieas
huglhas daCtAres” 49 CD (002, PRLY RS Dord Iewestiger Iendidudes v
relaiones enlre eblay Davies y oo, 19311 ¢% pur 3§ SeCMNees
viguplizar 12 posiple presenc il 4o pifeemides en warkys &8 Puestras copas da /
Late AtakaRs de emBultdos Crutds Curates.

Gran parte o861 BTLO en §3 Mslanignie o NMURUYICAC S Of pibumidos
recan en 1 elooCln ¢ umd molotolgil 0euscd MSCTABRente, ol DA
plasmiiice de 123 BaCtertds Wlican te feleclala tras 1) cendrtlugacuin
rasta 61 equlibrio en gradierdes de Clorure 08 Cesig-romura 98 elifie
(CI08-BrEL) cal DNA Dacleriar mercads rastactivaments tards v Puksy,
i974) La migroscepia electrénica o e9te DA revelsse Mol
plasridicas circulares, cuyo tamato podia estimerss midiendds 19 exlemsiin
g su conterns ((orgs y Mickay, 1974; Chasay v Cob, 1975, Anderoin v ik,
1977

Actyairaente, la electrolorests en §aes oo 20orend Coraliluye 13 thinics
MG CSCURE ¥ rIDIGR pard T2 visualizaciin g pilemadcs @ I3 facterias
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lacticas (Klanehammer y col., 1978). Sin embargo, en los procedimientos de
deteccién  de plasmides, oprimero deben romperse las céllas vy,
posterigrmente, extraer su ONA Para consequir estos objetivos se han
uttifzado varias técnicas que, a grandes rasgos, se dividen en dos grupos,
métodos de tisado sencillo, en los que 1a membrana celular con el DNA
cromosémico unido se precipita y extrae por centrifugacion (Klaenhammer y
col, 1978; Gassen y Davies, 1980b), y métodos gque conllevan la
desnaturalizacién del DNA cromosémico a pH alcalino (Currter y Nester, 1976;
Walsh y McKay, 1981; Anderson y McKay, 1983). Los Ultimos son preferibles
cuando se espera Ya presencia de plasmidos de gran tamaifo motecular (Gasson
¥ Davies, 1984). No obstante, actualmente es frecuente e) empleo de técnicas
miktas que inciuyen tanto la lisis celular como e) tratamiento alcalino de los
lisados resultantes (Kiaenhammer, 1984),

Tamblén se han desarrollado otros protocolos racionalizados en
estudios pretiminares simultaneos de 1a visualizacion del DNA plasmidico de
un gran ndmero de cepas (Leblanc y Lee, 1979; Gasson, 1983; Anderson y
McKay, 1983, Gasson, 1989), Estas técnicas son generaimente del tipo mixto,

Para 1a deteccién y visualizacién de plasmidos en cepas de L saké
comparamos la eficacia de diversas técnlcas, todas ellas mixtas: 1.} 1isis
celular por el método de Chassy {Chassy, 1976; Chassy y Giuffrida, 1980)
seguida del zislamiento del DNA plasmidico, seqin la técnica de Currier y
Nester (1976), 2.) Igual que ia anterior, pero seguida de Ia purificacién del
DNA plasmidico por centrifugacion en gradientes de CICs-BrEt y 3.) técnica
miniaturizada y répida de aislamiento y visuallzacién de plasmidos,
desa_rrollada por Birnboin y Doly (1979) y modificada por Gasson {1989),
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Todas e)1g3 Lenen en comn 13 N33 taigiad da las ediulan con Tatluma
Custasn 125 1ECMICES tragicineales ge 1St y atalarniento gel DHA phasmidice
emoszaren A ANCIPSE BA 125 1aclebaciios, s peraabd que 0B remultades
regativos cotenious se deliBn & Sy NSensiioad 8 13 Fi02ima Euto mot bed
que 54 gesarrollasen olros métodes para sotimizar 8 peoiln gde GiCho enzima,
cora ¢} empleo de detergentes, enlre 1on que dedlaca ¢l dogectl sullate
spaiee (305) (Chassy y €81, 19763 La 13ts cetlar 3o consigue mediante 1a
aecidn combinada d2 13 1150Z1ma, ¢] poliatildn glicel y e 505, sequida e urd
Iroubacion de 133 células Gurante una hora a 37 8C, para Taciliter Ta ¢igestidn
ag 12 pared celular. Sin embargo, Alguned Ivestigadores (KIaenhamingr, 1984}
solnan que 0IChA INCUD2CION €8 INNeCesaria y qua InChudo va en getrumante ol
atglamiento de plasmidos en algunas especies de laslobaciios

De 1bg resultados oblenidos en la seccidn 1V 6, 92 desprentd que con el
primer mélodo de atslamiento y visualizacidn 2 pHasmides, 138 Copds & £
sate anal1zaoas mostrapan |4 2 plismidos s pequefio lamafie metecular
Cuando S@ realizd 13 purificacisn del DNA plasmidico a homogentided,
medisnte centrifugacitn de 103 H1sades celulares en gradientes de CHIs-Brit,
o3 resultados fueron negatives. Sin embarge, wlilizando 'a tétnica
mintaturizada y rapioa se observaron 4 bangas plasmidhcas enles cepas de L
sate 31010, A 22),y 77119, 1V. 23) y Ten lads L sake 148119 1V. 24)

Esta vartacibn en ) numero de plasmides detectables em una mismd
cepa, dependiente de la téenica de visualizacién empleads, ha sidn ebiervada
por otros Investigadores. Leblanc y Les (1979) con un mdtedo mintaturizade y
rapigo ge visualizacion de plasmides demostraron ta presencia de, al menos,
un plasmido en diversos estreptococos de origen oral, que se crefa que
carecian de elementos extracromosornales al no haberse detectads en
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evtugios previss ¢a cestrifugactin o 1132003 cehlares en gradientes de

£ magtrs ca90, ta MCAICA mintaturizade y répida de visualizacién de
pisamdgen tambin o3 10 mds Wi, raplaa y reproducibie en 1as cepas de L
sate araitzatan 1,98 LCRICES que emplean centrifugaciones en gradientes oe
supntad BER BCAMOTED, CArES Y Feguieren mucho tiempo, 10 que 123 cotvierte
o poes prATliea, eupeciaimente ) estudiod preliminares {Leblant y Lea,
1979 Ciro meonviante o5 13 pérciga de los plasmides durante 12 extraccidn
a1 DA Baptertang, sokre 1oge 51 gon de pequefio tamafio Los Oltimos avances
o lam Liciom e Divhegra dlecular han hacho Innecesario, en muchos C3803,
Y purid 10 1 3 Pormagenekidd de) DNA plasmidico, que pueds esCindirae con
pemiririansas b restriin, translermarse ¢ InCIuso secuenciar a partir de
nrERar Sns My purilitaned procedentes o pequedos voluments g2 Cyitivos
samad vy v ok, YOER)

Tram vimANIE® ) Gresanchs df plismides en Algunas oo las Cepas g L
sote sravizadan, @r reatizeren Con elips expertmentos de Curado, pera
sgrider 80t capechiad ge produis suslencias antimicrobiands estabd
Lo iEnRa 0 BP0 08 eln

i curam de 'os pumides puede conseguirse mediante el empleo de
fnks wbtrhibires @@ clertas sustamias, como el bromuro de elidlo,
whrin S anpigina, powiRiocin ¥, papeciabmente, acriflaving, ¢ mediante la
Pynoetin 62 1 conid 3 srwlizar 2 temperaluras de crecimientd superiores
» 1 fwiima Por 1o que Fesptela a trabajes reaiizades con lactobaciies,
T g B 13987 fracasaren 3l Intentar obtensr variantes e L
enkpsus 95 v groductarss d2 taCixina Fomeciante 13 accién de
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sustancias qubmicas 9In empergs, 4 cepes do las 3844 araMIscss. 9
serdieren 13l propledad Lras tWCUDACIONeS Suredtvas 01 Bul uitivis @ Ny &3
B

£n camdio, Schitbinger v Licke €19890) no coralguiaren variantes g fg
gseaetizanen sEkacing A (3ak") 3 partir g2 culhives de L. AaFe Crecidng 2 37
o, temperalurd superior 3 15 tptima Bin embarge, Lras tres tratamientos
conmoculivos de 105 Cullives con acrifTaving, ehtivieron 11y 8 variantes suc”
de 'as 2% colonias analizades, O £ sate LD y o2 tas 336 de L safe
LB 796

Oado que nuastras cepas de [ saée 50n < origen CArmicg, slagimes 1a
acrifiaving como aganie curante, Comprobande que fuB dobdd nhiBWInEas
(Tapia 1V, 16) coincidian con Tag obtentdas por Schillinger y Licke (19252)
para 123 SUyas. Tras 1os btres tratamientes <gn ariflaving, el numere e
cotonias sin activigad inhibidors, precedentes de JOO Colonlas anabizatet de
Ca00 Cepd 05C119, SeO0N 126 Copas, entre M4 y 30 (Tabha 1V, N, resitades
ghmiiares tambidn, aundue llgeramente superieres, @ 105 o0t JChithingar y
Licke (19893).

De 133 colonlas <uradad carentes o a¢tividad apdimirobiand, oe
sefeceionaron 5 procedentes o2 lag cepan g8 L sake 31, 7Ty 14, qi o4
sometieron a ta visuallzacibn d¢e sy DHA piaamigico empleands Fa téonica
mintaturizada y répide e alslamiente e tdemtificactén de prismices. E3
examen of [0S geles correapendientes 2 133 cepas 31 y 77 revela el miamo
rdmere oo bandas plasmidicas en 18 colontas curadas que en 1o eriginales
{riguras 4.22 y 4. 23), per 1o que respecta a 12 Cepa 148 (figura 4. 24), ¢n kag
muestras de 1as colonkas curadas perece faltar, 3l menos, una de 13 tres
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Barden 02 DNA plasm idita 2 mayer Lamefio molecular, no observindose en dos
24 ertas L45 dod bandas o0 menof tamafio

Lo tes remdtaces cbtenidss se dedce que 13s cepas o8 [ Sate
#FDiLaes posen PSS de diverag tamafo molecular, SIN Qud 3¢ hays
predendizens, 4 warnerdo, 19 Suficiente para determinar 31 12 sintesis de las
smane al whptdorad ¢ raturaleza protelca se encuentra vinculada 3 alguno
i e,

o abglarte, 94 sabe Que en dlgunas cepas de Lactececous 9. 12 sinlests
fr BaCiarwiitgy Be enfuanira (ogificada en plasmidos de un tamaflo
glgcular vartamie (Debrzanaxl y col, 1982, Neve y col, 1984). Por lo que
Feprita @ 1 e U3 BRCertaing mejor caraclerizada), a pesar de que
SNion prusbed festticas cleras oo que los genes de produccidn de 1a
swastermarlacidn g 12 5302031 eatdn codificades en plasmides, tal
Aty plawmiging no s2 M3 ldentificade corwincentemente (Gassen y
Davwte, 1504

L2 codiftoannin 08 4y iAe8!S 0 bacteriotinag en piasmidos es un hecho
demagtrogy, simiaeng, en 2 penlessceys (Dasachel y Klaenhammer, |985) y
2 quigiiagtiol Woesdez v xurka, 1987, Ray y col,, 1969).

Lad maantiaciones sobre fon phasmigos que codifican 1a produccion de
Bactertadinan en tactobaciios han sido hiatéricamente infructuosas (Uprett y
Wieggit, 1975, Sorefaud v Klzerhamemer, 1943; Jogrger y Klasnhammer, 1985,
Doeschied y cod, 15901 L2 1entificacton de %08 pidamices relacionados con la
siphesls OR SIBCIN F en tronatonjugartes 0o L acidiad/ius B8 (Murlana y
Klagnhguepnar, YOO, consdibuyd Yo primera evigentia de que 108 plasmidos de
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s latlebactios putden jugar un pepel emportante en tos fendmenos de
tranaferencia Genética y de produceitn e proteinagn anlagantstas del
dnsarrilo ge oires MICTLUrGantamos

Rectentemante, y par ‘o que 22 refiers 3 00 laciebacilvg de origen
ehrnicn, ScMiinger y Licke (19991 y Mertvedt y kes 119900, ban puesto de
manifieato on Civersay copad de £ saby ¢ pooidle pepe! Jugade por el DNA
plagnifgico Coma responsahle 08 12 sroduc i de Bacler e il

Sin embargo, COMmo ya 50 ha seffakady artes, en este trabajo no se ha
podidn dilucider el papel de lon piévmides de lan cepas de L sake
seleccionadas en 12 sinlests de suitencias anliaMOronianas, aunque
ssspecramos que ditha relacidn e tmportenie y 4 gvalupcidn delinitiva
constituye uno ¢ uestres ohjetived mas impertandes.

£1 aimacemamiento de los altmanton a temperaturss ge refrigeracion
impigs o retrasa el desarrolle de los rcrecrganiames Qe contienen. Las
terperaturas Ge refrigaracion reducen o bmpigen A Sintests de giversos
metabolites [inaled producides per op micreorganizmes aiterantes e impiden

o dismimayen mucho ks Sintests de toxinas <2 on enieregrgan:
{Patumbo, 1986).

Sin embargo, Gurante los yitimes ahes Clertas baclertas paicrotrofas
patogenas, conacicas desde hace tiempo, han J¢QUiridd wna gran rportancia
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an % iouatria alimardarts E1%9 ot ha debldo a que tanto 1a mejora de Tos
meteden op avsharsianto @ 1WenliniCacibn, como 108 estudios epldemioligices
gralematic s, han perrailidh Fecenocer s verdadero potencial patégeno y sus
wiCaChnES eCogicas (Orth y Hrozek, 1989) De otra parte, ¢l amplio
gmpies 08 13 relriGRractin en §a conzervacidn ¢a los alimentos, resultante en
grom parte 92 13 credientd demandd d2 alimentos precocinades y e répida
preparacidn, atloa selscoionandd g3 micrecrganismos que  contiensn,
Faciands o) Zesarvolie de W8 psicrolrofos. Los  MICTOOTanismos
patcrotrelon son, oor gatindcidn, aguelles que se desarrotlan 3 temperaturas
g refrogaractin, waipengiontemente de su temperatwa Optima de
eracunianty Sy, 1960)

Erare o8 eiiroarganiemes porotrofes patégencs se encusntran
Sotwhirn Lo B, ¥ swlerveadilica y L1t monscyfogenes No cbstante,
Lynpocs coFvieng (vl 2duellaa baclering no p3icrotrofag, qué sobreviven
Sripts Rrem pariedus g2 Uamed a temperaturas de refrigeracidn (£ jepumi
¥ Sreebp By, M a0 ue e @swrolian a temperaturas ligeramente
SBErares a o Wtunas (S awress Sadmeneiia sp., Vidrip paraheemolyticus
& coeez A0 @2 aM WS r1E0000 detivacts G2l empleo de temperaturas

i Py, 1926

Magan, V3 refrigarackdn de log aftmentes ne garantiza, por 1 8019, 12
unaneid &t riengst ovierchianed, 10 seguridad de 1o3 allmentos refrigerados
punds peplizrse cudradn by refrigeractin 32 emplea conjuntamente con otros
Pachores o Turreras micrelianas” Moberg, 1989)

Lewiner v Roded LiG76) whradulercn ¢ Lermino “harreras u obstacules
", by fefwdr aqueltas situaciones en 1ag que el empleo de una




sustanctd guirnicd o Tatler 113400, 3y certentraciin o Intenaiday gus por 3
mHrey Ko profduce und inhibicidn teta), pevtege eficarmenrts o5 AYimerdod en
reseheid ge 0tros faciores Nmitanles, 2 niveles Lambidn subiehuptdnren £
gacir, 13 CombinaCitn G2 fRCLOres IDDIDICeS Srmde 1arel COmg CONDETURnc i3
urd e )irs conpiderable en 13 entabilided oo Yo alimenies, ya U2 B2
FNTerQInIaMOS Dars desarroliaroe deben supersr, telricaments, Lovan kY
parrerad impuestas (Scott, 1989) Estas perreras Wntluyen, enire oiras,
2PNICBCIan Con un 828Censd d0F pH, o) control de 1) hurednd 0 S8 B3 Aw,
presencta de microfiora compeliliva, T wiiNZeciin g8 CoPdervadors v 368
tratamientos 1ermicos aiteg (Muverg, 1584)

Las Dacterias Mticas son microorgantamed amplidrasnie erpleanns en
Ta conpervacidn d2 Tgd alimentes (Bacus y Brewn, 198!, Smub y Polumbo,
1983, By, 1987), debido espeCialmente 9 % capeCiRd de elaborar
sustanclas antiemitgroblanas (Dueschel, 1989) £n este conlexta, eussire
chietive 1a 9109 evaluar ta capacidad de 2 cepas de [ sate pora ohibir, tamio
2 temperaturas 09 refrigerackin Comg superipres, el desarvells de
enderocplitRd Y LAY gy logRnes  PRMTEETERRONTRYY  RRNrelrafes
paldgenod de gran Interds eh 1 indusiria clrnica (Orth ¥ PMrozel, 1999,
Faccach y Henningsen, § 984, Johegan y £ol, 1990)

Un facter d2 gran wmportantia e3 oue bag bactertsd Molkas Sean,
asimisme, capaces de desarrellarse A temparaturas o8 refrogeraciin (1231hand
y Speck (1973) evalugren 12 potiDilted di embledr cullives iniCladires
selecton (formndes por copan de [ 2ularinud ng paliretrelas) para whablr ol
crecuntento o Pseuctvmaiad 90 on diimentos refvigeraden, oboervends oy
aboolta tncapacided para cureplin L3l fumchin Chammpagne y Cob {YG90D
realizaren esludios sientlares con Copas mesdfileg de Laclorocris 4D en
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techa refrigarady £3%a0 Cepas erdn recomendades por loS gistribuidores
omarciaies por 6 aClivigsd hDMra gp 123 Dacterias psicrotrofas de ta
tgehe: WA eTBArGD, 1O B8 SeSarrollaren blen a 7 9C, precuclendo Canticades
svinsmas da Aoidh Wb y 08000 Wgar 2 que en Jos andlists estadistices no
ap ercontransn @ierencias signiicalivas en el crecimiento de 103
microsrgaMImes pakcrotrotes of 19 leche, con o sin cultivo Iniciader. No
shatarde, Abdat-Ber y Morrs {1984) hen oblenido resullados mas alentadores
uhiviands LoBAS DSNTAUEIan 02 & Swipricus pera inhibir el desarrollo de
Popgpmanas 5. Ep o5te sentido, Lanto 4 sabe 23 (Tablaiv. 6) comd L Sate
v48 (martgest y col, 1989) han demostrago ser Inequivocamente
pRretretan

YRV

¥ ontprecetiti 85 un ;RIGUGRnIR) ampliamente alstribuldo en el
mada amblente & wepitcads en '3 potogenia d una variedad de Cuadros
LIS 4UR ATeEtan B 18 E9pecte humena (Swamtnathan y col, 1982)

tn b anheates 49 abaste, Y28 Cordds $e condigeran como el mayer
rengeveria €3 seretipss do ¥ anlerocoiitica tmplicados en infecciones
Txgranan, EUATe W5 R 3¢ whoyen ef (), 08 y 05 (Bermudez y cob, 1989,
Khiain y Wierioane, 100 1.9 carme ¢ cerds, 0% 0 en combinactin con la
¢n ZATen STRELINY, 09 30 Dgrediante enencial en ly formutacion de embutidos,
ouenta gue clertya tises e erohylidos po 2 sormelen 8 Ja atcién del caler, su
esbabiiont vy selurigyd  enscrobipbgica  depends  ge  los  agentes
seltecrenran 2hdkien o formadts o0 @) progucto (Raccach y Henningsen,
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Ge sobe, OrA0E MRS VigTAEe, GuE BN 193 LxANiDS G P enisrrcplitics 18
ftora cornpRliliva £)8rce un gran efeto an su Sesarrolla Schiemant y 1
(1684) chasrvaren Qg 13 incaaiadnd G ¥ enteweeilis o AN W
arsarrello manimn en CUILIVES MIxtes Con otras bactertas Gram-regalivas, %
gepta 4 un fenbmeny denniminads de “maifisacin maladicd” ¥ PR 8 Wb
agetamiento ge nutrientes esenctaled o 2.un Carmbi geafavorebte del g &2 Y2
tenaidn o oxigeno o d¢ Y2 sintesiy @ patabaiten twines Wlenletn y
Urteremann (1990), han sefialade que ted niveles ailes ga Fiora Compatitiva,
eoancialnents PRauboanas 5D y entercbectiarias, en §a carne pioada Fresea
wepiden 1 Getecciin a8 ¥ enteroceditics aten B ¥ @8 CERBATVEGS 2 16 BT
A 4 8¢, 1 mizna Tora compelitive lograba qus Al femal ¢ 13 Seoufacidn b
peblaciin &a ¥ anterecelitioa o fuara mayer g 1 x 18 uferg

£ 165 800 Catds, ja Tlera microbiana corapalittva ¢ra maytr 48 1 1
Werg y 13 68 ¥ enterecolitna de uras | x 10° ufe/g o obslate, %5
cultheos B2 ¥ anderacalitAce cen niveles bagen o Tlors compettiea 1 x 108
Wesg) aleanzaban nivales de | x 107 y e 1 x 100 wrerga 4y 16 9T
respectivarente. Fucyshima y Gomyoda (1906} han chlervads o al
dssarrolio te ¥ enlerecoiitica gzl aerotips (03, on cullivey mixtos cin alres
PHCTOGHGANIIIMAS QU 02 eRCUSRLIan &n Mmenar PiEEACD, RO GiTiare gl conkre,
s embargo o} gesarrolle g ¥ elorecolitics O3 fracasata, Lardo 2 40Hm0 3
6 90, o4 atue)lon cultives Mixlon Cuyes niCiulls eran Suparires 8l sy

tos estudies citaded se hon DOORED 2R CullWes phintos g2 ¥
eatereceliiea Y olras baclerian Oram regalbeds. £1 poterwial de los
paclerias 1acticas para controler 81 dasarrelts Se X onterecoliticd ba sige
aralizade por olros ‘mvestigadores. Asl Raccach y Heaningsen {1984) han
shuttvade que tamto A genlagecews come P aciglactier § L plielanm
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pueden emplearse para prevenir el desarrollo de ¥ enferocol/tica en la carne
Y productos carnicos. En sus experiencias, 1a inhibtcion de ¥ enterocolitica
fue manifiesta, cuando no total, a 27 y 35 ¢C. Nielsen y Zeuthen (!1985)
cbiservaron que el muy rapido desarrollo de ¥ enterocolitica 03y 0:9, en
cultivos pures, era Inhibido completamente en los productos carnicos
envasados al vaclo, inoculados con lactobacilos,

Chavarri (1987), al evaluar en leche pasterizada de vaca 1a inhibicién
por bactertas lacticas de diversos microorganismos patégenos psicrotrofos,
observé que, de todos los estudiados, ¥ enferocolitica era el mas sensible a
12 adicién a 1a leche de un cultivo 1actico iniciador. De manera simlar 2 lo
observado ennuestras experiencias, este investigador no detecto la presencia
de K enterocelitica en ta leche mantenida durante 72 h. a 16 ¢C, mientras que
en la leche sin adicion de cultivos Vacticos, ¥ enterocolitica alcanzaba, en el
mismo periodo de tiempo, casi 1 x 10% ufe/ml.

Reclentemente, Nout y col. (1989) han cbservado que la fermentacion de
alimentos infantfles por bacterias lacticas, presentes en elios de forma
natural, inhibia completamente el desarrollo de ¥ enterocolitica

Los resuitados de este trabajo demuestran que 1as tres cepas de ¥
enterocoditica utilizadas, son inhibidas por £ sake (Tablas IV, 18y (V. 20;
figuras 4. 25y 4. 26), cbservandose en 1as éxperiencias realizadas a distintas
temperaturas de incubacién, una correlacién positiva entre el nimero de
células de L sate de los cultivos, el descenso del pH y Ja concentracién de
acldos L{+) lactico y D(-) lactico. La Inhibicién es mas eficaz cuando se
emplean las temperaturas de Incubacién mas elevadas y el microorganismo
UtiHzado es L sake 23 envez de £ sake 148, ¥ enterocolitica 14405 tue la
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copa mba reniatende a 12 bl in pur L spte

LA protcein dp A0 WUy v ot comuiguienty Gescensn onl o oum,
probabiemente, o9 faclores que mas nfluyen en el efects ‘wiidigor 28 129
cepan 42 L Sate en K enterprelitig Eto expitcaria 13 mayer WmbicHe 9
{ oBkPZY on B0 CEDAD ¢ ¥ enderpcditicy evaludnad, exper inerlalmenta o
e GRLErTRINa) G SULE COpa produce meis vy Laclizo gu 1D g8 £ Jate 148
(Tabla 1Y 19} Aurqus L sobr 148 produce whd watardta ondwnborebiana
epceilar ¢p raturainla pretewa, &9ta ro o9 activa franle @ ¥ anderocelifia
(Hpariguel v col, Y4BUL E) papal @l B0 WOCTHCD en kA BDIbICHMA de ¥
erterpcalit g se ve relorzads por ol hathp 98 gun, ingemendderdemente 08 13
tespparalura e Incubacidn, g nivelas OB K enfereCslilicd Saciiniatah Cuangs
iy paveieg @ Goidn Iaclice crodun o por 139 ¢opns dp  sale efmpezalan 3
wer datectiblen.

¥ onleracelHIcs o Jh mICToargantimd diae e tolerd valeres de o my
0haes, Shendn NOCEAArD DAFA GU deBhrTelly walutes 82 fH SuperWre) 3 48
(e, 19770 Agiensma, cuands @l o et madip o3 42 B2 - 55, ¢
sealEraeitice e dasortelly lerdamseds 3 4 80 (Sealye v YearDury, 19790
Apreged Yy Cod (1986) 2 evdiunr o) deswrrails vy mparvivencis da ¥
ertereralidica e el yapur, pefaiaron que kb progucciin riphon d2 0wl
Hie¥ion por 163 Cuitives nsiaderes y o epled 0o deche d Susr CaMdad s
epenciaies pary Whidie o crgcimienly de kD vérgimas en QICPD products
Wctee Schillimger ¥ Lucke (190%) demogtraten que W bibidn de
Saimaowtly s por 4 sabe  en emButiSon Crulus oS, 3¢ gebl
exchmtvamente g 13 profuicin ge &KMo Ractiny por ia Docterta l&Ciike
evidiuada
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U ey resuitsdes abtentios se deduce que 129 cepdd g L smbe
RHIBAD GHTCeN JR3 BULMN hiMIOTD detectable y cuantificable en el
WHETOHD U ¥ anderacelitica on madios dp cullive Tlguidos y a diversas
temparalaras En oraatienciy, y conecients que 125 desis infectivas de F
EAESFRCOHTS BN PATSONDE BAUNAD BaNdS 3un My elevadas, ool orden de | X
toh Wferg (Sanay ol 19770, 123 copes de £ sate evaluadas podrian ser
Tacteres oo sequridad” A1ies para mhidie el gesarrollo de ¥ enfervcolitica
b9 b GRS PRl InRr RIS y o0 diversas Eroductos carmiKos.

dEElerip  amrecytogmes ¢y up microurganiamo  Gram-positivo,
ietenciaimerte patigers para tos aramales y el hombre, particularmente en
Hipia gripod de 2315 rizsgo Comp 103 recén nactans, mujeres gestantes,
VoAt WObAINS, W soreellins 3 hemodidlisis e
wEmEn WIS Dor tratamientes de Gaimioterapta o corticoterspla (Farrag
7 Marth, 19351 £ edled grupos, 'a mfeccitn bacteriana Qué Cursa con
TR, seplicemiay ¥ abertsn, se amecis a una elevada mortal tdad,
wrednier 1 30 % Fartar, 19095 129 persoras sanas, st enfermegades
Bulyaceries, vin real tvrmente reststentes a esta enfermedad

e Y comproteds B 103 GRImos afos qup diverses brotes de listerfos!s
W eConArEhan 2000y B onturne ¢o abimentss contaminadoy, Jo que ha
WA o Profpia prescupecidn en 12 tndustria almentarta (George ¥
aet, 190E) Actualmerie se sobe que 13 carne ¥ feg producten cdrnitos son
FortugEren 42 tepen patdonnan dr {ind merecyiogenes (Jehnsen y cob, 1990),
G w0 & 3 Crieler pmrotrate, Y cotvinrte 0 U mICTeOrganl smo
TS eSRLID 6 ORSATTOM) coewiane QUERINGT O reoucir e tos sustratos
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rimpehiness 1OGES L3 VINRER N 47 Dacterian UAC1i0an O 07 DECTArISCINGS,
s elwmnen o fedmuan 13 [resenciy g edle Etrw g e e M R
coratiler Wa el 02 Contril Batuam en 105 XIRaniis iFarhar, 1509,
i bged y £ut, 1989

A ssfe gue ol efedto baclertonldtios d2 o manlersey Wrliced frende &
Lt masscyigenes COMILILYS pOSTHIETAINLE \a 3uREHAN DASLANAR LD
fageach y ool (1959) Pon sefaladn el efects pactertautatics v, o 30
FGUPE L3005, BACLATICME QU £ SCATEAILE @ BTER BN ey s
misntras gue Ducsardan y eo! (1997, Jorraen v €ol 11980 v Thatal (1589,
Citan 13 perstatencta, pero v @l Sesarrally, g [ moncyingeney en Larme
frosca pIats g8 BWHID ¥ en Larne y preduciss (e g poilo en presenity
de yna (lgra Mctiza competitiva Joheaen v ool {19580 Mon chaervaly U
(A58 Ponocytograesti Sk GRSATE!) Turarte 1 Madracien e Log embulidsg
ehetnr g con came gt blvide

ten reguiiacng 8 enld 1e9)s AN gue \ag tred cepan M L8t
spteCylapend? a0 LS 00 BR renistenies & la aceidn aptageniala o0 £
sake que las de ¥ eotevecelitiva (Tabies v 2%y v 23, higaren 43Ty 4
way M ohatante 193 e S0n PHADNES CUangD 58 CEllhean ¢ CuAkpIeTa de
Las Con Cepas g L sake  LUsl munenyiugensd HTCT?O7S o3 12 fega mis
sarndie, SreMras gue el coporiamienty Trerde 3 hd artebac ol 2o 123
phras Oos CEpOs 03 MY parerhid.

Do fos resuiltacos cbtemides 98 Geduce gue @) Pivel Mt ¢e ¢ st
CINCCFIAENeT 80 W5 Cuttiell mixtod, 3 Custigier to T3, AL o
geclive Cuands Comienid 3 ger wreciabie B produneiin 2 SCide BBILXD
Asintarng, ¥ A Oifarencia @ by que seretd om0 (yithves Con T




eeterprpditisg 1y wRIbT N origingda por £ sate 148 es similar ata e L
s@te 7T 0 oenar 26 gut b3 pruGUCCIdn g 8040 HACUILO por o] primero sigue
woredn Vigaraeeste merar £913 SMuacidh pooria explicarse pir e efecto
mbEpr FeuRl 0 1 StanCid antiekerebisng exptelular ¢ naturalera
BrEAR A proguion por £ Sate 143 (Se0rtae v col, 1991), 2 12 que s sabe Que
83 it Lot mavwcytogeees (Rooriguez y col, 1989) La producchin ¢2
WA el iniereliangg ewatelulared COMMIENZA 2 apreclarse a Nngles oz
i3 fane axperancial gl Zetarvells ¢ hod mitroorgeantemos produciores o al
Wapwd 8l evtacwmdrta €n Pusstro ©asd, e5tas fases Coincigen Con ¢
Seciies gt Crecuniondo de A0 monacylagenes o con oy Tase estacionaria

viam D varsin 1o feadligaderes gue hon ehaervado el efects innididor
8 S B0 arganLEn wn RS annnrtoapanes YA en 1966, Oray y Killinger
WErES Qur ouh oM mensr g2 3.0 inhidla el desarrello de  lswe
mapcrisperes Thurgr ¥ 101 11508) WLINZands corm actdulante o) Acito
CHIRMTID Comastearon Qui 05te MICTOATTANISMO Tmickaba gy desarrelld 2
wpbare g pi dr 439 3 4% y ¢ 5,20 a 10 90 St embarge, admiten ¢u en
gt WYiReAnS e BH @3 DAjd debit 3 Ja presencta dcides como el
etee ¢ o ackihon, To9 walored go pH Vmilontes para o) desarrollo g Lt
AGCYEART DUErYan BeP SHnatisalivaroente mayeres quo Jos ¢itados

Lo enlels roatiades hamela 1988 soire el efecto ¢2f pH en el
dliveity gy {1 anepcyiapenes 58 TP realizade empleandd para a justar el
W g2l engdte d0Tdn CharMACILD. Bin embergs, clertod Acides ergantcos, come
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i R y eerer T sequritad micrebaciigica de tos alimentss. En este
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gaaareotty o2 eatad GAlingn tarmpecs 92 vid afectado por §a presencia d¢ Lisg
e kapenes pA0RR y 101 (199, atirman 2 el 3100 producidd por los
clheng beiatered o8 un facter wapertante en 12 nhibigcién del desarrolio da

£t mprecytapenes

Animtars, 13 Claaiicacidn Laxendmica d8 L4s monocylogencsha stdo
vradsewngtiments confusa En 1977, Wilkingen y Jones realizaron un estudio
tmardmie g0 Leerdy ¥ celomencgron oy inclustén en 1o familia
facisbacittacese o5 BaCleTiocings, moléoulas proleicas con actividad
slamarobiang, pobeRn generalmente un espectro O¢ 2CCIon limitade 2
RUDAL 1Y ¥ CO0Y0 eBtrechaments relactonadas con la productora, por 1o que la
ralactdn adsrrmantd ¢itada sugiers 13 posibilidad de que 1as bacteriecinas,
2 Sushanctan untlares, produc s por kag bacterias Hctices podrian inhibir
o) danarvedia g { Al movocybopeses (Harris y cob, 1989; Rodriguez y col,
19590 £ ente sardidn %0 Man realtzady reglentemente diversos estudios, qgue
B o T EPRICHN de Ll monecptogenes  pot bactericcinags
pratucidhn per {agtecscews dectiy (Carevinat! v col, 1989), £ &oiclactrcs
Smever & oot V09, Punel v col, 1989 Nigtsen y col, 19900, 2 penlosecetss
taprrey y osh, YROGL £ sete (SehHMeger y Licke, 19893, Rodriguez v col,
%, tebrwa y o8, WYy O pimorondy (Ahn y Stiles, 19500). De esla
manera, @) e2pe 80 bocterias Wetices bacleripcinognicas, como cultivos
TR, %60 129 Roclerisoings gue produten comd aditivos alimentarios,
arpecidfinaeta en athmerdes mo fermentades, puede constituir un ststema
elviaL M gotrelar 1o grenencia de Lial manecylogenss en los alimentos
fhrri, V500, Bedripeal v col, 19892 A este respecte, 5e sabe que [ sake
S8 modee oa sestencta simdlar 2 tas bactertecines con efecto
nacheriantalinn o iR Mntorriapends (itrimo y col, 1991),
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accién bacteriostdtica significativa frente a /st monocylogenes v
proporciona a 1as carnes curadas un alto grado de proteccitn frente a este
microorganismo, especialmente si se emplea conjuntamente con una

combinacion de pH &cido, una concentracion elevada de cloruro sédico y una
refrigeracion adecuada.

Los resultados de nuestro trabajo indican que las cepas de [ sate
analfzadas pueden contribuir, junto con otros ractores, a me Jorar el control
de L/st monocylogenas en |a carne y productos carnicos.

Los resultados del efecto de diversos enzimas proteolitices en la
aCtividad antimicrobiana exocelular de £ sake 449, se muestran en la Tabla
IV. 25; diversos enzimas proteoliticos anulan la actividad fnhibidora
exocelular de |a cepa analizada, de donde se deduce gque la sustancia
antimicrobiana posee una estructura proteica, Asimismo, los resultados que
e muestran en 1a figura 4. 29 permiten establecer los pardmetros cinéticos
de termodestruccidn de la actividad antimicrobfana referida; de ellos se
deduce la excelente termorresistencia de esta cepa,

Uno de los criterios basicos para que una sustancia antimicrobiana se
considere una bacterfocina es la existencia de un componente proteico
biclégicamente active (Tagg y col,, i976), lo que se pone de manifiesto por su
sensibllidad a los enzimas proteoliticos. Asimismo, al igual que tas
bacterfocinas producidas por L. fermentum 466 (DeKlerk y Smit, 1967), L
helveticus P27 (Upreti y Hinsdill, 1973), L acidophiius N2 (Barefoot y
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Klaentaniesr, 1903), L scampnidys BA (Murista y Wiagrdammar, 1500 4
sabe LOV06 (SCRlmger y LUcks, 1eR1, £ pawaw ©o1 1 (Daeackel y oo,
1on0), £ sate L4D iMortvedi y Nes, 19801, L Geviy B37 (Rarnenelaberyg ¥
Gadler, V990) y O pemcigels LYI7 (Afn y St0en, 19BN, B3 Samtangta
b imcrebiang producten per { sate 44 o3 tererrasisiende. Mo ehatante,
Larmbian 3¢ Ran gecrite batlerieciran termpaarn Dieg, norne 39 Peivelicing J
tinergar ¥ KRSGrDAmmar, YoR5) y 1 caneining B0 (Rupwnedbberg ¥ fadier,
19450}

Los resu1tades 6o ka Tabla V. 26 wedican qud 1 sustaneta ety and
de L sate A4 posee und acciin aclertostatica delinton, al mened, ke L
forenenty CECT205. Las bactertoctnan om, fof gelinigiin, greteiran e
rornplelos proteites Con  activicad Bactertciga {Tagg y ©8). 1976,
Kipsrhartrmer, 1983) Por 1o tante, ta activited tecterissidtica de o
suslancia antogonista o L Sat 440 la Conwlerte pstrigtaments 60 W
sustancts simstar 3 18 bacteripcings. o obatapta, 1 ERLACIRG 27, wanlareha
antnicrebisn & £ Apheticur LPZT Liverger y Kigenhamwner, | G35 B P
conakierads, desde Gy LBreclerizacibn, come wng sulintica bacteriscin?, 2
peser ¢ ov 2ctividad bacterieatitica Recteniemente, Abey y Steies (19502
hary delermingds gue 8 mecaniome o8 2cCHn 8 1 TBtanc!a ankimicradiang
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Una ver careclecizade parcidimante 19 actwidad anbimCruniang
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proteinas y peptidos (Barefoot y Klaenhammer, 1984), 10 que no sucede con el
medio minimo de triptona, que siendo un medio semidefinido permite la
sintesis de 1a sustancta antagonista de £ sake 449 (figura 4. 30} Debido a
gue 1as bactertocinas sen un grupo heterogéneo de sustancias, 10s protocoloes
de purificackén se han disedado de forma empirica para cada una. A menude,
1as preparaciones se concentran por precipitacién con acides, sales ¢
selventes organicos o por lofll1zacion.

Barefoot y Klaenhammer (1984), tras emplear sin éxito la cromatografia
de intercambio 16nico, purificaron la lactacina 8 creando condiciones
disociantes (Urea 8 M) antes de su ultracentrifugacién y de someteria a la
'cro-matograﬁa de filtracidn en geles; utilizando esta dltima técnica se vié
que el peso molecular de la sustancia parcialmente purificada era de 6.500
daitons. Sin embargo, cuando se realizéd una electroforesis de la lactacina B
purificada en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) no se apreciaron bandas en
los geles, a pesar de tefiirios con reactivos de plata que son muy senstbles a
lavisualizacion de bandas proteicas en los geles. Dos afios més tarde, Joerger
y Klaenhammer (1986) purificaron la helveticina J, también mediante
cromatograffa de filtracion en geles, empleando dodeci! sulfato sédico {SDS)
como agente disoclante. E1 peso molecular de 1a bacteriocina purificada
resultd ser de unos 37.000 daltons,

De otra parte, Rammelsberg y Radler (1990) han encontrado grandes
diffcultades al intentar purificar 1a brevicina 37 y 'a caseicina 80, utilizando
105 procedimientos de purificacidn proteica tradicionaimente empleados. Los
mismos auteres han observade, asimismo, que la concentracién por
lofilizacién de los sobrenadantes origina una pérdida importante de la
actividad antimicrobiana,



En cortroste con ba wbibzacia e 123 teomican cramalegrdfias o
fitraciin en geles, empleadia en la puritcaciin de RaCLeniscingg 8 ]
Lartebaciion, 18 purificaciin dn 13 prdisting PA- 1 (lionzdlex y kurka, 1980y
ge ta AcH (Bunia y €ol, 1982), produc Wan por pediecedos, se han reakizate
per ceomatopralia ¢ intercaenbio wnico. i pess malecular ¢ i3 pRUbeCiid
pA-1 (16500 ¢altens) s determind por cromatpgrafls Gp MHilracyin on geles,
ipolras Gue @ 00 13 pediscind ACH (2700 daltora) se aslund por
elactreforesis en geies ¢o poliacrilamida,

£n rwstire trabaje, la purtficackn ¢e la antivided LT ahiand
expcelular de L Ssty 440, 5¢ realizd corcemirandn 109 setreracantes por
JigfNzacion y seperands lan proteinss per cremategrafla de Miltractin en
geles, utilizando, asimisrno, un agante gizociante come 12 wred (3w
concentracion © M) para separar Wi agregades proleed @ 13 gustardyd
adimicrobiana descrita (figuras 4 31 a 4 33 €1 procese Ga puriticacion ue
tradujo en un Incremento peco eprechabie de A actividngd  whibtanra
pappcifica y of urd recuperacidn mmgy sopefia de %D aiividad WRIHIEra
eriginal (Tabka IV 27) Lo resultades obtenidos realirenan 12 choervactin ge
att 123 bacterioCings 3om, 3 veces, recakRilrantes a sy pur it icacsdn empieando
techicas estandarizagas e separacin (Rammeladarg ¥ Radter, 1990)
Tambibe es pasible gue 1 Yof11122¢16n, realizaga anted e fad eromatograliag
de f1itracidn, afecte negat tvaments a e91a ackividad andimACTobiand.

La plraida de activided, 2 menuds masivd, que 9 predguce dranie
purificacién de kg bacterigcings, consliliye un problomd comun en 2%
bactertas Mcttcas (Tagg y col, 1978) Barefent y X1 (1584} y
Joerger y Khagnhammer (1986), anscamente bograren recuperar n 04 R de la
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actividad Inhibldora inicfal de 1a lactacina B y un 4 % de la helveticinaJ. Sin
embargo, mtentras que 1a purificacion final de 1a lactacina B fué de 3.222 1a
original y la de 1a helveticina J de 837 veces, 1a purificacidn final de la
sustancta antimicroblana de £ sake 448 es mucho menor. De ello se deduce
que el método de purificacidn que hemos empleado no es el mas eficaz por lo
que conviene desarrollar otros que lo sean mas,

El andlisis de la sustancia antimicrobiana purificada de L sake 449 por
cromatografia de filtracidn reveld que la fraccién activa posee un peso
molecular de 30.979 daltons. Su electroforesis en geles de poliacrilamida con
dodecll sulfato sédico, realizada segdn el método de Swank y Munkres (1971),
indicé que la fraccién activa debla poseer un tamafio molecular de mds de
16.200 daitons, sin que se detectase ninguna banda proteica de un peso
molecular menor (figura 4. 34). La electroforesis de 1a misma actividad,
realizada segin el método de Laeml! (1970) y tifiendo los geles con un
reactivo de plata, demosiraron la existencia en la fraccidn activa de una
banda protéica de un pese moelecular aparente de 34.346 daltons (figura 4,
35}, que coincide con el resultado del andlisis cromatografico de dicha
actividad.

La tendencia de la sustancia antimicrobiana de £ sake 449 a formar
agregados proteicos de un tamafic molecular variable es similar al de 1a
lactocina 27 (Upreth y Hinsdill, 1973), lactacina B (Barefoot y Klaenhammer,
1984), helveticina J {Joerger y Klaenhammer, 1986), lactacina F (Muriana y
Klaenhammer, 1991) y propionicina PLG~) {Lyon y Glatz, 1991), que se
alslaron primero como agregados proteico-polisacéridos complejos
(particulas globulares parecidas a las micelas) ¢ como agregados proteicos
grandes, que més tarde se resolvleron utilizando diversas técnicas analiticas
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eRCUBTAca vinCulada @ alguro de ellos. La mas eficaz de 'as lécnicas de
Fmiamienta y vimualizacidn de plasmicos empleadas fué la minlaturizada y
l’@ﬁh%

%) En Cultivos mixtes Con Yersmig enlerccolitica Y Listerta
megrerytogenss, WUtHzando medios Tquides y a Jas lemperaturas de 4, 8, 16
y 2439C, 158 copds X1y 148 08 £ sate Inhibleron el desarrollo de estos dos
PALCIOGEGIRISIGS DAICIETroTos de gran Interds en 1a tndustria alimentaria. La
NIBICHR de ¥ enlercoa/iticd €3 MA3 e11caz a lag temperaturas de Inhibicién
P38 #1433 ¥ o0 Dresercia de 12 cepa 23; el 5¢ debe a la menor producciin de
Foigen Liv) Batioo y D(-1 WcUico por |a copa 148

&) it manacytogeres e% mag resistente 3 1a accion antagonista e L
S e ¥ enderocoliticg v 5 bien ambag cepas lacticas actuan con 1gual
efiparia, posiplemarta g6 debé 2 que 19 actividad antimicrobiana exocelular
0 4 amte 145 supte su mengr producciin de dotdd 1actico en comparacién con
{ mare 13

1A cepy g [ sate 449 produce una sustancia antimicrebiana
enpceider ¢ motursiela protelca, resistente al calor y bacteriostitica
travde 2 [ Saremeodum CECT283. 12 purificacion de dicha actividad por
Tl racton ¥ Cromeatograrta de fltraciin en geles, produjo un incremento
pece apretialde 2 3 aCtivigad nhibidera espetifica y una recuperaciin muy
pogueta Or b pctividad inpibilocs erigina) €1 andlisls de la sustancis
amtvnbiyebeard purilceda per cromategrafia de fHtracitn en geles, reveld
a2 e fracOdn WAWA posela un pesd molecular de 30.979 dallons. Ls
whctrotoredd 98 W MG SUStANCE on geles de pollacrilamida con dodeci!
wkfate  sHdirg, reveld fa extslencls ¢¢ una benda protelca de un peso
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Las cepas de L sake alsladas y caracterizadas parclalmente en este
trabajo, pueden ser de gran utflidad en la inhibicién del desarrollo de
microorganismos alterantes y pawgenos de 1a carne y productos carnicos. Sin
embargo, 1as condiciones de un sustrato sélido como la carne, son diferentes
de las que se encuentran en medios de cultivo 1iquidos comple}os ©
semideflinidos. Por ello, 1a sintesis y 1a actividad de as bacterias lacticas
descritas y de las sustancias antimicrobianas producidas por ellas, deben
examinarse en un sistema carnico modelo.

El empleo de cepas bacteriocinogénicas de L sakg como cultivos
iniciadores en )2 elaboraclén de productos cérnicos, presupone tanto la
prevencion del desarrollo de microorganismos indeseables, como una mayor
homogeneidad del proceso fermentativo. Por ello, el desarrollo y puesta a
punto de sistemas novedosos de transformacion genética de tales
microorganismos, como 13 electroporacién, permitirfa la iIntroduccion en
ellos de genes que codifiguen propledades de importancia tecnoldgica. Los
determinantes genéticos de 1a produccién de bacteriocinas ¥ de 'aresistencla
a 1as mismas poseen, gracias a la tecnologia del ADN recombinante, un gran
potencial como marcadores genéticos o como genes de interés en la futura
produccién de bacteriocinas como aditivos alimentarios, De aqui que
constituya un objetivo prioritario de nuestro trabajo futuro el estudio, 1o mas
amplio posible, de las caracteristicas genéticas de las cepas de L. sate de

interés.

De otra parte, e} que la sustancla antimicrobiana exocelular de /. safe
449 forme agregados protelcos de un tamafio molecular variable, le conftere
un gran potencial antigénico. Por este motivo, se pretende examinar la
capacidad antigénica de esta sustancia en animales de experimentacion. L2
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obtencidn de anticuerpos especificos policlonales o monocionales frente a
dicha sustancta podria permitir, tras el desarrollo ¥ puesta a punto de
diversas técnicas Inmunoldgicas, como Jas inmunoenzimaticas (ELISA), I
deteccién y cuantificacién de 1a sustancia antimicrobiana de Interés en
diversas carnes y productos cérnicos. Asimismo, 105 anticuerpos especificos
podrian permitir 12 purificacién a homoéeneidad de la sustancia
antimicrobiana, mediante técnicas de cromatograffa de afinidad, lo que
permitirfa su purificacidn en un solo paso y evitaria l1a utilizacion de otros
procedimientos de separaci6n proteica menos eflcaces.
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