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"FACTORES GENETICOS RELACIONADOS CON LA EXPRESION DEL FENOTIPO
MUCOIDE EN BACTERIAS LACTICAS UTILIZADAS EN LA ELABORACION DEL
YOGHUKT "

RESUMEN

La fermentacidn de la leche se ha empleado tradicionalmente
como una forma de conservar este alimento. El yoghurt es la leche
fermentada que ha presentado durante los tltimos arios el mayor
incremento en su consumo a nivel mundial, y por lo cual se ha
investigado desde diversos runtos de vista como son:
Caracteristicas reoldégicas, microestructura y microbiologia.

El yoghurt es producideo en leche emplesnde como cultive
iniciador Streptococcus thermophilus y Lactobacillus bulgaricus,
en una proporcidén de 1l:1. Anteriormente se ha reportado que
algunas cepas de estas bacterias léacticas, producen polisacéridos
exocelulares, & lo cual se le denomina como el fenotipo mucoide o
filante. Esta caracteristica mejora la textura y apariencia del
producto, evitando el desuerado.

El objetivo de este proyecto de investigacidén fué el de
iniciar el estudio de los factores genéticos relacionados con la
produccién de polisacA&ridos exocelulares en las bacterias del
yoghurt.

Se ha logrado diferenciar la morfologia colonial entre cepas
mucoides y no mucoides de ambas especies bacterianas, mediante el
crecimiento de las bacterias en medic sélido MRS adicionado con
Lactosa 20Ug/L y Kojo Neutro 24 mg/L. La cuantificacién en la
produccién del polisacdrido exocelular se llevd a cabo por dos
diferentes métodos, dependiendo ésto de las caracteristicas
propias de las cepas. Con base en los resultados obtenidos por

extraccién de pléasmidos de las distintas cepas empleadas, se



determiné que las cepas mucoides en ambas especies no presentan
pldsmidos. La cepa no mucoide de Streptococcus thermophilus ST
233 presenta un plésmido de 3.66 Kb, y la cepa no mueoide de
Lactobacillus bulgaricus BM B 13 presenta dos plasmidos de 1.77 y
3.71 Kb. Estos resultados hacen suponer que esta caracteristica
no se encuentra codificada por lo menns en rléasmidos pequernos.
También, se comprobd mediante experimentos de curacién que los
plédsmidos presentes en cepas no productoras no codifican algan
mecanismo regulatorio de la producecidn de prolisacaridos
exocelulares, por lo que se considera que 1los pléemidoes

encontrados en estas cepasg son cripticos.

Vo.Bo. Asesora del proyecto

47%9‘5% %’m\c>
Dra. Amelia Farrés-Gonzalez Saravia
Investigadora Titular A

Fac. de Quimica, UNAM
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CAPITULDO 1
Leches Fermentadas

El inicio de la agricultura permitio al hombre establecerse y
al mismo tiempo facilité la dumesticacién de diversos animales de
los cuales se han obtenide traldicionaimente diferentes tipos de
alimentos como la leche. La leche es producte del metabolismo de
los mamiferos y es empleada en la alimentacién de las crias, ror
lo tanto en el interior de los organismos se encuentra estéril.

Una +vez en el exterior del cuerpo del animal, por sus mismas
caracteristicas fisicoquimicas, es un sustrato altamente
nutritivo, en donde proliferan una gran cantidad de

microorganismos (Green y Manning, 1882).

En diferentes paises se ha optado por la fermentacién de la
leche en forma tradicional, para poder conservarla durante mas
tiempo, lo gue implica el crecimiento de diversos microorganismos
bajo condiciones controladas. Este procedimiento rermite
mantenerla en buen estado dursnte varios dias sin que pierda su
calidad nutritiva, e inclusive la mejora y a su vez pueden
desarrollarse nuevas caracteristicas organolépticas. En algunos
paises se prefieren las leches fermentadas con respecto a la
leche fresca, debido a sus caracteristicas de sabor, aroma,
apariencia o textura, y en vista de gue se consideran m&s seguras
desde el punto de vista microbiocldgico, ya que en los alimentes
fermentados es dificil que sSe  presente el crecimiento de
microorganismos patdgenos. Sin embargo existen lugares en donde
los problemas de contaminacién originades por el transporte,
pasteurizacidén y refrigeraci®n inadecuados de 1los alimentos,
represgentan un problema de salud publica ain en alimentos
fermentados (Kroger et al, 1989).

En diversas partes del mundo cambia €l tipo de leches
fermentadas que se consumen en forma tradicional, y dependen de
los tipos de microorganismos empleados, asi como del

procedimiento de elaboracidn. Las principales regiones en donde
g8e consumen las leches fermentadas como parte de la dieta normal
son los paises de Oriente, Oriente medio, ¥y en la Peninsula
Escandinava. Un ejemplo de esto es Bulgaria, en donde se ha
reportado un consumo de 31.5 kg de estos alimentos por persona en
un afio, mientras que para Estados Unidos es de esclamente una
décima parte (Kroger ct «l, 158Y; Marshall, 1984).

Las caracteristicas de los quesos y leches fermentadas gque se
producen a nivel mundial dependen del estado mismo de la leche,
asl como de la concentracidn, composicién y caracteristicas de
sus componentes (Green y Manning, 1982).

No existe una clasificacién adecuada con respecto a las leches
fermentadas debido a la diversidad de indéculos y procedimientos
de elaboracién de las mismas, sin embargo éstas pueden dividirse
en cuatro categorias principales, al considerar las especies
microbianas predominantes de la flora durante la fermentacion

(Marshall, 1984).
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Los tipos de leches fermentadas y los géneros de
microorganismoe predominantes en ellas (Marshall, 1984), se
muestran en la tabla 1.

Tipo de Leche Géneros microbianos relacionados
Fermentada
Tipo I Streptococcus sp. y Leuconostoc 8p.
Tipo II Lactobacillus sp.
Tipo III Streptococcus sp. y lLactobacillus sp.
Tipo IV Streptococcus sp., Dactobacillus sp.

¥ levaduras.

TABLA 1. Tipos de leches fermentadas con respecto a los géneros
de microorganismos empleados en su produccion.

A continuvacién =e describen los diferentes tipos de leches
fermentadas, asi como ejemplos caracteristicos de cada una de
ellas, como han sido descrito por diversos autores (Marshall,
1884).

a) Leches fermentadas de Tipo 1.

En este tipo de fermentacién predominan 1las especies de
Streptococcus sp., pero es importante la contribucién de
Leuconostoc sp.

i) "Buttermilk” cultivada.

Este producto se obtiene al fermentar crema batida con
Streptococcus cremoris o Streptococcus Jlactis Junto con
Leuconostoe cremoris a 220C durante 14-16 horas, hasta obtener
una acidez titulable de 0.7 a 0U.9% o un pH de 4.5-4.6. Su sabor
caracteristico lo proporcionan el &acido lactico y el diacetilo.
Este alimento se consume en forma de bebida de manera tradicional
en Irlanda y en Estados Unidos.

ii) "Buttermilk"” Escandinava.
Dentro de este nombre se agrupan diversos alimentos 1léacteos

fermentados. Se consumen principalmente en Noruega y Suecia en
donde reciben el nombre de Filmjolk, Lattfil y Lengfil; de éstas



la primera representa el mayor consumo, que corresponde al 68 %
del total. En Suecia este tipo de alimentos representan un
consumo de 17.2 Kg/personasaho, y la mayoria de ellas se consumen
en lugar de leche fresgca. En general, este tipo de leches
fermentadas presentan un 3 % de grasass 0y gu apariencia es
cremosa, con buena consistencia y aroma agradable. Durante la
fermentacidn se emplea Streptococcus Iactis, Streptococcus
cremoris, Streptococcus lactis ssp. diacetylactis y  Leuconostoc
cremoris, los cuales se incuban a 18-200C hasta obtener un pH de
4.2-4.6. El aroma es proporciocnadoe por el acetaldehido y el
diacetilo, y su principal caracterlistica organoléptica es su alta
viscosidad, que es debida a la produccion de polisacaridos
genersdos por las miemas bacterias iniciadoras.

iii) Ymer.

Este producto es el equivalente danés del Filmjolk, y es
producido por la Tfermentacidén de la leche con Streptococcus
cremoris y Streptococcus lactis ssp. diacetylactis. Contiene 3 %
de grasas y 11 % de s6lidos totales. El aroma es producido por el
diacetilo y a&acetaldehido, y presenta un pH de 4.4-4.8. En
Islandia desde el siglo X s8e consume un producto similar
denominado Skyr.

iv) Viili,

También denominado como “buttermilk” finlandés, es similar a
los anteriores pero se considera de calidad superior, debido a
que en la superficie del alimento ya fermentado crece el hongo
filamentoso Gecotrichum candidum el cual forma una capa granulosa
blanca, que le proporciona un aroma de humedad muy
caracteristico. El sabor es muy parecido al Filmjolk escandinavo,
Y se menciona que el crecimiento del hongo promueve el desarrollo

del aroma, y al mismo tiempo previene la oxidacién en el
alimento. Una caracteristica importante en esta leche fermentada,
es su alta viscosidad, generada por el crecimiento de

microorganismos capsulados. Se considera gue las cépsulas estéan
formadas por polisacaridos, y pueden perderse por efecto de un
ataque de bacteritéfagos en las bacterias, lo Qque hace que el
producto pierda su calidad (Saxelin et al, 1979). También se ha
degcrito ns fraccién protelnica con respecto a Jla viscosidad
rroducida, particularmente en Streptococcus cremoris (Sundman,
19563).

b) Leches fermentadas de Tipo II.

Este tipo de leches fermentadas se consideran como producto
del crecimiento de diferentes especies del género Lactobacillus.

i) "Buttermilk"™ Bilgara.

Existe poca informacién acerca de ella, pero se sabe que se
produce al fermentar leche entera pasteurizada, con Lactobacillus
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bulgaricus a 40-42coC durante la noche, ¥y se obtiene un producto
muy 8cido, con sabor y aroma parecidos al del yoghurt debido a la
alta produccion de acetaldehids, aparentemente como una
consecuencia del metabolismo celular de lz treonina.

ii) Leche acidéfila.

En la fermentscién se utiliza Lactobacillus acidophilus, pues
se considera que es benéfico para la salud, por el hecho de haber
sido aislado del tracto digestivo como parte de la flora normal,
sin embargo por esto mismo su crecimiento en leche es lento, vy
el producto que se obtiene presenta un sabor y una consistencia
pobres, debido a la escasa generacién de compuestos propios del
metabolismo. Con Lactobacillus acidophilus puede obtenerse una
leche fermentada con buena consistencisa pero aroma pobre, cuando
se agrega exXtracto de levadura a la leche. Por otra parte, puede
emplearsge un cultivo iniciador mixto de Lactobacillus acidophilus
junto con Bifidobacterium sp. y otros iniciadores léacteos en la
produccion de alimentos infantiles, con el fin de promover el
establecimiento de la flora intestinal normal en nifios.

1ii) Yakult.

Este es un producto desarrollazde por el Instituto Central
Yakult para la Investigacit6n Microbioldgica de Japén, en el que
se emplean cepas de Lactobacillus casel junto con Biridobacterium
sp. en la fermentacidén de leche descremada, y al cual se agregan
también azucar o jarabe de maiz. Se fermenta el producto hasta
obtener un cierto nivel de acidez, y se adicionan frutas vy
esencias para obtener el sabor deseado. Los rrincipales
metabolitos microbianos que se encuentran en el Yakult son los
dcidos acético, citrico. succinico y malico, Jjunto con el
acetaldehido, diacetilo y acetoina. En otro tipo de leches
fermentadas en las que se emplea Lactobacillus casei, se puede
mejorar el aroma cuando se agrega piruvato al medio de
crecimiento.

c¢) Leches fermentadas de Tipo III.
En este tipo de fermentaciétn se emplean diversas especies de
los géneros Streptococcus y Lactobacillus.
i) Yoghurt.

Es la leche fermentada mas ampliamente distribuida y estudiada

a nivel mundial. Se produce comercialmente con un cultive
iniciador de Streptococcus thermophilus (nuevo nombre
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus), y Lactobacillus
bulgaricus {nuevo nombre Lactobacillus delbrueckili ssp.
bulgaricus) (Sneath et al, 1986), en una proporcitén 1l:1, presenta
un pH final de 4.0 a 4.4 y su sabor es muy caracteristico,
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debido & los productos del metabolismo de las dos bacterias,
principalmente el acetaldehido, la acetoina y el diacetilo. La
relacisn gue existe entre los micrcorganismos ha sido estudizad
desade distintcs puntos de vista, y se ha encontrado que existe
una interaccion entre ambas bacterias, la cugl puede
congiderarse como de sinergismo. En el voghurt rueden
encontrarse diverscos compuestos volatiles que le proporcionan su
aroma caracteristico como son el acetaldehido, diacetilo,
acetofina y 2-butancna, y =e considera que el primero es el
principal constituyente del arocoma.

Existen diferencias en el sabor y aroma del yoghurt que
dependen del pais en que se produce, causado por el proceso mismo
de produccitén, el tipo de cepas iniciadoras, e inclusive el tipo
de leche que se emplea.

Cuando se concentra el yoghurt, lo cual puede realizarse por
diferentes procedimientos, entonces recibe el nombre de Labneh,
el cual tiene una gran importancia en ¢l Medio Este, en donde se
han estudiado ampliamente los factores relacionados con su
produccidén (Tamime y Robinson, 1978), al igual gque lo relacionado
con su valor nutricional, sensorial y microbioldgico (Kalab et
al, 1975; Kao et al, 1987). Este producto presenta una gran

diversidad con respecto A sus caracteriasticas, las cuales
dependen de las condiciones de elaboracion del yoghurt original.
Asf, s=se ha encontrado que algunos procedimientos como la

pasteurizacién o ultrapasteurizacién, pueden afectar la textura
del mismo, al cambiar las propiedades de gelatinizacion del
voghurt por causa de la alteracién que sufren las micelas de
caseina (Dagher y Ali, 1985; Mottar et al, 1989; Parnell-Clunies
et al, 1988), y también se ve afectado el rroducto pror el medio
de crecimiento de los microorganismos (Mottar et al, 1989), por
procesos fisgicos como la centrifugacién, y por la presencia de
aditivos gue son agregados come espesantes (Dagher y Ali, 1985).

1i) Dahi.

Eate producto es el equivalente hindd del yoghurt, sin embargo
no se produce comercialmente a gran escala, y su microbiologia es
extremadamente variable, por lo que tambien lo son su apariencia
y sabor. Generalmente se produce con bacteriase de los géneros
Lactobacillus bulgaricus y/o Lactobacillus plantarum, junto con
Streptococcus thermophilus y/o0 Streptococcus lactis. E1l  in6culo
es de s&aproximadamente el 20 % y la incubacién dura de 1 a 3
hores, y en consecuencia el pH que se alcanza es muy alto. Si  se
utiliza como iniciador Lactobacillus plantarum, €l cual es un
microorganismo con un metabolismo heterofermentativo, ademés del
A&cido l&actico puede producirse &cido acético.

d) Leches fermentadas de Tipo IV.

Son productos de gran interés, debido a la compleja mezcla de
poblaciones microbianas que intervienen en su produccién.
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1) Kefir.

Esta es una leche fermentada de tipo alcohdélica proveniente de
la regidn del CAucasc, en donde se consume en una proporcidén de
4.5 Kgs/persona/anc. Como cultivo inicisdor se utilizan granos de
kefir gue estén formados por particulas de leche asociadas con
diferentes bacterias y con levaduras, las cuales producen etanol
como metabolito final. La concentracidn de alcohol puede variar
debido a las condiciones de fermentacién, pero se considera gque
el producto tipico contiene 1 % de alcohol. La fermentacién se
inicia al agregar granos de kefir & leche entera tratada, la cual
se calienta a 950C durante 10 minutos, y se incuba a 250C durante
1 o 2 dias, después de lo cual se madura por 1-3 dias a 10oC. Las
levaduras que han sido identificadas son Saccharomyces
delbrueckii, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces exiguus,
Candida (Torula) kerfir, y Candida pseudotropicalis. Con respecto
a las bacterias ldcticas que se han encontrado pueden mencionarse
Lactobacillus caucasicus, Lactobacillus kefir, y Lactobacillus
acidophilus. En la matriz del grano de kefir se ha encontrado un
polisacérido fibrilar compuesto de glucosa y galactosa al cual se
le ha llamado kefirano, y también se han aislado las bacterias
capaces de producirlec (Yokoi et al, 19980). A pesar de que esta
leche fermentada ha sido estudiada desde diversos puntos de
vista, no se conoce aun el mecanismo de formacidén del grano de
kefir. De acuerdo con estudics de micrececcpia electrénica se sabe
gue la parte externa del grano de kefir esta colonizada
principalmente por bacterias y algunas levaduras, mientras que en
la parte central ge localizan pocas células microbianas. El grano
por si miesmo presenta una estructura esponjosa Iibrilar con una
matriz lamelar reticulada y una masa fibrosa, la cual presenta
ramificaciones e interconexiones por medio de cordones alargados
de polimeros (Botazzi y Bianchi, 1880).

ii) Laban.

Es una leche fermentada de Libano. en donde también se realiza
una fermentacién alcohdlica. Los microorganismos que se han
encontrado durante la fermentacidn son Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus bulgaricus, Leuconostoc lactis,
Saccharomyces cerevisiae y Kluyveromyces rragilis. El aroma es
produrcido por el diascetilo v €l acetaldenido. El pH es de 4.25 y
Saccharomyces cerevisiae produce una concentracién final de
alcohol de 1.25%. La leche se inocula a S50oC con Streptococcus
thermophilus como cultivo iniciador al 2.5 a 3% (V/V), seguido
por la inoculacidén con Lactobacillus y Leuconocstoc, y finalmente
se enfrfa a 20-220C para propiciar el crecimiento de las
levaduras.

iii) Koumiss.
Se consume principalmente en la URSS a partir de leche de
cabra o de vaca, y se fortifica al mismo tiempo con proteinas de
suero de leche con el fin de prevenir la sinéresis o desuerado.

- 6 -




Su caracteristica més sobresaliente es la alta concentracién de
etanol y de COzc, contiene aproximadamente 3 % de etancl. La
fermentacién se realiza al emplear un cultivo iniciador mixto
formado por los micreerganismos Lactobacillus bulgaricus v
Candida ( Torula) kefir. -

iv) Gari.

Es un producto fermentado de yuca caracteristico de la parte
oriental de Europa que ha sido llevada a Africa, en donde se& ha
descrite que el cultivo inicisdor presenta células de distintas
cepas de Streptococcus egp., Leuconostoc sp., Lactobacillus sp.,
Saccharomyces s&sp., e inclusive Geotrichum candidum (Ofuya vy
Nnajiofor, 19889).



CAFPITULO 11
Yoghurt.

El yoghurt ez un producte lécteo fermentado que ocupa_un lugar
importante dentro de la industria de alimentos. En los ultimos 50
arios e ha observado un marcado aumento en €1l consumo de este
producto tanto & nivel nacional como mundial, principalmente en
los paises cccidentales, en donde sahora se considera como parte
de 1la dieta normal debido a que se le ha relacionado como un
producto cuyo consume es saludable. Sin  embargo, la alta
pProporcién en el consumo de yoghurt en las regiones de Oriente
medio y Escandinavia, esta relacionada m&s con una ingesta
tradicional gque como un cambio de actitud con respecto a los
alimentos (Kroger et al, 18989; Marshall, 1984).

El yoghurt es &€l unico producto de leche fermentado descritoe
en el cual se menciona el tipo de microcorganismos que deben
emplearse en el cultivo iniciador para ser considerado como tal.
De esta manera se considera gque la fermentacién debe realizarse
con las  Dbacteriass Streptoccccus thermophilus y Lactobacillus
bulgaricus, empleadas ambas como indculo al 0.5-1.0 %, con una
proporcién de 1 a 1 en el numero de Dbacterias entre ambas
especies (Kroger, 13589).

Con respecto a las propias bacterias del yoghurt, se han
realizado diferentes estudios, principalmente relaciocnados con el
comportamiento de estas bacterias durante la fermentacién de la
leche (Larsen y Afidn, 1989)

Al principio de la fermentacidédn, Streptococcus thermophilus
crece rapidamente y es el principal responsable en la produccidn
de &cido lAactico. Al mismo tiempo, Lactobacillus bulgaricus crece
lentamente pero produce una gran cantidad de acetaldehido,
acetoina y diacetilo, compuestos gue proporcionan el sgsabor y
aroma caracteristicos del yoghurt. El diacetilo es el principal
compuesto que Froporciona el aroma, y se ha encontrado un punto
6ptimo cuando se tienen valores entre 23 ¥y 41 partes por millén
(ppm). En diferentes estudios se ha encontrado qQue Streptococcus
thermophilus produce en ecultivo egimple 4 ppm de acetaldehido,
mientras que Lactobacillus bulgaricus produce 10 ppm; sin embargo
cuando se encuentran en cultivo mixto entre ambas especies se
pueden producir 23 ppm de este compuesto. Del mismo modo, cuando
se emplean altas concentraciones de treonina v bajas
concentraciones de glicina en el medio, se aumenta la sintesis de
acetaldehido tanto en una bacteria como en la otra (Marranzini et
al, 1989).

Se han realizado diferentes observaciones en las que se nota
que el crecimiento de Streptococcus thermophilus es inhibido a un
pH de 4.2 o 4.4, mientras que Lactobacillus bulgaricus puede
tolerar rangos de pH de 3.5 a 3.8, por lo tanto al final de 1la
fermentacidén Streptococcus thermophilus crece muy lentamente

-8 -



mientras que Lactobacillus bulgaricus lo hace de manera
acelerada, y como resultado de esto se tiene que la proporcién de
bacterias continua siendo la misma &l ccko de  tres horas de
fermentacidn. Al mismo tiempo, se ha reportado gue =ze requiere
que )l yoghurt tenga una cierta viscosidad, &enerada por el
crecimiento de las bacterias mismas, que emplean diferentes
carbohidratos en su desarrollo (Keating y White, 1990).

El crecimiento sinérgico de ambas bacterias parece
relacionarse con una simbiosis, en donde Lactobacillus bulgaricus
proporciona aminoacidos esenciales y péptidos a la otra bacteria
al liberarlos al medio, mientras que Streptoceccus thermophilus
rroduce &8cide férmico Junto con COz, el cual estimula la
produccién de Acido en Lactobacillus bulgaricus (Rajagopal y
Sandine, 1980).

La produccién de &cido léctico mantiene al yoghurt sin
contaminarse, inhibe el crecimiento de microorganismos
patogenos, y rroporciona al mismo tiempo importantes
caracteristicas de digestibilidad y asimilacién para el organismo
humano (Gilliland, 1990).

Se ha encontrado que el empleo de sacarosa 15 % durante la
tedlisis vy

incubacién y almacenamiento del yoghurt inhibe la prote
la prcduccidn de &cido léctico, lo cual depende principalmente
del cultivo iniciador empleado (Slocum et al, 1988).

El yoghurt siempre s8e ha reconocido comoc un alimento

saludable. Elie Metchnikoff (1845-1916), cientifico ruso ganador
del premio Nobel de Medicina en 1908, trabsjé en el Instituto
Pasteur de Paris y & través de su libro “"The prolongation of
life” (Metchnikoff, 1906), promovié a las leches fermentadas a
nivel de probiéticos, y desarrolld una teoria en la cual las
bacterias l&cticas del tracto digestivo, podian prolongar la vida
previniendo la putrefaccidn (Kroger et al, 1989).

Actualmente se han reportado una serie de ventajas
nutricionales y de salud, relacionadas con el consumo de leches
fermentadas. Dentro de las ventajas del consumo del yoghurt,

pueden mencionarse las siguientes:

a) Mayor biodisponibilidad de minerales, principalmente el hierro
(Gilliland, 1890).

b) En estudios realizados "in vitro”, la mayoria de las bacterias
lacticas ejercen una accién antagonista contra diferentes
patégenos, aungue existen también estudios en donde se indica gque
no existe ningin efecto directe en infecciones intestinales
(Gilliland, 1980).

El mecanismo por el cual pueden inhibirse patégenos
intestinales aGn no es muy claro, y aparentemente parece estar
relacionado en primer término con la produccidén de acidez en el
medio, y posteriormente a la presencia de substancias parecidas a
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antibioticos o bacteriocinas como la nisina, acidolina,
acidofilina o lactocidina (Gilliland, 1890).

La accién antagonista de las bacterias del yoghurt contra
patégenos 8se presenta en el alimento, prero no en el tracto

digestivo, debido a su incapacidad para permanecer en él, puesto
Que no son resistentes a las sales biliares. Sin embargo, algunos
compuestos excretados ror estas _ bacterias permiten la

implantacién de otras bacterias lé&cticas como Lactobacillus sp. y
Bifidobacterium sp. en el intestino como parte de la flora
normal, por 1lo qQue podrian ser consideradas como probidticos
(Gilliland, 18380).

c) En algunos individuos se presenta la deficiencia de la enzima
B-~galactosidasa o lactasa, la cual hidroliza la lactosa en
glucosa y galactosa. El1 consumo de alimentos producidos a base de
leche en estos individuos, genera malestar estomacal, flatulencia
y diarrea, Yy €8 lo que se conoce como intolerancia o mala
absorcioén de la lactosa. Las bacterias del yoghurt hidrolizan la
lactosa durante la fermentacidén 1léctica, antes de gue sea
consumido por personas intolerantes a ella, lo que evita
consecuentemente el malestar. Al mismo tiempo, al tener la
glucosa y la galactosa un mayor peder edulcorante con respecto  a
la lactosa, el alimento fermentsdc <5 més dulce que la leche
fresca, sin aumentar el valor calérico de la misma (Gilliland,
1990).

Aparentemente, la lactosa del yoghurt est4 relacionada con la
utilizacién de minerales en el humano, ya que se ha encontrado
una mayor absorcién de calcio, magnesio y zinc (Behling y Greger,
1990) .

d) Se ha reportado una posible relacidn entre el consumo de
yvoghurt y un efecto antitumoral, principalmente en €l colon. Este
efecto 8se ha sugerido gque puede relacionarse con diversas
substancias o compuestos asociados & la pered celular, producidos
por los microorganismos durante su crecimiento (Gilliland,
1990).

El efecto anteriocrmente descrito no puede explicarse por la
permanencia de bacterias del yoghurt en el tracto digestiveo, ya
que estudios realizados sobre la adhesién de estas bacterias en
células de estdmago e intestino, demuestran que Lactobacillus
bulgaricus se une en mayor proporcidén que Streptococcus
thermophilus, y 8in embargo la adhesidén es muy limitada y no
parece ser especifica (Conway et al, 1987), a diferencia de otras
bacterias lécticas que si pueden adherirse al intestino en el
hombre, como Lactobacillus acidophilus (Speck, 1975), y

e) Se ha descrito que los niveles de colesterol pueden ser
influenciados por la flora intestinal, la cual interfiere con su
absorcioén. Este efecto puede deberse al hidroximetil glutarato
como factor activo, el cual también se ha pensado que inhibe 1la
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gintesis de colesterol en el cuerpo humano. Del mismo modo, se ha
reportado qQue los idénes calcio del yoghurt pueden tener un efecto
en l8s zccidn hipocolesterolémica (Gilliland. 1990).

El efecto de disminucidn en el colesterol plasmdticea, puede
deberse a lo siguiente: Para gue una bacteria pueda implantarse
en el intestino, es necesario que presente una &alta actividad
hidrolitica de las sales biliares, con el fin de evitar el dapo
que puedan surtir las mismas sobre los microorganismos. Si se
requiere colesterol como precursor de las sales biliares,
entonces puede pensarse gque con una alta actividad enzim&tica, se
elimina una elevada proporcidén de sales biliares, las cuales
deben ser reemplazsadas con el colesterol sanguineo, y esto tiene
como consecuencia la disminucidén de sus niveles en el torrente
sanguineo (Gilliland, 1990).

Caracteristicas del yoghurt con respecto a la viscosidad.

Las caracteristicas del yoghurt dependen de las condiciones
mismas de la leche empleada como medio de cultivo, asi como de
las caracteristicas propias de las bacterias empleadas en la
fermentacidén (Green y maning, 1982). De esta manera, si =ze desea
un voghurt con alta viscosidad, se tiene un efecto similar cuando
se emplea leche con un alto contenido de s¢lidos, gque cuando se
emplean cepas de Streptococcus thermophilus y Lactobacillus
bulgaricus, capaces de producir polisacédridos excocelulares, los
cuales se unen a la matriz de proteina del sistema y evitan la
sinéresis o desuerado (Schellhass y Morris, 1985). Esta condicién
puede romperse por efecto de la agitacién, al cambiar las
caracteristicas reolégicas del yoghurt (Teggatz y Morris, 1890).



CAFITULO II1.
Bacteriaa Lacticas
1) Caracteristicas generales y clasificacidn. __

La caracteristica principal de las bacterias lacticas es la
capacidad de utilizar como fuente de carbono la lactosa presente
en la leche, y obtener como producto del metabolismo el éAcido
ladctico, del cual deriva su nombre. Se reconocen como parte de
este grupo géneros de bacterias que no estdn relacionados
filogenéticamente (Ludwig et al, 1985), pertenecientes &a tres
familias bacterianas: Streptococcacene, Microccocaceae v
Lactobacillaceae.

Dentro de la familia Streptococcaceae se reconocen los géneros
Streptococcus, Lactococcus, Pediococcus y Leuconostoc, con
distintas especies en cada uno de ellos. El grupo N de
Lancefield del género Streptococcus, actualmente sSe considera
como un género distinto, nombrado como Lactococcus (Sneath et al,
1986). El nombre ZLactococcus adn no se acepta formalmente, pero
vya ge ha utilizado en la literatura con el fin de designar a las
bacterias lacticas de este grupo, diferenciéndolas de los grupos

serolégicos de Streptococcus restantes. Este género esta
repreeentado por una especie, y dos subespecies, Lactococcus
lactis ss=p. lactis y Lactococcus lactis ssp. cremoris, y la
variedad diacetylactis dentro del género Lactococcus lactis ssp.
lactis. Anteriormente estas especles se denominaron como
Streptococcus lactis, Streptococcus cremoris y Streptococcus
lactis esp. diacetylactis, respectivamente. Dentro del género

Streptococcus se consideran también como parte del grupo de
bacterias l&cticas, especies de bacterias que habitan en la
cavidad bucal como Streptococcus salivarius y Streptococcus
thermophilus (Sneath et al, 1986).

Dentro de el género Leuconostoc se encuentran seis especies, y
en el género Pediococcus se han descrito cinco especies (Moat,
1985).

La familia Micrococcaceae, esté representada en el grupo de
bacterims lécticas por el género Micrococcus, con diferentes
especies (Moat, 1985).

La familia Lactobacillaceae, estd a su vez representada por 27
especies todas ellas dentro del geénero Lactobacillus (Moat, 1985;
Sneath et al, 1986).

2) Caracteristicas de las bacterias lacticas durante
la fermentacidn.

Debido Y que las bacterias lacticas son utilizadas
tradicionalmente desde hace mucho tiempo en la elaboracién de
alimentos, Yy <que por sus mismas caracteristicas pueden ser
empleadas sin ningun problema en otros campos, se han realizado
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una gran cantidad de estudios y descubrimientos con respecto a
ellas (Gibbs, 1987). '

Con el ckjeto de entender la figiocleogia y enética de las
bacterias lacticas, =e hsn reslizado diversos eatudios con
diferentes enfoques. Asi, se han evaluado diferentes

caracteristicas dentro de las que destacan las siguientes:
a) Procesos de conservacién.

Dentro de estos procesos se ha encontrado que la sacarosa 0.Z9
M, €l adonitol 0.7 M y el glicerol V.75 M, pueden eervir como
crioprotectores durante la liofilizacidn de las cepas
(Alaeddinoglu et =al, 1989). y también se ha encontrado aque la
refrigeracién y la congelacidn de cepas tienen efecto sobre la
actividad de 1la B-galactosidasa en Lactobacillus acidophilus
(Gilliland y Lara, 1988).

b) Fermentacion acido lactica.

Durante la fermentacidn Acido lactica, se han reportado las
condiciones Gptimas de produccién de iniciadores lacticos, como
en Streptococcus lactis INIA 12 (Chavarri et al, 1988), ee ha
descrito el efecto de las condiciones de fermentecién en el
crecimiento de Streptococcus cremoris AM2 vy Leuconostoc lactlis
CNRZ 1091, en cultivo puro y mezclado (Boguien et al, 1988), y se
han utilizsmdo medios alternativos, como el suero de leche, para
el cultivo de bscterias ldcticas meséfilas (Christopherson vy
Zottols, 1989).

También se ha encontrado gue el acido léactico tiene un efecto
inhibitorio en el crecimiento de Streptococcus cremoris bajo
condiciones 1limitantes de nutrientes (Bibal et al, 1989), la
raeracidén durante la fermentacidén tiene un efecto limitante sobre
loe metabolitos finales formados a partir de glucosa y galactosa
en Streptococcus lactis (Cogan et al, 1989), y la inmovilizacidn
de cultivos de Streprtococcus lactis en geles de alginato,
confiere proteccidn contra el atague de bacteridfagos (Steenson
et al, 1987).

Por otra parte, se han buscado caracteristicas y homologias
entre diferentes ccpras de Lactcbacillus aiscladas del intestine de
diversos mamiferos (Axelsson y Lindgren, 1987).

c) Obtencidén de nutrientes.

Con respecto a la obtencidn de nutrientes del medio
extracelular, se ha comprobado que la captura de aminoécidos
basicos asil como de dipéptidos, se realiza por medio de vesiculas
de membrana en Streptococcus lactis y emplea un sistema simporta
de energia acoplado a una fuerza motriz de protones (Driessen et
al, 1989; Smid et al, 1989), al igual que en Lactobacillus caseli
(Strobel et al, 1889).



d) Codificacién de caracteristicas en el genoma.

En vista de que las bacterias lécticas son micreoorganismos con
importancia en la produccién de alimentos, se ha tratadec de
estudiar con detalle las carscteristicas de su genoma, con el fin
de mejorar las funciones cataliticas de las bacterias, obtener
material genético gque codifique para preoductos de interes, y por
0ltimo introducir y expresar genes heterdlogos (Batt, 1986).

1) A nivel cromosomal.

Se conocen algunas caracteristicas de las bacterias lé&cticas.
que egtédn codificadas en el cromosoma. Asi, se ha encontrado gue
la codificacidn de una peptidasa se encuentra a nivel cromosomal
en Streptococcus lactis SSL135 (Tynkkynen et al, 1989).

2) A nivel extracromosomal.

En general, se han encontrado elementos extracromosomales o
pl&dsmidos en la mayoria de las bacterias l&cticas, 1los cuales
pueden codificar para caracteristicas conocidas, ¥y algunos
permanecen como cripticos, es decir que se desconocen las
caracteristicas que son codificadas por ellos (Cords et al,
1974). Por ejemplo, se considera gue el 90 % de las cepas de
Lactobacillus lactis, contienen pléasmidos cripticos, y se ha
encontrado gque son al menos seis diferentes (Casey y Jimeno,
1989).

Los patrones plasmidicos obtenidos de las bacterias 1ldcticas,
principalmente los Streptococcus del grupo N de Lancefield, se
han utilizado como un =istema de identificacién de estas especies
bacterianas (Davies et al, 1981), y también con este objetivo se
han utilizado loe perfiles electroforéticos de la deshidrogenasa
ldctica dependiente de NAD+ (Dicks y van Vuuren, 1990).

Las caracteristicas que se han encontrado codificadas en
pldsmidos esté&n relacionadas principalmente con lo siguiente:

- Metabolismo de lactosa, y Actividad ureasa (Kempler y McKay,
1979a; Maeda y Gasson, 1986; Steele et al, 1988b)

- Actividad de proteasas (Hugenholtz et al, 15987; Kiwaki et al,
1989)

—~ Utilizacidn del citrato (Kempler y McKay, 1879b)

-~ Produccién de diacetilo (Gasson et al, 1987)

- Produccién y resistencia a bacteriocinas (Gonzalez y Kunka,
1987; Muriana y Klaenhammer, 1987; Scherwitz y McKay, 1987; van
Belkum et al, 1989).

- Produccioén de polisacaridos exocelulares (Vedamuthu y Neville,
1986; Vescovo et al, 1987; y von Wright y Tynkkynen, 1987).
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Como ejemplo de lo anterior se tiene que el metabolismo de
lactosa y de la actividad proteinasa en Streptococcus lactis M18,
Cl0 y ML3, se encuentran relacionadas con pléasmidos de 18-22Z MDa
y de 8-10 MDa respectivamente (Efstathicu y McKay, 1976),
mientras gque en Streptococcus cremoris, puede encontrarge en el
Plasmido pDI-21 de 63 Kb (Yu et al, 19689).

La produccién de la bacteriocina denominada bulgaricano de
Lactobacillus bulgaricus (Abdel-Bar et al, 1987), y la Lactocina
S, relacionada con el plésmido pCIM1 (50Kb), de Lactobacillus
sake L45 (Mortvedt y Neg, 1890).

Otra ceracteristica que puede relacionarse con plasmidos esgs la
resistencia gque se ejerce contra hacteridfagos por diferentes
mecaniemos, en Streptococcus lactis KR y otras cepas (Froseth et
al, 1988; Hill et &al, 1989a; Hill et &l, 1938%b; McKay et al,
1989), en Streptococcus cremoris (Gautier y Chopin, 1887;
Josgephsen y Vogensen, 1989), o en ambas bacterias (Jarvie, 1988;
Jarvis, 1989; Steele et al, 1983a).

Con base en lo anterior, se ha visto que algunos productos de
interés asi como parte de sus vias metab&licas, se encuentran
codificadas en plésmidos. La pérdida de estos plasmidos en 1las
bacterias resulta en una concomitante pérdida de los productos,
haciendo inestable la generacién de ellos. Entre los compuestos
codificados en pléasmidos cuya produccidén es inestable, se
encuentran la Enzima II y el Factor IIl del sgistema de trangporte
de lactosa de fosfotransferasa dependiente de fosfoenol piruvato
(PTS-PEP), asi como la enzima fosfo-B-galactosidasa (P-B-gal) en
Streptococcus lactis Cz y 114584, Streptococcus cremoris Bl, vy
Lactobacillus casei 64H y 69H (Gasson y Davies, 1984; Lee et al,
1982). Las tres enzimas de la via D-tagatosa-S-P (galactosa-6-P-
isomerasa, D-tagatosa-6-P y tagatosa-l1l,6-difosfato aldolasa), en
las cepas de Streptococcus lactis Cl0, Hl y 133 (Gasson y Davies,
1984), asi como el metabolismo de la lactosa en Streptococcus
lactis ssp. diacetylactis WM4 (Gasson y Davies, 1984).

No s8délo el metabolismo de la lactosa se ha relacionado con
plésmidos, sino gque también se ha asociado a éstos la
codificacidén del metabolisme de otros carbohidratos como glucosa,
galactosa, manosa Yy xilosa en diferentes géneros de bacterias
ladcticas (Konde, 1989), sacarosa en Streptococcus lactis (Gasson
y Davies, 1984), rafinosa en Fediococcus perntosaceus y sacarosa
en Pediococcus acidilactici PAC1.0 (Gonzalez y Kunka, 1987).

FPor otra parte se ha encontrado la codificacién en plasmidos
de la actividad proteinasa en Streptococcus lactis 712, Cl10, ML3
y Mi8, en Streptococcus lactis ssp. diacetylactis DRClL y en
Streptococcus cremoris KH (Gasson y Davies, 1984; Kamaly y Marth,
1988; Maeda y Gasson, 1986). Asi mismo, se ha encontrado que en
Streptococcus cremoris Wg2 y SK1i, se encuentra localizada en
plasmidos 1la codificacién de una proteasa de maduracidén, y aqui
mismo 8e han localizado secuencias de insercidn a los lados de
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estos genes, que pueden explicar de alguna manera eu
inestabilidad (Heandrikman et al, 1990).

El +transporte de citrato también se- ha encontrado codificado
en plédsmidos en difecrentes cepas de Streptococcus lactis ssp.
diacetylactis (Gasson y Davies, 1984; Kempler y McKay, 1979).

También se sabe que la produccién y resistencia de péptidos
con actividad antimicrobiana o bacteriocinas se codifican en
plésmidos. Entre las bacteriocinas se encuentran la nisina,
diplococcina, acidefilina, lactocidina v pediocina. La
codificacidn rlasmidica de estas bacteriocinas esta bien
documentada y s8e piensa que estd ampliamente distribuida en las
bacterias lacticas (Gasson y Davies, 1984; Muriana y Klaenhammer,
1987). Actualmente se considera una préctica comun el empleo de
substancias antimicrobianas producidas por bsacterias lécticas
como congervadores en alimentos (Daseschel, 1989).

e) Ingenieria genética aplicada a las bacterias lacticas.

Las herramientas moleculares gue proporciona la Ingenieria
Genética permiten pensar en el mejoramiento genético de 1los
iniciadores lacticos empleados a nivel industrial. Es por esto
que se ha avanzado en el estudio y caracterizacion del material
genético de este tipo de bacteriss (Huggins, 1984; Sandine,
1987), a distintoe nivelee como son:

1) Vehiculos moleculares o vectores.

En el género Lactobacillus se han localizado plasmidos
pequefios dque pueden ser utilizados como vectores de clonacifn.
Asi, B8e ha descrito la organizacidén estructural de diferentes

plasmidos cripticos como posibles vehiculos moleculares, tales
como el pLPl de Lactobacillus plantarum (Bouia et al, 19889;
Skaugen et al, 1989), el cual ya se ha caracterizado, clonado, Yy
se conoce su distribucién en bacterias lacticas (Bringel et al,
1889). Los pléasmidos pLAB1000 y pLAB200O de Lactobacillus
hilgardii (Josson et al, 1989), y el plasmido pLJ1 de
Lactobacillus helveticus ssp. Jugurti (Takiguchi et al, 1989),
Asi como el pléasmido pIP501, que ha =ide utilizade como vehiculo
molecular entre Streptococcus lactis y Lactobacillus bulgaricus
(Langella y Chopin, 1889).

2) Caracterizacion de promotores.

Se han localizado, aislado ¥ caracterizado promotores
egpecificos en Streptococcus cremoris Weg2, empleando para ello el
gen de la acetiltransferasa de cloranfenicol, y se ha encontrado
que son similares a los que se encuentran en Escherichia coli vy

Bacillus subtilis (van der Vossen et al, 1987), se ha
caracterizado el promotor de un plasmido criptico de
Lactobacillus acidophilus 1685 (Damiani et al, 1887), y se ha
caracterizado un promotor del fago temperado BK5-T de

Streptococcus cremoris BKS (Lakshmidevi et al, 1990).
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3) Caracterizacién de genes especificos.

Se han identificado y clonado las determinantes genéticas de
resistencia a eritromicina codiricadas en plasmidos de
Lactobacillus reuteri (Axelsson et al, 1588), sl come  la
comparacidén molecular de bacteriéfagos del geénero Streptococcus
(Powell et al, 1989). También se ha secuenciado la enzima P~pB-
galactosidasa de Lactobacillus casei (Porter y Chassay, 1988), vy
la B-galactosidasa de Lactobacillus bulgaricus (Schmidt et al,
1989a).

4) Transferencia de informacién genética en las bacterias
lacticas.

Con relacién a los procesos de transferencia de informacién
genética, =e ha encontrado que existen factores que determinan la
eficiencia de cada uno de los distintos sistemas, y 8e ha
encontrado que existen diferenciss imrortantes entre estos
sistemas (Luchansky et al, 1989).

Por conjugacidén se ha logrado transferir los mecanismos de
sensibilidad reducida a bacteriéfagos, la capacidad de fermentar
sacarosa y lactosa en Streptococcus lactis y Streptococcus
cremoris (Murrhy et al, 1988), la resistencia a antibiéticos
entre especies de los géneros Leuconestoc sp. y Streptococcus sSp.
(Pucci et al, 1988), y los genes de resistencia y produccidén de
nisina de Streptococcus lactis 7962 a Leuconostoc dextranicum 181
(Tsai y Sandine, 1987)

Asi mismo, se ha logradcoc transferir por conjugacién plésmidos
de Streptococcus del grupo B, y comovilizar pléasmidos de
Streptococcus-Escherichia coli, en Lactobacillus plantarum
(Shrago v Dobrogosz, 1988). Tambien, =& ha logrado la
transferencia de cointegrados de los plasmidos pVA797::pSA3,
entre Streptococcus lactis y Lactobacillus helveticus (Thompson y
Collins, 18B9), y se ha descrito que la movilizacidén conjugativa
requiere de una enzima de recombinacidén de plaésmido (pre) (van
der Lelie et al, 1990)

Ya «aque las bacterias lacticas son microorganismos en los
cuales no puede introducirse fédcilmente material genético, se han

desarrollado metodos para obtener altas eficiencias de
introduccién. Un ejemplo de lo anterior es el desarrollo de un
método de transformacién de esferoplastos de Streptococcus
thermophilus al emplear Polietilenglicol (PEG) durante la

transformacidén, aumentando la eficiencia al parecer debido a un
efecto de union del material genético con la superficie celular,
v en el cual se utiliza rafinosa junto con cloruro de calcio o de
magnesio como agentes osmoprotectores. La eficiencia encontrada
con este método es de 7.5 x 104 transformantes/ug de DNA

encapsulado en liposomas (Mercenier et al, i988). Por otra
parte, se han descrito los efectos gque presentan los sistemas de
Restriccién/Modificacién en la transferencia de DNA en
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Streptococcus lactis, en donde se ha descrito que el DNA que
penetra & la célula puede ser degradado por estos sitemas de
proteccion (Langella y Chopin, 1983).

Por comparescién de métedos de transferencia de informacién
genética, al emplear esferoplastos de Lactobacillus plantarum se
tiene una eficiencia de 20-100 transformantes/ug de DNA, mientras
que al emplear la electroporacidén pueden obtenerse 6.44 x  10%/ug
de DNA (Badii et al, 1989).

Se ha reportado anteriormente que existen rroteasas que
determinan la eficiencia en procesos de transfeccibdn y
transformacién de protoplastos en Streptococcus lactis, en donde
al emplear quimotripsina o mutanolisina en la formacidn de 1lo
protoplastos rueden lograree eticiencias de 104-10°
transfectantessug de DNA y 5 transformantes en protoplastos de
Streptococcus cremoris LS2Z4/ug de DNA, sin embargo al emplear
lisozima, no se encuentra un efecto directo en la cepa (Woskow vy
Kondo, 1987).

Por otra parte, se ha logrado introducir por transduccidn los
genes responsables del metabolismo de lactosa en  Streptococcus
lactis C2 mediante la utilizecién del fago cZ (McKay, 1873).

En bacteria lacticas ya == ha demostrado que la
electroporacidn es una metodologia que permite obtener una alta
eficiencia de transformacion (Chassy et al, 1986; Batt, 1986).
Asi, se ha logrado la transiormaciodn de Streptococcus
thermophilus con los pldsmidos pVA736 é7 [S) Kb), PAMBl (26.5Kb) vy
pIP501 (30.7Kb) con eficiencias de 10 -104 trans formantes,/sug de
DNA  (Somkuti y Steinberg, 1988), y en Streptococcus cremoris
Streptococcus lactis, con eficiencias de 10 v 10
transformantes, ug de DNA (Powell et al, 1988). Al emplear Jjunto
con este método, un medio estabilizado osméticamente con glicina,
glicerol 10% y sacarosa ©.5M, =e obtienen eficiencias de
transformdﬁlon por electroporacidn de Streptococcus cremoris, de
5.7 x 7 transformantegsug de DNA (Holeo y HNes, 1989), vy en
Streptococcus lactis de 10° transformantes/ug de DNA (Mclntyre vy
Harlander, 1983a; Mclntyre y Harlander, 1989b). El primer reporte
encontrado para la transformacidén por electroporacidn de
Lactobacillus iactis W3S7 es muy reciente (Zink et al, 1281)

5) Clonacién de genes relacionados con bacterias lacticas.

Se ha 1logrado clonar genes de importancia provenientes de
bacterias lacticas en otros microorganismos. Asi, se ha clonado
el gen de la s-~acetolactato descarboxilasa de Streptococcus
lactis ssp. diacetylactis DSM20348 en Escherichia coli SFB por
traneformacién con el plasmido pADC1 (Goelling y Stahl, 1988), el
gen de la fB-galactosidasa termoestable de Streptococecus
thermophilus en Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae (Lee
et al, 1990), el gen responsable de la fermentacién maloldctica
de Lactobacillus delbrueckii en FEscherichia coli v en
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Saccharomyces cerevisiae (Williams et al, 1984), y el sistema de
transporte de lactosa de Streptococcus thermophilus en
Escherichia coli (Poolman et al. 1889). Los genes de 1o histidina
descarboxilasa A y B de Lactobacillus 30A en FAscherichia col3
(Copreland et al, 1983), wsl como los genes de .Jla L-2-
hidroxiisocaproato deshidrogenasa de Lactobacillus confusus y la
D-2-hidroxiisccarrcato deshidrogenasa de Lactobacillus casei en
Escherichia coli (Lerch et al, 1989a; Lerch et al, 1989b).

Debido a que las bacterias lacticas son consideradas como
microorganismos GRAS (generalmente reconocidas como seguras), se
riensa en ellas como microorganismos en los cuales puede
introducirse informacién genética relacionada con la produccién
de algun metabolito de interés (Kondo, 1989; Kondo y McKay,
1985). De esta manera, se han clonado y expresado eficientemente
genes heterdlogos de importancia como la lisozima de clara de
huevo en Streptococcus cremoris Wgz (van de Guchte et al, 1969).
También se ha logradeo la clonacidn, expresidn y mantenimiento en
forma estable del gen de la endoglucanasa termoestable de
Clostridium thermocellum en Lactobacillus plantarum (Bates et al,
1989). El gen lacZ de Escherichia coli en Lactobacillus plantarum
(David et al, 1983; de Vos et al, 193%a). Los genes que codifican
para diversas enzimas como celulasas y Xilanasas (Scheirlinck et
al, 1980), y a-amilasas y endoglucanasas en Lactobacillus
plantarum (Scheirlink et al, 1983).

Tembién, se han c¢lonado y expresado genes provenientes de
bacterias lActicas, en bacterias de este mismo tipo. Ejemplos de
esto son: El gen de la serin proteasa extracelular de
Streptococcus cremoris clonado en Streptococcus lactis 712 (de
Vos et al, 19889b), y el gen que confiere resistencia a nisina en
Streptococcus lactis szp. diacetylactis DRC3, el cual fué clonado
en Streptococcus lactis LMO230 (Froseth et al, 1988).

Cuando se obtiene la insercién y amplificacién de genes
fordneos en el cromosoma de bacterias lacticas, se permite al
mismo tiempo la estabilizacidn de la caracteristica, como se ha
demostrado en Streptococcus lactis (Chopin et al, 1889; Ross et
al, 1989), en Streptococcus lactis MG1363 (Leenhouts et al, 1989;
Leenhouts et al, 1990). v en Srreptoccoccus lactis CZ (McKay vy
Baldwin, 1978).



CAFITULO IV

Bacterias del yoghurt.

a) Morfeologla y metabolismo.

Como se ha mencionado anteriormente, en la elaboracién del
yoghurt se emplean dos especieeg de bacterias, Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus bulgaricus (Kroger, 1989).

Streptococcus thermophilus se caracteriza por pregentar
células esféricas u ovoides de 0.7 & 0.9 um de didmetro, no
métiles, que se encuentran asociadas en pares o en cadenas de
células. Puede utilizar la glucosa, fructosa, lactosa y sacarosa
como fuente de carbono, y generar acido a partir de ellas. Es
homofermentativa, y produce principalmente Acido lactico a partir
de la degradacién de la lactosa, empleando 1la fraccidn de
glucosa, y expulsando la galactosa que no puede metabolizar al
medio. Es una bacteria terméfila que presenta una temperatura
éptima de crecimiento entre 45 y 550C. (Buchanan y Gibbons, 1974:
Sneath et al, 1986).

Lactobacillus bulgaricus posee una forma de bacilos cortos vy
no es motil. Como fuente de carbono puede utilizar la glucosa,
lactosa, fructosa y galactosa. Es homofermentativa y forma Acido
ldctico a partir de lactosa. Generalmente utiliza el 85 % de 1la
glucosa en la produccién de A&cido. También es termdéfila vy
presenta una temperatura Optima de crecimiento entre 450 y 550C
(Buchanan y Gibbons, 1974; Sneath et al, 1986).

Ambas especies bacterianas son gram-positivas y presentan el
mismo tipo de metabolismo de la leche. La lactosa del medio pasa
al interior de la célula por medio de permeasas (Hickey et al,
1986), en donde es hidrolizada por la enzima RB-galactosidasa o
lactasa, a glucosa y galactosa. En Lactobacillus bulgaricus si la
concentracién de lactosa en el medio es baja, la galactosa es
fosforilada por la galactocinasa y se metaboliza a través de la
via de Leloir. Streptococcus thermophilus no puede metabolizar la
galactosa ya que carece de las enzimas necesarias para ello, se
excreta de la célula, y por lo tanto se acumula galactosa en el
medioc durante la fermentacidén (Hutkins et al, 1985). La glucosa
en ambas especies bacterianas es metabolizada a través de la via
de Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP), con un paso final de conversiodn
de piruvato a lactato (Marshall y Law, 1984).

b) Fisiologia y genética de las bacterias del yoghurt.
Se han realizado diversos estudios con respecto a las

bacterias del yoghurt, principalmente relacionados con las
caracteristicas que se mencionan a continuacién:



1) Métodos de conservacién.

La licofilizacién como metodo de conservaciédn en estas
bacterias es un procesdv Que permite la supervivencia de una gran
parte de células de Streptococcus thermorhilus mag_ que de
Lactobacillus bulgaricus, y se ha encontrado gue la presencia de
microorganismos muertos protege a los viables, al eliminar en
ellos el efecto negativo de la atmdstera (Bozoglu et al, 1987).
En este mismo sentido se ha descrito que la trehalosa puede
actuar como un crioprotector en Lactobacillus bulgaricus ATCC
11842 (De Antoni et al, 1989).

La conservacién adecuada de las bacterias del yoghurt permite
mantener la homogeneidad durante los procesos de produccién, y al
mismo tiempo, garantize la calidad del producto durante la
fermentacién.

2) Fermentacion acido lactica.

Se han realizado estudios sobre la cinética de crecimiento en
cultivos simples vy mezclados de Streptococcus thermophilus vy
Lactobacillus bulgaricus, y ge nan desarrollado medios efectivos
de diferenciscidn (Berkman et al, 1990). También se ha encontrado
que durante una fermentacién, se presentan diferencias en la
utilizacidn de azitcares y en la producciodn de acaido por parte de
las bacterias, cuando se emprlean células libres o inmovilizadas
en K-carragenina. Este efecto parece deberse principalmente al
diémetro de la esfera, particularmente para Lactobacillus
bulgaricus (Audet et al, 1989). Cuandoc se emplean geles de k-
carragenina y otras gomas, la fermentacién léctica realizada por
Streptococcus thermophilus puede desestabllizar el gel, el cual
l1lega a romperse por efecto del &cido producido (Arnaud et al,
1989). También se sabe que el pH y la temperatura influyen en el
crecimiento de Streptococcus thermophilus 404 y Lactobacillus
bulgaricus 398 encontrdndose gque los niveles éptimos para éstas
son de 6.5 a 40oC y 5.8 a 440C, respectivamente (Beal et al,
1989), Y va se ha realizado completamente el modelamiento de la
fermentacién semicontinua al emplear suero de leche como medio de
cultive para Lactebacillus bulgaricus (Sanchez-Podlech et al,
1990).

Existen Ifactores que arectan la produccid®n de aminas en
Lactobacillus bulgaricus {(Chander et al, 198%), vy de esta manera
se sabe que la glicina presenta un efecto inhibidor en la
actividad de la treonina aldolasa, la cual es importante en la
producecidén de diacetilo, importante metabolitogque proporciona el
aroma, tanto para Lactobacillus bulgaricus como para
Streptococcus thermophilus (Schmidt et al, 198%b).

Ya que la presencia de bacteriofagos durante una fermentacién
puede impedir la produccién del yoghurt o alguin otro producto
lacteo, se han buscado y caracterizado virus que infectan a estas
bacterias en particular, como el bacteridfago chZ aislado de
Lactobacillus bulgaricus CH2 (Chow et al, 1988).



3) Caracterizacion de actividades enzimAticas.

Se sabe aue Lactobacillus presents un sigtema proteolitico
may complejo. A nivel fisioldgico, se ha trabajado en 1la
obtencidén ¥y caracterizacién de mutantes de Lactobacillus
bulgaricus deficientes en aminopeptidasas como la arginil
aminopeptidasa 1 vy II, Leucil aminopeptidasa, y la X- prolil-
dipeptidil aminopeptidasa (Atlan et al, 19689), al igual qQue en la
cepa de Lactobacillus bulgaricus CHRZ 397 (Atlan et al, 1990).

4) Caracteristicas del genoma.

Se conoce muy poco sobre las caracteristicas del genoma en las
bacterias del yoghurt. Lo gue mads se ha estudiado en este aspecto
es el transporte y utilizacién de carbohidratos. Se sabe que
tanto en Streptococcus thermoprhilus como en Lactobacillus
bulgaricus, los genes responsables del transporte y metabolismo
de la lactosa se encuentran localizados en el cromosoma y qQue
pueden estar organizados en operones (Poolman et al, 1989), con
respecto a esto se sabe que las regiones lacZ entre Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus buligaricus presentan 48 % de
homeologia, ¥ la enzima P-galactosidasa presenta un peso molecular
de 116,880 Da, gimilzr en ambas bacterias (Schreoeder et al,
1981).

También se ha reportado la obtencidén de secuencias especificas
de DNA para las baterias Lactobacillus bulgaricus y Lactobacillus
lactis, gque pueden ser utilizadas como sondas de reconocimiento
(Delley et al. 1990).

5) Caracteristicas de plasmidos.

Existen reportes gue indican la presencia y @&usencia de
pldsmidos de tamaho pequeifio para ambas bacterias. Séleo en
Streptococcus thermophilus se ha demostrado en forma concluyente
la presencia de plédsmidos. Somkuti y Steinberg en 1989, despues
de un anAlisis de 35 cepas diferentes de esta bacteria,
encontraron plésmidos en trece de ellas, tres cepas con dos
plasmidos y en las diez restantes sdlamente un plasmido. De
acuerdo a patrones generados con endonucleasas de restriccelidn, de
los plasmidos encontrados en estas cepas, se considerd que
existian 9 plasmidos distintos, con al menos dos sitios unicos de
restriccidn. Los tamafios de estos plasmidos varian entre 2.2 y
14.75 Kb (Tabla 2).

Herman y McKay en 1985 examinaron 23 cepas de Streptococcus
thermophilus, y encontraron que solamente cince cepas presentaban

un plasmido. De acuerdo con lo anterior, concluyeron que
aparentemente existen de tres a cinco plédsmidos diferentes entre
las distintas cepas de Streptococcus thermophilus, sin embargo

permanecen como plésmidos cripticos ya Qque no se les ha podido
relacionar con ninguna caracteristica morfolégica o fisioldgica,
incluyendo la capacidad de fermentar carbohidratos, la
resistencia a sntibidticos o la actividad de ureasa y proteasa
(Tabla 2).
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Por otra parte, despues de un andlisis de hibridacién DNA-DNA
con plésmidos de Streptococcus thermophilus, se encontrd una alta
homologia entre estos plAsmidos, pero no con plésmidos de
tacterias lacticas mesoiilas, lo gque indica que exXiste un origen
distinto pera lcs plésmidos de bacterias lacticas termdfilas y
meséfilas (Somkuti y Steinberg, 1991).

Plésmidos Peso molecular No. de copia Cepas
MDa Kb

(Somkuti y Steinberg, 1986)

pPERB 1.4 2.2 4-6 s$T101,5T108,5T119
ST120, ST121

pER371 1.75 2.7 8-10 5T137,5T138

PER341 1.8 2.77 10-12 ST134

PER36 2.4 3.7 6-8 ST136

pER13 2.75 4.23 10 ST113

PER16 2.9 4.46 8-10 ST107,5T116,5T126

pER342 6.2 9.54 8-10 S5T134

pPER35 7.15 11.0 ? ST135

pER372 9.58 14.75 ? ST137,57T138

(Herman y McKay, 1985)

pHM1 1.43 2.2 4-18
pHM2 2.06 3.2 4--18
pHM3 2.27 3.5 4-18
prHM4 2.06 3.2 4-18
PHMS 1.43 2.2 4-18

TABLA 2. Plasmidos de Streptococcus thermophilus.

Por otra parte, para el género Lactobacilius bulgaricus
existen dos reportes en donde se menciona la presencia de
plédsmidos. El1 primero es un reporte de Somkuti y Steinberg en
1986, en el qQue se menciona la presencia de dos plasmidos en una
cera de esta especie bacteriana, lo cual ha sido puesto en duda
por B. Chassy (comunicacidén personal, 1980). Por otra parte,
existe un reporte de Chagnaud y colaboradores en 1990, en el que
se describe el empleo de un pléasmido criptico de la cepa de
Lactobacillus bulgaricus 10, descrita también en 1la coleccién
ATCC, dencominado pLBl10, como un posible vehiculo molecular para
el género Lactobacillus en general. En todos los deméds reportes
que implicaron una bisqueda de plasmidos en Lactobacillus
bulgaricus, los resultados indican que en esta especie bacteriana
no se encuentran plésmidos.
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Con respecto a otras especies del género Lactobacillus, si ee
han encontrado plasmidos en la mayoria de ellas (Gasson y Davies,
1884).

6) Bacteri6tfagos de bacterias del yoghurt. —

Los bacteridfagos gque infectan a las diferentes cepas de
Streptococcus thermorhilus pertenecen principalmente al grupo B
de Bradley, con cabezas isométricas y un tamano de 50-70 nm de
dié&metro, mientras que los Dbacteritfagos de Lactobacillus
bulgaricus pertenecen &l grupo A de Bradley, con cabezas
isométricas y un tamano de 44-55 nm de diametro (Davies y Gasson,
1984)
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CAFITULO
Produccién de polisacéridos exocelulares.

Actualmente se conoce que distintas especies bacterianas
producen polisacdridos exocelulares bajo ciertas condiciones de
cultivo. Estog polisacéridos toman la forma de capsulas
discretas, o© bien pueden estar libres y unidos por enlaces
débiles a la surperficie celular, y como consecuencia en el medio
de cultivo se forma una red entre las rarticulas en suspensidén y
los polimeros producidos por las bacterias, cambiando las
caracteristicas reoldgicas del cultive, y haciendo mas viscoso el
medio. 51 al tocar el medio de cultivo donde se encuentran
creciendo estos microorganismos con algun objeto se forman

filamentos o© hilos entre éste y el medio, debido & la alta
viscosidad del medio, entonces a estos microorganismos se les
denomina como mucoides o filantes. El estado exacto en

compueiciodn y disposicitn de los polisacédridos o polimeros
bacterianos parece que depende de la especie, la edad y las
condiciones de cultivo del microorganiesmo. L=z diferencia entre
los ©polisacédridos que se encuentran formando una cdpsula y los
que se encuentran unidos débilmente a la superficie celular, se
definen ©por su grado de asociacidén superficial, después de una
centrifugacién (Cerning, 1820; Whitfield, 1988).

a) Estructura quimica de los polisacdridos exocelulares.

Los polimsacdaridos exocelulares pueden dividirse en dos grupos,
con base en su composiciédn quimica:

~ Heteropolisacaridos, y
—~ Homopolisacaridos

Los homopolisacédridos se encuentran formados por unidades
repetidas de un mismo carbohidrato, como el almidén en donde solo
se localiza glucosa, mientras que en los heteropolisacéridos, las
unidades repetidas estan formadas por distintos mondmeros de
carbohidratos. En ambos grupos de polisacaridos. la mayoria de
los ecarbohidratos son anidnicos. En Lactobacillus hilgardii, se
ha realizado el estudio guimico y microscdpico del polisacarido
que genera, y se ha encontrado que este es una dextrana formada
por glucosa alfa(l,8), con una proporcidén peguefia de glucosa
alfa(1,3,6) glucosa alfa(l,4,6) (Pidoux et &l, 1990).

La diversidad estructural de los polisacAridos exocelulares
deriva de ls& amplia variedad de monosacéridos, y de los distintos
tipos de enlaces que se presentan entre ellos. Algunos
componentes solamente se presgentan en polisacdridos exocelulares,
mientras que otros también pueden localizarse en los
polisacaridos de las gsuperficies celulares, como los
lipopolisacé4ridos y los 4cidos teicoicos. La flexibilidad en la
estructura de los polisacdridos depende principalmente de las
cadenas laterales del polimero, como en Xanthomonas campestris y
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en Rhizobium trifolii. Los constituyentes no hidrocarbonados
generalmente se encuentran en proporciones no esteguiométricas, y
pueden varisr con respecto a las condiciones y fases de
crecimiento del microorganismo.

Dentro de los homopolisacaridos, son comunes 1os que presentan
un cariacter neutro, como por ejemplo las levanas, gque son
homopolisacaridos de rructosa, © los glucanos, que son
homopolizacdridos de glucosa, incluyendo a la dextrana.

Los polisacaridos exocelulares difieren en tamano, pues pgeden
resar entre 10° Da en Adgrobacterium tumefasciens, hasta 10 -10%
en Alebgiella sp. Asi mismo, se ha descrito que en Fseudomonas
aeruginosa y en Azotobacter vinelandili los polisacaridos
exocelulares pueden estar formadns por estructuras en blogues, ya
que se encuentran unidades o regiones de  &dcido poligulurdnico,
intercaladas con regiones de &cido polimanurdnico, en distintas
proporciones, dependiendo de las caracteristicas de la cepa y del
cultive (Whitfield, 1988).

En Propionibacteriuwm sr., se ha encontrado que durante la
fermentacién de la lactosa se obtiene una baja recuperacién de
productos, debida rrincipalmente a la formacidn de un
polisacadrido compuesto de metilpentosa, glucosa y galactosa
(Crow, 1988). También =e ha reportado que para diferentes cepas
de distintas especies de Staphylococcus sp., las caracteristicas
de energia libre en la superficie celular cambian con respecto a
la capacidad o no de producir polisacéridos exocelulares (van der
Mel et al, 1983).

En la cepa Streptococcus pneumoniae TYPE 18C(56), se ha
determinado la composicidn estructural del polisacdrido capsular,
en donde se presenta D-glucosa, D-galactosa, L-ramnosa y residuos
de glicerol en unidades repetidas, y con una proporcidén de
3:1:1:1 (Lugowski y Tennings, 1984).

En Butyrivibrio fibrisolvens, se ha encontrado Que existen una
gran cantidad de carbohidratos &dcidos formando el polisacéarido
exocelular de esta especie. La cuantificacidén de los azlcares se
ha realizado empleando principalmente las tecnicas de
cromatografia gas-liquido, y de capra fina (Stack., 1S88). mientras
que el andlisis de polisacaridos exocelulares de bacterias
marinas y de agua dulce se ha realizado empleando la separacién
de carbohidratos por columnas de intercambio iénico (Kennedy ¥
Sutherland, 1987).

Para Lactobacillus bulgaricus se ha descrito la presencia
de polisacéridos exocelulares, que aumentan la viscosidad del
medio. Son solubles en agua y estédn formados por unidades
repetidas de galactosa, glucosa y ramnosa €n una proporcidén de
4:1:1, y con un peso molecular de 500,000 daltons (Cerning et al,
1988). As{ mismo, s8e ha reportado que en Streptococcus
thermophilus al crecer en leche descremada, se produce un
polisacérido exocelular compuesto de galactosa y glucosa en una
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proporcion de 1:1, con pequenas cantidades de Xilosa, arabinosa,
ramnosa ¥y manosa, € inclusive se ha observado una relacitn
directa entre el polisacéride producido vy la viscosidad obtenida
en €l medio (Cerning et al. 1988).
b) Biosintesis de polisacaridos exocelulares en los
microorganismos.

Los polisacdridos exocelulares se pueden sintetizar en
diferentes etapas del crecimiento, y depende del microorganismo
mismo. Los procesos biosintéticos pueden considerarse en dos
categorias, los externos y los internos a la célula.

Los externos son llevados a cabo por enzimas exocelulares como
la levan y la dextransacarasa, € inclusive pueden considerarse
las reacciones de glucosil-transierasa.

Las reacciones internas pueden incluir las que se realizan a
nivel de la membrana celular y a nivel citopldsmico. En bacterias

gram negativas, los nucledtidos difosfato unidos a un zucar,
pueden eser utilizadws como donadores del grupo glucosil. Las
enzimas relacionadas con la sintesis de precursores son

citoplédsméticas y pueden estar asociada
'

con la membrana,
organizadas espacialmente junto con las glt -

cgsil-trancicrasas.,

)
0
0

Las unidades repetidas de los polisacdridos son ensambladas
por la transferencia secuencial de azucares a intermediarios
ligados & lipidos, y al menos algun paso de la polimerizacidn
ocurre en la fraccidén lipidica de la membrana (Whitfield, 1988).

Los mecanismos de sintesis son muy variados, y aun no se
conoce como =& llevan a cabo en la mayoria de los microorganismos
(Whitfield, 1988).

c) Puncién de los polisacaridos exocelulares en los
microorganismos.

La funcién de las cépsulas bacterianas formadas por
polisacdridos parece depender del ambiente, al ser consideradas
principalmente ccome meccanismos de defensa contra condiciones
adversas del ambiente, y gque pueden ser consideradas como
presiones de seleccién. De esta manera, puede perderse facilmente
la caracteristica en el laboratorio, perc puede mantenerse en
condiciones naturales. El tipo de mecanismos de proteccidn que
proporcionan las capsulas es variado, ya gque puede conferir
especificidad antigénica, servir como un mecanismo protector
contra el oxigeno atmosférico o iones metd&licos, y también se ha
observado gue ayuda en la formacidén de agregados celulares (Moat,
1985), como un agente crioprotector en Streptococcus Jlactis y
Streptococcus cremoris (Gilliland y Speck, 1974), ¥ como un
factor que impide el ataque por bacteridfagos, al cambiar las
caracteristicas de la superficie celular (Watanabe et al, 1987),
similar a lo que ocurre en Streptococcus cremoris 5K110, el cual
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presenta la codificacion de esta caracteristica en el pléasmido
pSK112, y le confiere resistencia con respecto &l fago SK11G
(Sijtema et al, 1988). En algunos microorganismos, la capacidad
de adherirse a las superficies estd dada por las caracteristicas
de 1los rpolisacdridos exocelulares, como en el caso_ de las
bacterias que producen la caries dental, o las gque tienen la
capacidad de adherirse en el tracto digestivo (Whitfield, 1988).

La presencia de polisacdridos exocelulares esté& relacionada
con la unién de bacteriéfagos a la superficie celular. De esta
manera se sabe que en Streptococcus cremoris KH, el receptor del
bacteriofago kh, es la ramnosa presente en un polisacarido de 1la
pared exocelular. En bacteriss gram negativas, se ha descubierto
que log bacteridfagos reconocen lipopolisacaridos y proteinas
especificas de la membrana interna. Un ejemplo de ésto es el
colifago ©X174, el cual se une a la fraccién de carbohidratos del
polisacé&rido, mientras que el bacteridéfago lambda se adsorbe a la
proteina de membrana relacionada con el transporte de maltosa. En
bacterias gram positivas, los bacteriéfagos generalmente se unen
a carbohidratos en la superficie celular, a excepcién del
bactericfago ml3 el cual se une a una proteina de membrana
(Valyasevi et al, 19350).

En Streptococcus cremeris, soe ha encontrado que las  bacterias
capaces de producir polisacdridos exocelulares, aisladas a partir
de la leche fermentada Viili, presentan mayores actividades de
UDP-4-galactosa- epimerasa, y decrece la actividad de la UDP-
glucosa- pircofosfatasa. Este efecto parece deberse a la presencia
de un represor inactivo que desreprime la sintesis de varias
enzimas. Asi mismo, se ha consliderado que estd relacionada la
proteina A en la membrana externa con el fenotipro mucoide en este
tipo de bacterias, y por otra parte se sabe que pueden influir
los factores genéticos y ambientales, y que la estabilidad de
este mecanismo puede inducirse por la para-fluorofenilalanina
(Foreén y Haiva, 1981). En otra cepa de Streptococcus cremoris
aisladas de Viili, lass cepas filantes o mucoides, parecen tener
asociada una glucoproteina, la cual puede perderse por el atague
de Dbacteridéfagos en las cepas, con lo cual la caracteristica se
convierte en inestable (Kontusaari et al, 1985), y también se ha
localizado la presencia, por metodos inmunoquimicos., de un  Acido
lipoteicoico en Streptococcus cremoris TH, el cual actda como un
antigeno en esta cepa (Forsén et al, 1885).

El conocimiento de la bielogia molecular de la caracteristica
de producir polisacaridos exocelulares en diversos tipos de

bacterias, permitiria su manipulacidén geneética al afectar las
funciones que se han encontrado relacionadas con este tipo de
compuestos como son: Proteccién contra la desecaci6n, la

depredacién, y contra iones metélicos (Whitfield, 1988).

d) Factores genéticos relacionados con la produccidén de
polisacaridos exocelulares.

En diversas Dbacterias, la codificacién genética de la
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capacidad de prroducir polisacéridos exocelulares puede
encontrarse tanto a nivel cromosomal como plasmidico, y los genes
parecen estar agrupados en "clusters” de aproximadamente 15 Kb de
DNA cromosomal como en £Escherichia coli X1, el cual sg ha
considerado que codifica para doce productoe, necesarios para la
sintesis, polimerizacién, modificacién y translocacién de los
polisacaridos exocelulares. En otras cepas de bacterias, los
genes pueden estar acomodados en méas de un ‘‘cluster’, como en
Escherichia coli K30 y Klebsiella K20 (Boulnois y Jann, 1989;
Whitfield, 1388).

En Rhizobium fredii USDA 208, se ha encontrado una posible
relacién entre la sintesis de rolisacéaridos exocelulares con el
numero de copia y efectividad simbidtica, con respecto al
plasmido pRj2Z06b. También en esta cepa se ha encontrado que la
produceidn del polimero s6lo se expresa cuando Se encuentran
poliocles en el medio (Barbour y Elkan, 1583).

Gracias al empleo de técnicas de DNA recombinante se sabe que
la inestabilidad genética gque se presenta en la produccién de
polisacé&ridos exocelulares puede deberse a distintas causas, como
los eventos de recombinacién homéloga, que resultan en la pérdida
de una copia de los genes, en FPseudomonas aeruginosa, durante la
sintesis de alginato. El control de la produccién del polimero
puede deberge & 1la diesponibilided de oprecurscres dekido a
inhipicidn por retroalimentacién, o degradacién, la codificacién
&a nivel plasmidico, y a la disponibilidad de los intermediarios
lipidicos propuestos.

La regulacién de la produccién de polisacdridos exocelulares
puede llevarse a efecto a diversos niveles, tales como la
presencia de secuencias reguladoras positivas o negativas, por
protedlisis,_ por la presencia de iones divalentes especificos
como el Ca?* intracelular, y sin embargo la mayoria de los
procesos regulatorics alin no se han definido totalmente
(Whitfield, 1988).

e) Factores genéticos relacionados con la produccién de
polisacédridos exocelulares en bacterias lacticas.

Se considera aque loeg polisacdridos desempefian un papel
importante en los alimentos, puesto QqQue estos compuestos
proporcionan una mayor congistencia y mejoran su textura, debido
a la formacidén de geles, con base en mezclas de biopolimeros
(Morris, 18985).

En la elaboracidén industrial de vyoghurt frecuentemente se
adicionan sélidos de leche para aumentar su consistencia y evitar
el desuerado o sinéresis, el cual puede verse afectado por
factores como el pH, temperatura, fuerza idénica, grado de
agitacion, concentracitén de iones calcio y proteinas del tipo de
la caseina (Pearse y MacKinlay, 1988). El empleo de cepas
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productoras de polisacéaridos en la elaboracién del yoghurt,
permite la formacién de un alimento con una buena consistencia
sin QqQue ase presente la sinéresis, se evita la adicidén de otros
compuestos en  el, v por lo tanto se disminuyen 1ieos  costos  de
produccidn (Marshall, 1984). .-

Actualmente se sabe que existen diferentes cepas de bacterias
lécticas que producen polimeros exocelulares que les confieren la
caracteristica de transformar el medio de cultivo haciéndolo méas
viscoso (Cerning, 13930).

En diferentes tipos de leches fermentadas como el Villi, se
han encontrado cepas de bacterias lacticas con la caracteristica
filante o mucoide desde hace varias deécadas (Sundman, 1953). En
afics recientes se ha descrito que la codificacidn genética de
intermediarios (Sjoberg y Hahn-Hagerdal, 1989), vy enzimas
responsables en la produccidn de polisacéaridos exocelulares, como
la levan o dextran sacarasa a nivel de la membrana celular, v a
nivel citoplésmico 1la glucosil transferasa, € intermediarios
unidos & lipidos, puede estar codificada a nivel cromosomal o a
nivel plésmidico (Whitfield, 1988).

De esta manera se comprobé que la capacidad de producir el
fenotipo mucoide en Streptococcus cremoris ARH87, estd asociada
con €l plasmido pV3d de 30U Mba, lo cual se compropd curando la
cepa productora y transformando, por medio de protoplastos, la
cepa no mucoide Streptococcus lactis MGl614 (von Wright vy
Tynkkynen, 1387). Siguiendo la misma estrategia de curacién vy
transformacién de una cepa muccide o filante, se comprobd gue en

Streptococcus cremoris M5 esta misma caracteristica esté
codificada en el plédsmido pSRQRZ20Z de 18.5 MDa, el cual confiere
también reegistencia a bacteridfagos (Vedamuthu y Neville, 1986).

Asi mismo, para Lacteobacillus casel NUFB 4114, este fenotipo esta
correlacionado con un pléasmido de 4.5 MDa. En este mismo trabajo,
se menciona que la cepa de Lactobacillus bulgaricus 2Z2ol, que se
comporta como una cepa filante, no presenta plédsmidos (Vescovo et
al, 1989).

Macura y Townsley en 1984 reportaron que la caracteristica
mucoide o filante en las bacterias del yoghurt es muy inestable,
puesto que se pierde como resultado de transferencias continuas,
Yy sugirieron una posible codificacién en plasmidos.

El interés que han despertado los plasmidos de bacterias
lacticas es que presentan la posibilidad de ser utilizados como
vectores o vehiculos de clonacién, para microorganismos que son
utilizadeos en la industria de alimentos, como se ha mencionado
anteriormente, debido a su condicién de organismos generalmente
reconocidos como seguros (GRAS, por sus siglas en inglés) (Gasson
y Davies, 1984).



CAFITULO VI

Estabilidad e Inestabilidad genética de los microorganiemos.

La informacién genética codificada en el DHA ~“presenta
variaciones, y se considera como un mecanismo indispensable para
asegurar la supervivencia de los corganismos. Se piensa que debe
existir la plasticidad genética en los organismos debido a dos
razones fundamentales: Por una prarte la infeormacidn genetica debe
transmitirse en forma estable de una generacién a la siguiente; y
por otra parte ge requiere de cierts inestabilidad pars que se
presenta la evolucidn bioldgica de las especies, y por lo cual se
supone que la estabilidad genética no puede ser absoluta.

Estos conceptos parecen contradecirse. Sin embargo existen
algunos factores que promueven la inestabilidad mientras que
otros la limitan. Si la inestabilidad es excesiva esto hace que

una cepa microbiana no pueda sobrevivir en un ambiente, y por
otra parte si no cambia lo suficientemente rapido no puede
adaptarse & cambios en las condiciones ambientales. Esto hace

pensar en que debe exXistir un equilibrio entre la ectabilidad e
inestabilidad geneticas.

Los cambioca en el ambiente permiten la seleccidén de nuevas
caracteristicas en las bacterias, y propician el aislamiento de
variantes genéticas, motivo por el cual se puede encontrar una
amplia diversidad en la composicién gendmica de las poblaciones
de microorganismos (Arber, 1390).

a) Procesos de cambio en el material genético
de microrganismos.

Los cambios en el genoma o mutaciones esponténeas son producto
de diferentes mecanismos moleculares. Estos mecanismos pueden ser
los gque se mencionan a continuacidn:

1) Fallas en la replicacién del DNA, debidas a la incorporacidén o
substitucidén de nucledtidos, distintos a los encontrados en un
templado.

2) Pequerias deleciones, inserciones o duplicaciones del DNA,
aungue estos cambios pueden ser reparados por diversos mecanismos
moleculares, ciertos errores permanecen en el genoma.

3) Agentes mutagénicos del ambiente, como radiaciones 1ionizantes
o agentes quimicos encontrados en la naturaleza.

4) Rearreglos del DNA mediante procesos de recombinacién, tal vy
como ocurre durante la conjugacidn bacteriana.

5) Elementos genéticos méviles, que presentan secuencias de
insercién y que se encuentran ampliamente distribuidas en los
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microorganismos (Haandrikman et al, 1990). lentro de estos casos
pueden considerarse los procesos de transposicidn, insercién,
delecibn y fusidén de DNA,

En contraste con estod pro 3 de rearreglos intragenoémicos
del DNA ., s adquieicidn 4 ecuencias de DHNA de oLros
microorganismos, ofrece a una célula receptora la posibilidad de
enriquecer su potencial gendmico en un solo evento.

La transferencia de informacicén genética entre cepas
diferentes de un microorganismoc., contribuyen a la adaptacién vy
evolucién microbiana bajo condiciones naturales, y se sabe que
los principales mecanismos de transferencia genética son los
siguientes: Transformacidn, conjugacién, transducciodn, v en
cierta medida la fusidn de células.,

Asi como se presentan mecanismos de transferencia de
informacidén genética entre cepas distintas de microorganismos,
también existen mecanismos o factores que limitan la

transferencia de informacién, entre los qQue se pueden mencionar
los siguientes:

1) Compatibilidad entre las superficies celulares de dos
microorganismos en el procesc de conjugacibn,

idad de introducir DNA a la célula

2) Competencia celular, o capac
cién,

ol
en los procesos de transforma
3) Rango de hospederos del fago en el proceso de transduccién,

4) Sistemas intrinsecos celulares de Restriccién/Modificacién,
que distinguen el DNA nativo de la célula y degradan €1 DNA
foréaneo, y

5) Compatibilidad/Incompatibilidad de la informacién genética
presente en la célula y la informaciodn introducida, como es el
caso de la incompatibilidad plasmidica (van der Lelie et al,
19683).

De acuerdo con lo anterior, una interrogante es conocer si la
evolucién bioldégica es el resultado de la acumulacidn de errores
a nivel de la informacidn genética, o bien si es posible que
existan funcicnes o factores bicldgicos especificos que promuevan
la evolucién, como los plasmidos o los virus.

b) Plasticidad genética de los microorganismos.

La plasticidad genética representa una ventaja valiosa para
los microorganismos ante cambios en el ambiente. Sin embargo, las
roblaciones naturales deben presentar una cierta tolerancia ante
los cambios a nivel genético para poder sobrevivir, y esto
depende de diversos factores tanto ambientales como propios de
los microorganismos (Arber, 1990).
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Las caracteristicas codificadas en plésmidos son mas
inestables genéticamente debido a que las celulas rueden
perderlos fédcilmente (Gasson et al, 1987), lo cual también se ha
propuesto gue ocurre en  bacterias lécticas, principalmente
relacionzde con la carsacidad ae metabolizar la  lactosa_ (McKay,
1978), vy con la hidrélisis de la caseina en la leche, realizado
por proteasas especificas (Morelli et al, 1986).

Por otra parte, se han desarrollado vehiculos moleculares
bagsados en rplésmidos de diversos origenes bacterianos. Estos
vectores, en general son 1inestables, particularmente cuando
presgsentan insertos de material genético extrano.

La inestsbilidad en los plésmidos se ha encontradeo que puede
ser de dos tipos:

1) Segregacional: en donde se pierde el plasmido completo de la
poblacién de microorganismos, y

2) Estructural: en donde el pléasmido sufre rearreglos de las
secuencias de bases, generalmente relacionados con deleciones.

Existen diversas teorias gue pueden explicar cémo los
plasmidos son conservados o no en una poblacién de bacterias, a
lo cual se le denomina como particién de plasmidos. Cuando se

encuentran pléasmidos multiméricos en una bacteria, se asegura la
digstribucidén de por lo menos una copia a las células nijas.
También, existen cazsos en los que se produce la muerte celular en
bacterias que no presentan una copia del rl&asmido. La
incompatibilidad que se presenta entre algunos pléadsmidos, puede
deberse a un desplazamiento por un plésmido de bajo numero de
copia, el cual puede ser mantenido maés facilmente en una célula,
vy también debido a que una cdélula puede mantener uUno pero no
ambos pléasmidos (Austin, 1988).

Aparentemente la inestabilidad en los plasmidos es generada

por la forma de replicacidn. En Bacillus subtilis se ha
encontrado gque la inestabilidad de pldsmidos, esté& relacionada
con 1 origen de replicacién de los mismos. Agquellos que

presentan una Iforma de replicacidén aue sigue ¢l modelo del
circulo rodante tienden a ser inestables (Bron et al, 1930).

En algunos plasmidos que han sido utilizados como vectores de

clonacién en Dbacterias lacticas, particularmente Lactococcus
lactis, se ha encontrado que plasmidos grandes de mds de 10 Kb,
son méds estables que prlasmidos pequenos de menos de 10 Kb, y se
ha propuesto también que un factor importante que interviene en
éaste sentido es la forma en gue se replican los mismos. Los
plasmidos grandes generalmente se replican utilizando un

mecanismo tipo teta, mientras que plédsmidos pequerlios se replican
siguiendo el modelo del circulo rodante, ésto se ha observado con
el plésmido pAMBl y el plésmido pTB19 (Delisle et al, 19S0).
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En el plasmido pAMPBl puede encontrarse un fragmento de DNA que
evita la segregacién, cuando se utiliza como vector de clonacidén
en Bacillus subtilis y Clostridium acetobutyvlicum. Aparentemente
esta regién codifica para dos genes, similares a las recombinasas
bacterianas y a la topoisomerasa I de FEscherichia coli (Swinfield
et al, 1990).

En Streptomyces sp., también se presenta el fenbtmemo de
inestabilidad genética, pero aun no se conocen bien los eventos
relacionados con este proceso (Schrempf, 1990).

En la levadura Saccharomyces cerevisiae, la introduccién de
genes que presentan resistencia a cobre, o €l gen de la
superdxido dismutasa, confieren estabilidad en los cultivos del
microorganismo (Rech et al, 1990).

Con base en lo anterior, puede observarse que existen
mecanismos moleculares que favorecen tanto la estabilidad como la
inestabilidad de la informacién genética en distintos grupos de
microorganismos, lo cual tiene como consecuencia Que estos
microrganismos puedan adaptarse en rorma eficiente ante cambios
ambientales diversos.



CAFITULO VII

Hipétesis

Con base en la informacién anterior se propuso la siguiente
hip6tesis al inicio del proyecto:

"La produccitn de polisacaridos exocelulares que generan el
fenotipo mucoide o filante en bacterias del yoghurt,
Streptococcus thermophilus y Lactobacillus bulgaricus, es
inestable y puede encontrarse codificada genéticamente”

Objetivos

a) Objetivo General

Establecer los factores genéticos que esté&n relacionados con
el fenotipo mucoide o filante en las bacterias Strertococcus
thermophilus y Lactobacillus bulgaricus, que se emplean en la
elaboracién del yoghurt.

b) Objetivos Particulares

I. Intentar desarrollar metodologias de identificacién
macroscépica vy microscédpica entre cepas filantes y no filantes de
ambas egpecies bacterianas.

II. Cuantificar y diferenciar los niveles de produccidén de
polisacéaridos exocelulares mediante el empleo de técnicas
bioquimicas, entre cepas filantes y no filantes de ambas especies
bacterianas.

III. Establecer la relacidn gque existe entre la presencia de
plésmidos y la produccidén de polisacdridos exocelulares con
respecto a cepas Iilantes y no filantes de ambas especies
bacterianas.




CAFITULO VIII

Material y Método

a) Cepas de Bacterias

Durante la realizacidn de este trabajo se utilizaron
diferentes cepas de bacterias de los géneros Streptoceccus
thermophilus, Lactobacillus bulgaricus, y Escherichia coli, como
se muestra en la tabla 3.

CEPAS ORIGEN CARACTERISTICAS

Streptococcus thermophilus

NCFB 859 Ncrpl CEPA F1LANTE O MUCOIDE
NCFB 673 NcFpl CEPA TIPO. NO MUCOIDE
NCFB 2075 NCFB1 CEPA COMERCIAL. NO MUCOIDE
ST 233 1NRAZ CEPA NO MUCOIDE

Lactobacillus bulgaricus

NCFB 2772 NcrBl CEPA FILANTE O MUCOIDE
NCFB 1489 NCFB1 CEPA TIPO. NO MUCOIDE
NCFB 2074 NCFBL CEPA COMERCIAL. NO MUCOIDE
BM B 13 1I1BM3-4 CHEPA NO MUCOIDE

Escherichia collil

BHB 2600 JmMad PLASMIDO pGK12/NO MUCOIDE

TABLA 3. Cepas de bacterias utilizadas en el proyecto.

1 NCFB = National Collection of Food Bacteria, Shinfield,
Reading, Inglaterra. Cepas proporcionadas por el M. en C. Mariano
Garcla-Garibay.

INRA = Inslitubt National de la Recherche Agroncmique. Jouy-en
Jjosas, Francia. Cepa proporcionada por el M. en C. Mariano
garcia—Garibay.

IIBM = Cepario del Instituto de Investigaciones Biomédicas,
Universidad Nﬁcional Aut6bnoma de Meéxico. Proveniente de la
2oleccién NRRL™ con nimero de catdlogo B 548.

NRRL = Northern Regional Research Laboratories, EUA.

SamMG = Cepa proporcionada por la Dra. Juliette Morlon-Guyot.

Las condiciones de mantenimiento de las cepas filantes y no
filantes se describen en el Apéndice II.
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b) Condiciones de crecimiento en medio liguido.

Las diferentes cepas se obtuvieron liofilizadas. Una vez
abiertos los licfilizados, las cepas se crecieron en  leche
descremada bacteriolégica, gkim milk (Difco) estéril en ._solucién
al 11 %, vy se mantuvieron por medio de transferencias bisemanales

N

en leche descremada comercial esteril, al 11 %X de s6lidos
totales.

En vista de Qque las bacterias empleadas en este estudio,

presentan requerimientos nutricionales complejos, se Pprobaron
diferentes medios de crecimiento con el objeto de encontrar el
que proporcionara las mejores condiciones de crecimiento. Asi

mismo, poder emplear un medio sintétice translucido durante los
procedimientos de extraccidn de DNA plasmidico, en vista de que
la leche interfiere en la realizacién de éstos. Con estas dos
finalidades se probaron diversos medios, propuestos por varios
autores.

Los medios probados fueron: Reddy con purpura de bromocresol,
M17, MRS adicionado con lactosa 2%, leche deseremsds, APT,
Elliker modificado, y Lee (Apéndice 1).

Después de la inoculacidn en medio liquido sintético, o leche
descremada comercisl (Nido-Nectlé, Laussana, Suilza), se incubéd =
370C durante la noche. El crecimiento de los microorganiemos se
observé de distinta manera, en ambos medios. En la leche se
presentdé la coagulacidn de las prroteinas debide a la acidez
producida, y el numero de bacterias se determiné por el método de
cuenta en placa. En medino liguido sintético se cuantificd el
crecimiento celular por la turbidéz producida en el medio leyendo
en espectrofotémetro a wuna longitud de onda de 540 nm, con
respecto a una curva esté&ndar entre la absorbancia obtenida y una
cuenta en placa.

c) Condiciones de esterilizacidén.

La esterilizacidén se realizd en olla de presidén a 121¢C o 15
libras/pulgada cuadrada de presién, durante 10-12 minutos, para
evitar la caramelizacidn de los azucares presentes en el medio de
crecimiento. La &sterilizacidon de sales y otros compuestosS gue no
son afectados por la temperatura se realizod durante 15 minutos
como minimo.

d) Condiciones de crecimiento en medio sdélido.

Se utilizé el medio MRS preparado a partir de sus componentes
(Apéndice 1), o bien el preparado comercialmente por Difco (Difco
Laboratories, Detroit, Mich), adicionado con lactosa al 2 % (20
g/L), Rojo Neutro (24 mg/L), y agar al 1.5 % (15 g/L), en lo que
se denominé como el medio de crecimiento Agar/MRS~lactosa/Rojo
Neutro.



Con 1la finalidad de diferenciar macroscdpicamente a las
colonias de las distintas cepas, se agregd el colorante Rojo
neutro al medio de cultivo, & una concentracién de 24 mgs/L. Se
probaron igualmente los colorantes Roido Congo y Rojo de  Rutenio,
a la miemas concentracidn.

e) Determinacion de la capacidad de fermentar carbohidratos.

Una de las principales pruebas de identificacioén de bacterias,
es la capacidad de utilizar diferentes carbohidratos como fuente
de carhono, Puesto gue cegun cudles de estous son metabolizados se
puede conocer gue género o especie ge estd trabajando. En  este
proyecto en particular, es necesarioc conocer que tipo de azucares
utilizan las bacterias, debido a que son un factor importante en
la produccién de polisacéaridos.

Para realizar este tipo de experimentos se prepard el medio
MRS en caldo &8 partir de sus componentes, ein sgregarle
carbohidratos que pudieran ser utilizados como fuente de carbono.
Se realizé la determinacién al agregar a la mezcla anterior, los
carbohidratoe especificos Qque se probaron como fuentes de
carbono. Estos carbohidratos fueron: Glucosa, Lactosa, Galactosa,
Fructosa, Sacarosa, Maltosa, Manosa, Xilosa y Arabinosa. Se
agregd tambien parpura de bromocresocl (24 mgr/L), el cual en
solucidn presenta un color purrpura a un pH neutro, cambiando a un
color amarillo a pH &cido de 5.8. Se inoculd con 1 % de bacterias
a partir de un precultivo, ¥y se incubd a 370C durante 24 horas.
El crecimiento de las bacterias genera un pH bajo debido a la
produccién de &cido lactico, y por lo tanto puede observarse un
color amarillo en el medio.

f) Determinacién de la produccién de polisacaridos.

Se empled la técnica que se ha denominado como Haze Assay,
descrita por Garcia-Garibay (1985). Se inocularon 10 mL de medio
de cultivo liquido, leche o MRS caldo, con 1 % de un precultivo.
Se incubd durante la noche, aproximadamente 12-16 horas a 370C.
Se tomaron alicuotas de 6 mL del cultivo, se agregd 1 mL de &cido
tricloroacético (TCA) al B0 % y se agitdé vigorosamente. Se
centrifugé a 5,000 rpm durante 10 minutcs, se tomaron Z mbL del
sobrenadante y s8e mezclaron con 2 mL de etanol absoluto, para
producir la precipitacién del polisacérido. Se agitd, y dejd en
reposo durante 20O minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se
midié la absorbancia del medio leyendo por espectrofotometria a
una longitud de onda de 720 nm, como una medida de la turbidez
generada en el medio por efecto de la precipitacidn del
polisacérido con el alcohol.

g) Extraccién de plasmidos de bacterias lacticas.

Para realizar la extraccidn de plasmidos de las diferentes
cepas de bacterias del yoghurt ese empled una técnica
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especialmente disefadas para bacteriase lacticas term6filas
(Somkuti y Steinberg., 1986).

Se inocularon 100 mL de medio de cultivo MRS caldo con lactosa
vy con DL-treonina 20 mM, con 1 % de un precultivo, y se_incubd a
370C durante toda la noche. El  volimen total de medio Be
centrifugéd a 10,000 rpm durante diez minutos a 40C, y se
resuspendidé el paquete celular en 10 mL de buffer T1 para lavar
las células. Se centrifugd nuevamente a 10,000 rpm durante diez
minutos y se resuspendié el paquete celular en 2.5 mL de buffer
T2. Se agregaron 150 mg de lisozima la cual actla como un agente
de lieis de pared celular de bacterias gram pesitivas (Chassy vy
Giuffrida, 1980, 2.5 mL de Polietilenglicol (PEG) 24 % (PM =
3,600), y 25 ulL de Dietilpirocarbonato (DEF) para inhibir la
accidén de nucleasas exogenas. L.a mezcla se incubd durante 80
minutos a 370C. Posteriormente se centrifugd a 12,000 rpm durante
5 minutos y se resuspendid el paquete celular en 4.5 mL de buffer
T3, finalmente =se rompieron los paquetes celulares con un
agitador de goma. Se agregaron 0.5 mL de Dodecil sulfato de sodio
(SDS) 10 %, y se mezcld por invergiones suaves. Se incubdé a 370C
durante 15 minutos para inducir la lisie celular, N4
posteriormente e sgitd en vortex a velocidad maxima durante dos
minutog. Se agregd Hidréxido de sodio (NaOH) BN gota a gota con
agitacidn suave hasta alcanzar un rH de 12.2-12.4,
aproximadamente 0.15 mL, ¥y se continué con agitacidén suave por 15
minutos més. Se agregd 1 mL de buffer T4 hasta alcanzar un pH de
8.0-8.5, y 0.6 mL de cloruro de sodio (NaCl) 5M para obtener una
solucidén de NaCl al 3%. Se adiciond fenol saturado con NaCl al
3%, Yy se agitd suavemente durante S5 minutos a temperatura
smbiente. Se centrifugd a 12,000 rpm durante 5 minutos vy se
removi¢é la fagse acuosa sin perturbar el precipitado floculento
blanco. Se agregd un volumen de cloroformo y se mezcld por
inversiones repetidas. Se centrifugd a 12,000 rpm durante 5
minutos nuevamente, VvV a la fase acuosa se agregaron Z volumenes
de etanol abecluto frio, guardando la mezcla a -250C durante toda
la noche. Al dia siguiente se centrifugd a 12,000 rpm durante 20
minutos, =e descartd el sobrenadante y se drend el paquete
durante 15 minutos., por inversidn de los tubos sobre un papel
secante. Se disolvid el paquete obtenido en 200 ul de buffer T y
se agregaron 10 ul de EKNAsa IA de una solucion de 10 mg/mL hasta
obtener una aoncentracion final de 100 ugs mL, y se incubdé la
mezcla durante 60 minutos a 370C. Una vez terminado esto se
realizé una electroforesis de las muestras, o bien se guardd la
mezcla a -200C.

Soluciones: (Apéndice III)

- DL-treonina 0.52 M

- SDS 10 %

- PEG (PM = 3,6800) 24 %

- NaOH 5N

- NaCl 5M

- RNAsa IA 10 mg/ml en alicuotas de 25 uL
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Buffer T1; Tris 10 mM-HCl, H B.Z2
- Buffer T2; Tris 20 mM-HCl, pH 8.2

-~ Buffer T3; Tris 100 mM-HCl, EDTA 10 mM, pH 8.6

- Burffer T4; Trie Z M-HCl, pH 7.0 '

Buffer T5; Tris 1u mM-HCl, EDTA 100 mli, pH B.0 —

h) Purificacidn de plasmidos.

La purificacitn de plismidos de las bacterias lActicas se
realizé por medio de electroelucidén. Una vez realizada la
extraccidn de plésmidos de las células, se prepard una
electroforesis en gel de agarcsa 0.8 %, y se depositéd en  los
carriles el total del volumen de la extraccién. En los carriles
externos del gel se colocd una pequenia muestra, de 10-20 ul, para
poder marcar la posiecidn de las bandas de interés. Se realizé la
electroforesis y se tihieron con bromuro de etidio. 40 ug/mL. las
partes e=xternas del gel.

Con la ayuda de una mesa de luz ultravioleta se cortaron los
fragmentos correspondientes a la pocicidn de lous plasmidos y  los
mismos fueron introducidos en boleas de didlisis tratadas de la
siguiente manersa:

Un tubo de bolsa de diAlisis se hirvid en una solucidén de
bicarbonato de sodio &l 2 % - EDTA 1 mM, durante 10 minutos, se
lavé el tubo con agua destilada, se hirvié por 10 minutos mas en
una solucidén de EDTA 1 mM, se permitié enfriar y se guardaron las
boleas a 50C en una solucién de EDTA 1 mM (Maniatis, 1982).

La bolsa de electroelucidn se llendé con una cantidad minima de
buffer TE 10-1 pH B.0O (Apéndice III), Junto con los fragmentos
del gel. Se eliminaron todas las burbujas posibles, v se colocd
en la cémara de electroforesis en forma transversal. Se hizo
pasar una corriente eléctrica de 150 V durante una hora y media,
con lo cual se permitidé la salida del DNA del gel. el cual
permaneci® en el interior de la bolsa de di&lisis. Al finalizar
el tiempo, se invirtié la polaridad de la corriente en la fuente
de poder durante 15-30 segundos, lo que permitid el
desprendimiento del DNA de la pared intericr de la bholsa. Se
recuperd el buffer del interior de la bolsa, y se comprobdé la
salida del DNA del gel mediante el empleo de luz UV. E1 DNA se
recuperd® por precipitacién con etanol absoclutc a ~250C. Para
eliminar el exceso de sales se lavd el DNA con etanol al 70%
(Maniatis, 1982).

i) Procedimientos de Curaciodn

Para evaluar si la presencia de plésmidos estaba relacionada
con la regulacidn en la produceciodn de polisacéaridos
extracelulares, ge intentd la eliminacién de los pléasmidos, es
decir 1la curacidén de las cepas, empleando para ello diversos
métodos.
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1) Métodos fisicos.
1) Temperatura.

Se hizo crecer a las bacterias a diferentes temperaturas,
hasta una temperatura subletal de 60oC durante 4 horas, con dos o
tres transferencias sucesivas, similar a 1lo reportado para
Lactococcus sp. (Sinha, 1989).

2) Electroporacion.

Se inocularon 10 mL de medio de cultive MRS caldo y DL-
treonina 20 mM con 1 % de precultiveo. Se crecieron las hacterias
durante la noche s 370C. 24 horas después se inocularon tubos con
medio fresco en las mismas condiciones de crecimiento vy se
permitid el desarrcllo de las bacterias durante cuatre horas mas
a 370C, para obtener un cultivo de células nuevas. Se lavaron las
célulae cuatro veces en buffer de electroporacidén EB, (EB; Hepes 1
mM pH 7.4, MgCl2 1 mM, Sacaross 0.3 M) (Apéndice III). Se
resuspendieron las células en dietintas cantidades de bhbuffer EB,
dependiendo de las condiciones requeridas.

Para los exgerimentos de curacién se hizo una dilucién de
células de 107°. Se colocaron 50 ul de células en celdas de
electroporacidn vy Be sometiercn a un pulsw eléctrico en
diferentes condiciones, descritas en %ﬁ tabla 4, en un aparato de
electroporacién Bio-Rad, Gene Pulser facilitado por la Dra.

Juliette Morlon-Guyot. Inmediatamente después de aplicado el
pulso eléctrico, se agregaron 450 ul, de medio MRS, y se permitid
la recuperacién de las células durante una hora. Una vez

transcurrido este tiempo, 8e tomaron 100 ulL de células y se
extendieron en wuna caja con Agar/MR5-lactosa/Rojo Neutro. Se
permitié el crecimiento de las colonias hasta D dias después de
realizado el procedimiento de electroporacidén. Al término de este
tiempo, ese tomaron distintas colonias &l azar, las cuales cse
propagarcon y se les realizd la extraccidn de DNA plasmidico por
la técnica descrita previamente (Somkutli y Steinberg, 1986), con
el fin de conocer ls eficiencia del método de curacidn de
plasmidos de las cepas.

Las condiciones de curacidén por electroporacidn se muestran en
la tabla 4.

11) Métodos quimicos.

La curacion gquimica se realizd al colocar en tubos con 10 mbL
de medio MRS-lactosa liquido, distintas concentraciones de un
agente quimico gque permite realizar la curacidn., también llamado
agente curante. Se inoculd con 1% del volumen de una suspensioén
de células, y se incubd a 370C durante 12-16 horas. Al finalizar
este tiempo, se tomd una alicuota de 1% y se inoculdé una segunda
serie de tubos, en las mismas condiciones. Posteriormente se
sembraron 100 ul de células, a partir de una serie de diluciones
de los tuboe de prueba en el medio MRS-lactosa agar con Rojo
Neutro. Se muestred una serie de colonias asi obtenidas y se les
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realiz6 la extraccién de DNA plasmidico (Somkuti y Steinberg,
1986),

Se emplearon como agentes curantes Bromuro de Etidio,
Acriflavina y Novobiocina. Las concentraciones probadas fueron de
0 a 4 ug/mL, de 0 a 100 ug/mlL y de U a 5 ugymL, respectivamente.

J) Extraccién de plasmidos de Kscherichia coli BHB 2600.

Durante el desarrollo del proyecto, en la fase de
transformacidn de la cepa de Streptococcus thermorhilus NCFB 853
por electroporacidn, se utilizaron plédsmidos comunmente empleados
como vectores en bacteriass l4dcticas, particularmente el plasmido
pGK12, el cual sge recuperd de FEscherichia coli BHB 2600,
transformada con este plasmido. Los plasmidos empleados en esta
parte del trabajo experimental, asl como la cepa de Escherichia
coli BHB 2600, fueron proporcionados por la Dra. Juliette
Morlon-Guyot. Eatos pléasmidos presentan la caracteristica de
poseer la resistencis & uno o varios antibidticos.

Primero se realizd un precultivo a partir de una colonia en que

se encontraron células con resistencia a un antibisdtico
especifico. La cera de Escherichia coli BHB 2600 con el plésmido
pGK12Z presenta resistencia & cloramfenicol (50 ug/mL) y a

eritromicina (200 ug/mL). S8e hizo un precultivo en 5 mL de medio
LB (Luria-Bertani) (Apéndice 1) con cloramfenicol 10 ug/mL, y =se
incubé a 370C durante una noche. Al siguiente dia se inocularon
250 ml de medio LB y cloramfenicol 10 ug,/mL, con 2 mL de
bacterias del precultivo, y se incubé a 370C durante una noche,
con &agitacidn de 150 rpm. Para iniciar el procedimiento de
extraccién del plasmido, se centrifugd a 7.000 rpm durante 10
minutos a 40C, para obtener &l paguete celular. Se lavaron las
células dos veces en 100 mL de bhuffer 3TE, se centrifugdé y se
resuspendid el paquete celular en 20 mL de buffer TE 25-50, =se
agregdé lisozima a una concentracién de 5 mg/mlr y sSe incubd
durante 5 minutos en hielon. Se agregaron 40 mL de NaOH 0.2 M -
SDS 1% en solucidn final, y se incubdé durante 10 minutos en
hielo, para provocar la lisis celular. Se mezcld por inversidn, y
se agregaron 30 mL de una solucidén de acetato de potasio 5M 1la
cuval se prepard en el momento al agregar a 60 mL de acetato de
potasio 5 M, 11.5 mL de &acido acético glacial y 28.5 mlL de agua,
sin ajustar el pH. Se mezcld por inversidén suave y sgse dejd
reposar en hielo durante 5 minutos. 3e centrifugd a 10,000 rpm
durante 15 minutos, y se colectd el sobrenadante. Se agregd 0.8
veces el volumen de isopropancl, aproximadamente 50 mL, y se dejd
en reposo durante Z minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd
a 10,000 rpm durante 15 minutos, v se decantd el sobrenadante. Se
resuspendid el precipitado en 5 mL de buffer TE 25-50 se
agregaron 2.5 mL de acetato de amonio 7.5 M, y se incubé la
mezcla en hielo durante 20 minutos. Se centrifugd a 10,000 rpm
durante 15 minutos, se pasd el sobrenadante a un tubo nuevo, y se
agregaron 15 mL de etanol absoluto. Se incubd durante 2 minutos a
temperaturas ambiente, y se centrifugd a 10,000 rpm durante 15
minutos. Se resuspendid el paquete en 750 ul. de buffer TE 25-50 y
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se a&agregarcon 15 ul de RNAsa con una concentracién de 1 mg/mL, a
una concentracién final de 20 ug/ml, y se incubd® a 650C durante
una hora. Se extrajeron las proteinas con fenol saturado, fenol-
clornforme, y cleorcicorme, y & la fase acucsa e le adicisnd 1,10

del volumen «de secetato de sodio 3 M pH  £.0, Se sgregaron 2
volumenes de etanol absoluto y se dejé en reposo durante 2
minutos. Se  centrifugd a 10,000 rpm durante 10 minutos. Se

eliminaron las sales por medio de un lavado con etanol al 70 %, y
gse resusrendidé en un voluimen determinado de buffer TE 10-1 pH
8.0, que derpende de la proporcién de DNA plasmidico recuperado, ¥y
qQue generalmente corresponde a 20-40 ulb de buffer TE 10-1.

Soluciones: (Apéndice II1)

- Buffer STE; Tris 10 mM-HC1l pH 7.5, NaCl 10 mM, EDTA 1 mM.
-~ Buffer TE 25-50; Tris 25 mM-HC1l pH 8.0, EDTA 50 mM.
- Buifer TE 10U-1; Tris 10 mM-HCl pH 6.0, EDTA 1 mM.

k) Transformacitn de la cepa de Streptococcus thermophilus
NCFKFB 859.

El 1dnico método de transformacidn que se utilizd £fué 1la
electroporacidén, y se siguid el protocole descrito previamente,
solamente qgue se colocaron en las celdas de electroporacidn, 50
ul, de 1la suspensién de células gin diluir, junte con =21 DNA a
transformar. Esta suspensidn se obtuvo al resuspender la cantidad
total de células obtenidas por crecimiento en medio liquido, en
200 uL de buffer EB. Se colocaron de 1 a 3 ul de una soclucidn con
el DNA del pléasmido a transformar, a nna concentracién de 0.b-
1.0 wg/ul, Yy se procedidé a la aplicacién del pulso eléctrico.
Posteriormente & la aplicacién de este, se agregaron 450 ul de
medio MKS~lactosa liquido, y se permitié la recuperacién de las
células durante 4 horas a 370C. La seleccidn de las
transformantes se realizd en el medio Agar/MRS-lactosa/Rojo
neutro, adicionado con cloranfenicol (10 uwg/mL), en donde se
pretendié la expresion de la resistencia codificada en el
rléasmido transformado. También se prob6é dejar en recuperacidén a
las células a 40C durante una noche.

Los plésmidos que se intentd introducir a la cepa de
Streptococcus thermophilus NCFB 858, fueron el plasmido pGK1l2 vy
el plasmido extraido de la cepa no filante de Sireptococcus
thermophilus €T 233, nombrado internamente en el laboratorio como
pST233.

Se hicieron distintos intentos de transformacidn con la cepa
de Streptococcus thermophilus NCFB 853 por electroporacidn, y se
probaron diferentes variables susceptibles de cambio en esta
metodologia. Las diferentes condiciones de transformacién
probadas, se muestran en la tabla 4. De acuerdo con lo anterior,
la fuerza idnica del medio se mantuvo constante al emplear el
medio de electroporacidén reportado por Somkuti y Steinberg en
1988, el cual contiene un amortiguador de fosfatos 5 mM pPH 7.0,
con MgCl, 1 mM y sacarosa 0.3 M pH 7.4 (Apéndice III). La
capacitancia se mantuvo constante a 25 microfaradios (uFd), la
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resistencia se probé en 100, 200 y 400 ohms (&). El wvoltaje
aplicado se varié entre 0.6 y 2.5 KiloVolts (KV), en décimas de
unidad, hasta el marcado como maximo gue es generado por el
aparato. Este voltaje a2 =u vez corresponde a un rango de 3,000 a
12,500 V/em<,al emplear celdas de electroporacisén de 0.2 cm de
distancia total entre las placas de los electrodos.

CONDICIONES DE ELECTROPORACION

BUFFER CAPACITANCIA RESISTENCIA VOLTAJE VOLTAJE/DISTANCIA
(u¥Fd) (ohms) V) (V/cm)
H H : 0.6 H 3,000
H H 100 : 0.8 : 4,000
EB : H H 1.0 H 5,000
CHASSY H 25 : 200 H 1.2 H 6,000
1988 H : H 1.4 H 7,000
H H 400 : 1.6 H 8,000
H H H 1.8 H 9,000
: H H 2.0 H 10, 000
H H : 2.2 : 11,000
: : : 2.4 : 12,000
H H H 2.5 H 12,500
z H z 0.6 H 3,000
: H 100 : 0.8 H 4,000
EB H H b 1.0 H 5, 000
SOMKUTI : 25 H 200 : 1.2 H 6, 000
Y H H H 1.4 H 7,000
STEINBERG: H 400 b4 1.6 H 8, 000
1986 H : H 1.8 H 9,000
H H : 2.0 H 10, 000
H H M 2.2 : 11,000
H : H 2.4 H 12,000
H H H 2.5 H 12, 500

TABLA 4. Condiciones empleadas durante 1los experimentos de
electroporacion, tanto para la curacién de 1la cepa de
Streptococcus thermophilus ST 233, como para la transformacién de
la cepa de Streptococcus thermophilus NCFB 859.

En todos los casos reportados se realizaron los experimentos
por triplicado como minimo, como una forma de asegurar la validez
de los mismos.

El &an4dlisis estadistico de los experimentos se realizd con
ayuda de diversos paquetes estadisticos de computacién.
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CAFITULO 1Ix
Resultados y Discusion
a) Medio de crecimiento e identificacién macroscoplca.

Se provaron diferentes medios de crecimiento sintéticos rpara
conocer c¢u&l de ellos podria ser utrilizado en la identificacidn
macroscdépica de las colonias formadas por cada una de las cepas
empleadas en este estudio.

Las caracteristicas de crecimiento de las colonias de cada una
de las distintas cepas en los diferentes medics se describen a
continuacién en la Tabla 5.

MEDIO CEPA CRECIMIENTO DIFERENCIACION MORFOLOGIA
{a) (b) (c) (d)
Reddy NCFB 859 + + pequenas, lisas,
+ amarillas, circulares
Parpura
de ST 233 + + pequeiias, lisas,
Bromo- amarillas, circulares
cresol
NCFKFB 2772 - - -
BM B 13 - - -
M17 NCFB 859 + + pequefias, lisas,
amarillas, circulares
ST 233 + + pequefias, lisas,
amarillas, circulares
NCFB 2772 - - -
BM B 13 - - -
MRS NCFB 859 ++ ++ prequefias, lisas,
+ circulares, rojas
lactosa
+ ST 233 4 ++ medianas, lisas,
Rojo circulares, rosas
neutro
NCFB 2772 +4 ++ pequefias, lisas,
circulares, rojas
BM B 13 ++ ++ medianas, rugosas,

irregulares, rosas




Continuacién de la TABLA 5.

MEDIO CEPA CRECIMIENTO DIFERENCIACION MORFOLOGIA
leche NCFB 859 ++ + requefias, lisas,
desc. circulares, bBlancas
11%
ST 233 ++ + pequefias, lisas,
circulares, blancas
NCFB 2772 ++ + pequenias, lisas,
circulares, blancas
BM B 13 ++ + prequefias, lisas,
circulares, blancas
APT NCFDB 859 - - -
ST 233 - - -
NCFB 2772 - - -
BM B 13 - - -
Elliker NCFB 859 - - —-=
modif.
ST 233 - - -
NCFB 2772 - - -
BM B 13 - - -
Lee NCFB 858 - - -
ST 233 - - -
NCFB 2772 - - -
BM B 13 - - -

TABLA 5. Descripcién de las caracteristicas coloniales en
diferentes cepas, para cada uno de los medios probados.
(a) Cepas: NCFB 859 = Streptococcus thermophilus filante
ST 233 = Streptococcus thermophilus no filante
NCFB 2772 = Lactobacillus bulgaricus filante
BM B 13 = Lactobacillus bulgaricus no filante

(b) Crecimiento colonial: (-) = no hay crecimiento;
(+) = crecimiento escaso; (++) = crecimiento abundante
(c) Distincién de las colonias con respecto al medio: (-) = no

existe distincién; (+) = diastincién deficiente; (++) =
distincién evidente.
(d) Morfologia colonial: Descripcién colonial general; (——) =
No se presentan colonias.
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Los mediocs de crecimiento mas adecuados que se probaron fueron
la leche, ¥y el medio sintético MRS (De Man, Rogosa y Sharre,
1960) adicionado con lactosa (20 g/L) y Rojo Neutro (24 mg/mlL).
En leche ae presenté buen crecimiento de las bacterias, pero no
pueden diferenciarse las colcniaz con respecto al medio, debido a
que presentan el mismo color blanco. En el medio "Agar/MR3-
lactosa/Rojo neutro se observaron diferencias morfolégicas entre
colonias de cepas filantes y no filantes, tanto para
Streptococcus thermophilus como para Lacteobacillus bulgaricus.
Las colonias de cepas filantes en ambas hacterias generalmente se
observan peqQuedas, circulares, lisas, con absorcién intensa del
colorante en la parte central, mientras que en la cepa no filante
de Streptococcus thermophilus ST 233, se observan colonias lisas
un poco mas grandes, sin adsorber el colorante en forma tan
intensa, y en la cepa no filante de Lactobacillus bulgaricus EM B
13, las colonias se presentan grandes, rugosas e Airregulares.
Este dato es importante, puesto que diferentes autores han
reportado la incapacidad de continuar con 1los trabajos para
determinar caracteristicas genéticas especificas de las cepas
productoras de polimeros, debide a la falta de un método de
seleccidn de colonias filantes (Vescovo et al, 1983).

Puede mencionarse que un aporte de este estudio es que se
logr6é disenar un procedimiento con el cual pueden diferenciarse
macroscdpicamente coleonias filantes y no filantes en las cepas de
bacterias de yoghurt empleadas. Esto es importante debido a que
en estudios de transferencia de informacidn genética de una cepa
a otra, es necesario lograr reconocer ccolonias con la capacidad
de producir el fenotipo filante o mucoide.

Se ha proruesto en diversos tipes de bacterias la utilizacion
de colorantes en la identificacidén de polisacaridos exocelulares,
v de polimeros de carbohidratos en general. Asi, se ha empleado
el colorante RoJo Congo en la cuantificacién de actividades
xilanoliticas (Capalash et al, 1990), el Rojo Neutro se ha
empleado en la deteccidédn de Salmonella, (Pettipher y Watts,
1989), vy el Rojo de Rutenio se ha empleado para medir
polisacaridos exocelulares en fléculos de lodos activados
(Figueroa y Silverstein, 1889).

Con bYase eu lo anterior, se probaron estos tres colorantes
para lograr diferenciar colonias productoras de polisacdridos
exocelulares. El Rojo Congo no se empled debido a que proporciona
una coloracién deficiente, ¥ el Rojo de Rutenio se descartdéd en
vista de que inhibe el crecimiento celular. El1 colorante gque
produjo los mejores resultados fué el Rojo Neutro, el cual se
utilizé durante este proyecto.

Por otra parte, anteriormente se ha reportado la utilizacién
de un medio de diferenciacidn para Lactobacillus bulgaricus y
Streptococcus thermophilus, basado en el agar TPYE, compuesto
principalmente por Triptona, Fitona, Extracto de levadura vy
Erijioglaucina. Con este agar, se encuentran diferencias
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morfolégicas y de color, con base en la utilizaciédn de
carbohidratos, azul claro para Streptococcus thermophilus yv azul
obscuro para Lactobacillus bulgaricus, 1o cual permite e
identificacidn de estas dos especies bacterianas, peroc no se
Permite  la diferenciacion entre cepas Ifilantes y no__filantes
(Millard et al, 1990).

La morfologia colonial gue presentan las distintas cepas puede
observarse en las Figuras 1 y 2.

FIGURA 1. Morfologia colonial de las cepas de Streptococcus
thermophilus, en Agar/MRS-Lactosa/Rojo Neutro. A) Cepa NCFB 859,
Filante, Colonias circulares, lisas, con absorcién intensa del
colorante en la parte central; B) Cepa ST 233, No Filante,
Colonias circulares, lisas, sin absorcién del colorante en la
parte central. En ambas cepas la morfologia es tipica-

FIGURA 2. Morfologia colonial de las cepas de Jlactobacillus
bulgaricus, creciendo en Agar/MRS-Lactosa/Rojo Neutro. A) Cepa
NCFB 2772, Filante, Colonias circulares, lisas, con absorcidn
intensa del colorante en la parte central; B) Cepa BM B 13, No
Filante, Colonias irregulares, rugosas, s8in absorcitn del
colorante en la parte central. La morfologfia colonial tipica de
la especie esg similar a la cepa BM B 13 No Filante.
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b) Identificacién microscépica de las cepas.

Con el objeto de conocer las caracteristicas moriolédgicas de
las células en las distintas cepas de bacterias lécticas. se
procedi6 al andlisis microscépicoe de las mismas. La descripcidn
microscodpica se llevd a cabno con dos finalidades especificas, por
una parte la visualizacién de células productoras de
polisacéridos, y por otra como parte de la identificacidn de las
mismas.

La cepa de Streptococcus thermeophilus NCFB B59 o cepa filante,
8e observa como cocos blanceos o translucidos, Que forman cadenas
alargadas. Pueden observarse cadenas m4s cortas, pero esto
depende de la edad del cultivo. $S1 se utiliza como colorante de
contraste el Rojo neutro en una preparacién fresca, se distingue

la adsorcién del colorante en la superficie celular, y si el
cultivo se realiza en medio MRS con lactosa, es rosible ver que
algunas bacterias producen una cépsula a su alrededor, y pueden

observarse de un volumen mayor Que otras bacterias cercanas,
inclusive dentro de la misma cadena. La morfologia celular de
esta cepa se observa en la Figura 3A.

Las células de la cepa de Streptococcus thermophilus ST 233,
que corresponde & la cepa no filante e obeservan como  cocos
blancos o transluicidos, generalmente en pares o en cadenas cortas
de 3 a 6 bacterias, lo cual pruede depender de la edad del

cultivo. Si se coloca Rojo neutro en la preparacion, noc se
observa la adsorcién del cclorante en las bacterias. Si el
cultive se realiza en MRS con lactosa, se encuentra que las
cadenas pueden ser un poco mas largas, pero no se observan

bacterias de mayor grosor. La morfcoclogia celular de esta cepa Sse
presenta en la Figura 3B.

Las ceélulas de las cepas de Streptoceoccus thermophilus NCFB
573 o cepa tipce, y NCFB 2075 aislada de yoghurt comercial, forman
cadenas medianas o alargadas de cocos, similar a lo gue se
presenta en la cepa filante, y al crecer en medio MRS con lactosa
no se detecta la presencia de bacterias de mayor grosor.

Las células de la cepa de Lactobacillus bulgaricus NCFB 2772,
gue corresronde a la cepa filante, se observan como bacilog
cortos, los cuales presentan una mayor longitud cuando el cultive
es mas antiguo. Cuande se adiciona Rojo neutro en la preparacidn,
algunas bacterias pueden adsorber el colorante en su superficie,
¥y =2i el cultive se hace en MRS con lactosa, entonces rpueden
encontrarse algunas bacterias de mayor grosor, Yy curvas, que
forman una estructura a su alrededor. La morfologia de las
células se encuentra en la Figura 4A.

Las células de la cepa BM B 13 de Lactobacillus bulgaricus no
filante, se observan como bacilos cortos y tambien presentan una
mayor longitud &l sumentar la edad del cultive. 3i se cultiva en
MRS con lactosa, no se observa la presencia de bacterias con
mayor grosor. La morfologfa celular se observa en la Figura 4B.
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La cepa NCFB 1489 o cepa tipo de Lactobacillus bulgaricus, Vv
la cepa NCFB 2074 aislads de yoghurt comercial, se observan como
bacilos cortos o medianos, sin encontrar bhacterias de mayor
grosor &l crecer el cultive en medic MRS con lactosa.

FIGURA 3. Morfologia microscdrica de las cepas de Streptococcus
thermophilus. Preparaciones frescas con colorante Rojo Neutro.
Objetivo 100X; A) Cepa NCFB 859 Filante, cadenas largas de cocos;
B) Cepa ST 233 No Filante, cocos en cadenas cortas o pares.

FIGURA 4. Morfologia microscépica de las cepas de Lactobacillus
bulgaricus. Preparaciones frescas con colorante Rojo Neutro.
Objetivo 100X. A) Cepa NCFB 2772 Filante, bacilos cortos, largos,
curvos; B) Cepa BM B 13 No Filante, bacilos cortos o largos.
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Las células observadas en cada una de la= distintas cepas,
corresponden a lo descrito para cada una de las cepas en estudio
(Buchanan y Gibbons, 1974; Sneath et al, 1986).

Aparentement las diferenciaz microsclpicas observadas entre
las diferentes cepas, no dependen de la cepacidad de “producir
polimeros exocelulares por parte de ellas. De esta manera, la
presencia de cadenas alargadas de cocos entre las diferentes
cepras de Streptococcus thermophilus, no es exclusiva de la cepa
filante, asi como tamproco lo es el largo de las bacterias entre
las cepas de Lactobacillus bulgaricus.

Sin embargo durante las observaciones al microscopio de las
cepas filantes creciendo en el medio MRS con una alta proporcidn
de lactosa, rueden distinguirse células de mayor grosor en  la
poblacidn, que probablemente indican la presencia de
rolisacdridos exocelulares alrededor de ellas.

Con base en lo anterior, puede decirse gue hasta el momento no
es prosible contar con un método de diferenciacidén microscdédpica
entre cepas filantes y no filantes de las ceras empleadas.

c¢) Fermentacidén de carbohidratos.

Las pruehas de fermentacidn de carbohidratos se realizaron con
la finalidad de convcer la capacidad de las diferentes cepas para
degradar distintos azicares, empleados como fuente de Carbono.
Los patrones de fermentacidn se consideran importantes en la
identificacidn de las cepas bacterianas.

Se probarcon diferentes azidcares como fuente de carbono para

distintas cepas. Los resultados obtenidos se presentan en la
Tabla 6.
CEPAS AZUCARES®

Streptococcus thermophilus

GLU LAC GAL FRU SAC MAL MAN XIL ARA
NCFB 859 - - - - - - - -
NCFB 573
NCFB 2075
ST 233

+4 4
+4+ 4+
+4 4
+4 4

Lactobacillus bulgaricus
NCFB 2772
NCFB 1489
NCFB 2074
BM B 13

4
4+
+1an
I+
I
apoa

TABLA 6. Fermentacidén de carbohidratos para cada una de las cepas
de estudio. a) GLU=GLUCOSA, LAC=LACTOSA, GAL=GALACTOSA,
FRU=FRUCTOSA, SACz=SACAROSA, MAL=MALTOSA, MAN=MANOSA, XIL=XJLOSA v
ARA=ARABINOSA. (-) = no hay reaccién; (+) = reaccién positiva;
(d) = reacecidn débil o retardada.
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De acuerdo con los resultados obtenidos en la fermentacidn de
carbohidratos, las ceras de Streptococcus thermorhilus NCFB 872 o

cepa tipo, NCFB 207% o cepa comercial. v ST 233 no filante,
pregentan el wmismo patrdn de fermentacién de carbohidratos,
reportado para esta cepa (Sneath et al, 1988). Es importante

hacer notar que la cepa de Streptococcus thermoprhilus NCFB 853
filante, no es capaz de utilizar los azlcares caracteristicos de
la especie bacteriana, por presentar problemas con €l transporte

de azucares hacia el interior de la célula, lo cual quedd
demostrado en un experimento posterior, sl yermeabilizar las
células con MgClo o CaCls en el medio. Las células

permeabilizadas de esta cepsa son cepsces de utilizar la glucossa,
lactoea, fructosa y sacarosa como fuente de Carbono, al igual que
las otras cepas. Asi miemo, debe consgiderarse qQue no todas las
cepas de uns especie bacteriana, presentan un pairrdn unico de
fermentacién, caracteristico de la especie. Cuando se describe en
los manuales de clasificacidn que una especie tiene la capacidad
de fermentar un sustrato especifico, se considera que
aproximadamente el 90 % de las cerpas pueden fermentarlo, peroc no
todas lasz cepas lo pueden fermentar.

Por lo anterior, puede pensarse como una hipotesis que la
lactosa penetra & la célula por algun mecanismo de transporte en
Streptococcus thermophilus, en donde es hidrolizada. Uns fraccifn
de la glucosa obtenida es utilizada por lae célula y otra fraccidn
es expulsada hacia el exterior junto con la galactosa. la cual no
puede metabolizar, y forma &l mismo tiempo el rolimero
exocelular.

Con resprecto a las cepas de Lactobacillus bulgaricus, la unica
que presenta el patrdn caracteristico de la especie bacteriana es
la cepa filante NCFB 2772. Las cepras NCFB 1489 o tipo, NCFB 2074
comercial, y la cepa BM B 13 no filante, no presentan el patrén
de fermentacidén caracteristico de la especie, aunque tampoco
puede relacionarse con ninguna otra especie del género
Lactobacillus. Sin embargo, debe considerarse que las pruebas
bioguimicas no proporcionan una prueba irrefutable en cuanto a la
clasificacién, sino que tambien deben tomarse en cuenta otros
criterios como experimentos de hibridacidén de DNA, y contenido
de G + ©C en &1 DNA, Se conzidera gue las cepas han sido
catalogadas adecuadamente en las colecciones de las cuales se
obtuvieron. Existe intereés en clasificar positivamente a la cepa
BM B 13 como Lactobacillus bulgaricus, debido a sus
caracteristicas genéticas, como se describe posteriormente.

d) Medicién del polisacarido exocelular.

L.a produccidén de polisacarido en cultivos en leche se observd
subjetivamente por la capacidad de estos para formar filamentos
al momento de tocar el medio de cultivo con algun objeto.

La cuantificacién de la produccidn del polisacérido exocelular
se realizd por la técnica de Haze Assay (Garcia-Garibay, 1885).
Cuando =e empled como medio de fermentacidn el MRS-lactosa, la
determinacidn present® una gran variabilidad, debido a la
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presencia misma de lactosa. Por otra parte, cuando se vutilizo
leche como medio de fermentacién, 81 pudo realizarse la
cuantificacidn de 1la producciédn del peolisazirido. Los valores
maximos de produccidén obtenidos para las distintas cepas se
obgervan en la Tabla 7.

BACTER1A CEPA CAPACIDAD DE PSE® PRODUCID% DIFERENCIAC
PRODUCIR PSE® (eq.mg Dx/mL)P® ESTADISTICA

S. thermophilus NCFB 859 Filante 0.05 No

S. thermophilus ST 233 No Filante 0.05 No

S. thermophilus NCFB 573 No Filante 0.05 No

S. thermophilus NCKFB 2075 No Filante 0.05 No

L. bulgaricus NCFB 2772 Filante 0.18 No

L. bulgaricus BM B 13 No Filante 0.06 Si

L. bulgaricus NCFKFB 1489 No Filante 0.05 Si

L. bulgaricus NCFB 2074 No Filante 0.05 Si

TABLA 7. Cuantificacién de la produccién del polisacarido
exocelular en cada una de las cepas en estudio, por medio del
ensayo de Haze Assay (Garcia-Garibay. 1985)._
{a) PSE = Polisacarido Extracelular.
(b) eq. mg Dx/ml, = equivalentes miligramo de Dextrana/mL
de medio (Leche).
(c) Las diferencias estadisticas son con relacién a la
produccién de PSE de la cepa filante. alfa < 0.05

Para las diferentes cepas de Lactobacillus bulgaricus, se
encontrd lo siguiente:En la cepa filante NCFB 2772 se cuantificd
una produccién maxima de 0.18 equivalentes mg de Dextrana/ml

(ea. mg DPextrana/mL), mientras que para las cepas no filantes BEM
B 13, NCFB 1489 y NCFB 2074, solamente se cuantificdé como maximo
una tercera parte de la produccidn, es decir ©0.06 eq. mg

Dextrana/mL. Ya se ha reportado anteriormente que diversas cepas
no filantes o no mucoides de bacterias l&aticas pueden presentar
valores de produccién de polimeros, atngue aun no se conoce la
razoén por la que ocurre esto, y por lo tanto no es raro gque Jlas
cepas no filantes de las bacterias en estudio también presenten
valores especificos de produccidén (Cerning, 1990).

En Streptococcus thermophilus no se encontraron diferencias
cuantitativas en la determinacién del polimeroc exocelular entre
las diferentes cepas por el método de Haze Assay, incluyendo a la
cepa filante. Sin embargo, subjetivamente si se han encontrado
diferencias entre las cepas. La cepa NCFB 859 o filante, tiene la
capacidad de formar filamentos al crecer en un medio liquido, ¥
de acuerdo a la forma en que se describen las cepas filantes,
esta cepa puede ser considerada como productora de polisacéridos
exocelulares.



En vista de las dificultades en la cuantificacidn del
polisacarido exocelular, se desarrolld una técnica de
cuantificacidén del polimero para 1la cepa de Streptococous
thermophilus NCFB 859. Esta técnica propone lo siguiente: Emplear
30 ml de leche fermentada, hidrolizar con 5 mL de TCA al 80 %, y
centrifugar a 5,000 rpm durante 10 minutos. El1 sobrenadante se
dializa durante 12 horas contra agua destilada y se cuantifica la
cantidad de azucares totales (Dubois, 1956).

Con esta tecnica, actualmente se ha logrado determinar 1los
valores maximos de produccidn y la curva de estabilidad en 1la
produccién de polisacérido exocelular para las distintas cepas de
Streptococcus thermophilus (Escalante et al, 1991).

La cepa filante de Streptococcus thermophilus NCFB 859,
presenta un valor m&ximo de produccién de polisacdridos de 0.016
eq. mg de Glucosa/mlL por esta técnica. Subjetivamente, también se
encontrd un aumento en la viscosidad del medio. La cepa no
filante de esta esrecie ST 233, no presentd valores de produccidn
similares & la cepa filante, ni tampoco se observéd un aumento en
la viscosidad del medio.

Los wvalores de produccidn de polisacéridos exocelulares para
las distintas cepas de Streptococcus thermophilus y Lactobacillus
bulgaricus, por la técnica de Escalante y col., se presentan en
la Tabla B

MUESTRA AZUCARES TOTALES DIFERENCIA
(ea. mg de Glucosa/mL medio) ESTADISTICA
1 2 3

CONTROL NEGATIVO 0.055 0.0086 0.0098 Si

(Leche)

CONTROL POSITIVO 0.069 0.0023 0.0155 No

(Leche + Dextrana)

L. bulgaricus 0.063 0.0016 0.013 No
NCFB 2772 (Filante)

L. bulgaricus 0.053 0.0035 0.0088 Si
BM B 13 (No Filante)

S. thermophilus 0.060 0.0016 0.016 No
NCFB 859 (Filante)

S. thermophilus 0.053 0.009 0.0087 Si
ST 233 (No Filante)

TABLA 8. Produccién de Polisacéridos por la técnica de Escalante
¥y col. (1991). (1) = Scbrenadante; (2) = Liguido de Didlisis; (3)
= Muestras Dializadas. Las diferencias estadisticas son con
respecto a la produccién de las cepas filantes. alfa < 0.05
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Con base en lo= resultados obtenidos, se observa que siguiendo
esta técnica, puede cuantificarse la produccidn de polisacaridos
exocelulares en la cepa filante de Streptococcus thermoprhilus
NCFB 859, y e= significativamente diferente & los valores
obtenidos por las ceprsas no filantes de gsta misma especie. Asi
mismo, puede detectarse la presencia de un pcolisacarido-como la
dextrana en leche, a una concentracidn de 10 mg/L.

e) Eastabilidad en la produccién de polisacaridos
exocelulares.

La inestabhilidad en la produccidén de polisacaéridos
exocelulares solamente se descrikbe para cultivos de las cepas
filantes creciendo en leche 11 %.

La cepa filante o mucoide de Lactobacillus bulgaricus NCFB
2772 requiere de cuatro resiembras para reactivarse, a partir del
momento en que se abre un liofilizado. Durante la primers
resiembra se encuentran valores similares a los generados por las
cepas no filantes, de aproximadamente 0.06 eq. mg Dextrana/mL, y
no forma filamentos al tocar el medio de crecimiento, durante las
siguientes dous resiembras se observa un incremento gradual en la
produccién de polisacérido, y en la cuarta resiembra se presenta
el valor maximo de produccién del mismo, que corresponde a (.18
eq. mg de Dextrana/mL, y es el mcomentc en gue debe liofilizarse
la cepa para conservar la caracteristica. A partir de esta
resiembra, se observa gue el wvalor de produccidén disminuye
conforme al numero de resiembras hasta alcanzar el valor minimo
de produccién de 0.06 eq. mg de Dextrana/mL en la octava
resiembra. Los valores obtenidos pueden observarse en la Figura 5

oq.mg de Dextrana/ml

o2
0.16
0.12
onq
0.04 )
° = 4
1 ] s 4 ] L] 7 [}
. RESIEMBRAS
cEma
R L. wig ROFS 2TTE EZ 8. thermo NOFD b8
C3 0. therme wT 220 WD L iy Bt 3 1

FIGURA 5. Grafica que muestra la produccién de polisacaridos
exocelulares en Lactobacillus bulgaricus y de Streptococcus
thermophilus, con respecto a las resiembras del cultivo. Los
ensayos fueron realizados por la técnica de Haze Assay (Garcia-
Garibay, 1985). * = Diferencia significativa, alfa < 0.05
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Entre las distintas ceras de Streptococcus thermophilus no fué
prosible encontrar diferencias en la produccién de polisacaridos
exocelulares al emplear la técnica de Haze Assay, debido
principalmente a la incapacidad de preoducir turbidez en el medio
al no presentarse la precipitaciin del polimero por efecto del
alcohol &sbsolutoc. Sin embargo. visualmente la cepa filante se
identificé por su capacidad de formar filamentos en el medio, la
cual es una caracteristica gque se pierde conforme al tiempo. Esto
fué confirmado cuantitativamente, con la técnica propuesta por
Escalante y col., (1991), en donde se demostrd la inestabilidad
en la produccién del polimero para la misma cepa NCFB 859.

Mediante esta técnica se ha encontrado que en la cepa NCFB 859
de Streptococcus thermophilus se presenta un comportamiento
similar al de la cepa NCFB 2772 de Lactobacillus bulgaricus, en
cuanto a que se requiere de una serie de resiembras para obtener
la reactivacidn de la cepa, hasta alcanzar el valor maximo de
produccién del polimero, para descender posteriormente conforme
se realizan resiembras. Lo anteriormente descrito ruede
observarse en la Figura 6 (En colaboracidén con Escalante y col.,
1991).

eq. mg Glucosa/mi
4

RESIEMBRAS

cemas
W 8. thermo MCFR 850 22 8. thecmo BT 239

FIGURA 6. Grafica de inestabilidad en 1la produccién de
polisacaridos exocelulares en las cepas de Streptococcus
thermophilus NCFB 859, filante y ST 233, no filante, mediante la
técnica propuesta por Escalante y col., 1891.

* = Diferencia significativa, alfa < 0.05

Por otra parte, se ha observado gue es posible mantener a las
cepas productoras de polisacdridos exocelulares con un nivel
elevado de produccidn, por medio de la seleccién de colonias
capaces de generar el polisacérido exocelular cuando éstas crecen
en cajas con Agar/MRS-lactosa/Rojo neutro en condiciones
adecuadas, y propagindolas posteriormente en leche.



Con base en los resultados obtenidos, puede asegurarse que la
produccién del polimero es inestable en cultivos de las dos cepas
filantes que s8e han trabajado, tanto la de Lactobacillus
bulgaricus NCFE 2772 como la de Streprococcus thermophilus NCFB
859, vy que esta caracterictica ruede perderse debiao a las
regiembras de las cepas. —

f) Extraccién de plasmidos en bacterias del yoghurt.

Al emplear la técnica de Somkuti y Steinberg (1986), se detectd
la rpresencia de DNA de alto reso molecular, que corresponde al
DNA cromosomal en cadsa una de las cepas, ¥ también se observd que
la cepa no filante de Strepteceoccus thermophilus ST 233 presenta
un pléasmido de 3.686 Kb, y la cepa no filante de Lactobacillus
bulgaricus BM B 13, presenta dos plasmidos de 1.77 Kb y 3.71 Kb,
respectivamente. Los resultados se presentan en la Figura 7.

Para las deméds cepas empleadas de las bacterias Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus bulgaricus, incluyendo a las cepas
filantes de ambas especies, solamente se encontrd una banda que
pertenece al DNA cromosomal pero no se localizaron plasmidos. Los
resultados ee presentan en la Figura 7.

Mediante la técnica de Anderson y McKey (1983), solamente ese
localizé un plésmido en la cepa BM B 13 (3.71 Kb), y no se
localizé el plésmide de la cepa ST 2335, También, debe
considerarse que no se empled ninguna técnica para evidenciar
plasmidos de elevado reso molecular, de mas de 100 Kb, v por 1lo
tanto las conclusiones de este proyecto se mencionan solamente
para plasmidos de hasta 20 Kb.

i v
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FIGURA 7. Electroforesis de DNA de las bacterias empleadas en
este estudio. Streptococcus thermophilus: A) NCFB 859, Filante;
C) ST 233, No Filante (3.66 Kb); Lactobacillus bulgaricus: B)
NCFB 2772, Filante; D) BM B 13, No Filante (1.77 ¥y 3.71 Kb); E)
lambda digerido con EcoRI/HindIIX.
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El peso molecular de los pléasmidos de las bacterias en estudio
se obtuvo al relacionar el coeficiente de migracién de las bandas
de DNA en el gel de electrofcresis, con respecto al peso
molecular del DNA del fago lambda digeride con lze endeonucleasas
de restriccion EcoRI y Hindlll. El peso molecular de las bandas
que 8se obtienen por la digestidén del fago se mencionan en la
Tabla 9.

Banda Peso Molecular (XKb)
I 21.22
11 5.14
I11 4.97
Iv 4.26
v 3.53
VI 2.02
VI1I 1.90
VIII 1.50
IX 1.30
X 0.97
X1 0.83
XII 0.564
X111 0.125

TABLA 9. Peso molecular de las bandas obtenidas al digerir el DNA
del fago lambda con las endonucleasas de restriccién EcoRI vy
HindIII.

Debido a que el DNA del fago digerido con enzimas de
restriccidén se encuentra linearizado, su coeficiente de migracién
es diferente al de los plésmidos, los cuales se encuentran en
forma circular, por 1lo tanto con objeto de conocer el peso
molecular de los mismos, se relaciond el coeficiente de migracién
de diferentes plésmidos empleados como vectores en bacterias
ldcticas de los cuales se conoce su peso, con el peso del DNA del
fago digerido, y con los plédsmidos de las cepas de este estudio.
La relacidén de los pesos moleculares de los pldsmidos utilizados
se menciona en la Tabla 10, y se muestra en la Figura 8.

Plasmido Peso Molecular
(Kb) (MDa)
1 pUC18 2.686 1.719
2 plLZ12 3.75 2.4
3 pGK12 4.4 2.816
4 pLPB25 7.2 4.608
5 pJO7 11.5 7.36

TABLA 10. Peso molecular de los plésmidos que se han empleado
como vectores en bacterias lacticas, con los que se relacioné el
peso molecular del fago lambda. 1 Kb = 0.64 MA.
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FIGURA 8. Electroforesis de DNA de los plasmidos empleados como
patrén de peso molecular. Carriles: 1) y 8B) fago lambda digerido
EcoRI/HindI11; 2) pUC18; 3) pLZ1Z; 4) pGK1l2; 5) pLP825; 6) pdO7;
7) pS1233.

Por otra parte, la extraccidén de DNA de la cepra filante de
Lactobacillus bulgaricus NCFB 277Z, representd un problema puesto
que el DNA se fragmenta muy féacilmente al seguir el procedimiento
de extraccién de Somkuti y Steinberg (1986). Después de probar
diferentes modificaciones en el protocolo de extraccién, se
solucioné este problema lavando las células en metanol absoluto
inmediatamente después de colectarlas por centrifugacidén al
término de la incubacidén, y como un paso previo a la realizacidn
del protocolo de extraccidn.

Con base en los resultados obtenidos en las extracciones de
DNA plasmidico de las bacterias en estudio, se observa que para
las cepas de Streptococcus thermophilus, solamente en la cepa ST
233 puede detectarse la presencia de un pléasmido (3.66 Kb),
mientras que en las otras cepas no se detectd la presencia de DNA
plasmidico, y tambien pudo comprobarse que lo anterior no se debe
a una concentracion baja de DNA en las muecctras, pUuesto  gue Su
hicieron puebas en donde se concentrdé el DNA de las muestras, v
se sobrecargd el gel de electroforesis. Lo anteriormente
descrito, estd de acuerdo con lo reportado en la literatura en
donde se menciona qQue existe una pequena proporcidn de cepas de
esta especie que presentan plédsmidos, ¥y que generalmente se
presentan uno © dos plésmidos por cepa (Herman y McKay, 1985;
Somkuti y Steinberg, 1988).

Con respecto a las cepas de Lactobacillus bulgaricus existe
una amplia controversia en cuanto a si pueden [=3 no encontrarse
plasmidos en esta especie bacteriana. De esta manera, existen
investigadores que opinan, con base en su propia experiencia, que
en las diferentes especies de Lactobacillus bulgaricus no existen
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pldsmidos (Chassy, Comunicacién personal), y también existen
reportes en los gque se menciona la presencia de uno o dos
plasmidos en cepas especificas de esta especie bacteriana
{Chagnaud et al, 1550; Somkuti y Steinberg, 1986).

De las cepas de Lactobacillus bulgaricus empleadas en este
proyecto, solamente en la cepa BM B 13 pudo detectarse la
presencia de DNA plasmidico. Se considera que son dos plasmidos
(1.77 y 3.71 Kb) distintos, y no isoformas de uno solc. En las
olras cepas empleadas, no se detectd DNA plasmidico.

No obstante, los resultados de las pruebas bioguimicas hacen
pensar que la cepa BM B 13 pudiera estar ubicada taxondmicamente
en forma errdnea, aunque esto puede ser discutible.

Con Dbase en lo anterior, se ha comprobado gque las cepas
filantes de Streptococcus thermophilus NCFB 859 \Y de
Lactobacillus bulgaricus NCFB 2772 no presentan plésmidos, y por
lo tanto la caracteristica filante no se encuentra codificada en
pléasmides, como habia sido planteado como hipdtesis del proyecto,
vy también como se encuentra reportado para otras bacterias

lacticas filantes, como Streprtococcus lactis y Streptococcus
cremoris pertenecientes al grupo N de Lancefield, vy para
Lactobacillus casei ssp. casei (Vedamuthu y Neville, 19686;

Vescovo et al, 198Y9; y von Wright y Tynkkynnen, 1987), y yor lo
tanto puede pencarase en una codificacién a nivel cromosomal.

g) Curacién de las cepas ST 233 y BM B 13.

A pesar de que los resultados obtenidos sugieren que la
codificacidén de la caracteristica se localiza a nivel cromosomal,
llama la a&atencién 1la presencia de plasmidos en las cepas no
filantes de ambas especies bacterianas.

Los experimentos de curacidn de las cepas de Streptococcus
thermophilus 8T ¢33 y de lLacteobacillus bulgaricus BM B 13, se
realizaron pensando en gue los plasmidos gue se encuentran en las
cepas no filantes pueden codificar moléculas qQue intervienen en
los mecanismos de regulacién de la produccidn de polisacéridos
exocelulares, como se ha descrito en otros géneros bacterianos
(Whitfield, 1988). Por lo tanto, se procedid a eliminar estos
plédsmidos por curacidn, y observar el efecto de ésto en la
produccidn de polisacaridos exocelulares.

Primero se trabajé con la cepa ST 233 de Streptococcus
thermophilus, y rposteriormente con la cepa BM B 13 de
Lactobacillus bulgaricus. La curacidén se intentd empleando
distintos métodos.

En primer lugar, se intentd la curacidn mediante el empleo de
temperaturas subletales, sin éxito. Posteriormente se intentd 1la
curacién por electroporacidén bajo diferentes condiciones, sin
conseguir la curacién de 1la cepa.

Las condiciones de electroporacitén probadas se muestran en la
Tabla 4 del capitulo VIII.
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Finalmente se intent® la curacién con agentes gquimicos
curantes, en primer lugar con el empleoc de Bromurco de etidio,
pesteriormente acriflavina y por ultimo Novobiocina, los cuales
vya se han utilizado con éxito en diferentes géneros bacterianos
(Barbour y Elkan. 1989; wvon Wright v Tynkkynen, 15bB7; Vedamuthu y
Neville, 1986). -

En la literatura se reportan curaciones exitosas en bacterias

lacticas empleando Bromuro de etidio a una concentracidén de 2

ug/ml.. Se probaron diferentes concentraciones desde 0O hasta 4
ug/mL, sin lograr la curacioén de la cepa. También se empled
Acriflavina en un range de concentracidn entre O y 100 ug/mL, sin
lograr la curacidn de la cepa. Finalmente, al utilizar

Novobiocina en un rango entre 0 y 5 ug/mL si se lograron obtener
colonias curadas a partir de una concentracidn de 1.0 ug de
NovobiocinasmL de medic. Una concentracicon mayor a 2.5 ugs/mL es
letal para las bacterias.

Se aislaron aproximadamente 30U colonias curadas en tres
experimentos diferentes, obtenidas a partir de concentraciones

crecientes de Novobiocina. Estas colonias, no rresentaron
diferencias mortoldgicas microscépicas ni  macroscéricas en
comparacién con las colonias control no curadas. La curacién se
comprobd realizando la extraccién de pléasmidos ¥ la
electroforesis del DNA extraido y concentrado.

La cepa de Lactobacillus bulgaricus BM B 13 no filante, fué

curada de sus dos pldsmidos en laz mismac condiciovnes que la cepa
de Streptococcus thermophilus ST 233, al emplear Novobiocina como

agente curante, a partir de una concentracién de 1.0 ug/mlL de
medio. En esta cepa, iguslmente no se afectd la morfologia
macroecdpica, nli tampoco la morfologia microscopica. Los

resultados se observan en las Figuras 9 y 10.

1 2 3 4 5 6
FIGURA 9. Electroforesis de DNA de las colonias curadas con
Novobiocina 2-5 ug/mL. Colonias aisladas de la cepa de
Streptococcus thermophilus ST 233: 1) Control (3.66Kb); 2)
Colonia no curada; Colonias curadas con Novobiocina, 3) 1.5
ug/mL; 4) 2.0 ug/mL, y 5) 2.5 ug/mL; 6) lambda digerido
EcoRI/HindIII. 5
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FIGURA 10. Electroforesis de DNA de las colonias curadas y no
curadas con Novobiocina 2-5 ug/mL, de la cepa de Lactobacililus
bulgaricus BM B 13: 6) Control (1.77 y 3.71 Kb); Colonias
curadas con Novobiocina (ug/mL) 1) 1.0, 2) 1.5, 3) 2.0, 4) 2.5;
5) Cepa de Streptococcus thermophilus ST 233 (3.66 Kb)

La produccidén de polisacaridos exocelulares de las colonias
curadas con respecto a las cepas no curadas se midieron por las
técnicas de cuantificacién propuestas. Los resultados ze
presentsn en la Tabla 11.

MUESTRA PRODUCCION DIFERENCIA P
DE PSE & ESTADISTICA
S. thermophilus 0.016 € No

NCFB B59 Filante ©

L. builgaricus o.18 T No
NCFB 2772 Filante 4

S. thermophilus 0.006 © Si
ST 233 No Filante ©

L. bulgaricus o.06 T Si
BM B 13 No Filante 9

S. thermophilus 0.005 ©>B Si
ST 233 Curadas ©

L. bulgaricus 0.06 1.8 Ssi
BM B 13 Curadas 9

TABLA 11. Produccién de pelisacldridoa exocelulares en cepas
curadas y no curadas. a) PSE = PolisacArido exocelular; b)
Diferencia con respecto a la cepa filante de cada especie, alfa <
0.05 ; Técnica de Escalante y col.,(1991); d) Técnica de Haze
Assay (Garcia~Garibay, 1985); e) eq. mg Glucosa/mL; f) eq. mg
Dextrana/mL; g) Valor de produccién obtenido en todas las
colonias curadas. - 62 -



Con base en lo anterior, después de haber sido obtenidas

distintas colonias curadas, no se encontrd en ellas ninguna
modificacidn en cuanto a la producciodn de polisacéaridos
exocelulares, lo cual indica aue la presencia 2e¢ plésmidos en las
cepas no filantes de las especies bacterisnas estudisdas, no ests

relacionsdas con la caracteristica filante.

h) Transformacién de la cepa de Strneptococcus thermophilus
NCFB 859.

Con base en los resultados obtenidos previamente, se penséd en
la posibilidad de considerar la presencia de plasmidos en las
bacterias del yoghurt como una caracteristica Que pudiera servir
para identificar cepas no filantes.

Por otra parte, se¢  intentd investigar el efecto de la
introduccidén de rlasmidos pertenecientes a cepas no filantes,
empleando como células receptoras cepas filantes de la misma
especie bacteriana, ¥y qQue esto pudiera tener un efecto en la
produccidén de polisacdaridos exocelulares

Para conocer lco anterior se procedid a realizar la
transformacidn de la cepa de Streptococcus thermophilus NCFB 8§59
con el pldsmido rGK12 y el plasmido de la cepa nc filante de
Streprococcus thermophilus ST 233, denominado internamente en el
laboratorio como p3T233, mediante la técnica de electroporacién.

El plasmido pGK12 (4.4Kb) es pequeno, se ha empleado como
vector de clonacién en bacterias lacticas puesto Que se aislé del
género Streptococcus, ¥y como consecuencia podrian evitarse tanto

fendmenos de incompatibilidad de material genético, como
reacciones enzimiticas en donde el pldsmido sea degradado por
mecanismos de Modificacidn/Restricecién. Al mismo tiempo, se
conoce €l mapa de restriccidén del pléasmido, vy presenta en su
estructura la codificacidén que confiere resistencia a

cloranfenicol y a eritromicina. El clorannfenicol se empled como
marcador de resistencia y como una caracteristica de seleccidn.

El pléasmido pSTZ233 es criptico, no se ha realizado el mapa de
restriccidén del mismo, tiene un reso molecular de 3.66 Kb, y de
acuerdo a los antecedentes que se tienen de plasmidos en
Streptococcus thermeophilus, podria ser considerado similar o
igual al plasmido pER36 (3.7Kb), descrito por Somkuti y Steinberg
(1986), o0 al plésmido pHM3 (3.5Kb), descrito por Herman y McKay
(1885). Este plasmido no presenta ninguna caracteristica de
seleccidén, y solamente se tomaron colonias al azar para comprobar
la presencia o no del plasmido. Esta metedologia no es
recomendable debido a las bajas frecuencias de transformaciédn de
las cepas de Streptococcus thermophilus, avn con la técnica de
electroporacidn.

Una vez que se probaron distintas condiciones en el
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procedimiento de electroporacién, tal y como se describe
previamente en €l capitulo VIII, no se ha logrado hasta el
momento la transformacién de la cepa de Streptococcus
thermophilus NCFB B8589 con ninguno de los dos plésmidos, el
pPlésmido pGKIZ2 y el plésmido pST233. —
Actualmente se estédn comenzando los experimentos de
transformacidén, y se estd empleando como vector el plésmido
pV736, aislado & partir de Streptococcus sanguis, el cual ya ha
sido utilizado para transformar otras cepas de Streptococcus
thermophilus por electroporacién (Somkuti y Steinberg, 1888).

Es necesario hacer notar que los pléasmidos que se han
encontrado en distintas cepas de Streptococcus thermophilus y
Lactobacillus bulgaricus permanecen como cripticos, puesto gue no
se les ha podido relacionar con ninguna actividad especifica,
(Herman y McKay, 1985: Somkuti y Steinberg, 1986,y 1988; Chagnaud
et al, 1990), e inclusive puede agregarse la caracteristica
mucoide o filante, como se ha demostrado en este proyecto de
investigacidn.



CAPITULD X

Conclusiones y Perspectivas

Con base en los resultados obtenidos, las Conclusiones de este
pProyecto son las siguientes:

1) E1 empleo de un medio de cultive o de crecimiento con lactosa
influye de manera importante en la produccioén de polisacaridos
exocelulares en las cepas filantes o mucoides de Streptococcus
thermophilus vy Lactobacillus bulgaricus, al encontrar que en
células de estas cepas, se forma al parecer una estructura
exocelular gue las hace ver de un mayor grosor cuando son
observadas al microscopio, tal y como se ha reportado
antericrmente (Teggatz y Morris, 1990).

2) Se degarrolld un método de seleccidén con base en la absgorcioén
de colorantes en la superficie celular, como el Rojo Neutro y el
Rojo de Rutenio, los cuales pueden unirse & la  fraccitén de
polisacaridos de la pared celular en bacterias Gram positivas
(Figueroa y Silverstein, 1989; Pettipher y Watts, 1989), y por lo
tanto pueden explicarse las diferencias coloniales encontradas
entre las distintas cepas.

La caracteristica filante o mucoide en diferentes especies
bacterianas, se ha considerado solc en forma subjetiva, al tocar
colonias con algun objeto, lo cual rerresenta desventajas
metodolégicas.

Las diferencias coloniales encontradas entre cepas filantes y
no filantes de ambas especlies bacterianas, son un elemento

importante en la identificacién de c¢olonias de bacterias
productoras de polisacdaridos exocelulares, lo cual es fundamental
al tratar de manipular genéticamente las cepas, como se ha

establecido anteriormente (Vescovo et al, 1989).

3) Las cepas de Streptococcus thermophilus presentan el patrdn de
fermentacién tipico de la especie, si bien la cepa filante
solamente lo presenta cuando se provoca la permeabilizacién de
las c€lulas.

Con respecto a las cepas de Lactobacillus bulgaricus solamente
la cepa filante presenta el patrdn de fermentacioén tipico de la
especie, mientras que las demds no lo presentan. En vista de lo
anterior, no puede establecerse con certeza que la cepa no
filante BM B 13 pertenece a la especie de Lactobacillus
bulgaricus, de la misma forma que las cepas tipo y comercial de
esta especie empleadas en este estudico, lo cual puede resultar
contradictorio, pero en vista de que si contiene plédsmides vy
hasta el momento sélo en dos reportes se menciona gue algunas
cepas de esta bacteria contienen plésmidos (Chagnaud et al, 1990;
Somkuti y Steinberg, 1986}, resultaria interesante conocer €n
forma definitiva la ubicacién taxon6mica de la cepa, lo cual ya
se est& realizando.



4) La produccidn de polisacdaridos exocelulares en la cepa filante
de Lactobacillus bulgaricus NCFB 2772 por el método de Haze Assay
(Garcia-Garibay, 19B£), corresponde a tres veces la producida por
las cepas no filantes, mientras que para las cepas de
Streptococcus thermophilus no se han encontrado diferencias en la
produccién por medio de esta técnica.

Mediante el empleo de la técnica desarrollada por Escalante y
col., 1991, si puede detectarse la produccién de polisacéaridos
exocelulares en la cepa de Streptococcus thermophilus NCFB 859

5) Por medio de la observacidén directa y subjetiva del medio, asi
como por medio de las técnicas de cuantificacidén utilizadas, Haze
assay {Garcia-Garibay, 1985) vy de hidrélisis total (Escalante et
al, 1991), se observa gue la caracteristica de produccién de
rolisacaridos exocelulares empleando cultivos en leche 11%, de
las cepas filantes de las bacterias del yoghurt utilizadas,
presenta una variacidn con respecto a las resiembras del mismo
cultive, ¥y es lo que se ha considerado como una inecstabilidad de
la produccion de estos compuestos.

6) La inestabilidad de las cepas se manifiesta en los siguientes
hechos: Al abrir un liofilizado de las cepas no se presenta la
caracteristica mucoide o filante, similar a lo que ocurre en
otras bacterias lécticas con respectu a otras caracteristicas,
como es la produccidédn de acidez titulable.

Cuando se realizan resiembras de estos cultivos, es posible
cuantificar una produccién cada vez mayor conforme se resiembra
el microorganismo, hasta la cuarta resiembra que es en donde se
presenta la produccidén mas elevada, para posteriormente descender
la produccién hasta el nivel minimo de produccidn, que se obtiene
durante la octasva recsiembra. Esto es similar en las dos cepas
filantes de las bacterias en estudio, y corresponde también & 1o
cbhservado subjetivemente en los cultiveos, es decir gue los
cultivos que son capaces de producir una gran cantidad de
polisacaridos exocelulares, presentan una mayor viscosidad del
medio, y presentan la capacidad de producir filamentos cuando se
tocan con algun objeto. La inestabilidad en ésta caracteristica
va 8e ha reportado anteriormente rara distintas cepas de
bacterias lacticas (Cerning, 1990).

7) La formacidn del polimero se realiza una vez que el cultivo de
las cepas filantes entra en la fase de crecimiento exponencial o
logaritmica (Escalante et al, 1891), y puede mantenerse un
cultivo productor de polisacAridos exocelulares, mediante la
seleccién de colonias de las cepas filantes creciendo en medio
86lido, y su posterior inoculacién en leche descremada.

La inestabilidad en la produccidén de estos compuestos puede
ser explicada por diversos mecanismos como son:

a) La eliminacidén de una fraccidén de la poblacidén capaz de
producir el polimero,



b) La codificacién de esta caracteristica se encuentra en alguna
secuencia de [NA que puede sufrir una alteracidn, Yy gue como
consecuencia deja de producirla.

8) De las cepas en estudic, Strestoccccus thermophilus_ ST 233
contiene un solo plasmido (3.66 Kb), y Lactobacillus bulgaricus
BM B 13 contiene dos plésmidos (1.77 y 3.71 Kb), mientras gque las
demés cepras no contienen plasmidos, inclusive las cepas filantes
o mucoides.

Estos resultados se obtuvieron empleando una técnica en la
cual no se sabe si pueden detectarse plasmidos de alto peso
molecular, de més de 100 Kb, y por lo tanto puede concluirse que
la codificacidn de la caracteristica de produccidn del
prolisacarido exocelular, no se localiza en pléasmidos de hasta 20
Kb.

En otras cepas de bacterias lActicas como en Streptococcus
lactis, Streprococcus  cremoris y Lactobacillus cased se ha
relacionado a la produccién de polisacdridos exocelulares y por
lo tanto el fenotipo mucolde, con plAsmidos pequehos (Vedamuthu y
Neville, 1986; Vescovo et al, 1989; y von Wright ¥y Tynkkynnen,
1987), 1o cual no parece ser el caso de las bacterisns empleadas
en este egtudic.

8) De acuerdo con los experimentos de curaciodn de las cepas no
filantes que presentan vlésmides, zce llegd a la conclusiébn de gue
no existe la regulzcidén en la expresidédn de la caracteristica
filante o mucoide codificada en estos pléasmidos, y por lo tanto
tampoco puede ser utilizada la presencia o no de plésmidos, como
una carascterigstica de identidicacién de cepas no filantes. Los
plésmidos qQue se han encontrado en estas cepas son cripticos.

10) Con respecto & la transformacidén de la cepa filante de
Streptococcus thermophilus NCFB 8539, no se ha lograde realizarla

poeiblemente debido a la rpresencia de endonucleasas de
restriccidn muy activas que degradan el DNA forédneo, conforme
penetra a las células, y no permite la expresidn de

caracteristicas que puedan ser empleadas por la célula, como son
la codificacién para resistencia a antibidticos. Esta idea se ha
reportado y comprobado anteriormente (S5Solaiman y Somkuti, 1990).

Las Perspectivas de Investigacién que se han generado en este
trabajo a partir del trabajo experimental realizado, s=e mencionan
a continuacidn:

1) Debe confirmarse cuantitativamente que la técnica de
identificacion de colonias productoras de polisacédridos
exocelularee en medio s6lido, utilizando el medio Agar/MRS-
Lactosas/Rojo Neutro, puede ser empleada como uuna técnica de
seleccién de colonias productoras de polisacaridos exocelulares,
lo gque permitird la manipulacién genética de esta caracteristica.
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2) Definir las condiciones de produccidn especificas para el
polimero producido por cada una de las cepas filantes de las dos
especies bacterianas.

3) Caracterizar bicoguimicamente los polisacdridos exocelulares
producidos por cada una de lag cepas filantes, identificando sus
componentes y sus caracteristicas particulares.

4) Realizar los mapas de restriccidén de los plésmidos de las
cepag no filantes que los contienen, Streptoceoccus thermophilus
ST 233 y Lactobacillus bulgaricus BH B 13.

5) Elaborar un banco de genes cromosomales de las cepas Ifillantes
o muccoides en una bacteria de relativamente fécil manipulacién
como Escherichia coli, con la idea de clonar en otras bacterias y
poder ajslar segmentos  gue estdn relacionados con esta
caracteristica. Por informacién previa, sSe sabe que las regiones
necesarias gue codifican prara la produccién de polisacdridoes
exocelulares en bacterias lacticas son muy grandes,
aproximadamente de 17 Kb, estas secuencias pueden ser clonadas,
rero la inestabilidad es tan grande que se pilerde en un tiempo
muy corto (Tynkkynen, Comunicacidén rersonal).

Una vez realizado lo anterior. puede pengarss en 1
manipulacidén genética de la caracteristica filante o mucoide,
relacionada con la produccién de polisacéridos exocelulares.

B

6) Dehen explorarse otras hipédtesis que expliquen la
inestabilidad de la caracteristica Filante, o del Fenotipo
Mucoide, tanto desde el punto de vista Fisioldgico, como

Genético. En este ultimo caso las explicaciones pueden ser tan
diversas como la presencia de Transposones en el genoma, la
presencia de Secuencias de Insercidn, o en general la presencia
de rearreglos gendmicos en estas bacterias.



CAFITULO XI
APENDICES

Apéndice 1.

I. Medios de cultivo empleados.

1) Medio MRS (de Man, Rogosa y Sharpe, 1260). pH 6.5
Proteosa Peptona # 3 (Difco) 10
Extracto de carne 10
Extracto de levadura S
Dextrosa 20
Tween 80 1
Citrato de amonio 2
Acetato de sodio 5
Sulfato de magnesio 0
Sulfato manganoso 0.
Fosfato de potasio dibéasico 2
Para preparar el medio Que se ha denominado como

lactosa/Rojo Neutro,

Lactosa

Rojo neu
Agar

tro

20
24

15

2) Medio Reddy con Piirpura de Bromocresol.

Triptona

PH 6.9

Extracto
Casamino
Fosfato
Pirpura
Agar,

de levadura

&cidos

de potasio monobdsico

de Bromocresol

3) Medio

Extracto
Triptona
Dextrosa
Citrato
Tiamina
Cloruro
Foafato
Cloruro
Sulfato
Sulfato

Complejo sorbitan moncoleato (Tween BO)

Agar

APT. pH 6.7

de levadura

de s=sodio

hidroclorada

= N

I

de sodio

de potasio dibdsico

manganoso.

de magnesio

ferroso

=

69 ~

noE=Nhoo

ooooQUUNoOUMoONn

g/L

mLs
g/L

.1

05

Agar /MRS-

se adicioné a lo anterior lo siguiente:

g/L
mg/L
g/L

g/L

.25

ug/L
g/L



4) Medio Elliker modificado. pH 6.8

Triptona
Extracto de levadura
Gelatina bacterioldgica
Cloruro de sodio
Acetato de sodio
Dextrosa
Agar

O on

o

O LNG

[T

5) Medio Lee.

Triptona 10 g/L
Extracto de levadura 10

Lactosa
Sacarosa
Carbonato de calcio
Fosfato de potasio monobéasico
Piirpura de bromocresol
Agar,

cuw

W

mocwom

[y

6) Medio M17.

Peptona de caseina
Peptona de soya
Extracto de levadura
Extracto de carne
Lactosa
Acido ascorbico
Glicerofosfato fosfo disdédico 1
Sulfato de magnesio.7H50 1M 1 mL
Agar 15

[,

(¢

Qoouonowm

7) Medio Leche Descremada.

Leche descremada comercial 110 g/L
Agar 15

Esterilizados por separado.

B8) Medio Luria-Bertani (LB) para Escherichia coli.

Triptona 10 g/L
Extracto de levadura 5
Cloruro de sodio 10
Agar, 15

Ajustar el pH a 7.0
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Apéndice II.

Mantenimiento de las cepas.

Las cepas se conservaron por liofilizacidn. En crecimiento
activo =se mantuvieron por resiembrse bviszemanales en leche
descremada bacterioldgica 11 %, creciendo a 370C durante 12
horas.

Las ceras filantes o mucoides de las especies en estudio, se
mantuvieron con niveles elevados de produccién por selecciébdn
directa de coloniss gue presentaron la caracteristica, creciendo
en Agar/MRS-lactosa/Rojo Neutro, & 370C durante 48 horas, y BU
cultivo posterior en leche descremada becteriolégica 11 % a 370C
durante 24 horas.

Para obtener licofilizados de las cepas en estudio, se
resembraron las cepas filantes hasta el momento en que
presentaron los niveles de produccidn de polisacéridos
exocelulares mas elevados, o bien que subjetivamente se

consideraron a las cepas como filantes, al tocar el medio de
cultivo con algun objeto como un asa bactericlégica o una pipeta.
Una vez alcanzados estos niveles de produccién se liofilizaron
las cepas de interés y se mantuvieron al vacio a temperatura
ambiente.



Apéndice III.

1) Soluciones requeridas para la extraccidén de plééﬁidos
bacterias lacticas. (Somkuti y Steinberg, 1986).

- DL-treonina 0.52 M

SDS 10 %

-~ PEG (PM = 3,6800) 24 %

- NaOH 5N

- NaCl 5M

- RNAsa IA 10 mgs/ml en alicuotas de 25 ul

- Buffer T1; Tris 10 mM~HCl, pH 8.2

- Buffer T2; Tris 20 mM-HC1l, pH 8.2

- Buffer T3; Tris 100 mM-HCl, EDTA 10 mM, pH B.5
- Buffer T4; Tris 2 M-HC1l, pH 7.0

- Buffer T5; Tris 10 mM-HC1, EDTA 100 mM, pH B.0O

2) Soluciones requeridas para la extracciodn de pldsmidos
coli (B.M.Chassy-J.Morlon-Guyot, 1989).

- Buffer 3TE; Tris 10 mM-HCl pH 7.5, NaCl 10 mM, EDTA 1 mM.

- Buffer TE 25-50; Tris 25 mM-HCl pH 8.0, EDTA 50 mM.
~ Buffer TE 10-1; Tris 10 mM-HC1 pH 8.0, EDTA 1 mM.

3) Soluciones requeridas durante la transformacidn de la cepa
NCFB 859.

-Buffer KB (Electrororation Buffer) (Chassy, 1987%).

EB; Hepes 1 mM pH 7.4, MgCl, 1 mM, Sacarosa 0.3 M

~Buffer de electroporacién (Somkuti y Steinberg, 1S88).

de

de

Amortiguador de fosfatos 5 mM pH 7.0, con MgCl, 1 mM y Sacarosa

0.3 M, pH 7.4
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