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RESUMEN

Considerando los beneficios probados de diversas especies de lactobacilos, se planteo su
deteccion a partir de pasto utilizado para alimentar el ganado lechero y probar sus
potencialidades tecnoldgicas y probidticas. Se aislaron e identificaron lactobacilos con
pruebas convencionales a partir de dos muestras de pasto de pastizal de una finca lechera
ubicada en la zona alta de la ciudad de Mérida (Venezuela). Se detectaron 4 especies de
lactobacilos distribuidos en 10 cepas: Lactobacillus plantarum (cepas 1, 4, 20, 37, 50 y
58), L. paracasei ssp paracasei (cepas 23 y 90), L. brevis (cepall) y L. pentosus (cepa
67). El potencial tecnologico se estudié mediante la produccion de acido lactico en
Caldo MRS y leche descremada y el potencial probiético fue evaluado con ensayos de
susceptibilidad a antimicrobianos (Amoxicilina/Acido clavulanico 2:1, 30 pg;
Eritromicina, 15 pg; Ciprofloxacina, 5 pg; Amikacina, 30 pg y Gentamicina, 10 pg),
resistencia a pH 3, resistencia a 0,3% de bilis bovina y efecto antagénico sobre 2 cepas
de Salmonella enmteritidis, 1 Salmonella typhi y 1 Listeria monocytogenes. La acidez
producida por las cepas en leche descremada estuvo en el rango 0,12-0,52%, exhibiendo
¢l porcentaje mas bajo 1a cepa 90, en Caldo MRS el 4cido producido por las cepas fue de
0,58 a 1,38%; correspondiendo el valor inferior a la cepa 58. Los aislados mostraron
resistencia a Ciprofloxacina, Amikacina, y Gentamicina y a 0,3% de bilis bovina; pero
los porcentajes de viabilidad de las cepas al pH ensayado fue vaniable (0,04 -100 %)
siendo las mas afectadas las cepas L. plantarum 58. y L. brevis. Las cepas L. plantarum
50, L. paracasei ssp paracasei 90 y L. brevis no mostraron antagonismo con los
patogenos ensayados, el resto de las cepas exhibieron antagonismo contra S. typhi y/o L.
monocytogenes por &cidos organicos (L. plamtarum 1, 4, 20 y 37, L. paracasei spp
paracasei 23 'y L. pentosus) y por compuestos inhibitorios de naturaleza proteica
parecidos a bacteriocinas (L. plantarum 37 y 58). Se concluye que la cepa L. plantarum
20 posee potencial tecnologico y probidtico que debe seguir investigandose.
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INTRODUCCION

El género Lactobacilles tiene una gran importancia tecnologica; especies como Lactobacillus
delbrueckii subespecie bulgaricus, L. casei, L acidophilus, L. sake, L. plantarum y I.
paracasei entre otros constituyen cultivos iniciadores o adjuntos de muchos alimentos
fermentados (Bruno, Glikmann e Intorno, 2003; Cintas-lzarea y Casaus-Lara, 1998; 1994;
Buckenhiiskes, 1993); pero no solamente contribuyen al desamrolio de las propiedades
organolépticas, sino que muchos de estos ejercen efectos beneficiosos o probidticos (De
Vuyst, 2000; Gonzilez-Martinez, Gomez-Trevifio y Jiménez-Salas, 2003).

En las dltimas dos décadas en casi todo el mundo se ha dirigido la atencién a encontrar nuevas
cepas y a caracterizar mejor las existentes para el aprovechamiento 6ptimo de sus
potencialidades, logicamente la busqueda se ha dirigido hacia los alimentos fermentados,
sobre todo, los autéctonos de cada region (Savadogo y col., 2004; Durlu-Ozkaya y col., 2001;
Lopez y Mayo, 1997; Leisuer y col., 1999). Uno de los nichos ecolégicos de este género que
han sido poco estudiado con ese objetivo es el pasto que se utiliza para alimentar ganado; estas
gramineas poseen una microbiota epifita muy variada en la que se encuentran algunas especies
de lactobacilos; de hecho, se ha descrito la presencia de L. plamtarum, L. buchneri, y L. brevis
L casei en fomaje verde (Bourgeois y Larpent, 1995) y en ensilado de algunas especies de
pasto de Australia y Camenin (Danner y col., 2003; Kanga y Kanga, 1988). En Venezuela
existe una gran variedad de pastos, pero lamentablemente, se conoce poco acerca de las
especies de lactobacilos presentes y sus potencialidades; por otra parte; en nuestro pais la
industria lictea utiliza cultivos iniciadores importados y ademas el consumo de probidticos es
limitado por lo que la bisqueda de lactobacilos con potencial tecnologico y probidtico no ha
sido un tema de mucho interés, por ello, deben aportarse bases cientificas que permitan el
aprovechamiento de nuestra microbiota lactica autéctona para el desarrollo de estos campos
importantes de nuestra industria alimentaria

HIPOTESIS
El pasto gue se utiliza para alimentar ganado lechero contiene una microbiota epifita variada
donde se incluyen varias especies de lactobacilos que poseen potencialidades tecnologicas y

probidticas



OBJETIVOS GENERALES
1) Detectar lactobacilos a partir de muestras de pasto de finca lechera
2) Evaluar propiedades tecnoldgicas para la utilizacion de las cepas aisladas como
cultivos iniciadores

3) Estudiar la capacidad probidtica de los lactobacilos aislados

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Aislar ¢ identificar lactobacilos por métodos convencionales a partit de muestras de
pasto de finca lechera

2) Evaluar la capacidad acidificadora de las cepas aisladas en leche descremada y Caldo
MRS mediante pH y titulacién del acido

3) Determinar la susceptibilidad de los aislados a los antimicrobianos: Amoxicilina/Acido
clavalanico (30 pg,) , Eritromicina (15 pg), Ciprofloxacina (5 pg), Amikacina (30 pg)
y Gentamicina (10 pug)

4) Evaluar la resistencia de las especies aisladas a pH 3 por 3 horas

5) Evaluar el efecto de 0,3% de bilis bovina por 3 boras en la viabilidad de las cepas

6) Estudiar la presencia y caracteristicas de efecto antagénico de las especies aisladas
contra patogenos bacterianos de los géneros Salmonella y Listeria



MARCO TEORICO

El género Lactobacillus

Lactobacillus se considera el género mas numeroso y heterogéneo del grupo de las bacterias
lacticas, de hecho, en la actualidad se conocen mas de 150 especies (Euzéby, 2006). En este
género se agrupan bacterias en forma de bacilos, cocobacilos y algunas en forma cocoide,
grampositivas, inméviles, no esporulados ademias no poseen ni citocromos ni catalasa “sensu-
estricto”, son microacrofilicos y algunos requieren de anaerobiosis para su aislamiento, poscen
requen'miem(;s nutricionales complejos porque necesitan de aminodcidos, péptidos, derivados
de acidos nucleicos, vitaminas, sales, 4cidos grasos, ésteres de 4cidos grasos y carbohidratos
fermentables para su crecimiento; (aunque muchos de estos requerimientos pueden ser
caracteristicos de cada especie), son de metabolismo fermentativo y sacarolitico, el rango de
temperatura 6ptima de crecimiento es de 30-40° C, aunque algunas especies pueden crecer en
un rango de 5-53° C, son acidiricos con un pH Optimo de crecimiento entre 5,5-5.8; no
reducen nitrato ni licuan la gelatina (Kandler y Weiss, 1986)

Los lactobacilos pueden producir acido lictico como principal o dnico producto de Ia
fermentacion de carbohidratos; en este sentido la fermentacién puede ser homolictica o
heterolactica. La fermentaciéon homolictica u homofermentativa es realizada por la via
Embden-Meyerhof y el principal producto final es €l acido lctico; en tanto que, duranie la
fermentacion heterolictica también llamada heterofermentativa se produce acido lactico,
etanol y CO, por la via de las pentosas fosfato (Prescott, Harley, y Klein, 1999). El 4cido
lactico producido puede tener la configuracion D (+) o L (+); Ia produccién de uno u otro vaa
depender de la especie; inclusive, hay especies que producen una mezcla racémica de las dos
moléculas ( Kandler y Weiss, 1986)

Clasificacion en base a caracteristicas fisioldgicas

En 1919 Orla-Jensen los dividi6 en 3 subgéneros atendiendo a sus temperaturas de
crecimiento y las vias de fermentacibn de hexosas (Streptobacteria, Betabacteda y
Thermobacteria), esta clasificacion aunque todavia es utilizada por muchos autores fue
reemplazada por ia actual que consiste en tres grupos definidos filopenéticamente (Kandler y



Weiss, 1986); el primer grupo esta integrado por lactobacilos homofermentativos que crecen a
altas temperaturas (> 45° C) (Frank y Hassan, 1998) y las especies mas representativas son
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, L. delbrueckii ssp. lactis y Lactobacillus
helveticus. Los lactobacilos heterofermentativos facultativos son el segundo grupo, fermentan
hexosas a solo acido lactico y cuando tienen limitacién de glucosa a acido lictico, dcido
acético, etanol y acido formico, el azicar es fermentado via fosfocetolasa y a este grupo
pertenece  Lactobacillus  casei, Lactobacillus  plantarum, Lactobacillus curvatus y
Lactobacillus sakei. El altimo grupo, denominado lactobacilos heterofermentativos obligados,
fermenta hcxgsas a acido lactico, acido acético o etanol y diéxido de carbono, una especie
representativa de este grupo es Lactobacillus kefir utilizado para elaborar kéfir, otras especies
de este grupo son Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus fermentum y
Lactobacillus rewteri (Frank y Hassan, 1998).

Habitat

Este génecro bacteriano se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza. Muchas
especies forman parte de la microflora epifita de las plantas (Oude-Elfenrink y col, 2005; Cai
y col., 1998; Kandler y Weiss, 1986); por esa razon, especies como L. planiarum L. fermentun,
L fructivorams, L. brevis , L amylophilus, L. homohiochii, L buchneri, L. rhamnosus entre otros
se han aislado de alimentos de origen vegetal (Danner y col., 2003, Carr, Chill y Maida, 2002).
La leche y Jos productos lacteos constituyen uno de los nichos ecoldgicos mas importante de
muchas especies del género Lactobacillus. 1.os microorganismos presentes en la leche recién
ordefiada provienen del ambiente, equipos, agua, pasto, estiércol, (Diaz, 2000) y en general la
cantidad de lactobacilos es moderada, pero cuando Ia leche es acidificada espontinea o
intencionalmente las especies presentes comienzan a proliferar debido a su cardcter acuddnico
(Kandler y Weiss, 1986); por esa razon especies como L casei, L delbrueckii, L casei, ssp
casei, L. casei ssp pseudoplantarum, L. paracasei ssp tolerans, L. plantarum, L. maltaromicus,
L. helveticus, L. brevis, L. fructivorans han sido aisladas de leche y derivados lacteos (Carr,
Chill y Maida, 2002; Diaz, 2000; Klander v Weiss, 1986).

Otro tipo de alimentos preferidos por especies como L. plantarum L. sakei, y L. pentosus son
las carnes y sus derivados debido a que son sustratos altamente nutritivos (Erkkila,. 2001, Ahn
y Stiles, 1990).



Algunas especies de lactobacilos forman parte de la microbiota bucal, genital y def tracto
gastrointestinal del hombre y otros animales (Kandler y Weiss, 1986; Batt ,1999); especies
como L. acidophilus, L. casei y L. rhamnosus provenientes del tracto gastrointestinal humano
han sido bien caracterizadas (Dunne y col., 2001; Coconnier y col., 1998; Bemet-Camard y
col, 1997)

Aislamiento e identificacion

Los lactobacilos son autétrofos para muchos de los nutrientes que necesitan para su
crecimiento; de alli que solo puedan crecer en medios complejos; en agar las colonias son
usualmente pequeiias de 2 a 5 mm de didmetro; convexas, opacas y sin pigmentos (Kandler y
Weiss, 1986). Se han disefiados medios ricos ideales para el crecimiento de estos
microorganismos; tal es el caso del MRS (De Man, Rogosa y Sharpe, 1960) que es un medio
utilizado universalmente para el aislamiento de estos microorganismos de muchas fuentes;
pero no es selectivo porque otras especies pertenecientes al grupo de las bacterias acido
lacticas (BAL) pueden utilizarlo (Carr, Chill y Maida, 2002). El medio Rogosa es también un
medio complejo utilizado para el aislamiento de lactobacilos (Dave y Shah, 1996).

Cuando se sospecha la presencia de vanias especies de BAL que puedan crecer en MRS se han
hecho modificaciones que tienen que ver con la sustituciéon de Ia glucosa por un carbohidrato
fermentable por la especic que se desea aislar con el fin de hacerdo selectivo; estas
modificaciones han sido muy wutiles para el aislamiento y contaje de lactobacilos en yogures
probidticos que conticnen hasta 3 especies. Otras modificaciones incluyen acidificacion,
adicion de sales biliares o adicién de 0,05% de cisteina para crear un potencial de oxido-
reduccion favorable (Coeuret y col., 2003); esto ultimo, sobre todo para lactobaciles de origen
intestinal que son los menos tolerantes al oxigeno. Adicionalmente; el MRS es de uso general
como medio basal para muchos ensayos gue se realizan en la identificacion y caracterizacion
de muchas especies (Carr, Chill y Maida, 2002)

Se han desarrollado otros medios que permiten el aislamiento y contaje diferencial de especies
de Lactobacillus en diferentes fuentes, por ejemplo, para el contaje diferencial de
Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus en yogur se utiliza agar Lee's, y agar Reforzado para
Clostridium {(RCA) ajustado a pH 5,5. Para aislamientc de especies en otros alimentos, cabe
citar, Agar ATP para aislar L. viridescens en cames curadas, Agar Jugo de Tomate con



extracto de levadura para aislar L. collinoides de jugo de manzana, Agar Lactobacillus con
0,04% de sorbato para aislar lactobacilos de cames, Agar Lactobacillus bulgaricus para aislar
esta especie de quesos duro y Agar Lactobacillus casei para el contaje diferencial de esa
especie en yogures probiéticos. (Carr, Chill y Maida, 2002, Shah, 2000).

La identificacién tradicional de la amplia variedad de especies de lactobacilos ha estado
basada en caracteristicas fenotipicas. Las primeras que se consideran son la morfologia, la
repuesta a la Tincién de Gram y la ausencia de la enzima catalasa; luego se consideran
caracteristicas fisiolégicas que orienfan hacia la especie como lo son crecimiento a diferentes
temperaturas, tipo de fermentacion e hidrolisis de arginina; finalmente el perfil de
fermentacion de carbohidratos en la mayoria de los casos nos ayudard a establecer Ja
identificacion definitiva. Para la identificacién a nivel de cepas o especies dificiles de
identificar por la variacién de su perfil de fermentacién de carbohidratos se recomiendan
técnicas moleculares como reaccion en cadena de la Polimerasa (RCP), Andlisis de proteinas
citoplismicas totales e hibridacion ADN/ADN (Coecuret y col., 2003).

Importancia del género Lactobacillus

a. Importancia en la industria alimentaria

Se considera que los alimentos fermentados son unos de los principales ecosistemas naturales
de muchos miembros del genero Lactobacillus. Estos microorganismos se encuentran en estos
alimentos bien sea de manera natural o adicionados y contribuyen a su preservacion, mejor
digestibilidad y mejoramiento de sus caracteristicas organolépticas (Elmadfa y col, 2001)
debido a la produccion de 4cido, proteolisis y produccion de compuestos aromiticos (De
Vuyst, 2000). Muchas de estas especies han sido aisladas a partir de alimentos fermentados
espontancamente v bien caracterizadas para formar parte de cultivos iniciadores (en inglés
“starters”) de esos mismos alimentos fermentados pero fabricades a nivel industrial (tabla 1).
La principal funcion de los cultivos “starters” es la produccion de dcidos organicos
principalmente acido lactico (Kashet, 1987) que van a contribuir no solamente al desarrotlo de
textura y “flavor” de los alimentos fermentados; sino también aseguran su estabilidad y
seguridad debido a que estos acidos junto con otros metabolitos como peroxido de hidrdgeno y
acetaldehido ejercen um efecto antagénico contra bacterias indeseables (Durlu-Ozkaya y col.,



Tabla 1. Especies de lactobacilos de cultivos iniciadores utilizados para la elaboracién de

alimentos fermentados

Producto Especies
Lactees
Leches fermentadas L. delbrueckii ssp. bulgaricus, L. acidophilus, L.
kefir, L casei
Quesos L. delbrueckii ssp. lactis, L. delbrueckii ssp.
Bulgaricus L. helveticus,
Mantequilla acida L. acidhopilus
Vegetales fermentados (legambres, L. plantarum, L. acidophilus, L. babaricus, L.
frutas, jugos y ensilaje) bifidus, L. brevis, L. casei, L. delbrueckii, L.
. helveticus, L. salivarus, L, xylosus
Carnes y derivados cirnicos L. plantarum, L. sake, L. curvatus, L. pentosus
Vinos ' L. plantarum, L. hilgardii

Informacion tomada de Bruno, Glikmann e Intomo, 2003; Cintas-Izarra y Casaus-Lara, 1998; Saloff-Coste,
1994; Buckenhiiskes, 1993

2001; Van de Gauche, Ehrlich y Maguin, 2001; Shah, 2000; Tamime y Robinson, 1991). Otras
moléculas con actividad antimicrobiana son las bacteriocinas y moléculas de bajo peso
molecular; las primeras pueden ser producidas por especies de lactobacilos que forman parte
de cultivos iniciadores como L. sakei, L. plantarum, L. curvatus y L. delbrueckii (Gonzalez-
Martinez, Gomez-Trevifio y Jiménez-Salas, 2003; De Martinis, Alves y Franco, 2002); y
ademas tienen un potencial muy grande para explotar en el campo de la bioconservacién de
los alimentos (Gonzilez-Martinez, Goémez-Trevifio y Jiménez-Salas, 2003).

Entre las moléculas de bajo peso molecular producidas por Lactobacillus plemarum que
ejercen efecto antagénico contra bacterias gramnegativas, grampositivas, hongos y levaduras
s¢ encuentran #cidos orgamicos come acido benzoico, icido 3-hidroxi-fenilictico, acido
hidroxi-decanoico y otros compuestos como metithidiatonina y mevalonolactona (Stron, 2005;
Niku-Paavola y col. ,1999), este tipo de compuestos estin siendo objeto de intenso estudio.
Especies de lactobacilos mesdfilos forman parte de cultivos adjuntos o no starters (NSLAB)
de muchos quesos; tal es el caso de L. casei, L. plantarwm, L. brevis y L. buchneri; L.

paracasei y L. curvatus.; estas bacterias producen dcido ¢ hidrolizan Ia caseina lentamente, por



fo que, juegan un rof importante en las caracteristicas organolépticas finales de muchos quesos
madurados. (Bruno, Glikmann ¢ Intorno, 2003, Durlu-Ozkaya y col., 2001, Fitzsimons y col.,
1999). Para obtener los productos deseados debe realizarse un a buena seleccion de los
cultivos “starters” que se van a utilizar (De Vuyst, 2000), en este sentido, las cepas a ser
utilizadas deben cumplir tres requisitos principales: ser seguras, efectivas tecnologicamente y
cumplir con aspectos econémicos como ser facilmente propagables y que mantengan su
viabilidad en el tiempo (Buckenhiskes, 1993). La seguridad ¢ inocuidad de las BAL; y por
ende, el género Lactobacillus se ha aceptado durante milenios y en la actualidad se consideran
microorganismos GRAS (del inglés, Generally Recognized As Safe) por eso su utilizacion o la
de sus metabolitos en a industria alimentaria ha sido objeto de gran atencion durante Jos
ultimos afios (Cintas-Izarra y Casaus-Lara, 1998).

El aspecto tecnolégico mas importante a considerar en una cepa que s quiera utilizar como
cultivo iniciador de fermentacion es 1a velocidad de acidificacion o capacidad acidificadora
(Bruno, Glikmann, ¢ Intorno, 2003); el resto de propiedades tecnolégicas van a depender del
alimento que desea obtenerse, si es un cultivo iniciador para elaboracion de quesos es descable
que tenga propiedad filante, texturizante y que produzca compuestos aromiticos y de sabor
(Guerrero, Muset y Pacheco, 1997), si se trata de productos camicos fermentados es apropiado
que sean acidificadoras lentas, homofernmentativas, que no produzcan peroxido de hidrogeno
en exceso ni aminas biogénicas; si se necesitan para elaborar vino deben ser cepas que resistan
bajos pH ,altas concentraciones de etanol, bajas temperaturas y que produzcan diacetil y
acetoina (Buckenhiiskes, 1993) y si se requieren para elaboracion de ensilaje deben ser cepas
preferiblemente homofermentativas (Ennahar, Cai y Fujita, 2003).

La bisqueda BAL y en particular lactobacilos que puedan incluirse en cultivos iniciadores ha
sido el objetivo de muchas investigaciones en los Gltimos afios y ha permitido diversificar la

cantidad de productos fermentados que se ofrecen en el mercado.

b) Importancia como probiéticos

La microbiota intestinal de un adulto sano es relativamente estable y contiene diversas
poblaciones bacterianas que juegan un rol imporiante en la salud del huésped (Kleerebezem y
col., 2003; Liévin vy col., 2000, Parodi, 1999). Las poblaciones bacterianas beneficiosas estin
formadas principalmente por especies de lactobacilos y bifidobacterias (Jacobsen y col.,



1999); y las especies de lactobacilos encontradas son L. acidophilus, L. salivarus, L. casei, L.
plantarum, L. fermentum, L. brevis y L. reuteri (Dunne y col., 2001; Sillanpaa, 2001;
Coconnier y col., 1998; Bemnet-Camard y col., 1997). Las funciones de esta microflora es
variada: sintetizan vitamina K y las del grupo B, producen sustancias beneficiosas, favorecen
la recuperacién a absorcién de calcio, hierro y magnesio, intervienen en el metabolismo de la
glucosa, favorecen el metabolismo colénico de la fibra mejorando la digestibilidad y ademas
constrtuyen una barrera frente a la invasion por microorganismos indeseables y patogenos
(Gonzilez-Martinez, Gémez-Trevifio y Jiménez-Salas, 2003; Adhikari y col., 2000; Lievin y
col, 2000). E"l desbalance de esa microbiota beneficiosa puede ocurrir por factores como dietas
inadecuadas por consumo de comida chatarra y poco consumo de alimentos fermentados,
estrés, infecciones intestinales y tratamientos con antimicrobianos (Amores y col., 2004;
Talwalkar y Kailasapathy, 2004) que pudieran desencadenar enfermedades como infecciones
del tracto gastrointestinal, constipacion, sindrome de colén irritable, enfermedad inflamatoria
del colén, alergias, enfermedades cardiacas y ciertos tipos de canceres (como cancer de
colén), para prevenir estos riesgos la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha
recomendado explotar el potencial terapéutico y profilictico de las microorganismos
probioticos.(Dunne y col., 2001).

En 1989 R. Fuller defini6 los probidticos como microorganismos vivos que son agregados
como suplementos a los alimentos y que afecian en forma positiva el balance de la flora
intestinal;, nueve afios mas tarde en el Instituto Internacional de Ciencias de la Vida de la
Union Europea (Bruselas) se establecid un concepto més apropiado para probiéticos
definiéndolos como microorganismos vivos que cuando son ingeridos en cantidades
suficientes tienen efectos benéficos sobre la salud, mds alld de los efectos nutricionales
convencionales. El concepto de probidticos mo es muevo; cerca de los afios 1900 Elie
Metchnikoff (microbidlogo ruso, Premio Novel de Medicina y Fisiologia en 1908) hipotetizo
que la longevidad saludable de los habitantes de Bulgaria se debia al consumo de leches
fermentadas, e incluso logré aislar la bacteria responsable de la produccion del yogur y la
utilizd en sus investigaciones para realizar un preparado terapéutico en forma de cipsula
denominado Lactobacilin, esto dio comienzo a la era de la Probiética. (Gomez-Daza, 2005).
Entre las principales bacterias utilizadas como probidticos se encuentran varios géneros de
BAL especialmente los lactobacilos, también miembros del género Bifidohacterium,
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Lactococcus, Enterococcus y otros (tabla 2). La mayoria de estas especies han sido aisladas
del tracto gastrointestinal humano y se le atribuyen propiedades terapéuticas (Amores y col,,

2004) que se explicaran a continuacion.

'Tabla 2. Principales especies de uso probidtico

Lactobacillus _Bifidobacterium Lactococcus _Enterococcus Bacillus __ Ofras especies

acidophilus bifidum lactis Jfaecium sublilis  Sacharomyces
cerevisioe
lacris longum Cremoris Jaecalis coagulans Sacharomyces
bowdardii
bulgaricus infantis diacetylactis Leuconastoc
SPp.
rhammosus breve
GG
casei lactis
kefir adolescentis
brevis
reulert
hebveticus
plamtarum
Johnsonii
salivairus
Tomada de Amores y col., 2004
Intolerancia a la lactosa.

Cerca del 70% de la poblacion mundial presenta ciertos sintomas de indigestién cuando
consume productos que contienen lactosa, incleso, en individuos que son intolerantes a la
lactosa aparecen malestares digestivos muy desagradables como diarreas y flatulencias, en
estos casos, el consumo de probidticos contribuye a mejorar la digestion de la lactosa y
reducen la sintomatologia gracias a que los lactobacilos y bifidobacterias poseer: una actividad
lactasa que sigue fimcionando en el intestino favoreciendo la digestién del aziicar, esto permite
que las personas intolerantes a la lactosa no se priven de los beneficios nutricionales de los
derivados lacteos (Gomez-Daza, 2005).
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Desordenes e infecciones intestinales.

Como se mencioné anteriormente el tracto gastrointestinal humano posee un ecosistema
microbiano extremadamente complejo y tiene funciones fisiolégicas muy importantes para la
salud. La flora colénica constituye una barrera natural contra la invasién de organismos
indeseables, pero, cuando ocurren alteraciones en el equilibrio poblacional los patégenos
fordneos o los integrantes indeseables de la flora intestinal tienen la oportunidad de colonizar o
proliferar el intestino y producir infecciones gastrointestinales.

El consumo de leche fermentada con Lactobacillus casei ademds de aumentar la recuperacion
de Jactobacilos en leche ha demostrado Ja disminucién de actividad enzimética perjudicial (-
glucoronidasa y nitrorreductasa) de Ia microbiota indeseable (Amores y col., 2004); este efecto
se debe principalmente a los cambios de la microecologia intestinal; si incrementa Ia cantidad
de lactobacilos en el intestino estos son capaces de suprimir el crecimiento de patégenos, bien
sea por competencia por sitios de adhesion o por produccién de sustancias antimicrobianas
tales como dcidos organicos, metabolitos de oxigeno, acetaldehido y bacteriocinas (Van de
Guchte, Ehrlich y Maguin, 2001; Cintas, Casaus y Hemindez, 2000; Piard y Desmazeaud
1991* y 1991"); de hecho varias especies han mostrado efecto antagénico contra patégenos
como Listeria monocytogenes, Salmonella spp y Escherichia. coli (Jacobsen y col., 1999).

Prevencién del eancer

La mutagénesis por la alteracién de la secuencia gendmica del ADN, especialmente en genes
criticos en la supresién de tumores juega un papel importante en el estado de iniciacién de la
carcinogénesis (Ames y col, 1995; citado por Parodi, 19%).‘

Estudios realizados in vitro e in vivo muestra que algunas BAL comimmente usadas para la
elaboracion de yogurt y otras leches fermentadas pueden inhibir la actividad mutagénica de
compuestos que son producidos en el intestine debido al metabolismo de la flora intestinal.
(Parodi, 1999); unos de estos compuestos son los acidos grasos y 4cidos biliares derivados de
altas cantidades de grasas saturadas consumidas en la dicta que en algim momento pudicran
estimular Ia hiperproliferacion celular en el epitelio colénico dando origen a primeros estadios
de procesos carcinogeénicos. Se considera que un alto contenido de lactobacilos en el intestino
puede reducir la biotransformacién de grasa y por tanto disminuye el riesgo de padecer ese
tipo de cancer.
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Se conoce acerca de un efecto de inhibicion de la proliferacién de células tumorales; en este
sentido, estudios llevados a cabo en la Escuela de Ciencias Biomédicas de la Universidad de
Ulster (Irlanda del Norte) mostraron que la administracion conjunta de lactobacilos y
bifidobacterias con azoximetano (agente carcinogénico de colon) a ratas reducen la incidencia
de focos de cancer. (Gémez-Daza, 2005); también se ha observado un efecto inhibitorio de
leches fermentadas con BAL sobre una linea celular de cancer (Amores y col., 2004). Los
resultados obtenidos son prometedores en el campo de la terapia contra el cancer, pero existen
muchos aspectos que deben ser dilucidados. (Parods, 1999)

Efecto inmunomodulatorio

La pared bacteriana de las BAL esta constituida principalmente por peptidoglicano (30-70%)
polisacaridos y dcidos teicoicos. Cuando las BAL llegan al imtestino sufren la accion de la
lisozima secretada por las células paneth del intestino dando como resultado un compuesto de
bajo peso molecular denominado muramil dipéptido (MDP) que estimula en los macrofagos la
produccion de Interleucina 1, induce 1a produccion de Interferon-y por parte de los linfocitos y
estimula la produccion de Interleucina 6 y Factor de Necrosis Tumoral-a en monocitos. La
digestién enzimatica de la pared celular de las BAL muestra un incremento de la inmunidad
del huésped contra Listeria monocytogenes en ratones, infecciones por Klebsiella y tumores
celulares (Meydani y Ha, 2000).

Esta hipétesis es apoyada por estudios recientes que han mostrado que el consumo de leches
fermentadas con Lactobacillus activa el mecanismo de fagocitosis acompafiado de la
produccién de varias citocinas como el 7y -Interferén, la Interleucina 10 y 12 (Amores y col,,
2004).

Prevencion de enfermedades cardiovasculares

El riesgo de padecer una enfermedad cardiovascular es mayor cuando el colesterol sérico esta
clevado. En 1974 unos investigadores encontraron que los guerreros massai tenian
concentraciones muy bajas de colesterol sérice y lo atribuyeron a que consumian varios litros
de leche fermentada al dia. Este hallazgo motivé las investigaciones acerca del efecto
hipocolesterolémico del yogurt v otras leches fermentadas pero, los resultados no han sido
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muy convincentes porque ¢l efecto no se mantiene en el tiempo; sin embargo, en un estudio
recientes se ha observado que el comsumo diario a largo plazo de 300 mg de yogur
suplementado con L. acidophilus y B. longum incrementaba la concentracion sérica de HDL y
conducia a una mejora de la proporcién LDL/HDL (Amores y col., 2004). También se ha
sugerido que cepas de Lactobacillus acidophilus y L. casei tienen la capacidad de desconjugar
las sales biliares lo que produciria una disminucion de los esteroles disponibles para sintetizar
colesterol (Macedo, 2002°; Brashears, Gilliland, y Buck, 1998).

Infecciones urinarias

Se han utilizado especies de Lactobacillus en la prevencion y tratamiento de enfermedades del
tracto urinario. La presencia de lactobacilos en la vagina esta asociada con un bajo riesgo de
padecer vaginosis bacterianas e infecciones del tracto urinario, incluso la administracion oral
de lactobacilos también ha demostrado un efecto protector (Amores, 2004).

Para que estas bacterias probiéticas puedan ejercer estos efectos profilacticos o terapéuticos
debe consumirse una dosis diaria no menor a 10® -10° bacterias; por eso legislaciones
mternacionales han regulado la cantidad de probiGticos en leches fermentadas (que son los
principales alimentos probiéticos) entre 10°-10" UFC por ml o gramo de producto (Gomez-
Daza, 2005; Talwalkar y Kailasapathy, 2004; De Vuyst, 2000; Hamilton-Miller y Gibson,
1999).

Los alimentos probidticos forman un subgrupo muy importante de los llamados “alimentos
funcionales” (Sanz, Collado y Dalmau, 2003; Stanton y col., 2001). Este tipo de alimentos
aparecicron por primera vez en el mercado japonés en los afios 80 y se refiere a alimentos
fortificados con ingredientes capaces de producir beneficios a la salud del consumidor
(Macedo, M, 2002" Stanton y col, 2001). El yogur v las leches fermentadas se consideran
vehiculos idéncos para bacteria probidticas (sobre todo de los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium), son los mas populares y con las que se han hecho la mayoria de estudios
clinicos para investigar la eficacia de los probidticos (Amores y col., 2004; Talwalkar y
Kailasapathy, 2004; Gonzalez-Martinez, Gémez-Trevifio y Jiménez-Salas, 2003; De Vuyst,
2000).; otros productos lacteos que recientemente han sido utilizados como alimentos
probidticos son los quesos y helados (Haynes y Playne, 2002; Ross y col. 2002; Vinderola y
col., 2000).
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Debido al aumento de la demanda de alimentos funcionales alrededor del mundo la industria
alimentaria se abocé a elaborar nuevos alimentos probidticos con el fin de cubrir las
exigencias de este creciente mercado (Vinderola y col., 2000), pero no existia una normativa
comimmente aceptada acerca de los requisitos de seleccion para estas bacterias probidticas;
por esa razén ; la Organizacion de Alimentos y Agricultura en conjunto con la Organizacién
Mundial de la Salud (FAO/WHO) publicaron en mayo de 2002 una guia para la evaluacion
sistematica de probiéticos en alimentos (Sanz, Collado y Dalmau, 2003); dicha guia incluye
los siguientes aspectos:

Identificacién del genero y la especie probidtica. Se debe profundizar en su identificacidn a

nivel intraespecifico, mediante métodos de caracterizacién fenotipica y genotipica.

Pruebas “in vitro™ para la seleccion de probidticos de uso humano. Se refiere a ensayos de
resistencia a acidez y sales biliares, adherencia a mucus intestinal y actividad antagdnica

contra patogenos.

Seguridad de los probidticos. Si las cepas a evaluar pertenecen a los géneros Lactobacillus y

Bifidobacterium se garantiza “a priori” su inocuidad; sin embrago se recomienda realizar
pruecbas como resistencia a antibidticos, verificando la ausencia de genes de resistencia
transferibles, aciividades metabélicas perjudiciales como produccién de acido D-lactico,
capacidad hemolitica y produccién de toxinas.

Estudios “in vivo™ utilizando animals y humanos. Para demostrar las propiedades probidticas

atribuidas a la cepa.

Etiquetado. Descripcion detallada en la etiqueta del producto de género, especie, niimero
minimo de células viables al final de la vida dtil del producto, efectos beneficiosos y contacto

con centros de informacion al consumidor.
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METODOLOGIA

1. Poblacién y muestra.

Los pastizales donde se recolectaron las muestras pertenecen la finca lechera PROGAL-ULA
(Programa de Ganaderia de Altura de la Universidad de los Andes) ubicada en el sector Santa
Rosa de la ciudad de Mérida, estado Mérida. Estos pastizales consisten en parcelas con dreas
entre 1.900 y 3.000 M” cultivadas con diversas especies de pasto; las dos parcelas muestreadas
estaban cultivadas con pasto kikuyo (Pemnicetum clandestinum), pasto cetaria (Cetaria
anceps) y pasto esteella (Cynodon plectostachyum pilger). En dos ocasiones muestras de pasto
fueron tomadas al azar en diferentes zonas del pastizal; las plantas se cortaron asépticamente a
una altura aproximada de 10 cm. del suelo y se colocaron en envases estériles; posteriormente
estas muestras fueron trasladadas al laboratorio, guardadas a temperatura ambiente en un lugar
fresco por un lapso de 8 dias y luego fueron procesadas.

2. Tratamienio de la muestra y aislamiento de lactobacilos.

Trabajando en condiciones de asepsia_se reunieron las plantas en un “pool” a partir del cual se
peso 25 g de muestra que se colocd en 500 ml de agua peptonada modificada (APM)
preparada con 0,1% de peptona, 0,1% de Tween y 0,05% de cisteina, esto Gltimo para
disminuir el potencial de oxido-reduccién del diluente (Haddadin, Awaished y Robinson,
2004; Coeuret, 2003), a continuacion s¢ enjuagd la muestra por 20 minutos con agitacion
mecanica (120 movimientos por minuto en una incubadora con agitacion marca Precision,
GCA, Corporation). A partir del enjuagado se realizaron 6 diluciones seriadas en APM y
fucron sembradas con los métodos en superficic y profundidad por duplicado en Agar MRS
modificado (3% de leche descremada y 0,02 % de azida sodica) y en Agar Rogosa. Las placas
fueron incubadas en condiciones de microacrofilia a 37 °C por 5 dias.

En las placas donde se desarrollaron colonias bien aisladas se tomaron aquellas sospechosas
de pertenecer al género Lactobacillus (2 2 5 mm de diametro, convexas en la superficie del
agar o de forma ovalada en el interior del agar, opacas y sin pigmentos, Kandler y Weiss,
1986); y fucron subcultivadas en tubos de calde MRS con 20 % de glicerol e incubados a 37

°C por 24 horas para su conservacion en refrigeracion.
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3. Identificacion fenotipica de lactobacilos
3.1. Determinacién del género de los aislados.
Se realizaron 3 prucbas distintivas del género Lactobacillus (Kandler y Weiss, 1986):

a) Tincion de Gram. Se realizo tincion de Gram a los aislados a partir de cultivos de 24 horas
utilizando la metodologia correspondiente (Garcia-Rojas, 1990).

b) Deteccion de catalasa. Se detectd la presencia de catalasa en los aislados a un cultivo de 24
horas en Agar MRS utilizando la metodologia correspondiente (Mc Faddin, 2003)

¢) Produccidon de #cide. Se inoculd por duplicado tubos con 10 ml de caldo MRS con 1% de
las cepas aisladas, se incubaron a 37 °C por 24 horas, se titulé el 4dcido producido por las cepas
utilizando NaOH 0,1 N y los resultados fueron expresados en % de dcido lactico segin se
explica en De Rodriguez y Martin (1980), considerando que 1 ml de NaOH 0,1 N equivale a
0,009 g de acido lictico.

3.2. Determinacion de la especie.

Para orientar mejor la identificacién de los aislados se probé la produccién de gas y
crecimiento a 45 °C; la identificacion definitiva se realiz6 evaluando el perfil de fermentacion
de carbohidratos. Estas pruebas se explican a continuacion:

a) Produccion de gas.

Tubos con Caldo MRS, 5% de glucosa y tubos Durham se inocularon por duplicado con las
cepas a ensayar y se incubaron a 37 °C por 24 horas. Se consideré positiva la presencia de gas
cuando se produjo un desplazamiento del medio en el tubo Durham (Carr, Chill y Maida,
2002).

b) Crecimiento a 45°C.

Se inocularon con las cepas de ensayo y por duplicado tubos con Caldo MRS y fueron
incubados a 45 °C por 48-72 horas, la presencia de turbidez indicé crecimiento de la cepa a fa
temperatura comespondiente. {Carr, Chill y Maida, 2002).
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¢) Seleccién de las cepas.

Utilizando como criterio de seleccion la produccion de 4cido Jactico en una cantidad mayor a
0,4% en Caldo MRS se seleccionaron las cepas para determinar su perfil de fermentacién de
carbohidratos con el objeto de obtener su identificacion definitiva.

d) Identificacién fenotipica de las cepas.

Se determiné el perfil de fermentacion de carbohidratos de las cepas con el fin de establecer la
identificacién definitiva wtilizando el Sistema de identificacion bioquimica API: Medio
50CHL, galerias SOCH y programa apiweb (API 50CHL V5.0) segin las especificaciones del
fabricante (BioMérieux, Marcy-létoile, France).

4. Caracterizacién de las especies de Lactobacillus. Cualidades tecnolégicas.

4.1. Capacidad acidificante en leche. Se inoculd por duplicado leche descremada estéril al 10
% con 1% de la cepa a ensayar, se incubd en bafio de agua a 37 °C y se midié el descenso del
pH y la produccién de acido por titulacion con NaOH 0,1 N (COVENIN 658-97)alas 24 y 48
horas. La produccion de 4cido fue expresada como % de é4cido lactico.

4.2. Capacidad acidificante en MRS (Carr, Chill y Maida, 2002). Se inoculé por duplicado
caldo MRS estéril con 1% de 1a cepa a ensayar, se incubé en baifio de agua a 37 °C, se midi6 el
descenso del pH y Ia produccién de acido lactico por titulacién con NaOH 0,1 N cada hora
durante 6 horas, luego a las 24 y 48 horas.

5. Caracterizacién de las especies de Lactobacilius. Cualidades Probidticas.

5.1. Estandarizacién del inécule.

Un indculo de 10° UFC/ml se consideré adecuado para realizar este tipo de ensayos por ser la
cantidad promedio de bacterias probiéticas que deben consumirse para lograr los efectos
beneficiosos (Salas, 2004); por esta razdn se tomo como referencia para la estandarizacion de
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los inéculos de las cepas en estudio la turbidez del tubo N° 2 del Nefelometro de Mc Farland
que corresponde a 6,0 x 10* UFC/m] aproximadamente (APHA, 1992).

A partir de crecimiento en placas de MRS cultivadas en microaerofilia a 37 °C por 12-16 horas
se prepararon suspensiones celulares de las cepas equivalentes al tubo N® 2 del Nefelometro
Mc Farland en solucién salina (0,85 % de NaCl); a continuacién, se midié absorbancia a 600
nm de estas suspensiones celulares en un espectrofotémetro digital (Genesys 20)
encontrindose que los valores oscilaban alrededor de 0,130 por lo que se escogid esta
absorbancia como valor fijo para preparar las suspensiones celulares.

Se prepararon suspensiones celulares de las cepas en estudio con absorbancia de 0,130 medida
a 600 nm utilizando el procedimiento mencionado antes y se realizo contaje celular (Maturin y
Peeler, 1998) de cada suspension realizando dituciones decimales en agua peptonada al 0,1%,
sembrando en placas de agar MRS e incubando en microaerofilia a 37 °C por 48 horas. El
contaje celular de todas las suspensiones celulares estavo en el rango 107 -10* UFC/ml.
Minutos previos a la realizacion del ensayo se preparé el inéculo de las cepas que consistié en
una suspension celular con absorbancia de 0,130 a 600 nm preparada como se explicé

anteriormente,

5.2. Sensibilidad a antimicrobianos de las cepas aisladas.

Para evaluar cualitativamente la susceptibilidad a antimicrobianos de las cepas en estudio se
utilizé6 el Método de difusién en Disco (Koneman y col., 2003) con modificaciones. Los
resultados de susceptibilidad a Amoxicilina/Acido clavulénico; Eritromicina; y Ciprofloxacina
se interpretaron utilizando los estindares de diametros de inhibicion de BAL como
Enterococcus spp y Streptococcus spp no neumococicos (CLSI, 2006). Para interpretar los
resultados de sensibilidad a Amikacina y Gentamicina se utilizaron medidas de halos de
inhibicién sugeridas por la casa comercial HIMEDIA (Salas, 2004) (tabla 3).

Los ensayos se realizaron como se explica a continuacion. Se colocé sobre 1a placa de Agar
MRS 0,1 ml de suspension celular de la cepa de interés, este indculo fue esparcido
uniformemente en la superficie del agar utilizando un hisopo estéril, se dejaron en reposo las
placas por un lapso de 10 minutos, a continmacion, se colocaron presionando suavemente
contra la superficie del agar discos comerciales de Amoxicilina/Acido clavulanico (2:1; 30 pg,
OXOID); Entromicina (15 pg, BBL); Ciprofloxacina (5 pg, OXOID); Amikacina (30 pg,
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HIMEDIA) y Gentamicina (10 pg, BBL). Después de incubar a 37 °C por 24 horas se

observaron y se midieron con una regla los halos de inhibicion de crecimiento desarrollados.

Tabla 3. Diametro de halos de inhibicion para interpretacion de resultados con

antimicrobianos

Didmetro de halo de inhibicién (mm)
Antimicrobiano Resistente (R)  Intermedio (I) Sensible (S)

Ampicilina 10 ug * <16 - >17
Emfromicina <13 14-22 >23
Ciprofloxacina <15 16-20 >21
Amikacina <l4 15-16 19-26
Gentamicina <12 13-14 >15

* Ampicilina es de la misma clase que Amoxicilina por lo que estos estiandares se puede utilizar para
predecir la susceptibilidad a Amoxicilina/Acido clavulanico30 pg. Datos tomados de CLSL 2006
y Salas, 2004

5.3. Resistencia de Ias cepas a pH 3.

Se utilizd la metodologia modificada de Godward y col, 2000. El pH de Caldo MRS fue
ajustado a 3,0 utilizando HCL 1 N; a continuacion, fue inoculado por duplicado con 1% de
suspension celular de la cepa de interés; se incub6 en bafio de agua a 37 °C por tres horas y se
realizé contaje celular (Maturin y Peeler, 1998) a tiempo cero y 2 las tres horas. Aumento o
mantemmiento del contaje celular a las tres horas con respecio a tiempo cero horas indicé
resistencia de las cepas a la acidez ensayada.

5.3. Resistencia de los aislades 0,3 % de bilis bovina.

Este ensayo se realizé utilizando la metodologia modificada de Godward y col, 2000. Se
prepard Caldo MRS con 0,3% de Bilis de Buey deshidratada (DIFCO), luego de esterilizario a
121 °C por 15 minutos fue inoculado por duplicado al 1% con la suspensién celular de la cepa
de interés; se incubé en bafio de agua a 37 °C por tres horas vy se realizé contaje celular
(Maturin y Peeler, 1998) a tiempo cero y a las tres horas. Se utilizoé el mismo criterio del
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ensayo anterior para establecer el comportamiento de las cepas a la concentracién de Bilis
ensayada.

5.4. Efecto antagénico preliminar de los lactobaciles contra Salmonella y Listeria.

5.4.1. Preparacion de inéculos de los patogenos indicadores y de sobrenadante de
lactobacilos

Especies patdgenas indicadoras. Se utilizaron 4 bacterias indicadoras; 2 cepas de Salmonella
enteritidis (la cepa 446 perteneciente a la Coleccion Venezolana de Microorganismos (CVM)
y una cepa q'ue ocasiond un brote epidémico alimentario en Mérida en abril de 2005); 1
Salmonella typhi aislada de leche cruda proveniente de una finca del estado Mérida y Listeria
monocytogenes 497 perteneciente a la CVM.

Inéculo. Se utilizé un indculo de aproximadamente 10° UFC de cada patégeno.

Se realizaron curvas de crecimiento de 3 horas de las salmonelas, para ello se inocularon en
caldo BHI, se incubaron en bafio de agua a 37 °C y se realizé medicién de absorbancia 2 una
longitud de onda de 600nm y contaje celular (Maturin y Peeler, 1998) en Agar BHI cada
media hora hasta 3 horas. Se utiliz el mismo procedimiento para determinar la absorbancia
correspondiente al inéculo requerido de L. monocytogenes pero el cultivo y contaje se
realizaron en Caldo y Agar Tripticasa de soya respectivamente.

Dos horas antes de realizar los ensayos se prepararon los inéculos de las bacterias patégenas
indicadoras; las salmonelas se cultivaron en Caldo BHI y fueron incubadas a 37 °C en baiio de
agua hasta alcanzar una absorbancia a 600 nm de 0,038 y L. monocytogenes se cultivé en
Caldo Tripticasa de soya incubado a 37 °C hasta alcanzar una absorbancia a 600 nm de 0,050.

Obtencion del sobrenadante para el ensayo. Se inocularon tubos de Caldo MRS con 1% de un
cultivo de toda la noche del lactobacilo a ensayar, se dejo crecer durante 24 horas a 30 °C. El
cultivo se centrifugé a 4000 r.p.m. por 15 minutos (Centrifuga marca Digisystem Laboratory
Instruments, Inc) se separd el sobrenadante, fue pasado a través de um filtro de membrana de

0,45 micras, dispensado alicuotas de Iml y almacenado en refrigeracion (8 © C) para su uso
posterior.
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5.4.2. Ensayo de actividad antagénica.

Para 1a realizacion de estos ensayos se utilizo 1a Técnica de difusion en pocillos de Tagg y Mc
Given (1971) con algunas modificaciones. Sobre una capa base de medio Miieller Hinton (10
ml) se colocd un cilindro de acero inoxidable de 8 mm de didmetro; se vertio 7 ml de Agar
BHI blando (0.85% de agar) inoculado con 1 ml del inéculo del patogeno a ensayar; en el
caso de L. monocytogenes se utilizd Agar Tripticasa de soya blando. Una vez solidificada la
sobrecapa se retiraron los cilindros y en los pocillos formados se deposité 80 pl de
sobrenadante de la cepa antagonista, las placas fueron incubadas a 37 °C por 12-16 horas. El
efecto antagonico del lactobacilo sobre el patdgeno se evidencio por el desarrollo de un halo

de inhibicién > 9 mm.

5.4.3. Indicios de 12 naturaleza quimica del (los) compuesto (s) antagonico (s).

Aquellos sobrenadantes que exhibieron actividad antagénica con alguno de los patogenos
ensayados fueron seleccionados para realizarles una investigacion preliminar de la naturaleza
quimica de los compuestos que produjeron esa inhibicion. Estos ensayos fueron realizados con
la técnica explicada anteriormente, por duplicado y en todos los casos incluyeron controles

positivos y negativos.

5.4.3.1 Inhibicion por acidos orginices.
Una alicuota de cada sobrenadante antagonista fue neutralizada a pH 6,5-7,0 utilizando NaOH
1 Ny se ensay®0 la actividad antagénica residual.

5.4.3.2 Inhibicién por perdxido de hidrégeno.

A los sobrenadantes que mostraron actividad antagdnica luego de ser neutralizados se les
ajusto el pH a 6,5 y luego fueron tratados con 32 pg/ml de Peroxidasa (Sigma), se mcubaron
por 2 horas a 37 °C, luego se sometieron a 65 °C por 30 minutos para eliminar la actividad de
la enzima (Oh, Kim y Worobo, 2000); finalmente se detectd la actividad antagénica residual
del sobrenadante.

5.4.3.3 Inhibicion por compuesto de naturaleza proteica.
Se tomé un par de alicuotas de los sobrenadantes que mostraron actividad antagénica luego de



ser neutralizados a una se le ajust6 el pH a 7,5 y se traté con 2 mg/ml de Tripsina (Merck)
(disuclta en Buffer fosfato de sodio 0,01 M a pH 7,2); luego fue incubado por 2 horas a 37°C
(http://www.ugr.es/ anpenet/metodologia.html) y calentado a 65 °C por 30 minutos. La otra
alicuota de sobrenadante fue sometida a 120 °C por 20 minutos (Oh, Kim y Worobo, 2000).



RESULTADOS Y DISCUSIONES

1. Aisiamiento e identificacion fenotipica

En las dos muestras de pasto analizadas se aislaron 106 colonias sospechosas de pertenccer al
género Lactobacillus, de las cuales 19 mostraron caracteristicas propias de dicho género como
bacterias en forma de bacilos cortos y en algunos casos cocobacilos, grampositivas, catalasa
negativa y productoras de acido cuando se cultivaron en Caldo MRS.

De las 11 cepas seleccionadas por producir mas de 0,4% de acido en Caldo MRS 10 se
ubicaron en el género Lactobacillus con base en sus perfiles de fermentacién de carbohidratos
(tabla4).

Tabla 4. Especies de Lactobacillus aisladas de pasto

CEPA
ESPECIE IDENTIFICADA (% DE IDENTIFICACION)
(Sistema de identificaciéon bioquimica API)
1 Lactobacillus plantarum 1 (99.,9)
4 Lactobacillus plantarum 1 ( 99,9)
11 Laciobacitlus brevis 3 ( 96,1)
20 Lactobacillus plantarum 1 ( 99.9)
23 Lactobacillus paracasei ssp paracasei 1 ( 95,6)
37 Lactobacillus plantarum 1 ( 99,9)
50 L.actobacillus plantarum 1 ( 99,9)
58 Lactobacillus plantarum 1 ( 92,6)
67 Lactobacillus pentosus ( 99,0)
90 Lactobacillus paracasei ssp paracasei 3 (96,5)

Las especies de lactobacilos encontradas en estas muestras de pasto también fueron reportadas
en trabajos previos realizados en el estado Mérida: en leche cruda (Diaz, 1992) y en queso
artesanal (Salas, 2004); lo que indica que estas especies de lactobacilos estan circulando en
nuestro ambicnte. La especie predominante en las muestras de pasto estudiadas fue
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Lactobacillus plantarum, no es de extraiiar, porque es la especie mas encontrada en plantas,
vegetales fermentados y ensilaje de pasto y otros forrajes (Danner y col, 2003, Vamanu y col,
2005; Savadogo y col., 2004; Bourgeois y Larpent, 1995; Kandler and Weiss, 1986). Las
cepas tipicas de L. plantarum no crecen a 45 °C (Carr, Chill y Maida, 2002; Kandler y Weiss,
1986); pero los aislados 20 y 50 exhibieron esta caracteristica (resultados nos mostrados);
Bourgeois y Larpent, (1995) mencionan cepas de esta especie que crecen a 45° C aisladas de
forraje verde. Esta especie es considerada por algunos autores muy versdtil y flexible
encontrandose en una gran variedad de nichos ambientales (Kleerebezem y col, 2003)
incluyendo, aparte de los mencionados anteriormente; leche cruda, productos licteos, came y
el tracto gast;oimmtinal humano (Savadogo y col., 2004; Niku- Paalova y col, 1999; Leisner
y col., 1999; Herrero y col., 1996; Shillinger y Liicke, 1989; Kandler and Weiss, 1986).
Lactobacillus brevis fue ofra especie encontrada en este estudio, y de 1gual manera, se
considera una especie asociada a ensilaje de forraje vegetal (Danner y col., 2003; Sparo y
Mallo, 2001; Bourgeois y Larpent, 1995).

Otras especies encontradas en el pasto analizado fueron Lactobacillus paracasei ssp paracasei
y Lactobacillus pentosus; estas especies han sido relacionadas con leche y productos licteos
como quesos, formando parte de las Hlamadas bacterias lacticas no “starters” (mejor conocidas
por sus siglas en inglés NSLAB), son bacterias presentes de manera espontinea que tienen un
rol importanie en el desarrolio de caracteristicas organolépticas de algunos quesos madurados
(Coeuret y col, 2003; De Angelis y col., 2001). El hallazgo en pasto de estas especies
relacionadas con leche y productos licteos nos pudiera sugerir que el pasto podria constituir
una fuente de contaminacion para la leche que se obtiene en nuestras fincas, pero es necesario
investigar mas este aspecto para que esta hipétesis pueda ser sustentada.

Aunque las especies aisladas no se utilizn para la elaboracion de productos licteos
fermentados pudieran ser utilizadas como “starters” para la fermentacién de vegetales, ensilaje
de consumo animal, carne y productos carnicos (Shillinger y Licke, 1989; Buckenhiiskes,
1993; Cintas-Izarra y Casaus-Lara, 1998) y adicionalmente, todas son consideradas especies
probidticas (Amores y col., 2004; Gémez-Trevifio y Jiménez-Salas, 2003:De Vuyst, 2000;
Gonzalez-Martinez).
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2. Caracterizacion de las especies de Lactobacillus. Cualidades tecnologicas

2.1 Capacidad acidificante en leche
Como se indicO, especies bacterianas como L. plamtarum, L. paracasei ssp paracasel,

Lactobacillus pentosus y L. brevis se han descrito como NSLAB en quesos madurados y
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Figura 1. Acidificacion de los lactobacilos en leche descremada

contribuyen al desarrollo del “flavor” de estos productos debido a la produccién de acidos
organicos especialmente acido lactico y otras moléculas (Fitzsimons, 1999; Durlu-Ozkaya y
col., 2001; Coecuret, 2003).

Las gramineas son ricas en glicidos fermentables tales como glucosa, fructosa y a veces
sacarosa (Bourgeois y Larpent, 1995), y las bacterias epifitas de estas plantas deben poseer la
maquinaria catabélica para aprovechar esos azlicares y aunque la leche es un sustrato muy
nutritivo para muchas bacterias, no lo sera para aquellas que no estén adaptadas a ese sustrato,

por esa razén cuando se aislaron las cepas estudiadas solo 1a 23 creci6 en leche descremada,



pero cuando fueron repicadas en leche descremada y dejadas por larges periodos de
incubacion a 37 © C todas fueron capaces de adaptarse a ese sustrato con acidificacién lenta
(resultados no mostrados). La cepa 90 produjo poca acidificacion en leche a las 24 y 48 horas,
el resto de las cepas mostraron en general capacidad acidificadora moderada con produccion
de acido lactico que no supero la cantidad de 0,5%. (Figura 1). Esta acidificacién lenta es
adecuada en la maduracion de quesos; en este sentido debe estudiarse la capacidad
proteolitica, produccién de compuestos de aroma y otras caracteristicas que permitan evaluar
el potencial de estas cepas para ser utilizadas como cultivos adjuntos (NSLAB) en la
elaboracion de quesos madurados (Coeuret, 2003).

2.2. Capacidad acidificante en Caldo MRS

L. plantarum, L. pentosus y L. brevis son éspeciw que se utilizan como cultivos iniciadores
para fermentacion de vegetales y productos camicos. La principal funcién de un cultivo
iniciador o starter es la produccion de icidos organicos, especialmente acido lactico: que van a
influir no solo en las cualidades organolépticas finales del producto, sino también, contribuyen
a su seguridad y estabilidad (Van de Gauche, Ehrlich y Maguin, 2001; Shah, 2000; Gonzélez
de Llano, Rodriguez, y Cuesta,. 1996), por estas razones es muy importante la evaluacion de la
capacidad acidificadora de futuros cultivos iniciadores (Morais, 2004).

Las cepas acidificaron moderadamente en leche; pero, el MRS resulté un medio idéneo para
evaluar la produccion de acido de las cepas.

Las cepas L. plantarum 4, 20, 50, L. pentosus (cepa 67) y L. brevis (cepa 11) son las mejores
acidificadoras porque disminuyeron el pH mas ripidamente durante las primeras 6 horas y
produjeron més de 1 % de dcido lictico a las 24 horas (figuras 2-5); de hecho, estas curvas son
muy similares a la exhibida por una cepa de L. plantarum (L. plantarum Ss) que mostré
cualidades tecnolégicas para la produccion de ensilaje (Vamamu y col., 2005); adicionalmente;
las cepa 20 y 50 son atipicas porque crecen a 45° C, esta caracteristica también puede ser
beneficiosa desde ¢l punto de vista tecnologico. N

La acidificacién producida por L. plantarum 4, 20, 50, L. pentosus y L. brevis puede ser
adecuada para la fermentacion de vegetales y productos cérnicos, pero, logicamente debe
ensayarse la acidificacion en este tipo de sustratos, asi como la realizacién de otras pruebas

come evaluacién de produccion de aminas bidgenas, isémeros del dcido lactico, peroxido de
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hidrogeno y otras caracteristicas que permitan establecer claramente el uso tecnoldgico mas

apropiado de estas cepas.
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Figura 2. Descenso de pH de las cepas de L. plantarum en Caldo MRS
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3. Sensibilidad a antimicrobianos de los lactobacilos aislades

Uno de los requisitos que deben cumplir las especies bacterianas probiéticas es la ausencia de
resistencia a antimicrobianos porque debe evitarse el riesgo de que estas cepas puedan
transferir genes de resistencia a antibidticos a bacterias patogenas o potencialmente patdgenas
presentes en el tracto gastrointestinal del huésped (Zhoua y col,, 2005; Sanz, Collado y
Dalmau, 2003), de alli que, enla caracterizacion y seleccion de especies con potencialidades
probiéticas se incluya la evaluacion del perfil de susceptibilidad a antimicrobianos (Charteris
y col., 1998%).

Las cepas mostraron resistencia a las concentraciones ensayadas de Amikacina y Gentamicina
y Ciproﬂoxa;:ina, mientras que, todas mostraron sensibilidad a Amoxicilina/Acido clavulanico
y Eritromicina (figura 6) con excepcion de la cepa L. paracasei ssp paracasei 23 que mostrd
resistencia a 15 pg de Eritromicina (Tabla 5).

Tabla 5. Sensibilidad de 1as cepas de lactobacilos a antimicrobianos

Cepa Amox/Ac.clay_ Eritr. _ Ciproflox. Amik.  Gentam.
(2:, 30pg) (1S pg) G rg) (30 pg) (10 pg)
L. plantarum 1 S S R R R
L. plantarum 4 S S R R R
L. plantarum 26 S S . R R R
L. plantarum 37 S S R R R
L. plantarum 50 S S R R R
L. plantarum 58 S S R R R
L. paracasei ssp S R R R R
paracasei23
L. paracasei ssp S S R : R R
paracasei 90 )
L. pentosus 67 S S R R
L. brevis 11 S S R R R

Amox/Ac. clav.: Amoxicilina/Acido clavulanico; Erifr.: Eritromicina; Ciproflox.: Ciprofloxacina;
Amik : Amikacina; R: Resistente; S: Sensible; ® Crecimiento de colonias en el halo de inhibicién
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Un fenémeno interesante que se observo con la cepa de L. plantarum 58 fue el desarrollo de
colonias en los halos de inhibicion (ver tabla 5 y figura 7); en aislados clinicos estos resultados
se interpretan como resistencia heterogénea; esto quiere decir que la cepa porta los genes de
resistencia al antibidtico pero no todas las bacterias de la poblacién pueden expresarlos; en
estos casos debe reportarse la cepa como resistente (Cavalieri y col., 2005).

Figura 6. Halos de inhibicion observados en los ensayos de susceptibilidad a

antimicrobianos

Figura 7. Detalle de colonias de 1a cepa L. plantarum 58 desarrolladas en
el halo de inhibicién producido por Ciprofloxacina
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Se ha reportado Ia sensibilidad de Lactobacillus sp a Penicilina (Danielsen y Wind, 2005,
Alvarado, 2000); por lo que no nos extrafia que las cepas muestren sensibilidad a la
Amoxicilina/Acido clavulanico que es una combinacion de un B-lactamico (del mismo grupo
de la Penicilina) con un inhibidor de la 8-lactamasa que potencia la accion del antibidtico
(CLSI, 2006).

El caricter sensible a Eritromicina observado en los lactobacilos estudiados también se ha
descrito en cepas de Lactobacillus spp estudiadas por Zarazaga y col. (1999); y en cepas de L.
plantarum y L. brevis aisladas de alcaparra (Pulido y col., 2005).

La resistencia de Lactobacillus spp a Ciprofloxacina y Gentamicina y otros aminoglucésidos
(como Amikacina) también ha sido reportada (Charteris y col., 1998 Mathur y Singh, 2005,
Kozlova y col., 1992); en este sentido, se han encontrado cepas de L. plantarum resistentes a
esos antimicrobianos (Zarazaga y col., 1999; Vamanu y col., 2005; Zohua y col., 2005).

La resistencia de las bacterias a antimicrobianos puede ser natural con poca posibilidad de
transmision o adquirida considerada muy transmisible (Mathur y Singh, 2005). La resistencia
de las bacterias Jcticas es considerada intrinseca y no transmisible (Zhoua y col., 2005); por
ejemplo la resistencia natural de Lactobacillus a glicopéptidos (Vancomicina y Teicoplain)
esta muy bien documentada (Zarazaga y col., 1999; Pulido y col., 2005; Daniclsen y Wind,
2005), sin embargo, algunas especies de lactobacilos como L.fermentun, 1. plantarum y L.
reuteri pueden vehicular plasmidos R que codifican resistencia a antibidticos tales como
Tetraciclina, Entromicina, Cloranfenicol y Lincomicina (Mathur y Singh, 2005; Zhoua, 2005),
pero hay poca referencia en la literatura de la transferencia conjugativa en este género, incluso
de plasmidos nativos (Mathur y Singh, 2005)

Era descable que las cepas estudiadas no mostraran resistencia a ninguno de los
antimicrobianos ensayados; pero el hecho de presentar resistencia no quiere decir que deben
ser descartadas como potenciales probidticos, deben realizarse estudios para determinar que

esa resistencia no sea transmisible.

S. ResistenciaapH 3
La secrecion de jugo gastrico en el estdmago constituye un mecanismo primario de defensa

contra Jos microorganismos que se ingieren (Dunne y col, 2001); por eso es considerada una
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barrera limitante para la su supervivencia (Sanz, Collado y Dalmau, 2003). Por esta razén es
uno de los criterios de seleccion para bacterias de potencial uso probiotico (Shah, 2000;
Godward y col., 2000; Lick, Drescher y Heller, 2001).

El pH ensayado afecté la viabilidad de las cepas de manera variable; en las cepas de L.
plantarum se observaron porcentajes de sobrevivencia altos medios y bajos; los porcentajes
altos corresponden a las cepas 20 y 50 y el porcentaje mas bajo lo mostré la cepa 58. La cepa
mas resistente a la concentracion de dcido ensayada fue L. paracasei ssp paracasei porque
aparte de sobrevivir un 100 % al tratamiento pudo reproducirse (tabla 6), pero
lamentablemente esta cepa fue la (mica que mostro resistencia a Eritromicina (fabla 5) lo que
desfavorece su potencial probiético.

Los lactobacilos son considerados acidiricos con pH dptimo de crecimiento en el rango 5,5-
6,2, y son capaces de crecer a pH inferiores a 5 (Kandler y Weiss, 1986); esto lo logran gracias
a mecanismos celulares que les permiten mantener el pH intracelular cercano a la neutralidad
tales como bombas de extraccion de protones (Piard, y Desmazeaund, 1991°), Ia resistencia a
determinada acidez vaa de_pendcr mucho de la eficiencia de estos mecanismos celulares.

La resistencia a pH 3 se ha observado en especies de lactobacilos {Godward y cel., 2000,
Suskovic y col., 1997); de hecho, en ensayos realizados para evaluar las cualidades probioticas
de L acidophilus, L. casei y L. lactis se encontré que la viabilidad del primero se mantuvo en
el mismo orden de magnitud del indculo después de 3 horas de exposicidén al medio dcido
(Vinderola y col., 2000) como sucedié con 8 de las cepas en estudio. También se han realizado
ensayos con mayor acidez (2,5) y tiempos de exposicion iguales o menores encontrando los
mismos resultados (Jacobsen y col., 1999; Dunne y col, 2001, Bezkorovainy, 2001).

4. Resistencia a 0,3 % de bilis

Las sales biliares son surfactantes quimicos producidos en el higado a partir de un esterol
derivado del colesterol que luego de ser concentradas en un liquido viscoso denominado bilis
son liberadas en el duodeno para ayudar a la dispersion y absorcion de la grasa consumida en
la dieta. Estos acidos son compuestos muy inhibitorios para muchos microorganismos, y
constituyen junto con la acidez producida por el estomago las principales barmreras para
muchos microorganismos que transitan el tracto gastrointestinal (Bron y col, 2004); por ello,

es necesario que las cepas con uso probidtico deben ser capaces de resistir concentraciones de



33

Tabla 6. Resistencia de los lactobacilos a pH 3

Contaje inicial Contaje final
(tiempo 0 horas) (tiempo 3 horas) % de
Cepa (UFC*/ml x 10°) (UFC/mlx10%)  sobrevivencia
Control pH3 Control pH3
L. plantarum 1 7.0 12 52 45 37,5
L. plantarum 4 54 6,8 32 4.5 66,1
L. plantarum 20 9,1 8,6 74 8,5 98,8
L. plantarum 37 9.8 74 76 36 486
L. plamtarum 50 10 9,5 190 9.1 95,7
L. plantarum 58 17 14 120 0,06 0,04
L. paracasei ssp 12 9.8 44 11 100°
paracasei.23
L. paracasei ssp 10 7.0 180 44 62,8
paracasei 90 A
L. pentosus 67 13 9.2 82 8.7 586
L. brevis 11 56 54 32 02 3,7

? Unidades formadoras de colonias por mililitro, b Sobrevivencia y crecimiento del inbculo

bilis parecidas a las encontradas en la microecologia intestinal.

Todas las cepas, excepto L. plantarum 4, mantuvieron su viabilidad en un 100 % luego de ser
expuestas por 3 horas a 0.3 % de bilis bovina (tabla 7); estos resultados coinciden con los
obtenidos en otras investigaciones de caracterizacion de lactobacilos como L. acidophilus y L.
casei para fines probidticos (Oh, Kim y Worobo, 2000, Jacobsen y col., 1999, Dunne y col.,
2001). :

La sobrevivencia de lactobacilos en presencia de bilis (sobre todo los de origen intestinal) se
debe a su capacidad para desconjugar los acidos biliares (Bezcorovainy, 2001; Dashkevicz y
Feighner, 1989); ademas se afirma que la resistencia a bilis y 1a habilidad para habitar el tracto
gastrointestinal de estos microorganismos parece estar correlacionada (Oh, Kim y Werobo,
2000). Resulta muy interesante que las cepas aisladas de pasto muestren una alta resistencia a
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Ia concentracién de bilis ensayada; una posible explicacién podria ser que provienen del tracto

Tabla 7. Resistencia de los lactobacilos a 0,3% de Bilis bovina

Contaje inicial Contaje final
(tiempo O horas) (tiempo 3 horas) o
Cepa . % de
(UFC*/ml x 10°) (UFCmix10) o cia
Control Bilis Control Bilis
L. plantarum 1 85 82 75 26 100°
L. plantarum 4 10 75 38 4 53,3
L. plantarum 20 59 7.1 36 32 100°
L. plantarum 37 83 73 68 32 100°
L. plantarum 50 1 53 210 130 100"
L. plantarum 58 12 12 103 39 100°
L. paracasei ssp 23 11 650 88 100"
})aracasei.23
L. paracasei ssp 21 17 550 120 100°
paracasei 90
L. pentosus 67 9,6 6,3 72 19 100°
L. brevis 11 7.1 6,5 57 19 100°

* Unidades formadoras de colonias por mililitros, ® Sobrevivencia y crecimiento del inéculo

gastrointestinal de las vacas que pacen en el pastizal donde se tomaron las muestras; en todo
caso, esto constituye un aspecto a favor de la seleccion de las mismas como bacterias para
potencial uso probibtico.

Aunque las cepas L plantarum 1, 37 y L. pentosus mostraron una sensibilidad importante a la
acidez ensayada que pudiera desfavorecer su potencial uso probidtico (tabla 5), tienen a su
favor la resistencia a bilis, y adicionalmente, si se utilizaran como cultivos probidticos

adjuntos en alimentos como quesos posiblemente conservarian una viabilidad adecuada al
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llegar al tracto intestinal porque estos alimentos generalmente poseen caracteristicas como pH
alto, consistencia sélida y grasa que les sirve de proteccion contra las condiciones hostiles del
tracto gastrointestinal (Ross y col., 2002).

Los estudios de la viabilidad de bacterias probi6ticas en quesos se han realizado generalmente
en quesos madurados como Cheddar, Cottage y Gouda; pero también se han realizado y
encontrado resultados satisfactorios en queso Fresco Argentino (Vinderola y col., 2000). El
consumo de queso en nuestro pais es muy popular, razén por la cual, deben aportarse bases
cientificas que permitan el desarrollo de quesos probidticos utilizando bacterias lacticas
probidticas autoctonas como las aisladas en este trabajo de investigacidon.

6. Efecto antagénice preliminar de los lactobacilos contra patogenos

La capacidad que tienen muchas especies del género Lactobacillus y otros géneros bacterianos
pertenecientes al grupo de las BAL de producir de manera natural moléculas que ejercen un
efecto antagoénico contra patdgenos tiene importantes aplicaciones. En el campo de las
bacterias de uso probidtico se da mucha importancia a este aspecto porque uno de los
beneficios que aporta el Eonsmno de bacterias probidticas es el balance de la microbiota
intestinal y el control de infecciones intestinales, por esa razon, este aspecto siempre es
evaluado a la hora de seleccionar bacterias para uso probidtico (Amores y col, 2004; Dumne y
col., 2001)

Otra aplicacion importante es en el area de la conservacion de alimentos; en la actualidad se
estd considerando el potencial de las bacterias acido lacticas y/o sus metabolitos como
conservantes naturales o bioconservantes (Gonzalez-Martinez, Gémez Trevifio y Jiménez-
Salas, 2003).

Las dos cepas de Salmonella enteritidis estudiadas no experimentaron antagonismo por
ninguna de las cepas de lactobacilos. El -comportamiento de estas dos cepas con el
sobrenadante de la cepa Lactobacillus plantarum 37 fue inusual debido al desarrollo de halos
de inhibicién de 12 mm difusos caracterizados por el desarrolio de colomas dentro del halo
(figura 8). Se descarta la posibilidad de haber trabajado con un cultivo mixte, porque ademas
de ser evidente cuando se trabaja en medio solido debido a la diferencia en la motfologia de
Jas colonias contaminantes estas colonias “intrahalo” presentaron la misma morfologia celular
que las cepas indicadoras. En este sentido, Ahn y Stiles (1990) describen también halos
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difusos donde no existe clara linea de demarcaciéon del crecimiento de las bacterias
indicadoras cuando ensayaron antagonismo de bacterias lacticas aisladas de came utilizando el
método de la gota (en ingles spot). En todo caso estos resultados se consideraron como
antagonismo negativo, pero seria interesante evaluar a futuro si se trata de un efecto
bacteriostatico o si ese efecto puede potenciarse.

La mayoria de inhibicion de S. nyphi ylo Listeria monocytogenes producida por los
lactobacilos en estudio estd relacionada principalmente con la presencia de acidos organicos,
tal es el caso de las cepas L. plantarum 1, 20, 37, L. paracasei ssp paracasei 23 y L. pentosus
67 (tabla 8). Resultados similares fueron observados cuando se estudio la actividad antagdnica
de L. planiarum SKJ contra L. monocytogenes (Wilson, Sigee y Epton, 2005). Cabe sefialar
que la unica cepa de L. plantarum que no mostrd este tipo de antagonismo fue L. plantarum
50.

Los acidos organicos, principalmente el acido lactico constituyen el principal producto del
catabolismo de los carbohidratos (Gonzilez del Llano, Rodriguez y Cuesta, 1996) y
contribuyen al descenso de pH creando un ambiente hostil para la mayoria de los

MICroorganismos.

Figura 8. Detalle de halo de inhibicién atipico desarrollado por Salmonella enteritidis
con sobrenadante de la cepa L. plantarum 37. La flecha indica colonias “intrahalo”
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Tabla 8. Efecto antagonico contra Salmonella typhi y Listeria monocylogenes de
sobrenadantes de lactobacilos con diferentes tratamientos

Didmetro de halo de inhibicién (mm)

Cepas —
antagénicas Salmonella typhi Listeri momocytogenes
497
SST SN SP ST SC SST SN SP ST SC
L. plantarum 1 9 0o - - - o .0 - - -
L. plantarum 4 0 - - - - i o - - -
L. plantarum 20 9 o - - - o o - - -
L plantarem37 17 17 17 14 13 1 o0
L. plantarum 50 0 - - - - 0 - - - -
L. plantarum 58 0 - - - - 13 18 19 0 18
L. paracaseissp . 9 0 - - - 11 0 - - -
paracasei.23
L. paracaseissp 0 - - - - 0 - - - -
paracasei 90
L. pentosus 67 9 o - - - 0 - - - -
L. brevis 11 0 - - - - 0 - - - -

SST:Sobrenadante sin tratamiento; SN: Sobrenadante neutralizado; SP: Sobrenadante tratado con 32
pg/ml Peroxidasa; ST: Sobrenadante tratado con 2 mg/ml de Tripsina; SC: sobrenadante tratado con

calor; -: ensayo no realizado

Los efectos perjudiciales de estas moléculas en los microorganismos sensibles se resumen en
alteracién de la permeabilidad celular, alteracién del potencial de membrana y subsiguiente
alteracién de la Fuerza Proton Motriz, asi como, descenso del pH intracelular que ocasiona la
alteracién de funciones celulares importantes (Cintas , Casaus y Hemandez, 2000;
Magnusson,2003). El hecho que las cepas L. plantarum 50y 58 y L. brevis no mostraran
antagonismo por acidos organicos ain cvando el pH de sus sobrenadantes (3,8 y 4.0
respectivamente) fue comparable al de las cepas antagonistas podria explicarse si las cepas
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produjeran diferentes tipos de 4cidos organicos como acético, y formico (Carr, Chill y Maida,
2002; Gonzalez de Llano, Rodriguez y Cuesta, 1996) o si el antagonismo fuera producto de un
efecto sinérgico entre dcidos organicos o acidos organicos y otras biomoléculas
antimocrobianas como bacteriocinas (Piard y Desmazeaud, 1991°; Niku-Paavola y col., 1999),
por ello, se dice que en la mayoria de los casos el antagonismo producido por las BAL es
producto de varios factores (Shah, 2000).

El sobrenadante de la cepa L. plantarum 37 produjo inhibicién en L. monocytogenes
relacionada con la presencia de 4cidos organicos, pero la naturaleza de la(s) molécula(s) que
causaron inhibicién de esta cepa en S. fyphi no pudo ser determinada claramente con los
tratamientos ’ap]icados, aunque se observa una disminucion en el efecto cuando el
sobrenadante fue tratado con Tripsina y calor lo que pareciera ser compatible con la presencia
de molécula(s) de naturaleza proteica (tabla 8).

Las BAL producen péptidos de sintesis ribosomal llamados bacteriocinas; estas biomoléculas
tienen un peso molecular entre 3-10 KDa, exhiben un punto isoeléctrico alto y contienen un
dominio hidrofobo y uno hidrofilico, adicionalmente, son muy diversos en relacién a su
espectro de actividad (a‘uﬁque se considera que son activas principalmente contra especies
relacionadas a la bacteria productora), propiedades bioquimicas y determinantes genéticos (De
Martinis, Alves y Franco, 2002). Las bacteriocinas ejercen su actividad antimicrobiana por
diferentes mecanismos que incluyen desestabilizacién de membrana, lisis celular, degradacién
de macromoléculas como dcidos nucleicos e inhibicion de procesos bioldgicos como sintesis
de proteinas, ADN, ARN y peptidoglicano (De Martinis, Alves y Franco, 2002; Cintas, Casaus
y Hernéndez, 2000, Piard y Desmazeaud, 1991%).

Especies de L. plantarum pueden producir un considerable nimero de bacteriocinas tales
como Plantaricinas A, B, D, S, T, 1.52a y 1.52f (Lash, Mysliwiec y Gourama, 2005; Remiger
y col., 1996; Shillinger y Liicke, 1989).

L. plantarum 58 produjo una inhibicién importante en L. monocytogenes (figura 9); este efecto
antagénico se debe a la presencia de molécula(s) de naturaleza proteic:; estables al calor (tabla
8). Se conoce que la estabilidad al calor y la sensibilidad a Tripsina son caracteristicas de
muchas bacteriocinas de bacterias grampositivas, de hecho, estas caracteristicas se han
observado en péptidos producidos por cepas de L. plantarum aisladas de derivados camicos y
L. sake Lb 706 aislado de carne; en ambos casos también se detectd actividad contra L.
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monocytogenes (Nowroozi, Mirzaii y Morouzi, 2004; Shillinger y Licke, 1989).

Figura 9. Inhibicion de L. monocytogenes producida por sobrenadante de L. plantarum 58

Aunque los resultados obtenidos con las cepas L. plantarum 37 y 58 nos proporcionan
evidencias légicas de que producen compuestos inhibitorios de naturaleza proteica deben
realizarse ensayos de antagonismo contra cepas de esta especie u otras especies relacionadas
con el fin de tener una base mas sélida de que se trata de compuestos inhibitorios de
naturaleza proteica parecidos a bacteriocinas.

En un futuro seria también interesante explorar el potencial bioconservante de estas dos cepas
porque en la actualidad se considera que las bacteriocinas son los metabolitos mas
prometedores en este campo (Loessner y col, 2003; Erkkila, 2001)
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CONCLUSIONES

1. La especie de lactobacilo mas abundante en el pastizal estudiado fue L. plantarum

2. El estudio preliminar del potencial tecnolégico y probiético de 10 cepas aisladas de
pastizal de una finca lechera muestra que la cepa L. plantarum 20 fue la que mostrd

mejores potencialidades

3. La cepa L. plantarum 58 puede tener uso en ¢l area de la bioconservacién de alimentos
debido a su capacidad para producir compuestos inhibitorios de naturaleza proteica

‘parecidos a bacteriocinas activos contra L. monocytogenes
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RECOMENDACIONES

La cepa L. plantarum 20 mostré potencialidades tecnoldgicas y probiéticas; por lo que
se recomienda evaluar aptitudes de cultivos iniciadores fermentadores de vegetales y
derivados camicos con el fin de establecer claramente el uso que se le va a dar a esta

ccpa.

Las cepas L. plantarum 1, 37 y. L. pentosus 67 mostraron sensibilidad moderada a la
acidez{ probada. Estas cepas pudieran ser utilizadas como cultivos adjuntos probiéticos
de quesos, y el beneficio seria mutuo: el queso podria mejorar sus caracteristicas
organolépticas y las bacterias estarian protegidas de las condiciones hostiles del tracto
gastrointestinal dentro de la matriz proteica y grasa del queso. En este sentido se
recomienda evaluar las aptitudes de cultivos adjuntos (NSLAB) de quesos de estas

cepas.

Es recomendable evaluar otras aptitudes probidticas de las cepas como adherencia a
moco intestinal, produccién de isémeros de acido lactico entre otras, y profundizar las
estudiadas (susceptibilidad a antimicrobianos y antagonismo por bacteriocinas) con el
objeto de tener mas claras las potencialidades de estas interesantes cepas.



42

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Adhikari, K., Mustapha, A., Grimn, 1. and Fernando, L. (2000). Viability of microencapsulated.
Bifidobacteria in set yogurt during refrigerated storage. J. Dairy Sci., 83, 1946-1951.

Ahn, C. and Stiles, A. (1990). Antibacterial activity of lactic acid bacteria isolated from
vacuum-packed meats. J. Appl. Bacteriol., 69, 302-310.

Alvarado, C.{ (2000). Aislamiento, identificacién y caracterizacion de bacterias Licticas de
un queso ahumado andino artesanal. Posterior uso como cultive iniciador. Tesis de
Licenciatura. M¢érida, Venezuela: Universidad de los Andes, Facultad de Ciencias. [En
Internet]. Disponible en: http://tesispre.serbi.ula ve/tede/tde arquivos/7/TDE-2005-02-
15T11:28:10Z-17/Publico/carmencalvarado. pdf

Amores, R., Calvo, A., Maestre, J. y Martinez-Hemandez, D. (2004). Probidticos. Rev. Esp.
Quimiterap, 17, 131-139

APHA (American Public Health Association) (1992.). Compendium of methods for the
microbiological examination of food. Third Edition. Vanderzant, C., and Splittstoesser,D
(Eds.) EEUU, Washington : APHA.

Bacteriocinas: caracterizaciéon biolégica, genética y bioquimica preliminar. Metodologia
utilizada en investigaciones de la Universidad de Granada. [En Imternet]. Disponible en:
hitp://www.ugr.es/~anpenet/metodologia. html

Bernet-Camard, F., Liévin, V., Brassart, D., Neeser, J., Servin, A. and Hudault, S. (1997). The
human Lactobacillus acidophilus strain LA1 secretes a nonbacteriocin antibacterial substance
(s) active in vitro and in vivo. Appl. Environ. Microbiol., 63, 2747-2753.

Bezkorovainy, A. (2001). Probiotics: determinants of survival and grown in the gut. Am. J.
Clin. Nutr., 73, 3995-4058.



43

Bourgeois, C. y Larpent, J. Microbiologia alimentaria (1994). Vol. II. Traducido por José
Antonio Beltrin Garcia. Zaragosa, Espaiia- ACRIBIA, SA

Brashears, M., Gilliland, S. and Buck, L. (1998). Bile desconjugation and cholesterol removal
from media by Lactobacillus casei. J. Dairy Sei., 81, 2103.

Bron, P., Marco, M., Hoffer, S., Van Mullecon, E., De Vos, W. and Kleercbezem, M. (2204).
Genetic characterization in Lactobacillus plamtarum and analysis of responsive promoters in
vitro and in situ in the gastrointestinal tract. J. Bacteriol, 86, 7829-7835.

Bruno, V., Glikmann, R. e Intorno, G. (2003) Foro internacional electronico. Produccion,
aplicacién y accién de los cultivos lacticos. FEPALE. Del 6 al 20 de octubre. [En Internet].
Disponible en:

http://www.secnetpro.com/fepale/foro6/foro%20cultivos%20lacteos%20segunda%?20parte.doc

Buckenhiiskes, H. (1993). Selection criteria for Lactic Acid bacteria to be used as starter
cultures for varios foods comodites. FEMS Microbiol. Rev., 12, 253-272.

Cai, Y., Benno, Y., Ogawa, M., Ohmomeo S., Kumai, S and Nakase T. (1998). Influence of
Lactobacillus spp from an inoculant and of Weisella and Leuconostoc spp from forage crops
on silage fermentation. Appl. Environ. Microbiol., 64, 2982-2987

Carr, F., Chill, D. and Maida, N. (2002). The lactic acid bacteria: A literature survey. Crit.
Rev. Microbiol., 28, 281-370.

Cavalieni, S., Harbeck, R., Mc Carter, v., Ortez, j., Rankin, I, Saitter, R, Sharp, S. y Spiegel,
C. (2005). Manual de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana. Editora coordinadora: Marie
Coyle. [En Intemet]. Disponible en;
http://www.paho.org/spanish/ad/ths/ev/labs_sucep_antimicro.pdf




Charteris, W., Kelly, P, Morelli, L. and Collins, J. (1998%). Antibiotic susceptibility of
potencially probiotic Bifidobacterium isolates from the human gastrointestinal tract. Letters.
Appl. Microbiel., 26, 333-337.

Charteris, W., Kelly, P., Morelli, L. and Collins, J. (1998 ®). Antibiotic susceptibility of
potencially probiotic Lactobacillus species. J. Food Prot., 61, 1636-1643.

Cintas-lzarra, L. y Casaus-Lara, P. (1998). La necesidad de conservar los alimentos.
Alimentacién, Equipos y Tecnologia, diciembre, 89-93.

Cintas, L., Casaus, P. y Heméandez. (2000). Actividad antimicrobiana de las bacterias acido
lacticas (I). Alimentacién, Equipos y Tecnologia, Julio-Agosto,(6), 83-90.

CLSI. (Clinical and Laboratory Standards Institute). (2006). Performance standards for
antimicrobials sasceptibility testing; sixteenth informational document. M100-S16, Vol.
26,N°3.

Coeuret, V., Dubemet, S., Bernardeu, M., Gueguen, M. and Vemoux, J. (2003). Isolation,
characterization and identification of lactobacilli focusing mainly on cheese and others dairy
product. Lait, 83, 269-306

Coconnier, M, Lievin, V., Hemery, E. and Servin, A. (1998). Antagonist activity against
Helicobacter infection in vitro and in vivo by the human Lactobacillus acidophilus strain LB.
Appl. Environ. Microbiol. ,64 4573-4580.

COVENIN (Comision Venezolana de Normas Industriales) (1997). Norma 658:97 Leche y
sus derivados. Determinacion de la acidez titulable. Caracas, Venezuela: Ministerio de

Fomento.

Danner., H., Holzer, M., Mayrhuber, E. and Braum, R. (2003). Acetic acid increases stability
of silage under aerobic conditions. Appl. Enviren. Micrebiel., 69, 562-567.



45

Danielsen, M. and Wild, A. (2005). Susceptibility of Lactobacillus spp. to antimicrobial
agents. International J. Food Microbiol, 82, 1-11. [En Internet]. Disponible en:
http://www.sciencedirect.com/science? ob=MImg& imagekey=B6T7K-46GAR3N-1-

& cdi=5061& user—878642& orig=search& coverDate=04%2F15%2F2003& qd=1& sk=9
99179998&view=c& alid=448948728& rdoc=1&wchp=dGLbVlz-
2SkWb&md5=5c4edbad99c2bea7a959d52ee8c9eccd&ie=/sdarticle. pdf

Dashkevicz, M. and Feighner, S. (1989). Development of a differential medium for bile salt
hidrolase-active Lactobacillus spp. Appl. Environ. Microbiol., 55, 11-16

¢

Dave, R. and Shah. (1996). Evaluation of media for sclective enumeration of Strepfococcus
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii ssp.bulgaricus, Lactobacillus acidophilus and
bifidobacteria. J. Dairy Sci., 79, 1529-1536.

De Angelis, M., Corsetti, A, Tosti, N., Rossi, J., Corbo, M. and Gobbetti, M. (2001).
Characterization of non starters lactic acid bacteria from Italian Ewe Cheese based on
phenotipics, genetypic and cell wall protein analyses. Appl. Enviren. Micrebiol., 67, 2011-
2020.

De Man, J., Rogosa , M. and Sharpe, M. (1960) . A medium for cultivation of lactobacilli. J.
Appl. Bacteriol. , 23, 130-135.

De Martinis, E., Alves, V. y Franco, B. (2002). Fundamentals and perspectives for the use of
bacteriocins produced by Lactic Acid Bacteria in the meat products. Food Rev. International,
18, 191-208.

De Rodriguez, B. y Martin, E. (1980). Anilisis de los aﬁmen;os. Tomo 1. Caracas,
Venezuela: Universidad Central de Venezuela- Organizacion de Bienestar Estudiantil.

De Vuyst, L. (2000). Technological aspects related to the application of functional starters
cultures. Food Technol. Biotechnol., 38, 105-112.



Diaz, C. (1992). Bacterias licticas en leche cruda de vaca del estade Mérida. Trabajo
presentado en el I Congreso Latinoamericano de Microbiologia e Higiene de los Alimentos
“Dr. Josefina Gémez Ruiz”. Montevideo. Uruguay, 29 de noviembre al 5 de diciembre.

Diaz, C. (2000). Microbiologia de la Leche y de los Productes Licteos. Volumen 1. Mérida,
Venezuela: Editorial Venezolana C. A.

Dunne,C., O’Mahony, L., Murphy, L., Thomton, G., Morrissey, D., O’Halloran, S., Feeney,
M., Flynn, S., Fitzgerald, G., Daly, C,, Kiely, B., O’Sullivan, G., Shanahan, F., and Collins,
K. (2001) In \'ritro selection criteria for probiotic bacteria of human origin: correlation with in
vivo findings. Am J Clin Nutr; 73(suppl), 3865-92S.

Durlu-Ozcaya,, F., Xanthopoulos, V., Tunail, N. and Litopoulou-Tzanetaki, E. (2001).
Technologically important properties of lactic acid bacteria isolates from Beyaz cheese made
- from raw ewe's milk. J. A!)pl, Microbiol., 91, 861-870.

Elmadfa, 1, Heinzle, C., Majchrzak, D. and Foissy, H. (2001). Influence of a probiotic yogurt
on the status of vitamins B1, B2 and B6 in healthy adult human. Ann. Nut. Metab. 45, 13-18.

Ennahar, S, Cai, Y. and Fujita, Y. (2003). Phylogenetic diversity of lactic acid bacteria
associated with paddy rice silage as determined by 16S ribosomal DNA andlisis. AppL
Environ. Micrebiol.., 69, 444-451.

Euzéby, J. List of probiotic names with standing in nomenclature. (2006) Soci¢té de
Bactériologic  Systématique et  Vétérinairee. En  Internet].  Disponible en:
http://www.bacterio.cict.fr/index html “

Erkkila, S. (2001). Bioprotective and probiotic meat starter cultures for the fermentation
of dry sausage. Academic dissertation. .Departament of Food Technology. University of
Helsinki. [En Internet]. Disponible en:
http://ethesis. helsinki.fi/julkaisut/maa/elint/vk/erkkila/bioprote. pdf




47

Frank, J. and Hassan, A. (1998). Starters cultures and their use. In: Eimer, M. and Steele, J.
(Eds). Applied Dairy Micribiology. New York, USA: Marcel Dekker, INC.

Fitzsimons, N., Cogan, T., Condon, S. and Beresford. (1999). Phenotypic and geneotipyc
characterization of non-starters lactic acid bacteria in mature Cheddar cheese. Appl. Environ.
Microbiol., 65, 3418-3426.

Garcia-Rojas, C. (1990). Analisis microbiolégico de los alimentes. Espafia: EDITORIAL
CIENCIA 3 S.A.

Godward, B., Sultana, K., Kaillasapathy, K., Peiris, P., Arumugaswamy, R and Reynolds, N.
(2000). The importance of strain selection on the viability and survival of probiotic bacteria in
dairy foods. Milchwissenschaf, 55, 441-445.

Gomez-Daza. (2005).Los Probidticos. Una alternativa en el tratamiento de enfermedades.
[En Internet]. Disponible en:
http://www.monografias.com/trabajos16/probidticos/probioticos.shtmi

Gonzilez de Llano, Rodriguez, A. y Cuesta, P. (1996). Effect of lactic starter cultures on the
organic acid composition of milk and cheese during ripening-analysis by HPLC. J. Appl.
Bacteriol., 80, 570-576

Gonzilez-Martinez, B., Gémez-Trevifio, M. y Jiménez-Salas, Z. (2003). Bacteriocinas de
Probioticos. RESPYN, 4, (2). {En Internet}]. Disponible en;
http://www.respyn.uanl. mx/iv/2/ensayos/bacteriocinas.htm

Guerrero, L., Muset, G. y Pacheco, L. (1997). Evaluacién de las actividades enzimaticas de
cultivos comerciales usados para la claboracion de quesos. Revista Cientifica, FCV-LUZ,
VII, 209-214.



48

Haddadin, M., Awaisheh, S. and Robinson, R. (2004). The production of yoghurt with
probiotic bacteria isolated from infants in Jordan. Pak J. Nutr., 3, 290-293

Hamilton- Miller, J. and Gibson, G. (1999). Nutrition discussion forum. Br. J. Nutr., 82, 73—
75

Haynes, I., and Playne, M. (2002). Survival of probitic cultures in low-fat ice-crem. Aust. J.
Dairy Technol., 51, 10-18.

Herrero, M., Gonzilez, B., and Suarez, J. (1996). Evaluation of technologically important
traits in lactic acid bacteria isolated from spontaneous fermentations. J. Appl. Bacteriol. , 81,
565-570.

Jacobsen, C., Resenfeldt, N., Hayford, A., Moller, P., Michaelsen, K., Paemregard, A.,
Sandstrém, B., Tvede, m. and Jakobsen, M. (1999). Screening of probiotic activity of forty-
seven strains of Lactobacillus spp. by in vitro techniques and evaluation of the colonization
ability of five select strains in humans. Appl. Enviren. Microbiol., 65, 4949-4956.

Kanga, P. and Kanga, P. (1988). Isolation and identification of the predominant lactobacilli in
elephant grass (Pennisetum purpureum) and Guatemala grass (Trypsacum laxum) silage from
Bambui, Cameroon. Word J. Microbiol. Biotechnol., 4, 209-213. [En Internet]. Disponible
en: http://www.springerlink. com/content/tSnu3037x5649373/

Kashet, E. (1987). Bioenergetys of lactic acid bacteria: Cytoplasmic pH and osmotolerance.
FEMS Microbiol. Rev., 46, 223-244.

Kandler, O. and Weiss, N. (1986). Regular, Nosporing Gram-positive Rods. In P.H. Sneath, N.
S. Mair, M. E. Sharpe and J. G. Holt (Eds.). Bergey's manual of systematic bacteriology.
(Vol. 2). Baltimore, USA: Williams & Wilkins.



49

Kleerebezem, M., Boekhorst, J., Van Kranenburg, R., Molenaar, D., Kuipers, O., Leer, R.,
Tarchini, R., Peters, S., Sandbrink, H., Fiers, M., Stickema, W., Lankhorst, K., Brom, P.,
Hoffers, S., Nierop, M., Kerkhoven, R., De Vris, M., Ursing, B., De Vos, W. and Siezen, R.
Complete genome sequence of Lactobacillus plantarum WCFS1. (2003). PNAS On Line, 100
(2). |[En Internet]. Disponible en: http://www.pnas.org/cgi/content/full/100/4/1990

Koneman, E., Stephen, D., Janda, W., Schereckenberger, P. and Winn, W. (2003).
Diagnéstico Microbiolégico. 5° Edicién. Colombia, Bogota: Editorial Panamericana.

Kozlova, E.,l Pivovarenko, T., Milinovskaia, I., Aminov, R., Kovalenko, N. y Voronin, a.
(1992). Antibiotic resistence of Lactobacillus strains. Antibiet. Khimioter., 37, 12-5. [En
Internet] Disponible en:
http://www.ncbi.nlm.nih. gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list uids=14173
35&dopt=Abstract

Lash, B., Mysliwiec, T. y Gourama, H. (2005). Detection and partial characterization of a
broad-range bacteriocin produced by Lactobacillus plantarum (ATCC8014). Food Microbiol.,
22, 199-204

Leisner, J., Pot, B., Christensen, H., Rusul, G., Olsen, J., Whah Wee, B., Muhamad, K. and
Ghazali, M. (1999). Identification of lactic acid bacteria from Chili Bo, a malasian food
ingrediente. Appl. Environ. Microbiol., 65, 599-605.

Lick, S., Drescher, K. and Heller, J. Survival of Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
and Streptococcus thermophilus in the terminal ileum of fistulated Gottigen munipigs. (2001).
Appl. Environ. Microbiol., 67, (9), 41374143.

Li¢vin, V_, Peiffer, 1., Hudault, S., Rochat, F., Brassart, D., Neeser, J. and Servin, A. (2000).
Bifidobacterium strains from resident infant human gastrointestinal microflora exert
anfimicrobial activity. Gut, 46, 646-652. En Intemet] Disponible en:

http://gut.bmj.com/cgi/reprint/47/5/646




Loessner, M., Guenther, S., Steffan, S. and Sherer, s. (2003).A Pediocin-producing
Lactobacillus plantarum strain inhibits Listeria monocytogenes in a multispecies cheese
surface microbial ripening consortium. Appl. Environ. Microbiol. , 69, 1854-1857.

[.6pe'z,‘ S. y Mayo, B. (1997). Identification and characterization of homofermentative
mesophilic Lactobacillus strains isolated from artisan starter-free cheese. Letters Appl
Microbiol., 25, 233-238.

Macedo, M. (2002"). El yogurt: un alimento funcional. Natr. Clin., 5, 172-81

Macedo, M. (2002"). Los alimentos funcionales: Un reto para el siglo XX1. Nutr. Clin., §,
121-122

Mc Faddin, J. (2004). Prucbas bioquimicas para la identificacién de bacterias de
importancia clinica. 3era Edicion. Argentina: EDITORIAL MEDICA PANAMERICANA

Magnusson, J. (2003). Antifungal activite of Lactic Acid Bacteria. (2003). Disertacion
doctoral. En Intemet. Disponible en: http://diss-epsilon.slu.se/archive/00000247/01/imsiny. pdf

Mathur, S. and Singh, R. (2005). Antibiotic resistance in food lactic acid bacteria-a review.
Int. J. Food Microbiol., 105, 281-291.

Maturin, L. and Peeler J. (1998). Aerobic plate count. Bacteriological analytical manual. (8™
ed., revision A) (pp 3.01-3.10) Madison: Asociacién of Official Analytical Chemists (AOAC
International)

Meydani, S. and Ha, W. (2000). Immunology effect of yogurt. Am. J. Clin. Nutr., 71, 861-
871.



51

Morais, J. (2004). Estudio de la adecuaciéon de cepas licticas autéctonas aisladas de leche
cruda de oveja guirra para la elaboracién de queso. Tesis Doctoral. Barcelona, Espaiia:
Umniversidad Auténoma de Barcelona.

Niku- Paalova, M., Laitila, A., Mattila-Sandholm, T. and Haikara, a. (1999). New types of
antimicrobial compounds produced by Lactobacillus plantarum. 3. Appl. Microbiol., 86, 29-
3s.

Nowroozi, J., Mirzaii, M. and Morouzi, M. 82004). Study of Lactobacillus as probiotic
bacteria. Iranian J. Publ. Health, 33, 1-7.

Oh, S., Kim, H. and Worobo. (2000). Characterization and purification of a bacteriocin
produced by a potential probiotic culture, Lactobacillus acidophilus 30SC. J. Dairy Sci., 83,
2747-2752.

Oude-Elferink, S., Driehuis, F., Gottshal, J. y Spolestra, S. (2005) Estudio 2.0 - Los procesos
de fermentacion del ensilaje y su manipulaciéon. Depésito de documentos de la FAO. [En
Internet]. Disponible en: hitp://www.fao.org/docrep/005/X8486S/x8486s04.htm

Parodi, P. (1999). The role of intestinal bacteria in the causation and prevention of cancer:
modulation by diet and probioticos. Aust. J. Dairy Technol. , 54 (2), 103-121.

Piard, J. y Desmazeaud, M. (1991%). Inhibiting factors produced by lactic acid bacteria. 1.
Oxygen metabolites and catabolism end-products. Lait, 71, 525-541.

Piard, J. y Desmazeand, M. (1991%). Inhibiting factors produced by lactic acid bacteria. 2.
Bacteriocins and others antibacterial substances. Lait, 72, 113-142.

Prescott, L., Harley, J. y Klein, D. (1999).Microbiologia. (4ta ED). Madrid, Espaiia: MC
GRAW-HILL-INTERAMERICANA.



52

Pulido, R., Omar, N, Lucas, R., Abriouel, H., Camero, M. y Galvez, A. (2005) Resistance to
antimicrobial agents in lactobacilli isolated from caper fermentation. Antoine Leeuwenhoek,
88, 277-281. [En Internet]. Disponible en:

http://www.springerlink.com/content/y5785qg9wq72ul61/

Remiger, A, Eijsink, V., Ehrmann, M., Sletten, K., Nes, 1. and Vogel, R. (1996). Purification
and partial amino acid secuence of Plantaricin 1.52a and 1.52f, two bacteriocins produced by
L. plantarum TMW1.25. Appl. Environ. Microbiol., 86, 1053-1058.

Ross, R, Fitz;gerald, G., Collins, K. and Staton, C. (2002). Cheese delivering biocultures.-
probiotic cheese. Aust. J. Dairy Techneol., 57, 71-78.

Salas, E. (2004). Lactobacilos con potencial actividad probiética a partir de queso no
pasteurizado elaborado en forma artesanal. Tesis de Maestria no publicada. Mérida,
Venezuela: Universidad de‘ los Andes, Facultad de Farmacia.

Sanz, Y., Collado, M. y Dalmau, J. (2003). Probiéticos: criterios de calidad y orientaciones
para el consumo. Act. Pediatrica. Esp., 61, 476-482.

_ Savadogo, A., Ouattara, Ch., Bassole, 1. and Traore, A. (2004). Antimicrobial activites of
lactic acid bacteria strains isolated from Burkina Faso fermented milk. Pak. J. Nutr., 3, 174~
179.

Shah, N. (2000). SYMPOSIUM: PROBIOTIC BACTERIA. Probiotic Bacteria: Seclective
enumeration in dairy foods. J. Dairy Sci., 83, 894-907.

Schillinger, U. and Licke, F. (1989). Antibacterial activity of Lactobacillus sake isolated
from meat. Appl. Environ. Microbiol, 55, 1901-1906.

Sillanpaa, J. (2001). Tissue adherence in lactic acid bacteria: Jdentification and

characterization of the collagen-binding-layer protein of Lactobacillus crispatus.



53

Academic dissertation in General Microbiology. Departamento of Biosciences. Division of
General Microbiology Universidad de Helsinkii. [En Intemnet]. Disponible en:

hitp//ethesis. helsinki fi/julkaisut/mat/bioti/vk/sillanpaa/tissucad. pdf

Sparo, M. and Mallo, R. (2001). Evaluation of the bacterial flora in natural com silage. Rev.
Argat. Microbiol., 32, 75-80. [En Intemef]. Disponible en:
//www.ncbi.nlm. nih gov/entrez/; fegi?emd=Retri Med&list uids=11494

759&dopt=Abstract

Stanton, C., Gardmcr, G., Meechan, H., Collins, K., Fitzgerald, G., Lynch, P. and Ross, R
Market potential of probiotic. Am. J. Clin. Nutr., 73, (2Suppl) 4765-483S.

Stron, K. (2005). Fungal Inhibitory lactic acid bacteria. Characterization and application
of Lactobacillus plantarum MiLAB 393. Doctoral thesis. Swedish University of Agricultaral
Sciences, Uppsala. _ [En Internet}]. Disponible en: http://diss-

epsilon.slu se/archive/00000802/01/avhandiingkstrom pdf

Suskovic, B., Brkic, S. and Maric, V. (1997). Lactobacillus acipophilus M92 as potential
probiotic strains. Milchwissenschaf, 52, 430-435.

Tagg, J. and Mc,Given, R. (1971). Assay System for bacteriocins. Appl. Environ. Microbiel,
21:34.

Talwalkar, A and Kailasapathy, K. (2004). A review of oxygen toxicity in probiotics yogurts:
Influence on the survival of probiotic bacteria and protective techniques. Comprehensive

Rev. Food Sci. Foed Saf., 3, 117-123.

Tamime, A. y Robinson, R. (1991). Yogurt ciescia y tecnologia. (M. C. Diaz-Villegas y A.
R. Sanchez-Arévalo, Trads.). Zaragoza, Espafia: Acribia, S. A.

Vamanu. E., Vamanu, A., Ovidiu. P, and Cimpeanu G (2005). Isolation of a Lactobacillus



plamiarum strain used for the preservation of fodders. African J. Biotechnol., 4, 404-408. En
Internet]. Disponible en:

hggu’/www.amdemicioumals.org[AJB/PDF/PdﬂOOSMay/Emanuel‘ydﬂet%%alﬂ

Van de Guchte, M., Ehrlich, S. and Maguin, E. (2001). Production of growth-inhibiting factors
by Lactobacillus delbrueckii. J. Applied Microbiel. 91, 147-153

Vinderola, C., Prosello, W., Ghiberto, D. and Reinheimer, J. (2000). Viability of probiotic
(Bifidobacterium, Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei) and mnon probiotic
microflora in Argentinian Fresco Cheese. J. Dairy Sci., 83, 1905-1911.

Wilson, A., Sigee, D. and Epton, H. (2005). Antibacterial activity of Lactobacillus plantarum
strain SK1 aginst Listeria monocytogenes is due to lactic acid production. J. Appl
Mocrobiol., 99, 1516-1522.

Zarazaga, M., Sdenz, Y., Portillo, A_, Tenorio, C., Ruiz-Larrea, F., Del Campo, R., Baquero,
F. and Tosres, C. (1999). In Vitro Activities of Ketolide HMR3647, Macrolides, and Other
Antibiotics against Lactobacillus, Leuconostoc, and Pediococcus Isolates. Antimicrob.
Agents and Chemoter., 43, 3039-3041. En Internet]. Disponible en:

http://aac.asm org/cgi/content/full/43/12/3039

Zhoua, 1., Pillidgec, B., Golpacl, P. and Gill, H. (2005). Aatibiotic susceptibility profiles of
new probiotic Laciobacillus and Bifidobacterium strains. Int. J. Food Microbiol, 2, 211-217.





