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RESUMEN

La especie termdfila facultativa Anoxybacillus flavithermus fue aislada de
fuentes termales de varias partes del mundo, también de estiércol y leche en polvo
de diferentes paises. En 2011 fue aislada por primera vez en Uruguay a partir de
leche en polvo comercial, encontrandose en segundo lugar en orden de abundancia
entre las bacterias termdfilas aisladas. En este estudio se caracterizaron
fenotipicamente 20 aislamientos provenientes de leche en polvo comercial uruguaya
y se compararon con tres cepas de referencia de A. flavithermus pertenecientes a la
coleccion del Laboratorio de la Unidad de Tecnologia de los Alimentos de Facultad
de Agronomia. Se seleccionaron 4 aislamientos para la identificacion y
caracterizacién genotipica. La técnica RAPD-PCR utilizando el cebador OPR13
permitié6 comparar los perfiles de bandas de ADN, resultando similares a las cepas
de referencia de A. flavithermus. La comparacion de las secuencias de un fragmento
de 1540 pb del gen que codifica para el ARNr 16S con las secuencias depositadas
en la base de datos NCBI blast mostraron que las cuatro cepas estudiadas tienen
una similitud mayor al 98% con cepas de A. flavithermus. Las nuevas cepas
aisladas y las cepas de referencia presentaron actividad proteolitica y lipolitica, por
lo que potencialmente podrian contribuir al desarrollo de propiedades organolépticas
no deseables en los productos. Todas las cepas en estudio presentaron adhesién a
superficies lisas, lo cual es crucial en las etapas iniciales de la formacion de
biopeliculas. El presente estudio permitio identificar nuevas cepas de A. flavithermus
y determinar la produccion de enzimas con actividad hidrolitica en los componentes
de la leche en polvo. También se determiné la capacidad de adhesion en superficies
lisas para la formacion de biopeliculas; lo cual es un problema a nivel industrial por
las consecuencias en los tiempos de limpieza en las plantas productoras y sus

efectos en la leche en polvo.



1. INTRODUCCION.

1.1 Antecedentes.

El género Anoxybacillus tiene como especie tipo a la especie
Anoxybacillus pushchinoensis (Pikuta et al., 2000). Aunque el nombre del
género Anoxybacillus significa “bacilos que no requieren de oxigeno” (Pikuta
et al., 2000) la mayoria de las especies descritas pueden crecer bien
aer6bicamente. En 2003 se descubrio que A. puschinoensis es aerotolerante
anaerobica en vez de estrictamente anaerobica, por lo tanto la descripcion
del género Anoxybacillus fue corregida pero el nombre del género no fue
cambiado a pesar de que en los afios siguientes varios miembros de este
género fueron identificados como aerobios, anaerobios facultativos o
aerobios facultativos (Pikuta et al, 2003). En la actualidad el género consta
de 19 especies y 2 subespecies: A. flavithermus (Pikuta et al., 2000) especie
anteriormente denominada Bacillus flavothermus (Heinen et al., 1982), A.
gonensis (Belduz et al., 2003), A. contaminans (De Clerck et al., 2004), A.
kamchatkensis (Kevbrin et al., 2005), A. voinovskiensis (Yumoto et al., 2004),
A. ayderensis y A. kestanbolensis (Dulger et al., 2004), A. rupiensis
(Derekova et al., 2007), A. amylolyiticus (Poli et al., 2006), A. bogrovensis
(Atanassova et al., 2008), A. thermarum (Poli et al., 2009), A. eryuanensis y
A. tengchongensis (Zhang et al., 2011), A. salavatliensis (Cihan et al., 2010),

A. kaynarcensis (Inan et al., 2012), A. mongoliensis (Namsaraev et al., 2010),



A. tepidamans (Schaffer et al., 2004; Coorevits et al., 2011), A.
caldiproteolyticus (Chen et al., 2004; Coorevits et al., 2011). Las 2 ultimas
especies mencionadas fueron previamente clasificadas como Geobacillus
caldoproteolyticus y Geobacillus tepidamans, respectivamente. Las
subespecies son A. flavithermus subsp. Yunnanensis, la cual tiene alta
tolerancia al etanol (Dai et al., 2011), y A. kamchatkensis subsp.
asaccharedens (Gul- Guven et al., 2008). Los miembros de este género han
sido encontrados en diversos habitats de moderada a alta temperatura:
aguas termales, estiércol, comidas procesadas como gelatinas y leche en
polvo (Pikuta et al., 2000; Heinen et al., 1982; De Clerck et al., 2004). La
mayoria de los miembros de este género tienen una temperatura 6ptima de
crecimiento en el rango de 50°C-65°C, son alcaldéfilos o alcalino tolerantes y
son capaces de crecer a ph neutral con excepcién de A. amilolyticus con ph
optimo de crecimiento de 5.6 (Poli et al., 2006). A.flavithermus fue
originalmente aislado de una fuente termal en Nueva Zelanda (Heinen et al.,
1982), luego también en otras fuentes termales de diferentes partes del
mundo (Kevbrin et al., 2005; Narayan et al., 2008), de estiércol (Pikuta et al,
2000) y se ha reportado como un importante contaminante de leche en polvo
(Flint et al., 2001b; Ronimus et al., 2003; Ruckert et al., 2004). En Uruguay
Reginensi et al. (2011) realiz6 un estudio con el objetivo de identificar las
especies predominantes y la diversidad de bacterias termofilas formadoras

de esporas en la leche en polvo comercial uruguaya. El estudio mostro que



dos de las tres especies contaminantes predominantes en la leche en polvo
manufacturada de diferentes paises (B. licheniformis y A. flavithermus)
(Ruckert et al.,, 2004) estaban presentes en la leche en polvo comercial
uruguaya, no encontrdndose la especie G. stearothermophilus. A.
flavithermus cepa C se encontr6 en el segundo lugar en orden de
abundancia en este estudio, reforzando la idea de que esta especie es un
importante contaminante en la produccion de leche en polvo. A.flavithermus
ha sido descrita como bacilos Gram positivos, termdéfilos, formadores de
endosporas terminales (una sola por célula), anaerobios facultativos (Pikuta
et al., 2003) y consideradas como bacterias extremofilas de acuerdo a las

condiciones para su crecimiento.

1.2. Ambientes extremos y microorganismos.

Los procariotas presentan metabolismos ampliamente variados
llegando a resistir condiciones ambientales muy adversas. Los ambientes
extremos han sido originalmente considerados demasiado adversos como
para soportar vida microbiana. Entre ellos se encuentran fuentes
hidrotermales, hielo marino, fuentes termales acidas, lagos carbonatados,
sedimentos oceéanicos profundos y salinas. Algunos ambientes
antropogénicos pueden considerarse también como extremos como son los
calentadores de agua, efluentes termales de plantas eléctricas, acumulos de

abono, ensilados, intercambiadores de calor y evaporadores de industrias



lacteas (Burgess et al., 2009). Sin embargo, microorganismos denominados
extremofilos sortean los obstaculos y se desarrollan en estos ambientes.
Dependiendo de sus condiciones Optimas de crecimiento son llamados
termofilos, psicroéfilos, aciddfilos, alcalofilos, bardfilos, haldfilos, xeroéfilos

(Stetter, 1999).

1.3. Bacterias adaptadas a la vida en altas tempera  turas.

En la naturaleza los ambientes extremos mas extensos y con
temperaturas mas altas estan asociados a fenomenos volcanicos. Muchas
fuentes termales tienen temperaturas proximas a la ebullicion y las fuentes
hidrotermales submarinas (fumarolas) pueden alcanzar los 150-500°C. En
algunas fuentes termales la temperatura es variable y en otras es muy
constante. Los microorganismos cuya temperatura Optima de crecimiento
esta por encima de los 45°C se llaman termdfilos y aquéllos cuya
temperatura 6ptima se encuentra por encima de los 80°C se llaman

hiperterméfilos (Madigan et al., 2009).

Se han descrito una gran cantidad de especies hiperterméfilas
pertenecientes a los dominios Bacteria y Archaea. Dentro del dominio
Bacteria, Aquifex pyrophilis y Thermotoga maritima exhiben las mayores

temperaturas de crecimiento, 95°C y 90°C, respectivamente y en el dominio



Archaea el limite conocido de temperatura es de 113°C en la especie

Pyrolobus furarii (Madigan et al., 2009).

Para poder crecer los microorganismos hipertermofilos asi como los
termofilos necesitan de adaptaciones moleculares a la termofilia. Incluidos
entre los hiperterméfilos hay microorganismos pertenecientes a dos dominios
filogenéticamente muy diferentes, por lo tanto las estrategias para adaptarse
al calor son diferentes dependiendo de la posicion filogenética de cada
organismo (Madigan et al., 2009) .El funcionamiento de sus macromoléculas
es Optimo a altas temperaturas, sus enzimas y proteinas son termoestables.
Varias enzimas termoestables han sido estudiadas y se ha encontrado que
su secuencia de aminoacidos difiere en unos pocos residuos de la de enzima
gue cataliza la misma reaccion en un microorganismo mesofilo y esa
diferencia parece permitir que la enzima se pliegue de tal manera que sea
termoestable (Madigan et al., 2009). Como todas las células, los
microorganismos hipertermofilos producen chaperonas (proteinas que
funcionan reconfigurando, al menos parcialmente, proteinas
desnaturalizadas). La resistencia térmica del ADN doble hélice parece
aumentar en hiperterméfilos debido a la topoisomerasa denominada girasa
reversa, la cual causa superenrollamiento positivo estabilizando el ADN vy
haciéndolo méas resistente a la desnaturalizacion térmica. Ademas las
Archaeas sp. hipertermofilas tienen histonas relacionadas filogenéticamente

con las histonas eucariotas, las cuales al ser adicionadas a ADN purificado in



Vitro incrementan la temperatura de fusion drasticamente. Ademas de los
otros componentes celulares las membranas celulares de los termdfilos e
hipertermdfilos deben ser también termoestables. Los termdfilos tipicamente
presentan lipidos ricos en &cidos grasos saturados, los cuales permiten que
las membranas permanezcan funcionales y estables a altas temperaturas. La
membrana lipidica de la bacteria hiperterméfila Thermotoga maritima
contiene un novedoso lipido con enlace éter, 15,16 dimetil-30 gliceroloxi-
triacontanedioico, que a diferencia de los lipidos con enlaces éster
encontrados en mesdfilos, estabiliza la membrana frente a la descomposicion
por altas temperaturas. Los hipertermofilos, en su mayoria del dominio
Archea, presentan lipidos en los cuales las cadenas laterales de fitano
(cuatro unidades ligadas de isopreno) en las moléculas de un tetraéter se
unen covalentemente entre si, formando una membrana de arquitectura
peculiar compuesta por una monocapa lipidica de mucho mas resistencia

gue las membranas de bacterias y eucariotas (Stetter, 1999).

1.4. Aspectos biotecnoldgicos de los microorganismo s extremofilos.

Los microorganismos termdfilos e hipertermdfilos ofrecen importantes
ventajas en procesos tecnolégicos y biotecnoldgicos, muchos de los cuales
funcionan mas rapido y eficazmente a altas temperaturas. Por esta razén las
enzimas de los terméfilos e hiperterméfilos estan siendo utilizadas cada vez

mas como biocatalizadores en distintas aplicaciones industriales asi como



también en diversas técnicas de investigacion biolégica que necesitan de
enzimas. Ademas de la taq y Pfu polimerasa usadas en PCR, se han aislado
y caracterizado proteasas, amilasas, celulasas y xilanasas termoestables de
varios termofilos e hiperterméfilos (Madigan et al., 2009; Goh et al., 2013).
Miembros del género Anoxybacillus han producido varios tipos de enzimas
degradadoras de carbohidratos (Derekova, 2008). Enzimas termoestables
activas en frio (de psicrofilos), activas en altas concentraciones de sal (de
hal6filos) o activas a pH alto o bajo (de alcalofilos y aciddfilos,
respectivamente) serdn cada vez mas usadas en la industria, en situaciones

en las que se requiera una actividad biocatalitica en condiciones extremas.

Microorganismos termofilos son utilizados en procesos de
biorremediacion, siendo particularmente Utiles en muchos casos por su
habilidad de resistir altas temperaturas. Se ha utilizado Anoxybacillus para
remover tinta de aguas residuales, mercurio, cromo y metales pesados de

soluciones acuosas (Goh et al., 2013)

1.5. Produccién de leche en polvo en Uruguay.

En Uruguay la produccion y comercializacién de leche en polvo ha
crecido significativamente en la Ultima década. Solamente un pequefio
porcentaje del total de la produccion de nuestro pais es destinado al

consumo interno de Uruguay, la mayoria se exporta. También ha aumentado



en la ultima década la comercializacion de productos lacteos importados

(DIEA, 2010).

1.6. Bacterias terméfilas encontradas en lecheenp  olvo.

La mayoria de las bacterias terméfilas causantes de preocupacion en
las industrias lacteas pertenecen al género Bacillus o a géneros que
antiguamente pertenecian a este género (Ronimus et al., 2003; Scott et al.,
2007). En Nueva Zelanda las principales bacterias que causan preocupacion
en las industrias lacteas son Anoxybacillus flavithermus y Geobacillus spp
(Flint et al., 2001b; Ronimus et al., 2003; Scott et al., 2007). Otros bacilos
encontrados aunque en menores cantidades son los termoéfilos facultativos
Bacillus licheniformis, Bacillus coagulans y Bacillus subtilis (Crielly et al.,
1994; Ronimus et al., 2003). En Nueva Zelanda Flint et al. (2001b) identifico
aislamientos en leche en polvo como Geobacillus thermoleovorans o A.
flavithermus usando secuenciacion parcial del gen que codifica el ARNr 16S.
Ronimus et al. (2003) identificé a las bacterias termofilas aisladas de leche
en polvo en ese mismo pais en siete grupos: G. stearothermophilus, tres
cepas de A. flavithermus, dos cepas de B. licheniformis y B. subtilis. Ruckert
et al. (2004) estudi6 el niumero y tipo de bacterias termofilas aisladas de
veintiocho muestras de leche en polvo de dieciocho paises diferentes siendo
las tres cepas contaminantes mas comunes: G. stearothermopilus cepa A, A.

flavithermus cepa C y B. licheniformis cepa F. Estas tres especies coinciden



también con las identificadas en un estudio realizado en leche en polvo
comercial china, en el cual estas tres especies representaron el 80.5 % de
801 aislamientos analizados. B. subtilis fue también identificado en ese

estudio pero en mucha menor cantidad.

En leche en polvo de Uruguay, las principales especies de bacterias
formadoras de esporas encontradas en orden de abundancia fueron: B.
licheniformis, A. flavithermus, B. subtilis y B. megaterium (Reginensi et al.,

2011).

1.7. Importancia de la contaminacion de industrias lacteas  por
bacterias termofilas formadoras de esporas.

Las tendencias actuales de producir productos de mayor durabilidad,
desarrollo de procesos mas largos, requerimientos estrictos de higiene,
conocimiento de problemas de salud causados por algunos
microorganismos, hacen que haya un interés creciente en el estudio de
mecanismos para controlar la contaminacion dentro de las industrias lacteas

(Flint et al., 1997).

Aungue los bacilos termdfilos formadores de esporas no son en
general patégenos (con excepcion de Bacillus cereus para el humano), en el
contexto de los productos lacteos son considerados indicadores de poca

higiene (Burgess et al., 2010). Si las condiciones son apropiadas sus esporas

10



pueden germinar, producir enzimas con actividad proteolitica, lipolitica y
amilolitica, y como consecuencia deteriorar y producir desarrollo de mal
sabor en los productos (Chopra y Mathur, 1984). El potencial real de
deteriorar productos lacteos es bajo en los termaofilos obligados debido a que
generalmente estos productos son almacenados a temperaturas inferiores a
los 37°C, sin embargo en el caso de termofilos facultativos como B.
licheniformis son capaces de producir substancias extracelulares que afectan
la calidad de la leche pasteurizada y cremas de leche (Burgess et al., 2010).
Ademas grandes recuentos de bacterias de cualquier clase son inaceptables

para la mayoria de los clientes.

Los bacilos termofilos son muy dificiles de eliminar debido a que
forman endosporas resistentes a altas y bajas temperaturas, tienen tasas de
crecimiento rapidas y amplios rangos de temperaturas de crecimiento
(Burgess et al., 2010). Las esporas que predominan en leche en polvo son
pertenecientes al género Bacillus, pero también se han identificado bacterias

termofilas esporuladas del género Anoxybacillus.

1.8. Caracteristicas de las biopeliculas en general y en industrias

lacteas.

Una biopelicula se define como una comunidad de células
bacterianas que crecen y se reproducen en una matriz de exopolisacaridos

adheridos a una superficie (Flint et al., 1997). Las biopeliculas atrapan

11



nutrientes para el crecimiento microbiano y ayudan a evitar que se
desprendan facilmente las células expuestas a corrientes de liquido. El
desarrollo de éstas puede ocurrir en casi cualquier superficie (animada o
inanimada, viva 0 muerta, organica o inorganica) de cualquier ambiente en el
cual haya microorganismos viables. Su formacion es un proceso dinamico
gue involucra una serie de etapas. En principio las bacterias junto con otras
moléculas organicas o inorganicas, como las proteinas de la leche, se
adsorben a las superficies formando una pelicula, la cual altera las
propiedades fisicoquimicas de la superficie (cambios en hidrofobicidad o en
cargas electroestaticas), e intervienen en las diferentes fases de eventos
microbianos que ocurren para la formacién de la biopelicula. La adhesion de
una célula a la superficie, es una sefial que desencadena la expresion de
genes especificos para la biopelicula, los cuales sintetizan biomoléculas de
sefializacion intercelulares e inician la formaciébn de la matriz de
exopolisacaridos. La comunicacion intercelular es decisiva para el desarrollo
y mantenimiento de la biopelicula. Moléculas sefalizadoras intercelulares a
medida que se van acumulando participan en un mecanismo denominado
“quorum sensing”, en el que transmiten sefales a células adyacentes de que
la poblacion de una determinada especie esta aumentando y entonces se
desarrolla la biopelicula (Madigan et al., 2009). No siempre los
microorganismos se fijan a superficies acondicionadas, la microtopografia

(presencia de grietas o hendiduras) de las superficies tienen mucho que ver
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con la retencion de bacterias en la superficie. Se ha estudiado que la
adsorcion de algunas proteinas a las superficies inhibe la fijacion de
bacterias, asi como otras favorecen el proceso de fijacibn. Componentes de
la leche como caseinas y B lactoglobulinas se ha visto que en determinadas
condiciones inhiben la fijacion de Listeria monocytogenes y de Salmonella
typhimurium (Helke et al., 1993). El segundo paso en la formacion de
biopeliculas es la union pasiva o activa de los microorganismos a las
superficies, para esta fase las propiedades fisicoquimicas de la superficie
celular de las bacterias, la fase de crecimiento, asi como la disponibilidad de
nutrientes en el medio circundante son importantes. Esta union es reversible
e involucra interacciones débiles como fuerza de atraccion de Van der Walls,
fuerzas electroestaticas e interacciones hidrofébicas. Durante esta etapa las
bacterias pueden ser removidas facilmente simplemente por enjuagues.
Luego de la unién reversible la siguiente etapa es la union irreversible, en la
gue actlan interacciones dipolo-dipolo, puentes de hidrégeno, enlaces
iGnicos y covalentes e interacciones hidrofébicas. Se produce liberacion de
exopolisacaridos bacterianos que permite una asociacion irreversible con la
superficie. La remocién de células en esta etapa requiere de mayor fuerza.
La hidrofobicidad de las superficies celulares, el pH y la temperatura de la
superficie de contacto son factores que afectan la capacidad de adhesion de
los microorganismos. La siguiente etapa es la formacion de pequefias

colonias o microcolonias, las cuales se extienden formando luego una capa
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de células que cubre la superficie con canales de agua altamente
permeables entre ellas. El anclaje continuo de las células bacterianas,
ayudado por la produccion adicional de exopolisacaridos y otras
biomoléculas con el crecimiento de estas células asociadas al mismo,
forman la biopelicula o “biofilm”, la cual consta por lo general de multiples
capas. Las biopeliculas formadas por varias especies en general son mas
gruesas y mas estables que las formadas por una sola especie (Kumar et al.,

1998).

Dentro de las biopeliculas encontradas en las industrias lacteas, las
denominadas de “proceso” son aquellas exclusivas de estas industrias, y que
se forman en las superficies de las maquinarias en contacto directo con los
productos fluidos. Estas biopeliculas se caracterizan por la predominancia de
una unica especie de microorganismo y por un rapido desarrollo (Flint et al,

1997).

Los biofiims o biopeliculas son una preocupacion en las plantas
lacteas de manufactura ya que las bacterias dentro de las biopeliculas son
mas dificiles de eliminar que las bacterias en vida libre (no forman parte de
microcolonias adheridas a superficie). Ademas después de establecidas
actian como una fuente de contaminacion a los productos y a otras
superficies. El tipo de bacterias en la leche puede reflejar el crecimiento de

biopeliculas. Las bacterias termofilas son pocas en la leche cruda y no es
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probable que ocurra un crecimiento significativo en su niumero mientras la
leche esta siendo procesada para producir leche en polvo debido al escaso
tiempo de permanencia de la esta en la industria lactea. Ademas las
bacterias termadfilas no pueden crecer en todas las secciones de la linea de
procesamiento, ya que esta restringido su crecimiento por factores como las
temperaturas. A pesar de lo anterior se pueden encontrar altos recuentos en
leche en polvo. Este hecho puede ser explicado por liberacion de células
individuales o fragmentos de biopeliculas, lo cual también puede explicar un
namero mayor de termoduricos en la leche pasteurizada comparada con la

leche cruda.

1.9. Ubicacion de bacterias termoéfilas dentro de la s industrias lacteas.

A. flavithermus se encuentra presente normalmente en bajos niveles
en la leche cruda pero puede alcanzar niveles de 10° UFC/ml en el producto
final luego de 15-20 hs de operacion de la planta (Flint et al., 2001a; Rickert

et al., 2004).

Las bacterias termdfilas atacan las superficies de acero inoxidable
dentro de las maquinarias de procesamiento de la leche en polvo, creciendo
alli y formando biopeliculas (Palmer et al., 2010). Son capaces de crecer
dentro de los intercambiadores de calor y en los evaporadores, siendo los

primeros un ambiente ideal para el crecimiento de A. flavithermus (Scott et
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al., 2007). Esto es debido a que estas secciones de la planta de manufactura
operan a temperaturas ideales para el crecimiento de bacterias termdfilas,
tipicamente entre 45°C y 75°C. Tanto las esporas como las células
vegetativas son capaces de atacar las superficies de las maquinarias de
procesamiento de leche en polvo (Flint et al., 2001a; Parkar et al., 2001). Una
vez que las esporas se unen a las superficies, probablemente germinan,
crecen y forman la biopelicula, incluyendo al género Anoxybacillus (Burgess
et al.,, 2009; Parkar et al.,, 2003). Al final de un ciclo la mayoria de las
bacterias termofilas seran removidas o eliminadas por CIP (clean in place) y
por la exposicion a desinfectantes. Sin embargo, impurezas o biopeliculas
pueden proteger a las esporas y/o a las células vegetativas de la actividad de
los desinfectantes en el proceso CIP (Parkar et al.,, 2001). Esto puede
resultar en un remanente de células termdfilas en la planta de procesamiento

de lacteos que contaminard la proxima linea de manufactura.

1.10. Identificacion y caracterizacion fenotipicad e bacterias.

1.10.1. Caracterizacion morfolégica y pruebas bioqu imicas

convencionales.

Habitualmente se utilizan caracteristicas fenotipicas al describir una
nueva especie o al intentar identificar una determinada bacteria de interés.

Algunas de las -caracteristicas fenotipicas estudiadas son: morfologia,

16



movilidad, metabolismo, fisiologia, bioquimica celular, entre otras. Los
resultados de las pruebas realizadas a las bacterias de interés se comparan
en paralelo con organismos control conocidos o con datos bibliogréaficos
existentes. Las pruebas bioquimicas permiten demostrar determinadas
caracteristicas bioquimicas, como la actividad de una via metabdlica a partir
de un sustrato que se incorpora en un medio de cultivo y que la bacteria al
crecer lo metaboliza o no. Algunas pruebas determinan la presencia o
ausencia de una determinada actividad enzimética, reduccién de compuestos
inorganicos como por ejemplo nitratos para la asimilacion de nitrégeno o su
utilizacibn como aceptor final de electrones en la respiracion anaerobica,
crecimiento a una determinada temperatura, crecimiento en presencia de

inhibidores entre otras caracteristicas.

1.10.2. Pruebas bioquimicas comerciales

Existen en el mercado sistemas comerciales de identificacion que
permiten una rapida y facil interpretacion de los resultados. El interés en
sistemas miniaturizados de identificacion permitio la introduccion de sistemas
comerciales en la década de los 60s y ellos suministraron ventajas: faciles
de utilizar, pequefio espacio de almacenamiento, mayor durabilidad y control

de calidad estandarizado.
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El sistema de identificacion BIOLOG GEN Il MICROPLATE ™ es un
micromeétodo estandarizado que usa 94 pruebas bioquimicas (71 ensayos
sobre utilizacion de fuentes de carbono y 23 ensayos sobre sensibilidad a
guimicos) para caracterizar e identificar un amplio rango de bacterias Gram
positivas y Gram negativas. Las pruebas se realizan en una microplaca de
96 pocillos. Se utiliza un indicador colorimétrico que cambia de incoloro o
parpura en los casos en que se produce la utilizacion de las fuentes de
carbono o0 la resistencia a quimicos inhibitorios por parte de los
microorganismos a identificar. Luego de la incubacién de los aislamientos a
ser identificados en la placa, la huella fenotipica de los pocillos de color
parpura son comparados con la biblioteca de especies de Biolog y si existe

coincidencia se produce la identificacion a nivel de especie (Biolog, 2013)

Los sistemas de identificacion BBL CRYSTAL™ (Becton Dickinson)
son utilizados en muchos laboratorios. Muchas de las pruebas usadas en
este sistema son modificaciones de los métodos clasicos incluyendo pruebas
de fermentacién, oxidacion, degradacion e hidrélisis de diversos sustratos.
Ademas se usan sustratos cromogenos Y fluorégenos para detectar enzimas
microbianas utilizadas por los microorganismos para metabolizar algunos

sustratos.

BD BBL™ Enterotube™ |l (Beckton Dickinson) es un sistema de

identificacion de Enterobacterias. Consiste en 12 medios de cultivo que
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permiten la realizacion simultanea de 15 pruebas bioquimicas. Oxi/Ferm™
Tube Il (Beckton Dickinson) consta de un tubo de plastico con 12 medios de
cultivo que permite la identificacion de bastones Gram negativos, aerobios o
anaerobios facultativos y oxidasa positivos a partir de 14 pruebas

bioguimicas que se realizan simultaneamente (Koneman et al, 2008)

API (BioMérieux) son sistemas estandarizados para la identificacion
de microorganismos pudiendo identificar mas de 600 especies diferentes.
API 20E combina una serie de pruebas bioguimicas y una base de datos.
API/ID32 posee el mayor alcance disponible, incluye 15 sistemas de
identificacion que introduce una version estandarizada y miniaturizada de las
técnicas ya existentes, cubriendo todos los grupos encontrados en los
laboratorios de  microbiologia  industrial:  Listeria,  Staphylococci,
Enterobacteriaceae, bastones Gram negativos no fermentativos, Bacillus y
Lactobacillus. Continuamente se actualizan las bases de datos para estos
sistemas de identificacion haciendo la interpretacion posible en todo

momento y en todo lugar via Internet (Biomérieux industry, 2013)

1.10.3. Perfiles de proteinas totales bacterianas p  or SDS- PAGE.

La identificacion de bacterias por sus perfiles proteicos totales obtenidos por
SDS-PAGE se basa en que cuando las proteinas se exponen al detergente

i6nico fuerte dodecil sulfato de sodio (SDS) y a un agente reductor como el
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mercaptoetanol, se desnaturalizan. En promedio se une una molécula de
SDS por cada dos residuos de aminoacidos. Los iones de SDS cubren la
cadena polipeptidica y le otorgan una carga negativa uniforme. Debido a que
la cantidad de SDS que se une a las proteinas es practicamente proporcional
a su tamafo, los complejos SDS-proteinas presentan un valor carga/masa
constante y por lo tanto se separan de acuerdo a su tamafio cuando migran
desde el catodo al &nodo a una velocidad relacionada con su peso molecular
(Watson et al., 2005). Este es un método fenotipico complementario a otras
técnicas de identificacion, que ha probado ser confiable para comparar y
agrupar un gran numero de bacterias. Ha sido utilizado en un estudio sobre
la ocurrencia de bacterias termdfilas en leche en polvo comercial en China.
Dicho estudio permitié agrupar gran nimero de aislamientos similares, previo
a una identificacion por secuenciacion parcial del gen para el ARNr 16S,
sugiriendo que esta técnica es confiable para distinguir bacterias terméfilas
en leche en polvo (Yuan et al., 2012). Se ha observado que organismos con
el mismo patrén de proteinas podrian pertenecen a la misma especie (Moore
et al., 1980)
1.11. Generalidades de la identificacion y caracter izacién genotipica de
bacterias.

El desarrollo de la biologia molecular ha creado una nueva era de
metodologias para la deteccion, identificacion y caracterizacion de

microorganismos. Las técnicas genéticas han aportado un mayor nivel de
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precision, complementando a las técnicas como tincion Gram y pruebas

bioguimicas convencionales.

En la década de los afios 80s se empezaron a desarrollar nuevas
técnicas para identificar bacterias. Los investigadores han observado que las
relaciones filogenéticas entre todas las formas de vida, incluidas las
bacterias, pueden ser determinadas por comparacion de partes estables del
material genético. En las bacterias, los candidatos para este fin incluyeron los
genes que codifican las subunidades 5S, 16S (subunidad pequefa) y 23S del

ARNI, y los espacios entre estos genes.

1.11.1. ARNr 16s

La técnica molecular mas utilizada actualmente para propdsitos
taxondémicos involucra el gen que codifica para la subunidad del ARNr 16S.
La comparacion de secuencias del ARNr requiere la amplificacion del gen
gue codifica el ARNr 16S, su secuenciacion y el analisis de la secuencia en
relacion con otras secuencias obtenidas de bases de datos como Gen Bank

(USA), DDSS (Japén) o EMLB (Alemania) (Madigan et al., 2009).

1.11.2. RAPD- PCR

Entre las técnicas de perfiles de ADN se encuentra la amplificacion al

azar de ADN polimérfico (RAPD-PCR). Esta es una de las técnicas mas
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verséatiles desde que fue desarrollada por Williams et al. (1990). Utiliza
cebadores cortos, usualmente de diez nucledtidos de longitud, para
amplificar por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), areas especificas
distribuidas al azar en el genoma. Su pequefiez y la baja temperatura de
alineamiento permiten que cada cebador se una a varias secuencias en el
genoma, permitiendo amplificar muchos fragmentos de ADN. Estos
fragmentos amplificados se pueden separar por electroforesis en geles de
agarosa, haciendo de este ensayo una manera eficiente de mostrar
polimorfismos de secuencias de nucleétidos entre individuos o grupos de
individuos, proporcionando una huella caracteristica. Una de las ventajas de
esta técnica es que no se necesita informacion de la secuencia de ADN y
ademas el procedimiento es relativamente rapido y facil de llevar a cabo
(Tingey et al., 1993). RAPD-PCR ha sido utilizado para identificar especies
de Bacillus terméfilos y no termofilos (Ronimus et al., 1997), especificamente
en identificacion y caracterizacion de bacilos termofilos encontrados en
leches en polvo (Ronimus et al., 2003; Ruckert et al., 2004; Ronimus et al.,

2006; Reginensi et al., 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general.

Caracterizar fenotipica y genotipicamente aislamientos de cepas de

Anoxybacillus provenientes de leches en polvo comerciales uruguayas.

2.2. Objetivos especificos.

» Caracterizar por pruebas bioquimicas primarias Yy
secundarias los aislamientos de presuntas bacterias del

género Anoxybacillus.

» Determinar actividad proteolitica, lipolitica y amilolitica de

cada aislamiento.

> ldentificar por técnicas genéticas los aislamientos.

» Estudiar la formacion de biofilm a través de la capacidad de

adhesion a placas de polipropileno.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Preparacion de muestras y seleccion de aislami  entos.

Para la obtencidon de nuevos aislamientos 10 bolsas de leche en polvo
producidas en Uruguay fueron obtenidas de varios comercios y se
procesaron en el laboratorio de la Unidad de Tecnologia de los Alimentos de
la Facultad de Agronomia. Para el analisis de las muestras se pesaron en
condiciones de esterilidad 10 g de leche en polvo, se afiadieron 90 ml de
agua peptonada estéril y se homogeniz6 usando un Stomacher ®400
Circulator (Seward Ltd., UK). Las muestras se trataron a 80°C, por 10
minutos previo a la siembra (Ruckert et al., 2004). Se transfirieron 100ul de
las muestras a Tryptic Soy Agar (TSA, Oxoid Ltd., UK). Se incubaron a 55°C
(Ronimus et al., 2006) por 24 hs. Luego de la incubacion de cada placa, se
seleccionaron 20 colonias muy sugestivas de ser Anoxybacillus sp., las
cuales fueron subcultivadas para obtener colonias puras. Se les realizd
tincibn Gram y observacion al microscopio y se le realizaron las pruebas
bioguimicas. A partir de los resultados se seleccionaron las cepas: 24.1,
1502, 1603, 1270 para las siguientes pruebas de caracterizacion e

identificacion. Se utilizaron como cepas de referencia A. flavithermus
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pertenecientes al laboratorio de la Unidad de Tecnologia de los alimentos

(A1, A12, UY 1409).

Tabla 1. Nimeros de aislamientos y origenes, utiliz  ados en este trabajo.

NuUmero de cepa Origen

Al Cepa de la coleccién del Laboratorio
Al2 Cepa de la coleccién del Laboratorio
uUY 1409 Cepa de la coleccién del Laboratorio
1270 Leche en polvo comercial

24.1 Leche en polvo comercial

1502 Leche en polvo comercial

1603 Leche en polvo comercial

3.2. Caracterizacion de las cepas por la morfologia de sus colonias,

morfologia de células, presencia de esporas y posic  ion.

Las cepas aisladas se sembraron en placas con medio TSA y se

incubaron a 55°C por 48hs. Luego se realizé una evaluacion visual de las

25



colonias teniendo en cuenta las siguientes caracteristicas: tamafio, color,

elevacion y bordes.

Se caracterizo la morfologia de las células, la presencia y la posicion
de las esporas de cada una de las cepas aisladas, mediante tincion Gram y

observacion al microscopio.
3.3. Caracterizacion fenotipica de los aislamientos por pruebas

bioquimicas.

Todas las pruebas bioquimicas de rutina utilizadas en el laboratorio

fueron inoculadas a partir de un cultivo puro en TSA.

3.3.1. Enzima catalasa.

Se transfirieron con un palillo estéril, células del centro de una colonia
aislada a la superficie de un portaobjetos en el que se colocdé una pequeia
gota de peroxido de hidrogeno al 3%. La rapida aparicion y produccion

sostenida de burbujas de gas, indica la presencia de la enzima catalasa.

3.3.2. Ensayo de Sulfuro-Indol-Motilidad (SIM).

Se inocularon con anza recta tubos conteniendo 5 ml del medio SIM
(Difco, Lb., USA). La inoculacion se realizé en el centro de los tubos, en linea
recta y abarcando dos tercios de la profundidad del tubo. Los tubos se

incubaron a 55° C durante 24 hs. Luego de la incubacion se agregaron 3-5
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gotas de reactivo de Kovac's. Las cepas se consideraron H,S positivas si se
produjo un ennegrecimiento a lo largo de la linea de siembra o en todo el
medio, Indol positivas en el caso de producirse compuestos de color rojizo en
el medio al afiadir el reactivo de Kovac's, lo cual indica la presencia de la
enzima triptofanasa y méviles en caso de producirse turbidez del medio mas

alla de la linea de siembra.

3.3.3. Fermentacion de azlcares

Para determinar la capacidad de fermentar azUcares se inocularon
tubos conteniendo 5 ml de un caldo con glucosa o manitol como Unica fuente
de carbono, peptona y rojo fenol como indicador de pH (Koneman et al.,
2008). Se incubaron a 55°C por 24 hs. El viraje hacia color amarillo del
indicador de pH significa acidificacion y el viraje hacia rojo significa
alcalinizacion. La prueba se considerd positiva en el caso de observarse
crecimiento y un viraje del indicador hacia el color amarillo. Ademas en los
tubos con glucosa se colocaron tubos de Durham para detectar la formacion

de gas, lo cual es caracteristico en la fermentacion de glucosa.

3.3.4. Ensayo de triple azucar hierro (TSI)

Se inocularon por puncién tubos conteniendo 5 ml de medio TSI
(Difco, Lb., USA) en forma de pico de flauta, introduciendo la punta hasta 3 a

5 mm del fondo del tubo. Tras retirar la punta del fondo se estri6 el pico con
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un movimiento hacia uno y otro lado. Se incubaron los tubos a 55°C durante

24 hs.

La fermentacion de azucares se determind por el viraje de color del
indicador de pH (rojo fenol) en la porcion inclinada (pico) o en la porcién
inferior (fondo) del tubo. Se interpreté que las bacterias eran fermentadoras
de glucosa (sin fermentacion de lactosa ni sacarosa) si el indicador de pH
viré hacia amarillo en todo el tubo en las primeras 10-16 h., y al continuar la
incubacién el pico retorno a color rojo por degradacién aerobia de las
peptonas que producen aminas. Se considerd positiva la fermentacion de
lactosa y/o sacarosa si el indicador de pH viré a color amarillo en todo el
tubo. En los casos en que se observo pico y fondo alcalinos se considerd que
no hubo fermentacion de azucares. La produccion de H,S y gas se puso en
evidencia en caso de observarse un precipitado negro en el fondo del tubo y

la formacion de burbujas respectivamente.

3.3.5. Ensayo de Rojo de Metilo - Voges-Proskauer (  RM-VP).

Se inocularon tubos conteniendo caldo RM-VP (Rojo de metilo-Voges-
Proskauer) (DIFCO, Lab., USA) y se incubaron a 55°C por 48 hs. Luego de la
incubacién se dividié el contenido de cada tubo en dos tubos limpios, para

hacer los dos ensayos por separado.
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Para revelar VP se agregaron diez gotas de alfa-naftol al 5% y una
gota de KOH al 40%. El desarrollo de color rojo-fucsia luego de 15 minutos
indico la presencia de diacetilo, producto de oxidacion de la acetoina
(intermediario en la produccion de butanodiol) y por lo tanto las bacterias

fermentaron la glucosa por la via del butanodiol.

El revelado de RM se realizé agregando 4-8 gotas del indicador rojo
de metilo. El desarrollo de un color rojo indicé que se produjo suficiente acido
como para producir el viraje del indicador de pH y por lo tanto las bacterias

fermentaron la glucosa por la via de &cido mixta.

3.3.6. Reduccioén de nitrato

Las bacterias se inocularon en un medio liquido conteniendo nitrato de
potasio, extracto de carne y peptona (Difco, LB., USA) y se incubaron a 55°C
por 24 hs. La presencia de nitritos en el medio se detectd afiadiendo 1 ml de
a-naftilamina y 1 ml de acido sulfanilico con la formacién de un colorante rojo
de diazonio, p-sulfobenceno-azo-a-naftiilamina. El desarrollo de color rojo a
los 30 segundos de afiadir los reactivos indica la presencia de nitritos y
representa una reaccion positiva para la reduccion de nitratos. La ausencia
de color tras el agregado de los reactivos puede indicar que los nitratos no
han sido reducidos o que han sido reducidos a productos distintos de los

nitritos, como amoniaco, nitrégeno molecular (desnitrificacién), éxido nitrico
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(NO) u oxido nitroso (N20), e hidroxilamida. Para evitar falsos negativos es
necesario agregar una pequefia cantidad de zinc a todas las reacciones
negativas. Los iones zinc reducen los nitratos a nitritos y el desarrollo de
color rojo tras agregar polvo de zinc indica la presencia de nitratos residuales

y confirma la reaccidén negativa verdadera.

3.3.7. Enzima Ureasa

Se inocularon tubos conteniendo caldo urea y se incubaron a 55°C por
24 hs. La prueba se considero positiva en el caso de aparicion de coloracion
rojiza en el medio, lo cual indica alcalinizacion e hidrdlisis de urea. (Koneman

et al., 2008)

3.3.8. Enzimas B galactosidasay B glucoronidasa.

En los estudios para la caracterizacion enziméatica de 3 galactosidasa
y B glucoronidasa se utilizaron discos impregnados con los sustratos: o-
nitrofenil-B-D-galactopirandsido y fenoftalein—B-glucurdnido respectivamente,
introducidos en tubos estériles con 500 ul de agua estéril y una anzada de la
bacteria en estudio, la lectura se realizé luego de 3 hs. de incubaciéon. En
ambos casos la lectura se interpretd como positiva si se produjo cambio de
color incoloro a color amarillo, indicando el crecimiento y la utilizacion de los

sustratos (Quintet 3H Enterobacteriaceae, Sanofi Diagnostics Pasteur, Inc.).

30



3.4. Caracterizacion de los aislamientos mediante |  os perfiles proteicos.

Se cultivaron los aislamientos en caldo TS (TSB, Oxoid Ltd., UK)
hasta fase exponencial tardia de crecimiento y se obtuvieron las muestras
para el posterior analisis de las diferentes cepas. Las proteinas totales fueron
extraidas segun el siguiente procedimiento modificado de Gémez Zavaglia et
al. (1999). Las células se cosecharon por centrifugacion a 7000g durante
10min. a 4°C y se realizaron 2 lavados con PBS (buffer fosfato salino). Se
tomaron 100 pl de suspensién celular e igual volumen de una solucién al
10% de lisozima y se incubd a 37°C durante 3hs. Luego se agregaron 50 pl
de SDS (dodecil sulfato de sodio) al 20% y se incubd a 100°C durante 10min,
seguido de una centrifugacion a 10.000g durante 10min a 4°C. Los
sobrenadantes conteniendo las proteinas totales se resolvieron mediante
SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 10%, con un gel concentrador al
4%. Se sembré también el marcador de peso molecular PageRuler
Prestained Protein Ladder, apparent MW, kDa (Fermentas Life Sciences).
Se corrié a 20 mA durante 2-3 hs aproximadamente. El revelado se realizd
con azul de Coomassie y su posterior destefiido con &cido acético (10%) y

etanol (5%).
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3.5. Caracterizacion genotipica.

3.5.1. Extraccion de ADN gendmico.

A partir de cultivos puros de 20 aislamientos se seleccionaron 4 cepas
(24.1, 1270, 1502, 1603) para proseguir con la caracterizacién genética. A
partir de estas 4 cepas y de las cepas de referencia del laboratorio de la
Unidad de Tecnologia de los Alimentos (Al, A12, UY 1409), se inocularon
tubos conteniendo 3ml de caldo TSB y se incubaron a 55°C por 24 hs. Se
cosecharon las células mediante centrifugacion a 10.000 rpm durante 5
minutos, en una centrifuga Spectrofuge 7M (Labnet International Inc. USA).
La obtencion del ADN se realizo utilizando un Kit comercial de ADN
genomico (Fermentas Internacional Inc., USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se realizaron alicuotas del ADN obtenido para su utilizacion

como molde en las reacciones de amplificacion.

3.5.2. RAPD-PCR usando cebador OPR 13.

La amplificacion se llevo a cabo en un volumen final de reaccion de 25
ul conteniendo: 1X Thermo buffer, 2.5mM de MgCl,, 200uM de cada dANTP
(Fermentas, USA), 1U de Taq polimerasa (Fermentas, USA), 1 uM de primer
OPR13 (5"-GGACGACAAG-3") (Ronimus et al., 1997) y 5 pl del DNA molde.
Las mezclas de reaccion se procesaron en un termociclador Corbett CG1-96

con un palmtop computer interface (Corbett Research Ltd., Cambridge, UK)
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segun el siguiente programa: 3 min y 45 seg. a 94°C; luego fueron sometidos
a 35 ciclos cada uno de: 15 s a 94°C- 15 s a 36°C- 2 min. a 72°C; finalmente
un paso de extension final de 4 min. a 72°C (Ronimus et al., 1997). Los
productos de PCR se visualizaron en gel de agarosa al 1.5% utilizando buffer
Tris-Borato- EDTA (TBE) y conteniendo 0.5ug/ml de Good View (SBS
Genetech Co., Ltd). EI marcador de peso molecular utilizado fue GeneRuler
100pb Plus DNA Ladder (Fermentas Life Sciences). La electroforesis se
realizé a 10 V/cm por 1 h. Las bandas se visualizaron en un transiluminador

UVv.

3.5.3 Analisis de la secuencia del gen del ARNr1 6S.

Los aislamientos seleccionados fueron identificados mediante analisis
de secuencia del gen ARNr 16S. Las reacciones de amplificacion se
realizaron en un volumen final de 25 pl conteniendo: 1X Thermo buffer
(Fermentas, USA), 2,5 mM de MgCl2, 200 uM de cada dNTP (Fermentas,
USA), 1U Taq polymerase (Fermentas, USA), 0,2 mM de cada cebador (fD1
(5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y rD1 (5"-AAGGAGGTGATCCAGCC-
3’) (Weisburg et al., 1991) y 20 ng de ADN molde. Los cebadores se
utilizaron para amplificar un fragmento de 1540 pares de bases del gen del
ARNr 16S (Weisburg et al., 1991) y los productos de amplificacion fueron
purificados y secuenciados por Macrogen Sequencing Service, Korea. Las

secuencias de DNA se compararon con las depositadas en la base de datos
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NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), para la identificacion de

los aislamientos basados en la similitud de secuencias.

3.6. Actividad proteolitica, lipolitica y amiloliti ca en placa.

Para cada uno de los aislamientos seleccionados se evalu6: a) la
actividad proteolitica, mediante siembra en superficie en placas de TSA
adicionado con caseina al 2%; b) la actividad lipolitica mediante siembra en
superficie en placas de agar Spirit Blue (Difco); c¢) la actividad amilolitica
mediante la siembra en superficie en placas de TSA adicionada con almidén
al 1%, revelando la actividad enzimatica luego de 48 hs. de incubacion con
una solucion de Lugol (0.3% de 1). Se verificara la presencia de una zona
clara alrededor de la colonia (halo), lo cual indicara la presencia de actividad

proteolitica, lipolitica o amilolitica.

3.7. Ensayo para determinar la formacion de biofilm

Para cada aislamiento se evalu6 su capacidad de formar biofilm. Los
aislamientos fueron cultivados en caldo TS a 50°C durante 24 hs. Los
cultivos se ajustaron a una densidad 6ptica de 0.1 de absorbancia a 600nm,
se inocularon al 1% en medio TSB en una placa de polipropileno estéril de 96
pocillos. Se incubaron con agitacion a 50°C durante 48 hs, luego de los
cuales se evalud la capacidad de formar biofilm segun la metodologia

propuesta por Auger et al. (2006), usando triplicados por cada cepa. Los
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pocillos fueron lavados dos veces con PBS y las células adheridas fueron
tefiidas con solucion de cristal violeta al 1%, a temperatura ambiente por 20
minutos. Luego las células fueron lavadas tres veces con PBS (tampodn
fosfato salino) estéril, el colorante se solubilizo con etanol absoluto y se midio
la densidad optica a 490 nm. Se define el coeficiente de adhesion como la
relacion entre la absorbancia a 490 nm de la muestra y la absorbancia a 490
nm del control sin inocular. Valores mayores a 1 indican formacion de biofilm

y adhesion a la superficie.
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4. RESULTADOS

Las muestras de leche en polvo comercial uruguaya fueron calentadas
a 80°C por 10 min. Este tratamiento permite aislar de forma selectiva
microorganismos formadores de esporas ya que mata las células
vegetativas pero mantiene viables las esporas presentes. Reginensi et al.
(2011) not6 que la ocurrencia de A. flavithermus se incrementaba mediante
este tratamiento de las muestras. Luego las muestras fueron sembradas en
medio TSA e incubarlas a 55°C por 24 hs. Los 20 aislamientos seleccionados
al azar presentaron los mismos resultados en las pruebas bioquimicas y las
caracteristicas morfolégicas de las células al microscopio fueron similares,
por lo que se seleccionaron al azar 4 cepas para las demas pruebas de
caracterizacion e identificacion (1270, 1502, 1603, 24.1). Se compararon con

las cepas de referencia de A. flavithermus (A1, A12, UY 14009).

4.1. Caracterizacion fenotipica

4.1.1. Caracteristicas morfoldgicas de coloniasyc  élulas.

Las caracteristicas morfologicas de los aislamientos incluyen la
descripcion macroscopica de las colonias, descripcibn microscopica de la
forma y tamano celular, la coloracion Gram y la movilidad. La descripcion de
la morfologia de las colonias (forma, bordes, color, elevacion) se describen

en la tabla 2.
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Tabla 2. Descripcion de la morfologia de las coloni  as en medio TSA.

NUmero de Caracteristicas morfologicas de las colonias en med io TSA luego
aislamiento de 24 hs de incubacion a 55°C.
Al Forma circular, bordes irregulares, color crema con centro mas oscuro, convexa,

tamafio pequefio.

Al2 Forma circular, bordes regulares, color crema claro, convexa, tamafio mediano.
Uy 1409 Forma circular, bordes regulares, color crema , convexa, tamafio pequefio
24.1 Forma circular, bordes irregulares, color crema con centro mas oscuro, convexa,

tamafio pequefio

1270 Forma circular, bordes regulares, color crema con centro mas oscuro, convexa,
tamafio mediano

1502 Forma circular, bordes irregulares, color crema con centro mas oscuro, convexa,
tamafio mediano

1603 Forma circular, bordes regulares, color crema, convexa, tamafio pequefio

Las células obtenidas de colonias puras de cada uno de los
aislamientos y tefiidas con tincibn Gram resultaron ser bastones Gram +,
pleiomérficas, esporuladas (esporas terminales, en varios casos con
esporangio hinchado,”forma de clavo”). Al observar al microscopio, en un
mismo preparado se pudo observar tipicamente bastones rectos, bastones
curvados y variadas morfologias, tipico de A. flavithermus (figura 1). Se
examinaron al microscopio células viables de cada uno de los aislamientos

constatandose que se trataba de células moviles.
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Baston con
endospor

Célula curva

Célula curva

Baston con endospora

Célula vegetativa

Figura 1. Vista microscopica (100X, microscopio Optico) de la cepa UY 1409 en medio TSA
luego de 24 hs. de crecimiento, observando la morfologia tipica de sus células y esporas.

4.1.2 Caracterizacion bioguimica

En la tabla 3 se observan los resultados correspondientes a las
pruebas bioquimicas realizadas a los cuatro aislamientos estudiados en este
trabajo y las cepas de referencia. Todos los aislamientos estudiados

resultaron ser catalasa positivos, y fermentaron glucosa y manitol.
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Tabla 3. Resultados de las pruebas bioquimicas real izadas a los aislamientos (24.1,
1270, 1502, 1603) y las cepas de referencia (A1, A 12, UY 1409).
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Al + + + A/A -/-1+ + - + - + -
A12 + + + A/A -1+ + - + - + -
uvy140 | + + + AA | -+ + - + - + -
1270 + + + AIA -[-1+ + - + - + -
24.1 + + + A/A -1+ + - + - + -
1502 + + + AIA -[-1+ + - + - + -
1603 + + + AIA -[-1+ + - + - + -
TSI (A/A = pico acido / fondo acido); SIM (presencia de H,S / presencia de Indol / movilidad)

Los resultados de la prueba TSI indicaron que los aislamientos y las
cepas de referencia fermentan glucosa y lactosa y/o sacarosa, no

observandose produccion de gas ni H,S.

La prueba bioquimica SIM indicé que todas las cepas bacterianas
estudiadas carecen de la enzima triptofanasa ya que no se observé el anillo
rojo caracteristico luego de afadir al medio SIM el reactivo de Kovac's.
Tampoco se observd ennegrecimiento al lo largo de la linea de siembra

aunque si se observo crecimiento mas alla de ella por lo que se interpretan
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como H,S negativas y moviles. En todos los casos la reaccion de rojo de
metilo (RM) resulté positiva, por lo que se deduce que los microorganismos
en estudio fermentan la glucosa por la via de &cido mixta y acidifican el
medio de cultivo. Las cepas estudiadas no fermentan la glucosa por la via del

2,3 butanodiol.

La reduccion de nitratos fue positiva para todos los aislamientos,
produciéndose reduccién de nitrato a nitrito, detectandose con los reactivos

correspondientes.

Los aislamientos analizados en caldo urea no presentan la enzima

ureasa.

Los cuatro aislamientos dieron positivo para la enzima
galactosidasa, produciéndose cambio de color de los discos lo cual indica la
presencia de la enzima que hidroliza el sustrato, Yy todos resultaron
negativos para la enzima (3 Glucoronidasa., al igual que las cepas de

referencia.

El crecimiento en placas con medio TSA e incubadas a 37°C, 50°C,
55°C, 60°C, 65°C fue positivo para los aislamientos estudiados en este

trabajo, observandose el crecimiento de las colonias tipicas de cada cepa,
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4.1.3 Caracterizacion fenotipica por perfiles de pr  oteinas.

Se ha comprobado que el analisis de los patrones de proteinas totales
obtenidos a partir de SDS-PAGE ha resultado muy confiable y es una
herramienta mas para comparar y agrupar un gran numero de bacterias

(Gomez-Zavaglia et al., 1999).

En la figura 2 se observan los perfiles de proteinas totales de los
cuatro aislamientos estudiados en este trabajo (24.1, 1270, 1502, 1603) y las
cepas de referencia Al2 y UY1409. Observando los perfiles se puede
agrupar a los aislamientos en 3 grupos, cada uno con la misma cantidad y
tamafo de bandas: grupol (UY1409, 1270,24.1), grupo 2 (Al12, 1502), grupo
3 (1603); aunque los tres grupos concuerdan en la mayoria de las bandas

excepto en las bandas de mayor tamafo.
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Fig.2. SDS-PAGE de perfiles de proteinas totales, en un gel de poliacrilamida al 10%, con un gel
concentrador al 4%. Carriles (1: Marcador de peso molecular (MPM), 2: UY 1409, 3: 1270, 4: Al12, 5:
24.1, 6: 1502, 7: 1603). El tamafio en Kda del MPM esta indicado en el margen izquierdo de la figura.

4.2. Caracterizacion genotipica

4.2.1. RAPD- PCR

Los perfiles de ADN obtenidos por RAPD-PCR utilizando el cebador
OPR13 de los aislamientos 24.1, 1270, 1502, 1603 vy de las cepas de
referencia de A. flavithermus (A1, A12, UY 1409), muestran tres bandas bien

marcadas de aproximadamente 1600, 1000 y 450 pares de bases, asi como
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dos bandas mas tenues de aproximadamente 650 pb y 2600 pb, como se

observa en la figura 3.

3000
2000
1500
1200
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400
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Fig.3. Perfiles de ADN producto de RAPD- PCR de los aislamientos obtenidos de leche en polvo y de
las cepas de referencia de A. flavithermus del laboratorio, corridos en electroforesis en gel de agarosa
al 1.5%. Carril 1: Marcador de peso molecular; carriles 2-4 (cepas de referencia Al, A12, UY1409,
respectivamente); carriles 5-8 (nuevos aislamientos: 24.1, 1502, 1603, 1270, respectivamente). El
tamafio en pares de bases del marcador de peso molecular esta indicado en el margen izquierdo de la

figura.

4.2.2. ldentificacion de los aislamientos mediante analisis de la
secuencia codificante del ARNr 16S de los aislamien tos.

Mediante la amplificacion, purificacion, secuenciacién y comparacion

con las secuencias depositadas en la base de datos NCBI BLAST del
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fragmento de 1540 pb. del gen que codifica el ARNr 16S se encontré una
similitud mayor al 98 % de los cuatro aislamientos con la especie
Anoxybacillus flavithermus lo cual permitio identificarlos como pertenecientes

a esta especie.

4.3. Protedlisis, lipdlisis y amildlisis.

Las actividades proteoliticas y lipoliticas analizadas mediante siembra
en superficie en placas de medio de cultivo TSA adicionado con caseina al
2% y siembra en superficie en placas de medio de cultivo Agar Spirit Blue,
respectivamente, resultaron positivas para las cepas estudiadas, siendo los
halos pequefios y similares para las distintas cepas. La actividad amilolitica

resultd negativa en todos los casos.

4.4. Formacioén de biofilm

Uno de los objetivos especificos de este trabajo fue estudiar la
formacion de biofilm a través de la capacidad de adhesion a superficies lisas
con el ensayo de tincién con cristal violeta. La tabla 4 muestra los valores de
absorbancia a 490 nm, los cuales resultaron mayores al control para los seis
aislamientos. Por lo tanto los coeficientes de adhesién son mayores a 1y
esto indica que hubo adhesion a la superficie de los pocillos por parte de los
microorganismos. El aislamiento 1502 present0 el valor de coeficiente de

adhesion mayor (2.55)
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Tabla 4. Valores de Absorbancia a 490nm y coeficie ntes de
adhesién de cada aislamiento.

Numero de cepa

Absorbancia 490nm

Coeficiente de adhesién

Control 0.1345 1.00
Al 0.2580 1.92
Al12 0.2427 1.80
1409 0.2605 1.94
1270 0.2705 2.01
241 0.2597 1.93
1502 0.3434 2.55
1603 0.2326 1.73
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5. DISCUSION.

Mediante el andlisis de las caracteristicas fenotipicas y su
comparacion con las cepas de referencia de A. flavithermus
correspondientes a la coleccion del Laboratorio (cepas Al, A12, UY 1409),
analisis de los perfiles de ADN con la técnica RAPD- PCR y el analisis de la
secuencia parcial del gen que codifica el ARNr 16S se identificaron las cepas

(24.1, 1502, 1603, 1270) como pertenecientes a la especie A. flavithermus.

En los perfiles de ADN de las cepas analizadas por RAPD- PCR con el
cebador OPR 13 se observan tres bandas de mayor intensidad (1600, 1000 y
460 pares de bases) (Fig. 4). Los tamafios de estas bandas coinciden con los
tamafnos de bandas de los perfiles de A. flavithermus cepa C (UY 1409)
aislados de leche en polvo comercial en Uruguay descriptos por Reginensi et
al. (2011), lo cual confirmé la identificacion de las cepas. Mediante esta
misma técnica y con este mismo cebador se analizaron los perfiles de ADN
de A.flavithermus cepa C aislados de leche en polvo en Nueva Zelanda asi
como los perfiles de ADN de esta especie correspondientes a nueve paises
(Alemania, Estados Unidos, Francia, Sudafrica, Tailandia, Nueva Zelanda,
Gran Bretafia, Canada y México) y en todos ellos se destacaban en
intensidad cuatro bandas, tres de las cuales se corresponden con 1600, 1000
y 460 pb, con excepcion de Francia en la que falt6 la banda caracteristica de

1000 pb (Ronimus et al., 2003; Ruckert et al., 2004).
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Las colonias de A.flavithermus fueron descriptas por primera vez por
Heinen et al. (1982) y luego por Pikuta et al. (2000) como de color amarillo
brillante. Se descubri6 que el color amarillo se debia a un carotenoide
encontrado en la membrana citoplasmética de la bacteria, el cual era
fotosensible (Heinen et al., 1982). Esta descripcion no se corresponde con el
color crema de las colonias de los aislamientos estudiados en este trabajo,
sin embargo hay evidencia de variaciones en esta caracteristica entre
diferentes cepas de esta misma especie. Un ejemplo es la descripcion de las
colonias de A. flavithermus spp yunnanensis como de color crema, lisas, con
bordes redondeados (Dai et al.,, 2011). Se deberian realizar analisis
adicionales para valorar la posibilidad de que las cepas analizadas
pertenezcan a esta subespecie, una de ellos deberia ser el analisis de la

capacidad de crecer en presencia de etanol.

Las células obtenidas de colonias puras de los aislamientos
estudiados en este trabajo fueron bastones Gram +, con endosporas
terminales, pleiomorficas (ocurrencia de bastones curvados y rectos en un
mismo preparado) lo cual no ha sido observado previamente en nuestro
laboratorio asi como también en la especie relacionada A. contaminans (De

Clerck et al., 2004).

Los resultados de las pruebas bioguimicas de los aislamientos (24.1,

1502, 1603, 1270) coincidieron entre siy con los pertenecientes a las cepas
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de referencias utilizadas en este trabajo aunque se podrian haber admitido
variaciones. Existen también coincidencias con resultados de pruebas
bioquimicas de A. flavithermus en estudios anteriores. Segun los resultados
de la prueba de la enzima catalasa todos los aislamientos resultaron poseer
esta enzima, lo cual concuerda con descripciones anteriores de A.
flavithermus (Pikuta et al., 2000). Los aislamientos resultaron no poseer la
enzima triptofanasa. Pikuta et al. (2000) describié a A. flavithermus como
positiva para la enzima triptofanasa. Se produjo la reducciéon de nitrato a
nitrito por parte de las cuatro cepas (24.1, 1502, 1603, 1270) asi como de las
cepas de A. flavithermus de referencia. El desarrollo de color rojo a los 30
segundos nos indicé la presencia de nitrito. Con esta técnica no podemos
saber las etapas siguientes a esta reduccion. Este puede ser el primer paso
en la respiracion anaeroObica utilizando nitrato como aceptor final de
electrones o el primer paso hacia la asimilacion de nitrogeno. Cepas de
A.flavithermus han sido informadas como reductoras de nitrato (Pikuta et al.,
2000; Heinen et al., 1989), asi como en otros estudios no se ha observado
actividad reductora de nitrato (Belduz et al., 2003; Saw et al., 2008). Estas
diferencias pueden deberse a diferencias entre cepas e indica que los
meétodos bioquimicos tradicionales no aportan datos correctos para la
identificacion a nivel de especies en este caso. Actualmente los andlisis
bioguimicos estandar no son adecuados para la identificacion fenotipica pero

siguen siendo importantes para aprender los comportamientos bioquimicos
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de las bacterias. Debido a que el género Anoxybacillus es relativamente
nuevo comparado con otros mucho mas estudiados como Geobacillus o
Bacillus, las bases de datos de los proveedores de kits comerciales de
analisis bioquimicos como Biolog® y Api® no tienen disponibles datos

bioquimicos de Anoxybacillus (Goh et al., 2013)

En este estudio los perfiles de proteinas totales realizados por SDS-
PAGE fueron utilizados para caracterizar las bacterias fenotipicamente y
comparar los nuevos aislamientos con las cepas de A. flavithermus de
referencia, buscando posibles diferencias marcadas que pudieran inferir que
se trataran de diferentes especies, previo a la identificacion por
secuenciacion parcial del gen ARNr 16S. Se observa en la figura 3 una baja
diversidad de perfiles de proteinas totales. Excepto en las bandas de mayor
tamafo existe una gran similaridad entre los seis aislamientos. Si
observamos las bandas de mayor tamafio se pueden agrupar los
aislamientos en 3 grupos. Las diferencias entre las bandas entre estos 3
grupos reflejan variaciones entre cepas. Yuang et al. (2012) en su estudio
sobre la ocurrencia de bacilos termdfilos en leche en polvo comercial de
China agrup6 un gran nimero de aislamientos segun la similaridad en sus
perfiles de proteinas totales por SDS-PAGE. En ese estudio los perfiles de
proteinas totales tienen mas de quince bandas, encontrandose facilmente
variacion entre ellos incluso dentro de la misma especie, por ejemplo se

encontraron dos diferentes perfiles para la especie A. flavithermus. En este
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trabajo de acuerdo a esta técnica se encontraron 3 perfiles diferentes

guedando en evidencia la diversidad intraespecie de A. flavithermus.

La actividad proteolitica y lipolitica no es una caracteristica deseable.
La leche en polvo tiene fecha de caducidad extensa y estas actividades
sumadas a las de otras especies que estuviesen presentes podrian producir
propiedades organolépticas no deseables en leche en polvo asi como en
otros productos lacteos que se almacenan por largo tiempo antes de su
consumo. Los aislamientos de A. flavithermus estudiados en este trabajo no
presentan actividad amilolitica por la técnica utilizada (con almidon soluble).
Se han descubierto y caracterizado amilasas de varias cepas de
Anoxybacillus (Goh et al., 2013). Una cepa de A. flavithermus aislada de una
fuente termal en Turquia fue utilizada como inéculo para la produccion de a
amilasa a partir de cascara de arroz usando fermentacion en estado solido

(Goh et al., 2013)

En trabajos anteriores se ha observado que A. flavithermus forma
biopeliculas y se han estudiado las propiedades de la superficie externa de
estas bacterias implicadas en la capacidad de ellas de adherirse a
superficies como acero inoxidable. Se ha demostrado que la carga eléctrica
de la superficie de las bacterias, la hidrofobicidad y las proteinas de
superficie son factores que influyen en la unién de A. flavithermus a

superficies de acero inoxidable (principal material en industrias lacteas). La
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remocion de las proteinas de superficie de una cepa de A. flavithermus
resulté en la reduccion de 10™ log en su habilidad de adherirse a acero
inoxidable (Palmer et al., 2010). Las diferencias en los valores de
coeficientes de adhesion entre los aislamientos estudiados se pueden deber
a diferencias en las proteinas de superficie de cada cepa. Se ha demostrado
para otros tipos de bacterias que la movilidad de las bacterias es un factor
gue influye en la adhesion inicial de las bacterias a las superficies
(Vatanyoopaisarn et al., 2000), pero en nuestro caso las cepas resultaron ser
moviles a partir de la prueba SIM y observacion al microscopio del cultivo
fresco, por lo tanto las variaciones no se podrian atribuir a la movilidad

diferencial de las cepas.
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6. CONCLUSIONES

Los nuevos aislamientos y las cepas de referencia fueron
caracterizados fenotipica y genotipicamente, e identificados

como A. flavithermus.

Los perfiles de bandas por PCR-RAPD fueron idénticos para
todos los aislamientos evaluados en diferentes periodos de
muestreos a partir de muestras obtenidas de industrias
lacteas y de leche en polvo comerciales de diferentes

marcas

Las cepas de Anoxybacillus fueron confirmadas por
secuenciacion de un fragmento del gen que codifica para el

ARNTr 16S, con similitudes mayores a 98%,

El presente estudio permiti6 ampliar la coleccion de A.

flavithermus aislada de leche en polvo uruguaya.

Las cepas de A. flavithermus analizadas en este estudio

tienen actividades proteoliticas y lipoliticas

Se comprobd la capacidad de las cepas aisladas de
adherirse a superficies lisas apoyando la idea de que son

capaces de formar biopeliculas.
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7. PERSPECTIVAS

La formacién de biofilm a nivel industrial es un proceso complejo; es
importante desarrollar a nivel de laboratorio condiciones similares para
analizar las diferentes etapas en la adhesion y maduracion del mismo, asi
como también evaluar las relaciones que existen con otras especies

bacterianas (Bacillus) contaminantes de leche en polvo.

Una perspectiva a futuro desde el punto de vista de la actividad
enzimatica seria evaluar la estabilidad térmica de las enzimas, determinar la

presencia y el deterioro producido en la leche en polvo.

Trabajos futuros permitiran realizar un enfoque a la problematica de
deterioro y disminucion de la vida util de la leche en polvo, no descartando
los posibles ecosistemas microbianos resistentes a los procesos térmicos
gue alteren en conjunto la calidad de este producto y permitan establecerse
técnicas moleculares en tiempo real para identificar la presencia y

cuantificacion de Anoxybacillus.
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