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RESUMEN 

Las bacterias ácido lácticas son un grupo heterogéneo de bacterias Gram positivas, 
que difieren tanto desde el punto de vista morfológico como filogenético. Se 
caracterizan por producir ácido láctico como el principal metabolito o único producto 
de la fermentación Son los microorganismos más utilizados en el procesamiento de 
alimentos fermentados. Se han focalizado muchas investigaciones tanto en optimizar 
la participación de las BAL durante los procesos de elaboración, como en ampliar sus 
aplicaciones utilizándolas como probióticos. Son definidos como probióticos aquellos 
microorganismos que al ingerirlos vivos y en cantidad suficiente provocan efectos 
benéficos en la salud del consumidor más allá de su nutrición inherente. Uno de los 
primeros criterios de seguridad que se deben controlar en los candidatos a 
probióticos es la ausencia de resistencias adquiridas a los antibióticos. Además para 
que las BAL puedan ser consideradas probióticos deben cumplir ciertas 
características entre las cuales se encuentran la reducción o exclusión de 
microorganismos patógenos por la producción de sustancias antibacterianas 
(bacteriocinas, ácidos o peróxido de hidrógeno) y su persistencia y multiplicación en 
el hospedador. Lactococcus lactis GU967439 aislado de leche cruda proveniente de 
una granja de Nueva Helvecia, Colonia, Uruguay y L. lactis proveniente de American 
Type Culture Collection (ATCC) N°11454 fueron evaluados  in vitro, con el objetivo 
de determinar si son capaces de sobrevivir a condiciones que simulan el pasaje por el 
tracto gastrointestinal. Para ello, se testeó su resistencia en presencia de ácido, 
pepsina, pancreatina y bilis. Así también, la producción de bacteriocinas y su acción 
inhibitoria frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus aureus ATCC 
29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Listeria innocua ATCC 33090, 
Streptococcus bovis 2.5 (WT Escherichia coli ATCC 25922), Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 9027 y su sensibilidad a distintos antibióticos. L. lactis GU 967439 
fue sensible a todos los antibióticos activos frente a Gram positivos ensayados 
indicando probablemente no adquirió elementos de resistencia de otras cepas. 
Además el SLC de Lactococcus lactis GU 967439 tuvo actividad antagonista in vitro 
frente a los microorganismos Gram + utilizados como indicadores: Enterococcus 
faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 6538 y 29213, Listeria innocua 
ATCC 33090, Streptococcus bovis 2.5 WT y presentó mejor actividad que la cepa L. 
lactis ATCC N°11454. Sin embargo, el SLC de Lactococcus lactis GU 967439 no 
presentó actividad antagonista frente a los microorganismos Gram negativos 
empleados: Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. 
Por último se observó que Lactococcus lactis GU 967439 es resistente a la 
simulación del jugo gástrico a pH 2.5 y 3, pero no a pH 2. Lactococcus lactis GU 
967439 es capaz de sobrevivir en presencia de pancreatina y bilis.  
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SUMMARY 

Lactic acid bacterias (LAB) are a heterogeneous group of Gram positive bacterias, 
which differ from both morphological and phylogenetic points of view. They are 
characterized by producing lactic acid as the main metabolite or the only product of 
fermentation. They are the microorganisms most used in the processing of fermented 
foods. Many investigations have focused both on optimizing the participation of LABs 
during the manufacturing processes, and on expanding their applications using them 
as probiotics. Microorganisms that when ingested alive and in sufficient quantity cause 
beneficial effects on the health of the consumer beyond their inherent nutrition are 
defined as probiotics. One of the first safety criteria to be controlled in probiotic 
candidates is the absence of acquired resistance to antibiotics. In addition, for LABs to 
be considered probiotics, they must meet certain characteristics, among which are the 
reduction or exclusion of pathogenic microorganisms due to the production of 
antibacterial substances (bacteriocins, acids or hydrogen peroxide) and their 
persistence and multiplication in the host. Lactococcus lactis GU967439 isolated from 
raw milk from a farm in Nueva Helvecia, Colonia, Uruguay and L. lactis from the 
American Type Culture Collection (ATCC) Nº 11454 were evaluated in vitro, with the 
objective of determining whether they are able to survive conditions that simulate the 
passage through the gastrointestinal tract. For that purpose, it was tested the 
resistance in presence of acid, pepsin, pancreatin and bile. Likewise, bacteriocins 
production and its inhibitory action against Staphylococcus aureus ATCC 6538, 
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Listeria 
innocua ATCC 33090, Streptococcus bovis 2.5 (WT) Escherichia coli ATCC 25922, 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, and sensitivity to various antibiotics was 
tested. L. lactis GU 967439 was sensitive to all active antibiotics against Gram 
positives tested indicating that it probably did not acquire resistance elements from 
other strains. In addition, the SLC of Lactococcus lactis GU 967439 had antagonistic 
activity in vitro against the Gram + microorganisms used as indicators: Enterococcus 
faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 6538 and 29213, Listeria 
innocua ATCC 33090, Streptococcus bovis 2.5 WT and presented better activity than 
strain L. lactis ATCC No. 11454. However, the Lactococcus lactis GU 967439 SLC did 
not show antagonistic activity against the Gram negative microorganisms used: 
Escherichia coli ATCC 25922 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. Finally, it 
was observed that Lactococcus lactis GU 967439 is resistant to gastric juice simulation 
at pH 2.5 and 3, but not at pH 2. Lactococcus lactis GU 967439 is able to survive in the 
presence of pancreatin and bile. 
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REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

INTRODUCCIÓN  

 

Las bacterias ácido lácticas (BAL) son encontradas en ambientes muy nutritivos 
como la leche, carne o vegetales. Algunas especies se desarrollan en plantas, 
mientras que otras forman parte de la microbiota gastrointestinal de animales y 
humanos (Atanassova y col., 2003). Son los microorganismos más utilizados en el 
procesamiento de alimentos fermentados (Hladíková y col., 2012). 
 
Muchas investigaciones se han enfocado tanto en optimizar la participación de las 
BAL durante los procesos de elaboración, como en ampliar sus aplicaciones 
utilizándolas como probióticos, es decir, microorganismos viables no patógenos que 
inducen efectos benéficos en el hospedador (O’Sullivan y col., 1992; Aureli y col., 
2011). Para poder evaluar las propiedades probióticas de las cepas bacterianas que 
pueden utilizarse en los alimentos es importante comprobar su actividad in vitro 
(FAO/WHO, 2002). 
 
Las BAL poseen la capacidad de inhibir otros microorganismos debido a la 
disminución de pH del medio (Daeschel, 1989), la competencia por nutrientes y la 
producción de sustancias antimicrobianas, siendo ampliamente utilizadas en 
alimentos fermentados como biopreservantes (Cintas y col., 2001; Yang y col., 2012). 
 
Sin embargo, en los últimos años muchos investigadores han especulado sobre la 
posibilidad que las bacterias comensales, incluidas las BAL pudiesen actuar como 
reservorio de genes de resistencia a antibióticos, similares a aquellos encontrados en 
los microorganismos patógenos humanos. El mayor riesgo asociado al uso de estas 
bacterias, es que pudiesen transferir dichos genes a otros agentes patógenos 
(Mathur, 2005). 

BACTERIAS ÁCIDO LÁCTICAS 
 
Las bacterias ácido lácticas son un grupo heterogéneo de bacterias Gram positivas, 
que difieren tanto desde el punto de vista morfológico como filogenético. Se 
caracterizan por producir ácido láctico como el principal metabolito o único producto 
de la fermentación (Axelsson, 2004). Son bacterias no esporuladas, con forma de 
cocos o bacilos, catalasa negativas, libre de citocromos y tolerantes al ácido y al 
oxígeno (Atanassova y col., 2003). Pueden crecer en temperaturas entre 5 y 45°C y 
su pH óptimo de crecimiento es de 5,5 a 6,5. Estas bacterias tienen requerimientos 
nutricionales complejos que incluyen aminoácidos, péptidos, bases de nucleótidos, 
vitaminas, minerales, ácidos grasos y carbohidratos (Vodnar y col., 2010). 
 
Existen dos mecanismos por los cuales las BAL pueden fermentar los azúcares: 
glucólisis o la vía de glucosa-6-fosfato. Mediante glucólisis se obtiene ácido láctico en 
un 98% y estas bacterias son denominadas bacterias homolácticas. Algunos 
ejemplos de éstas son: Lactococcus lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, 
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, 
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus casei, y 
Lactobacillus plantarum. Las bacterias que utilizan el camino de la glucosa-6-fosfato, 
son heterofermentativas y durante la fermentación producen además cantidades 
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considerables de ácido acético, alcohol etílico, dióxido de carbono y otros 
subproductos como diacetilo y acetoína. El grupo de bacterias heterofermentativas 
incluyen algunos lactobacilos como: Lactobacillus brevis y Lactobacillus fermentum, 
así como también Streptococcus acetoinicus y todas las especies de Leuconostoc 
(Atanassova y col., 2003; Salminem, 1998).   

La mayoría de las BAL asociadas a los alimentos son “generalmente reconocidas 
como seguras” ("generally recognized as safe": GRAS) por la Food and Drug 
Administration (FDA) (Mathur y Singh, 2005).  

Las BAL forman parte de los cultivos iniciadores o starters los cuales son preparados 
de inóculos de bacterias o levaduras que se añaden a la leche o en una de las etapas 
de la elaboración de los productos lácteos fermentados, denominándose de esa 
manera debido a que su principal función es que inician la producción de ácido láctico 
(Hill y Kethireddipalli, 2013). Los géneros Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, 
Streptococcus y Pediococcus son los más usados en procesos de fermentación de 
leche, carne y vegetales (Hladíková y col., 2012). El género Lactococcus es uno de 
los más predominante en los cultivos iniciadores mixtos utilizados en la industria 
láctea (Jay y col., 2009). Lactococcus lactis ssp. cremonis y Lactococcus lactis ssp. 
lactis son cultivos mesófilos, es decir, que el rango óptimo de crecimiento es de 
30-35°C (Hill y Kethireddipalli, 2013).    

Por más de cientos de años, las BAL han sido de gran interés para los investigadores 
debido a los efectos benéficos en la salud humana y su habilidad para preservar los 
alimentos. Mechnikov (1908) fue el primero que relacionó la salud humana con las 
BAL y descubrió que tenían la propiedad de inhibir el crecimiento de microorganismos 
patógenos que habitaban el tracto gastrointestinal. Por mucho tiempo, estos hechos 
fueron subestimados, hasta que en los años 90’s luego de varias investigaciones 
exitosas, algunos científicos se centraron en el0 rol de las BAL en la salud humana. 
Estos estudios fueron los que impulsaron a continuar investigando acerca de las 
propiedades antimicrobianas y probióticas de dichas bacterias (Stoyanova y col., 
2012). 
  
La capacidad de las BAL de inhibir otros microorganismos, se debe a la disminución 
del pH del medio, a la competencia por los nutrientes y a la producción de varias 
sustancias antimicrobianas (Daeschel, 1989). Varias son las sustancias sintetizadas 
por BAL que poseen actividad antibacteriana, entre ellas: ácidos orgánicos, diacetilo, 
peróxido de hidrógeno, ácidos grasos y péptidos de síntesis ribosomal (denominados 
bacteriocinas) (Piard y Desmazeaud, 1991; Jay, 1982). La cantidad y tipos de 
componentes antibacterianos dependen de la posición taxonómica de la bacteria, la 
composición de los nutrientes del medio y las condiciones de crecimiento (Lindgren y 
Dobrogosz, 1990).  
 
Actividad antimicrobiana 
 
Ácidos orgánicos 
 

La característica preservadora de los cultivos iniciadores en los alimentos se atribuye 
a la acción combinada de diferentes metabolitos antimicrobianos formados durante el 
proceso de fermentación, como por ejemplo algunos ácidos orgánicos: láctico, 
acético y propiónico (Caplice y Fitzgerald, 1999). En la fermentación de azúcares se 
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forma ácido láctico y otros ácidos que provocan la disminución de pH del ambiente, 
permitiendo así su pasaje a través de las membranas celulares logrando alcanzar el 
citoplasma de diferentes  microorganismos, inhibiendo su crecimiento (Haller y col., 
2001).  

La cantidad y tipos de ácidos orgánicos producidos durante la fermentación 

dependen de las especies de microorganismos, la composición de los cultivos y las 
condiciones de crecimiento (Lindgren y Dobrogosz, 1990; Yang, 2000). Los ácidos 
acético y láctico son los principales metabolitos finales producidos por las BAL 
durante la fermentación y las concentraciones de los mismos son dependientes de 
las cepas (Lau y Lion, 2014). 
 
Gerez y col. (2010), evaluaron la actividad antimicótica de BAL y encontraron que la 
misma estaba relacionada a la producción de ácido láctico, acético y fenil láctico. Por 
otro lado, Choesri y col. (2013), demostraron que BAL aisladas de un producto a base 
de pescado fermentado podían inhibir el crecimiento de bacterias patógenas debido a 
la producción de ácidos orgánicos. En comparación, el ácido acético tiene mayor 
espectro antibacteriano que el láctico, sin embargo ambos poseen un efecto sinérgico 
que al combinarlos es posible lograr suprimir por ejemplo, el crecimiento de 
Salmonella typhimurium (Salminem, 1998).  
 
Diacetilo 
 

El diacetilo es un producto final del metabolismo de las BAL y se forma durante la 
transformación del citrato mediante la vía del piruvato. Es el componente que le 
otorga el sabor y aroma característico a la manteca y se encuentra también en otros 
productos lácteos, bebidas alcohólicas, ensilados y alimentos fermentados 
(Vandenbergh, 1993; Jay y col., 2009). Dentro de las subespecies de Lactococcus 
lactis, existe la biovariante diacetylactis, la cual fermenta el citrato produciendo 
diacetilo y acetoína (Curioni y Bosset, 2002 citado por Cavanagh y col., 2015). 
Aunque fue identificado como un componente responsable del sabor de la manteca 
en el año 1929, su poder antibacterial fue descubierto antes, cuando Lemoigne 
(1927), comprobó que Bacillus globigii y Bacillus subtilis eran inhibidos en una 
concentración determinada de diacetilo, mientras que los mismos microorganismos 
utilizaban o destruían el compuesto a concentraciones menores. Algunos años 
después aparecieron varios informes acerca de su acción antibacteriana, y 
posteriormente, se comprobó la efectividad del diacetilo contra Mycobacterium 
tuberculosis, Corynebacterium diphtheriae, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, 
Erysipelothrix sp., Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium phlei, Neisseria 
gonorrhoeae, Pseudomonas spp., Salmonella spp., Staphylococcus aureus, 
Streptococcus spp. e incluso algunas BAL (Lévy-Bruhl y Cado, 1936; Hano, 1936; 
Lemoigne y Monguillon, 1936; Schales, 1951; Myrvik y Volk, 1954; Gupta y col., 
1973). Hedgecock y Jones (1950) demostraron que el diacetilo era más efectivo 
contra bacterias Gram negativas y hongos, que contra bacterias Gram positivas.  
 

Metabolitos del oxígeno 
 
Las BAL al crecer en medios aerobios producen varios metabolitos del oxígeno, entre 
ellos, peróxido de hidrógeno, aniones super óxido y radicales libres que poseen 
efecto bacteriostático y bactericida.  
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La acumulación de peróxido de hidrógeno en los medios de cultivo se debe a que las 
BAL, en general, no poseen catalasa, y el mismo funciona como un oxidante 
produciendo radicales libres que atacan componentes celulares esenciales como 
lípidos, proteínas y ADN. En la leche cruda existe el sistema antimicrobiano 
“lactoperoxidasa”, que si bien posee un poder preservante se reconoce la poca 
viabilidad de este compuesto en los alimentos ya que tiene un efecto perjudicial en la 
calidad sensorial causando rancidez de las grasas, reacciones de decoloración y 
enverdecimiento (Vásquez y col., 2009). 
 
Ácidos grasos 
 
Las bacterias ácido lácticas lipolíticas son capaces de producir ácidos grasos 
antimicrobianos que también contribuyen a la calidad sensorial de los alimentos 
fermentados (Earnshaw, 1992). Estudios observaron que la actividad antimicrobiana 
aumentaba con el largo de la cadena de los ácidos grasos (Woolford, 1975). Se 
descubrió que los ácidos grasos hidrolixados tenían actividad contra un amplio 
espectro de hongos y levaduras, siendo las últimas más sensibles y además, que 
presentaban mayor actividad antifúngica aquellos con cadenas de 12 carbonos 
(Sjögren y col., 2003). La producción de ácidos grasos hidrolixados sigue el 
crecimiento bacteriano, lo que indica que no son el resultado de la lisis celular. El rol 
metabólico de estos compuestos y la potencial actividad antifúngica en los 
ecosistemas naturales no se conoce con claridad (Schnurer y Magnusson, 2005).  
 

Bacteriocinas 

 

Las bacteriocinas son un grupo heterogéneo de péptidos antimicrobianos que varían 
en cuanto a su espectro y mecanismo de acción, peso molecular y sus propiedades 
fisicoquímicas (Stoyanova y col., 2012). Generalmente están formadas por 30-60 
aminoácidos, que poseen actividad bactericida o bacteriostática contra otras 
especies relacionadas. Son sintetizadas en los ribosomas generalmente de bacterias 
Gram positivas, y liberadas fuera de la célula (Garneau y col., 2002). Las bacterias 
productoras de bacteriocinas están protegidas de las mismas por la síntesis de 
proteínas. Si bien no se conoce con exactitud los mecanismos moleculares mediante 
los cuales estas proteínas les confieren protección a las bacterias productoras, se 
han propuesto dos sistemas de protección, los cuales en algunos casos actúan en la 
misma bacteria (Kleerebezem, 2004). Un sistema sería proporcionado por una 
proteína específica que secuestra e inactiva a la bacteriocina, o bien se une al 
receptor de la bacteriocina cambiando su estructura haciéndolo inaccesible a esta 
última (Venema y col., 1994). El segundo sistema lo constituyen las proteínas de 
transporte ABC que en algunos casos proporcionan el mecanismo de protección 
mediante la expulsión de las bacteriocinas que se unen a la membrana (Otto y col., 
1998). Se conoce que existe un gen que codifica la producción de bacteriocinas, uno 
que codifica la proteína que le confiere inmunidad contra la bacteriocina y al menos 
dos que participan en el sistema de secreción de la misma (Corrieu y Luquet , 2005).  
 
El término bacteriocinogenicidad se define como la capacidad de las bacterias de 
sintetizar y eliminar al exterior proteínas antagónicas de otros microorganismos, por 
lo que se podría deducir que las BAL tienen esta característica bien definida. La 
producción ocurre de forma natural durante la fase logarítmica del desarrollo 
bacteriano o al final de la misma, guardando relación directa con la biomasa 



13 
 

producida (Moreira, 1993; Feria, 2007). La producción de bacteriocinas se ve 
condicionada por el pH siendo propuesto por algunos estudios que el pH óptimo para 
la producción de las mismas es generalmente 5,5 a 6,0 y que sólo algunas pocas 
bacteriocinas son producidas a pH inferior a 5,0 (Bárcena y col., 1998). 
 
Las bacteriocinas son de gran interés para la industria alimentaria por su potencial 
aplicación en la preservación de alimentos. Por eso, en ellas se han centrado muchas 
investigaciones entorno a su detección, producción, purificación, forma de acción, 
caracterización bioquímica, propiedades bactericidas, espectro de acción y aplicación 
en la biopreservación de alimentos (Ogunbanwo, 2003; Lade y col., 2006). La nisina, 
producida por varias cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis, ha sido exitosamente 
utilizada para aumentar la vida útil y asegurar la inocuidad de los alimentos. Sin 
embargo, la demanda por nuevas sustancias antimicrobianas ha continuado 
creciendo en la industria alimentaria, por lo que es necesaria la determinación y 
caracterización de sustancias producidas por BAL que poseen dicha propiedad 
(Stoyanova y col., 2012). 
 
Las bacteriocinas de bacterias lácticas son generalmente estables a pH ácido o 
neutro, indicando una adaptación al entorno natural de las bacterias que las producen 
(Gutierrez y col., 2005).  
 
Algunos autores han considerado que el espectro de inhibición de estas sustancias 
proteicas es reducido, generalmente actúan sobre microorganismos relacionados 
taxonómicamente, de forma que presentan actividad bactericida solamente frente a 
cepas sensibles. No obstante, la susceptibilidad de las bacterias Gram negativas es 
limitada (Requena y Pelaez, 1995). Por otro lado, se comprobó, que la acción 
combinada de dos o más bacteriocinas puede reforzar considerablemente la acción 
inhibitoria (Hanlin y col., 1993).  

Clasificación de las bacteriocinas 

Las bacteriocinas son clasificadas basándose en su estructura primaria, pesos 
moleculares, modificaciones post-traduccionales y características genéticas. Sin 
embargo, no existe una clasificación adoptada universalmente para su clasificación 
(Mokoena, 2017). Originalmente se distinguieron cuatro clases que luego fueron 
modificadas a tres (Liu y col., 2014).  

• Clase I: son denominadas lantibióticos y se caracterizan basándose en sus 
modificaciones post-traduccionales. Las bacteriocinas más representativas de 
esta clase son la nisina y lactocina. Son extensamente modificadas 
post-traduccionalmente resultando en la formación de aminoácidos inusuales 
como lantionina y metillantionina (Parada y col., 2007). 

• Clase II: son bacteriocinas pequeñas (<10 kDa), termoestables, péptidos 
catiónicos no modificados y péptidos hidrofóbicos. Se dividen en dos 
subclases.  

­ Subclase IIa: son péptidos activos especialmente contra listeria y 
actualmente se ha focalizado su utilización en preservación de 
alimentos. Como representantes encontramos a la pediocina PA1 y 
leucocina A (Pérez y col., 2014).  
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­ Subclase IIb: bacteriocinas que requieren de la actividad sinérgica de 
dos péptidos complementarios para poder ejercer su actividad 
antimicrobiana. Aunque algunos péptidos de esta subclase, pueden 
por sí solos desempeñar su actividad antimicrobiana la adición del 
péptido complementario intensifica su actividad. Los genes que 
codifican los dos péptidos son genéticamente cercanos y son 
codificados en el mismo operón. Estas bacteriocinas contienen 
regiones anfífilicas e hidrofóbicas, y son en su mayoría catiónicas. 
Ejemplos de ésta son plantaricina A y enterocina X (Hu y col., 2010; 
Oppegard, 2010; Zacharof y Lovitt, 2012). 

• Clase III: antiguamente se designaba a bacteriocinas de alto peso molecular y 
posteriormente se recomendó que sean consideradas de manera separadas 
como bacteriolisinas (proteínas líticas) (Klaenhammer, 1993; y Cotter y col., 
2005). Sin embargo, dada la existencia de largas bacteriocinas no-líticas 
parece justificado conservar la Clase III para las grandes bacteriocinas (Acedo 
y col., 2018). Este grupo contiene bacteriocinas termolábiles (Alvarez-Sieiro y 
col., 2016) y en comparación a las demás clases no ha sido tan estudiado. 

­ Las bacteriolisinas se distinguen por su habilidad para lisar las 
paredes celulares de la bacteria “blanco” (Alvarez-Sieiro y col., 2016; 
Acedo y col., 2018 ) 

­ Las bacteriocinas no líticas son similares a las bacteriolisinas en su 
tamaño y termoestabilidad pero difieren en su mecanismo de acción 
(Alvarez-Sieiro y col., 2016; Acedo y col., 2018). La helveticina J es un 
ejemplo de esta clase (Parada y col., 2007). Se cree que alguna de 
ellas inhiben la síntesis de ADN y proteínas mediante la prevención de 
la incorporación de glucosa a macromoléculas celulares (Müller, 1993). 
Otras apuntan al sistema de transporte de azúcar, previniendo la 
captura y el metabolismo de glucosa y 2-desoxiglucosa. Aunque no 
inmediatamente, la falta de carbohidratos eventualmente produce la 
muerte de la célula “blanco” mediante un mecanismo no – lítico pasivo 
(Swe y col. 2009) 

Cuadro 1. Bacteriocinas producidas por Lactococcus lactis. Adaptado de Parra 
(2010).  
 

Lactococcina 
Nisina 

Lacticina  

Bacteriocinas y su uso como agentes terapéuticos 

En los últimos años, las bacteriocinas han cobrado gran atención en la medicina 
puesto que son sustancias activas en concentraciones nanomolares y en general no 
son tóxicas para las personas, por lo cual se reconocen como GRAS (Generally 
Recognized as Safe). Así mismo, debido a su mecanismo de acción, a su actividad 
altamente específica y por ser poco proclives a generar resistencia son consideradas 
especialmente atractivas. Las bacteriocinas han sido utilizadas para combatir 
infecciones en la piel, orales, respiratorias, gastrointestinales y urogenitales (Van 
Heel y col., 2011; Hammami y col., 2013).  
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Sin embargo, la naturaleza de su actividad inhibitoria contra patógenos in vivo aún no 
está del todo clara y son pertinentes mayores investigaciones al respecto. Muchas 
bacteriocinas producidas por potenciales o ya establecidos probióticos han sido 
evaluadas por su posible aplicación como agentes terapéuticos en estudios in vivo e 
in vitro. Algunos estudios in vivo realizados en las últimas décadas señalaron la 
eficacia de tratamientos contra infecciones en humanos y animales basados en el 
uso de bacteriocinas (Dabour y col., 2009; Kang y col., 2009). Igualmente, estudios 
acerca de la farmacocinética y farmacodinamia de los lantibióticos demostraron su 
gran efecto terapéutico (Van Staden y col., 2012). A pesar de los estudios realizados, 
siguen siendo necesarias investigaciones acerca de los factores que afectan la 
supervivencia celular, la producción de bacteriocinas y su actividad para obtener 
mayor consistencia en los resultados obtenidos in vitro e in vivo. Una de las 
especulaciones acerca del uso de bacteriocinas como agentes antimicrobianos es la 
posibilidad de la aparición de resistencia espontánea natural o adquirida, lo que 
desencadenaría en su ineficacia. Sin embargo, la resistencia a una bacteriocina, no 
hace que esa cepa lo sea a muchas otras. Sólo aquellas bacteriocinas que 
comparten un modo de acción podrían perder su efectividad. Según Cintas (2001), el 
uso de mezclas de bacteriocinas reduce la frecuencia con la que los 
microorganismos adquieren resistencia.  

La pérdida de la actividad in vivo de las bacteriocinas por la actividad proteolítica 
puede convertirse en un impedimento para su uso (Hammami y col., 2013) 

Por otro lado, se conoce que la nisina es inestable y presenta baja solubilidad a pH 7, 

lo que constituye un obstáculo tecnológico en su aplicación como agente terapéutico. 
Sin embargo, la lacticina 3147 es soluble y activa a pH fisiológico por lo que sería 
más apropiada para emplear en la clínica. Ambas presentan un amplio espectro en 
su actividad antimicrobiana contra la mayoría de bacterias Gram positivas, inclusive 
contra aquellas beneficiosas del tracto gastrointestinal como Lactobacillus y 
Bifidobacterium, lo que sería un inconveniente para su aplicación en las 
enfermedades del tracto gastrointestinal (Rupnik y col., 2009). 

La eficacia de la producción in vivo de bacteriocinas todavía representa un desafío, a 
pesar de su actividad altamente especifica, debido a bajos niveles de producción e 
interacciones no especificas con otras moléculas hidrofóbicas (Hammami y col., 
2013).  

BIOPRESERVACIÓN 

La biopreservación puede ser definida como la extensión de la vida útil de los 
alimentos, asegurando su inocuidad desde el punto de vista microbiológico utilizando 
una microbiota natural o controlada y sus productos antimicrobianos (Hugas, 1998). 
Hoy en día, la industria alimentaria utiliza productos químicos y agentes 
antimicrobianos para preservar los alimentos que causan alarma en los 
consumidores debido a posibles efectos tóxicos y posible supresión de la microbiota 
natural. El uso de las BAL y sus metabolitos que poseen actividad antimicrobiana, son 
una de las alternativas actualmente más desarrolladas para la conservación de 
alimentos (Leroy y col., 2006). 

Debido a que a las BAL tienen capacidad de producir, entre otras sustancias, 
bacteriocinas, esto les confiere un gran poder preservador y a su vez son 
consideradas GRAS, es decir, seguras para la salud humana y animal (Liu y col., 
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2011; Silva y col, 2002). 

Se han descrito una amplia variedad de sustancias capaces de conservar alimentos, 
pero sólo un número reducido ha sido aprobado para ser utilizado, debido en gran 
parte a las estrictas normas de seguridad reguladas por la FDA (Food and Drug 
Administration) y en menor medida a que los compuestos que muestran actividad 
antimicrobiana in vitro no se comportan como tales cuando se añaden a ciertos 
alimentos (Jay y col., 2009). La nisina fue la primer bacteriocina aislada a partir de la 
BAL Lactococcus lactis subsp. lactis. Es la bacteriocina mejor caracterizada y es 
utilizada como conservador de alimentos y la única reconocida por la FDA con la 
categoría GRAS (Dosta y col., 2009).    
 
PROBIÓTICOS 
 
El término probiótico tiene su origen en el griego y significa “a favor de la vida”. Fue 
utilizado por primera vez por Lilly y Stillwell en el año 1965 para describir sustancias 
secretadas por microorganismos que estimulaban el crecimiento de otros. Parker 
(1974), fue quien introdujo el término probiótico en el sentido que se aplica 
actualmente, definiéndolos como aquellos organismos que contribuyen al balance 
intestinal. Posteriormente, en 1989, Fuller mejoró el concepto propuesto por Parker, y 
los definió como microorganismos vivos que empleados como suplemento alimentario 
en animales afectan benéficamente al hospedador debido a que mejoran el balance 
de la microbiota intestinal. Luego, en 1992, Havenaar definió a los probióticos como 
cultivos viables únicos o mixtos que administrándolos a humanos o animales afectan 
beneficiosamente al huésped ya que mejoran las propiedades de la microbiota nativa. 
Schaafsma (1996), propuso que los probióticos orales eran microorganismos vivos 
que tras ser ingeridos en determinada cantidad proveen efectos en la salud, más allá 
de las inherentes a la nutrición básica.  
 
Los microorganismos considerados probióticos deben cumplir con algunas 
condiciones para poder efectuar su función protectora, entre ellos, ser habitantes 
naturales del intestino, tener un tiempo corto de reproducción, producir compuestos 
antimicrobianos y ser estables durante el proceso de producción, comercialización y 
distribución para que estén disponibles y puedan llegar vivos al intestino (Pardio y col., 
1994).  
 
Los probióticos deben ser capaces de mantenerse vivos tanto en el alimento como en 
el intestino del consumidor durante un tiempo determinado para poder lograr sus 
efectos benéficos. Dicha viabilidad está íntimamente relacionada con el método de 
producción y con el microorganismo adicionado al producto fermentado (Heller, 2001). 
La viabilidad y funcionalidad de las bacterias probióticas en productos lácteos 
fermentados pueden variar o ser modificadas por factores tanto microbiológicos como 
tecnológicos, por lo que deben ser tenidos en cuenta. De hecho, los factores 
involucrados durante la producción de biomasa de una cepa (pH del medio, 
disponibilidad, concentración y tipo de fuentes de carbohidratos), los procesos 
tecnológicos, y la matriz alimentaria en donde los microorganismos son adicionados 
pueden afectar significativamente su resistencia a las barreras biológicas y su 
interacción con las células inmunes, condicionando su funcionalidad (Vinderola y col., 
2011). Durante su pasaje por el tracto gastrointestinal deben ser capaces de resistir 
factores estresantes que influencian su supervivencia (Simon y col., 1987; Marteau y 
col., 1993). Deben poder sobrevivir a las enzimas presentes en la cavidad oral, a la 
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digestión estomacal (exposición a pH bajo) y a la presencia de bilis en el duodeno 
(Kimoto-Nira y col., 2010). De esa forma, pueden llegar viables al intestino y en 
cantidad suficiente donde desempeñan su rol la mayor parte de las bacterias 
probióticas (Mainville y col., 2004). Por lo tanto, es necesario evaluar la supervivencia 
in vitro de las BAL al pasaje por el tracto gastro intestinal (TGI), previo a ensayos de 
administración a animales ya que los estudios in vivo son muy complejos para 
realizar como pruebas de screening iniciales para la obtención de potenciales 
probióticos y estudiar su comportamiento en matrices alimentarias (Kimoto-Nira y 
col., 2010; Mainville y col., 2004). La resistencia al ácido y a la bilis son consideradas 
propiedades intrínsecas de las BAL. De hecho, en leches fermentadas la estabilidad al 
ácido es un requerimiento importante durante el proceso de fermentación (Shah, 
2001; Ouwehand y col., 2002). 
 
Además, es importante que estos microorganismos puedan ser capaces de crecer y 
multiplicarse durante su tránsito por el estómago e intestino delgado, así como 
adherirse, multiplicarse y colonizar la mucosa del intestino grueso (Salazar y Montoya, 
2003). A su vez, son capaces de sintetizar un biosurfactante glicoproteico que 
favorece la adhesión a las superficies de las células M y/o a las placas de Peyer y de 
esta manera compiten con otros microorganismos enteropatógenos impidiendo que 
puedan colonizar el intestino, provocando la estimulación del sistema inmunológico y 
aumentan así los niveles de algunas inmunoglobulinas en el organismo (Alander, 
1999; Reid, 2001). La adhesión de los probióticos al intestino es importante para la 
modulación inmunológica, la competencia con los microorganismos patógenos, 
promover la reparación de la mucosa dañada y prolongar la colonización transitoria 
(Ouwehand y col., 2002).   
 
Por otro lado, cuando estos microorganismos metabolizan carbohidratos sintetizan 
entre otros, ácido láctico, fórmico, acético, peróxido de hidrógeno, aniones súper 
óxido y radicales de hidroxilo, dióxido de carbono, diacetilo, acetaldehído e isómeros 
D de aminoácidos. También pueden sintetizar bacteriocinas que tienen acción 
antimicrobiana que cobran especial relevancia cuando actúan contra 
microorganismos patógenos (Cintas y col., 2000). 
 
Además, es necesario que los probióticos tengan buenas propiedades tecnológicas 
para poder utilizarlos a gran escala, tengan una vida útil aceptable y en productos 
fermentados contribuyan a proporcionar un buen sabor (Ouwehand y col., 2002). 
   
Los probióticos estimulan la función protectora del sistema digestivo, modifican la 
respuesta inmune local del hospedero y son conocidos también como bioterapéuticos, 
bioprotectores o bioprofilácticos siendo utilizados para prevenir las infecciones 
entéricas y gastrointestinales (Schiffin y col., 1997; Penna, 1998). También se 
demostró el efecto benéfico de los probióticos en infecciones del sistema urinario, 
desórdenes inmunológicos, intolerancia a la lactosa, hipercolesterolemia, algunos 
tipos de cáncer y alergias alimentarias (Mc Farland, 2000; Mombelli y Gismondo, 
2000).  
 
Principales efectos benéficos 
 
La función original de los probióticos ha sido cambiar la composición de la microbiota 
del intestino, desde una posiblemente dañina a una más beneficiosa para el 
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hospedador. Más precisamente se trata de reducir las poblaciones de coliformes y 
clostridios y aumentar la proporción de lactobacilos y bifidobacterias. Esto 
posiblemente se logre debido a la competencia por nutrientes y los sitios de adhesión, 
así como por la producción de sustancias antimicrobianas. Si bien este cambio en las 
proporciones de la microbiota intestinal es favorable para el hospedador, se ha 
puesto mucho énfasis en esto sin considerar el auténtico beneficio para la salud. Así, 
para la modulación del sistema inmune, podría no ser necesario obtener grandes 
modificaciones en la composición de la microbiota intestinal (Ouwehand y col., 2002).  
 
La microbiota intestinal es un componente importante en la barrera de defensa del 
intestino. Al afectar el desarrollo del tejido linfoide asociado al intestino en edades 
tempranas, su microbiota dirige la regulación de la respuesta inmune local y 
sistémica, incluyendo hiporrespuesta a antígenos de microorganismos y alimentos 
(Ouwehand y col., 2002). En algunas condiciones inflamatorias del intestino se 
produce un desbalance en la misma que puede inducir una respuesta inmune por las 
bacterias residentes (Isolauri, 1999). La normalización de esta microbiota mediante 
cepas específicas benéficas constituye el principal principio en la terapia probiótica. 
El éxito de la misma se manifiesta por la normalización de la permeabilidad intestinal 
y la microecología, la mejora de la barrera inmune intestinal y el alivio de la respuesta 
inflamatoria (Isolauri, 2001). 
 

La prevalencia de enfermedades atópicas ha ido aumentando progresivamente en 
las sociedades occidentales. Hay una hipótesis que relaciona la atopía a una 
reducida exposición a microorganismos en edades tempranas (Strachan y col., 1989). 
Además, se relaciona el establecimiento de la microbiota intestinal con una 
exposición mayor y más temprana a antígenos. De hecho, se han registrado 
recientemente diferencias en la microecología intestinal neonatal asociadas al 
desarrollo de enfermedades atópicas (Kalliomäki y col., 2001). 
 
El rol regulatorio de los probióticos en enfermedades alérgicas fue visto por primera 
vez cuando se demostró un efecto supresor en la proliferación linfocitaria y en la 
generación de interleuquina-4 in vitro (Sütas y col., 1996). La respuesta 
inmunoinflamatoria a antígenos dietarios en individuos alérgicos fue aliviada por 
probióticos lo que puede ser atribuido al aumento en la producción de citoquinas 
antiinflamatorias como interleuquina-10 (Pessi y col., 2000), factor de crecimiento 
transformante-β (Haller y col., 2000), y particularmente al control de la inflamación 
alérgica en el intestino (Majamaa y Isolauri, 1997). La disfunción de la mucosa 
causada por la inflamación, y caracterizada por la alteración en la velocidad, ruta y 
modo de presentación del antígeno es estabilizada por los probióticos (Isolauri, 
2001).  
 

La intolerancia a la lactosa se da por una deficiencia de lactasa o una capacidad 
reducida de hidrólisis de la lactosa. El dolor abdominal asociado a esta intolerancia 
no se comprende completamente, pero no parece estar asociado a la producción de 
gas por la fermentación de la lactosa por la microbiota intestinal (Lasser y col., 1975). 
Los productos con leches fermentadas son mejor tolerados, esto puede deberse a la 
presencia de β-galactosidasa en las bacterias responsables de la fermentación. 
Durante la digestión, las bacterias son lisadas por la bilis en el intestino delgado y la 
enzima es liberada y degrada la lactosa (Vesa y col., 2000). 
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La gastroenteritis aguda puede tener una etiología viral o bacteriana. Una de los 
agentes más comunes que causan diarrea en niños son los rotavirus (Claeson y 
Merson, 1990). Éstos invaden y se replican en las células diferenciadas encargadas 
de la absorción del epitelio intestinal lo que lleva a una disrupción de la mucosa con 
pérdida de microvellosidades, una disminución en la proporción de criptas y el 
aumento de la permeabilidad intestinal (Salim y col., 1990). Estudios han demostrado 
que algunos probióticos acortan la duración de la diarrea por este virus (Kaila y col., 
1992; Sugita y Togawa, 1994). En el tratamiento de la diarrea por rotavirus se 
observó el aumento de IgA específica (Kaila y col., 1992), la disminución de la 
permeabilidad de la mucosa intestinal (Isolauri y col.,1993) y la normalización en la 
composición de su microbiota (Salminen y col., 1996). 
 
La diarrea asociada al uso de antibióticos suele deberse a un sobrecrecimiento de 
Clostridium dificille y existen algunos estudios que sugieren que la aparición de este 
cuadro se previene con el uso de ciertos probióticos (Gismondo y col.,1999).  
 
La etiología de la enfermedad inflamatoria intestinal no se conoce por completo pero 
se postula que la predisposición genética y la microbiota juegan un rol importante, por 
lo que la modificación de la esta última podría mejorar esta enfermedad. Se observó 
que algunos probióticos reducen el número de recidivas y prolongan el período de 
remisión (Mattila-Sandholm y col., 1999; Hamilton-Miller, 2001). 
 
Si bien la etiología del cáncer colorectal es diversa, se piensa que la dieta está 
involucrada en ella (Greenwald y col., 2001). Se observó que dietas ricas en 
proteínas y grasas, y pobres en fibras causan cambios en la microflora intestinal 
aumentando el número de bacterioides y clostridios, disminuyendo la proporción de 
bifidobacterias (Benno y col., 1991). El cambio en la composición de la microbiota se 
asocia a un aumento de la actividad enzimática fecal: β-glucuronidasa, azoreductasa, 
ureasa y nitroreductasa. Estas enzimas convierten procarcinógenos en carcinógenos 
lo que contribuye al aumento de riesgo de cáncer colorectal. El consumo de algunos 
lactobacillos mostró una reducción en la actividad fecal de estas enzimas (Hirayama 
y Rafter, 2000). Aunque no se ha demostrado, se podría anticipar algún efecto 
benéfico en bacterias ácido lácticas probióticas en el riesgo de contraer cáncer 
colorectal (Ouwehand y col., 2002). 
Varios estudios han demostrado que Lactococcus lactis posee un efecto terapéutico 
frente al cancer colorectal. Li y col. (2005) en sus estudios compararon al 
Lactococcus lactis con una molécula anticarcinogénica encontrando similitud en su 
efectividad. Además, se ha especulado acerca de que al consumirlo oralmente podría 
producir un efecto protector frente a la mutagenicidad colónica (Masood y col. 2011). 
Kim y col. (2003) en su trabajo describieron que Lactococcus lactis presenta habilidad 
para aumentar los niveles de proteina antiproliferativa y disminuir los efectos de la 
proteina mutagénica.  
 
A su vez, se ha demostrado que los individuos que sufren constipación presentan una 
modificación de la microbiota fecal con reducción de bifidobacterias, bacterioides y en 
especial cantidades reducidas de clostridios (Shimoyma y col., 1984). Se ha sugerido 
que los probióticos alivian la constipación (Goldin, 1998; Lee y col., 1999). Sin 
embargo, contemplando algunas causas de la misma, como el sedentarismo dietas 
bajas en fibras, ingesta insuficiente de líquidos y uso de algunas drogas, se podría 
inferir que la alteración en la composición de la microbiota es una consecuencia más 
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que su propia causa, por lo que la corrección de la composición de ésta podría no ser 
ayuda (Ouwehand y col., 2002). 
 
El efecto benéfico de los probióticos en individuos sanos es de crucial importancia ya 
que suelen ser quienes consumen mayormente estos productos y se relaciona 
generalmente con la reducción del riesgo de algunas patologías. Otras evidencias 
muestran que al menos en niños el consumo a largo plazo de probióticos podría 
reducir el riesgo de infecciones y el uso de antibióticos (Hatakka y col., 2001). Los 
probióticos suelen ser comercializados como promotores del sistema inmune, sin 
embargo para personas sanas éste podría no ser el caso ya que su sistema inmune 
funciona de manera óptima (Spanhaak y col., 1998). 
 
RESISTENCIA BACTERIANA A LOS ANTIBIÓTICOS 
 
Aún a principios del siglo XXI, las enfermedades infecciosas continúan siendo una de 
las causas de muerte más importantes en la humanidad, pese a que su contribución 
relativa ha ido disminuyendo desde el siglo XIX (Lozano y col., 2012). La llegada de 
los antibióticos a la práctica clínica en la década cuarenta del siglo XX, es 
considerada una de las intervenciones más importantes para el control de las 
enfermedades infecciosas y aumentó en varios años la esperanza de vida de la 
población (Alós, 2015).  
 
La resistencia bacteriana se ha definido como la capacidad de una bacteria para 
sobrevivir en concentraciones de antibióticos que inhiben o matan a otras de la 
misma especie. La aparición de este fenómeno desde hace varios años supone una 
amenaza el deterioro de la eficacia de estos fármacos (Alós, 2015). Las infecciones 
causadas por bacterias resistentes se asocian a una mayor morbilidad, mortalidad y 
mayor costo en el tratamiento que las causadas por bacterias sensibles de la misma 
especie (McNulty y col., 2006).  
 
Hay estudios que sugieren a los genes de resistencia de las bacterias ambientales 
como el principal reservorio de éstos en las bacterias que colonizan e infectan a los 
humanos (Nesme y col., 2014) y que las secuencias genéticas que movilizan los 
genes también están presentes en bacterias ambientales, lo que ayuda a la 
diseminación de los mismos (Forsberg y col., 2012). Además de considerar este 
origen en la resistencia de bacterias patógenas, se debe contemplar que dichos 
genes pueden evolucionar una vez que son adquiridos (Alós, 2015). La presión 
selectiva de los antibióticos por su uso masivo en los últimos 70 años contribuyó a la 
diversificación genética de los genes de resistencia (Corvec y col., 2013). 
 
Las mutaciones e intercambio horizontal de genes son características de las 
bacterias que han ocurrido durante millones de años como parte de la evolución 
(Oliver y col., 2000). Primeramente, alguno de los genes de resistencia de las 
bacterias, denominados resistomas, deben atravesar elementos genéticos eficaces y 
mecanismos habituales de transferencia genética principalmente conjugación, pero 
también transformación y transducción (Alós, 2015). Los antibióticos además de 
matar a las bacterias sensibles y seleccionar a las resistentes, influencian 
directamente los mecanismos de variación genética. Promueven intercambios de 
genes entre bacterias incrementando e induciendo la transferencia de genes de 
resistencia o desreprimiendo la expresión de genes necesarios para la transferencia 
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(Baquero, 2009). Las concentraciones subinhibitorias de antibióticos pueden facilitar 
el proceso de resistencia por ejemplo favoreciendo la transferencia y recombinación 
genética (Davies y col., 2006). 
 
En los últimos años, se ha focalizado a los alimentos como vehículos de genes de 
resistencia a los antibióticos (Perreten y col., 1997). El uso frecuente de antibióticos 
en medicina y como promotores de crecimiento en la cría de animales causó un 
aumento significativo en la cantidad de cepas resistentes, incluidas las BAL 
(Zycka-Krzesinska y col., 2015). Lo anterior, junto con el crecimiento bacteriano a alta 
densidad permite la propagación de la resistencia entre los microorganismos. Las 
BAL, que forman parte de la microbiota gastrointestinal, son potencialmente 
vulnerables a adquirir resistencia a los antibióticos. Además, los genes que confieren 
resistencia pueden ser fácilmente transferidos entre bacterias patógenas, 
potencialmente patógenas y comensales (Delgado y col., 2005; Mathur y Singh, 
2005). Se ha hipotetizado que las bacterias gastrointestinales, incluidas las 
comensales, podrían ser reservorios de genes de resistencia (Salyers y col., 2004). 
 
Resistencia antibiótica en Lactococcus lactis 
 
Las BAL albergan plásmidos de diferentes tamaños, y algunos determinantes de 
resistencia a antibióticos han sido reportados en Lactococcus lactis y en varias 
especies de Lactobacillus y Enterococcus (Gevers y col., 2003).  
Lactococcus lactis es usualmente susceptible a los antibióticos activos contra Gram 
positivos (macrólidos, bacitracina, eritromicina, lincomicina, novobiocina, teicoplanina 
y vancomicina), a los antibióticos de amplio espectro (rifampicina, spectinomicina y 
cloranfenicol) y a los betalactámicos (penicilina, ampicilina, amoxicilina, piperacilina, 
ticarcilina e imipenem). La susceptibilidad a la tetraciclina, cefalotina, nitrofurantoina y 
a cefotetan es variable. La mayoría de las especies de Lactococcus son resistentes al 
metronidazol, cefoxitina, trimetroprim, a los antibióticos activos contra Gram 
negativos (ácido fusídico, ácido nalidixílico  y a la polimixina B) y a los 
aminoglucósidos; gentamicina y kanamicina (Flórez y col., 2005; Herrero y col., 1996; 
Temmerman y col., 2003). 
 
Algunas cepas de L. lactis se mostraron resistentes al cloranfenicol, clindamicina, 
estreptomicina, eritromicina y tetraciclina (Flórez y col., 2005; Raha y col., 2002; 
Temmerman y col., 2003). Se han encontrado determinantes de resistencia a todos 
estos agentes antimicrobianos en lactococcus (Perreten y col., 1997; y Raha y col., 
2002). De hecho, L. lactis subsp. lactis K214, aislado de queso blando elaborado con 
leche cruda, contiene al menos tres plásmidos diferentes que codifican determinantes 
de resistencia a antibióticos para tetraciclina, cloranfenicol y estreptomicina (Perreten 
y col., 1997). 
 
El aumento en la resistencia a los antibióticos entre los microorganismos ha sido 
reconocido como uno de los problemas más serios en la salud pública en la Unión 
Europea (ECDC/EMEA, 2009). Por ello, es necesario estimar los niveles de 
resistencia a los antibióticos de las BAL y evaluar su rol como fuente de genes de 
resistencia (Zycka-Krzesinska y col., 2015). 
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ANTECEDENTES 
 
Actualmente, en el Departamento de Ciencia y Tecnología de la Leche de la Facultad 
de Veterinaria, se desarrollan líneas de investigación en referencia a las bacterias 
ácido lácticas, por lo que existen en el laboratorio, cepas nativas con potencial 
bacteriocinogénico, las cuales fueron obtenidas a partir de muestras de leche y 
quesos artesanales de la zona de Colonia, Uruguay. Entre estas cepas, se encuentra 
Lactococcus lactis GU967439.    
 
González (2012) comprobó el efecto antilisterial de Lactococcus lactis GU967439 in 
vitro y en quesos de tipo Cuartirolo al utilizrlo como cultivo adjunto.  Además, observó 
que su utilización no modificaba sus propiedades sensoriales.  
 
A su vez continuando en este tema, Lorenzo y Raffo (2015), determinaron que las 
curvas de crecimiento en medio MRS y leche eran similares, evidenciándose la 
producción de bacteriocinas en ambos, si bien la cinética de producción fue diferente 
(menor producción en leche). En cuanto a las propiedades tecnológicas concluyeron 
que L. lactis presenta baja actividad acidificante y, baja tolerancia al NaCl y al ácido 
láctico, así como baja actividad autolítica. A su vez, L. Lactis nativo demostró actividad 
proteolítica, pero no lipolítica. En este mismo trabajo este L. Lactis, presentó 
producción de diacetilo, por lo que se considera a dicha cepa como Lactococcus lactis 
subsp. lactis biovar. diacetylactis (Lorenzo y Raffo, 2015).  
 
Posteriormente, Rodríguez (2016) concluyó que el sobrenadante libre de células que 
contenia la/s bacteriocina/s producida/s por L. lactis nativo tendría una identidad 
diferente a la de la nisina, aunque probablemente se trate de un lactibiótico. Además 
concluyó que a lo largo del tiempo la bacteriocina contenida en el SLC va perdiendo 
su actividad independientemente del método de conservación (refrigerada, 
congelada o liofilizada). 
 
Por último, Hernández (2019) determinó la presencia del gen de la nisina en el 
genoma de Lactococcus lactis GU967439 y el espectro de masas reveló una señal 
similar al de la nisina Z.  

 
Para continuar con esta línea de investigación, consideramos importante determinar 
su resistencia a antibióticos, ya que representa un problema relevante en la salud 
pública a nivel mundial. Así mismo, nos propusimos evaluar la capacidad de esta BAL 
nativa de inhibir algunos microorganismos de interés, como por ejemplo: Escherichia 
coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, 
Streptococcus bovis y Listeria innocua.  
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HIPÓTESIS 

L. lactis GU 967439 presenta actividad antimicrobiana frente a patógenos evaluados 

en este estudio, baja resistencia antibiótica y cualidades básicas probióticas.  

 

OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 
 

Evaluar actividad antimicrobiana, resistencia a antibióticos y pasaje por el 

tracto gastrointestinal (TGI) mediante ensayos in vitro de L. lactis GU 967439  

 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

­ Evaluar sensibilidad/resistencia de L. lactis GU967439 a 34 antibióticos de 

distintas familias  

­ Determinar la capacidad de esta BAL nativa de inhibir microorganismos de 

interés: Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus aureus ATCC 

29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Listeria innocua ATCC 33090, 

Streptococcus bovis 2.5 (WT) Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 9027  

­ Ensayar la resistencia in vitro de L. lactis simulando el pasaje por el TGI 

determinando su viabilidad en medios ácidos, en presencia de enzimas y sales 

biliares  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 
CEPAS BACTERIANAS  
 
Para dar cumplimiento al objetivo planteado se utilizaron Lactococcus lactis 
GU967439 y la cepa de referencia, American Type Culture Collection (ATCC) Nº 
11454 de L. lactis, los cuales se mantuvieron congelados en caldo MRS (HiMedia®, 
India) suplementado con glicerol al 15% (v/v) a -20°C en el Laboratorio. Previamente a 
los ensayos se reactivaron en MRS y se realizaron dos repiques overnight sucesivos 
en MRS a 30 °C, en condiciones de microaerofilia (Rodriguez, 2016). 
 
EVALUACIÓN DE LA SENSIBILIDAD/RESISTENCIA A DIVERSOS GRUPOS DE 
ANTIBIÓTICOS DE L. LACTIS GU 967439 
 
La suceptibilidad de L. lactis nativo y L. lactis ATCC N°11454 fue determinada 
mediante el método de difusión de Kirby–Bauer con algunas modificaciones (Ture y 
Boran, 2015). Los discos Oxoid utilizados contenían los siguientes antibióticos 
(microgramos/disco): penicilina (10 U), ampicilina (10 µg), piperacilina (100 µg), 
carbenicilina (100 µg), amoxicilina y clavulánico (30 µg), cefalotina (30 µg), cefradina 
(30 µg), cefuroxima (30 µg), cefepima (30 µg), cefotaxima (30 µg), ceftazidima (30 µg), 
cefoperazona (75 µg), imipenem (10 µg), aztreonam (30 µg), teicoplanina (30 µg), 
amicacina (30 µg), gentamicina (120 µg), kanamicina (30 µg), neomicina (30 µg), 
estreptomicina (10 µg), tobramicina (10 µg), telitromicina (15 µg), doxiciclina (30 µg) 
linezolid (30 µg), clindamicina (2 µg), cloranfenicol (30 µg), ac. nalidixilico (30 µg), 
moxifloxacina (5 µg), levofloxacina (5 µg), pefloxacina (5 µg), colistin (10 µg), 
eritromicina (5 µg), vancomicina (5 µg) y tetraciclina (30 µg). 
 
Se obtuvieron colonias aisladas, de las placas de MRS agar con las dos cepas de L. 
lactis: nativo (GU967439) y de referencia (ATCC N°11454) las que fueron suspendidas 
en diluyente estéril: NaCl 0,85%, de manera de ajustar la concentración bacteriana a 
una densidad similar a 0,5 de la escala Mc Farland (1,5 x108 UFC/mL 
aproximadamente). Las suspensiones bacterianas ajustadas, fueron inoculadas 
utilizando hisopos estériles en placas que contenían Müller-Hinton agar (HiMedia®, 
India). Posteriormente, los discos con antibiótico fueron depositados sobre las placas, 
en forma aséptica con pinzas estériles, para luego incubarlas a 30°C en aerobiosis, 
durante 24 horas. Posteriormente se midieron los halos de inhibición en milímetros 
incluyendo el diamentro de los discos de antibióticos y se clasificaron en resistentes, 
moderadamente sensibles y sensibles según directrices del Clinical & Laboratory 
Standards Institute (CLSI, 2007, 2012), Charteris y col. (1998a), Centinkaya y col. 
(2012), Khemariya y col. (2013), Haghshenas y col. (2014), y Ture y Boran (2015) 
presentados en Anexo 1.    
 
DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD DE INHIBICIÓN FRENTE A 
MICROORGANISMOS DE INTERÉS  
 
Se estudió la capacidad de inhibición de las cepas en estudio frente a los 
microorganismos mencionados en el Cuadro 2. La producción de bacteriocinas, y su 
capacidad para inhibir el crecimiento de los microorganismos se realizó mediante el 
método de “Agar well diffusion”, Figura 1 (Fraga y col., 2008).  
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Cuadro 2. Cepas bacterianas utilizadas como indicadores de capacidad 
antimicrobiana de L.lactis en ensayos de inhibición  
 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 
Staphylococcus aureus ATCC 29213 
Enterococcus faecalis ATCC 29212 
Listeria innocua ATCC 33090 
Streptococcus bovis 2.5 Wild Type(WT)* 
Escherichia coli ATCC 25922 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 

*Aislamiento obtenido en IIBCE 

 
 

Figura 1. Ensayo de detección de actividad antimicrobiana por la técnica “agar 
well difusión” 

Obtención del SLC 

En primera instancia, se obtuvieron cultivos overnight (30°, microaerofilia, 18 horas) 
de ambas cepas de L. lactis (1 x 108 UFC/mL). Luego se obtuvieron diluciones 
seriadas en cada caso, para así inocular 1 mL en un matraz que contenía 100 mL de 
caldo MRS (HiMedia®, India) obteníéndose una concentración aproximada de 1x103 
UFC/mL, posteriormente se incubó a 30°C durante 11 horas en aerobiosis. Para 
confirmar que la concentración obtenida en el matraz fuera la deseada se sembraron 
gotas en superficie de diluciones en placas que contenían MRS agar (Miles y Misra, 
1938; Sharpe y Kilsby, 1971), incubándose a 30°C, durante 24 horas en 
microaerofilia, para su posterior recuento. 

Posteriormente, se obtuvieron alícuotas de 1,5 mL en tubos tipo eppendorf estériles 
los cuales fueron tratados con ondas de ultrasonido (Jeken®,Digital Ultrasonic 
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Cleaner PS-06ª, 50W, 40 kHz, 160 segundos) para favorecer así la liberación de 
bacteriocinas adsorbidas a las células productoras (Rodriguez, 2016). 

Por último, el sobrenadante libre de células (SLC) se obtuvo centrifugando los 
cultivos a 10000 RMP durante 15 minutos a 4°C y se ajustó a pH 6 con NaOH 1M 
para eliminar el efecto inhibitorio de los ácidos orgánicos.   

Se obtuvieron diluciones seriadas de cada SLC: ½, ¼, 1/8, 1/16, 1/32, etc., con 
solución buffer fosfato estéril (PBS, 10mM pH 7) las cuales fueron depositadas 
posteriormente en las placas con medio de cultivo inoculado con los microorganismos 
indicadores presentes en el Cuadro 1. Se expresó la producción de bacteriocinas en 
unidades arbitrarias de actividad por mililitro (UA/mL) definidas como e inverso de la 
dilución mas alta que presentó halo de inhibición de crecimiento (Schillinger y Lücke, 
1991).  

Preparación de las placas con medio de cultivo inoculado 

Por otra parte, se obtuvieron cultivos overnight de cada uno de los microorganismos 
indicadores, y se diluyeron para luego inocularlos en matraces que contenían 50mL 
de medio de cultivo (BHI, BHI+Ye y MRS adicionados con agar 0.8%) fundido y 
templado a 45°C de manera tal de obtener en cada placa 25mL de cultivo y una 
concentración de 1x106 UFC/mL del microorganismo. 

Para Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922, 
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Staphylococcus aureus ATCC 29213 se utilizó 
como medio BHI para Listeria innocua ATCC 33090 y Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 9027 se utilizó BHI+Ye y para Streptococcus bovis 2.5 WT se utilizó MRS.  

Para comprobar la concentración se realizaron recuentos de dichos cultivos overnight 
en los mismos medios mencionados anteriormente con una concentración de agar 
mayor: 1.5%.  

Se colocaron en placas de Petri cilindros metálicos estériles de 10 mm de diámetro, 
en las que se depositaron los correspondientes medios de cultivo previamente 
fundidos y atemperados con los cultivos indicadores ya mencionados. Una vez que 
los diferentes medios solidificaron, se retiraron asépticamente los cilindros metálicos, 
resultando así “pocillos”, en los que posteriormente se depositaron 100 μl de SLC. 
Las placas fueron incubadas en aerobiosis a 37°C durante 24 horas.  

Se efectuaron controles con dos pocillos en donde se colocaron: 100μL de Nisina 
(Nisaplin®, Danisco) en una concentración de 100 mg/mL como control positivo y un 
segundo control con el mismo volumen de MRS ajustado a pH 6 con NaOH 1M  
como control negativo. 

ENSAYO DE RESISTENCIA IN VITRO DE L. LACTIS SIMULANDO EL PASAJE POR 
EL TRACTO GASTROINTESTINAL (GI)  
 
Resistencia a jugos gástricos y pancreáticos. 

Para comprobar la tolerancia a los jugos gástricos y pancreáticos se realizó la 
metodología de acuerdo a Charteris y col., (1998b) con algunas modificaciones 
(Monteagudo - Mera y col., 2012).  
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La simulación del jugo gástrico se realizó suspendiendo pepsina porcina (Sigma, 
USA) en solución fisiológica salina (NaCl, 0,5%, p/v) a una concentración final de 3 
g/L, ajustando el pH a 2,0, 2,5, y 3,0 con HCl 5M. El jugo pancreático fue preparado 
suspendiendo pancreatina (Sigma, USA) en una solución salina estéril (0.5% NaCl, 
p/v) a una concentración final de 1 g/L y ajustando el pH a 8,0 con NaOH 5M. 

Se obtuvieron cultivos overnight (18 horas, 30° en microaerofilia) para obtener una 
concentración aproximada de 1x108 UFC/mL, de L. lactis en caldo MRS (HiMedia®, 
India) para obtener una concentración de, se tomaron alícuotas de 1,0 mL en tubos 
tipo eppendorf estériles, los que se centrifugaron (10000 RPM, 10 minutos, 4°C) y 
lavaron 2 veces con PBS (10Mm, pH 7). Los pellets de células fueron resuspendidos 
en 0,3 mL de NaCl (0,5% p/v) y se les adicionó 1 mL de solución de gástrica o 
pancreática. Las soluciones se incubaron en baño María a 37° durante 120 minutos 
para el jugo gástrico y 240 minutos para el jugo pancreático. Para confirmar la 
concentración inicial y conocer la final se realizaron recuentos de células viables en 
MRS agar.  

Tolerancia a las sales biliares  

Para evaluar la tolerancia a las sales biliares se utilizó el método propuesto por 
Maragkoudakis y col. (2006) modificado por Fernández y col. (2018). Se obtuvieron 
cultivos overnight, fueron centrifugados y “lavados” de la misma manera que para el 
ensayo anterior para ser posteriormente resuspendidos en 5 mL de MRS 
suplementado con 0,3% de bilis bovina (Sigma, USA) con el objetivo de obtener una 
concentración aproximada de 2x107 UFC/mL. Las mezclas se incubaron a baño 
María a 37°C por 240 minutos. Se tomaron alícuotas (0,1 mL) de cada cultivo previo a 
la incubación y luego de la misma para realizar recuento de células viables en MRS 
agar.  

Para conocer el nivel de resistencia se realizaron recuentos iniciales y finales y se 
compararon restandando los log finales frente al los iniciales. Se consideraró 
resistente cuando la disminución en la viabilidad fuese menor a 3 ordenes de 
magnitud.   

ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

Para conocer si existían diferencias significativas entre los halos de inhibición de L. 

lactis GU967439 y ATCC N°11454 para los antibioticos testeados se utilizó el test de 

Welch debido a la falta de homogeneidad de las varianzas. 

De la misma manera, para determinar si existían diferencias significativas entre los 

logaritmos de los recuentos de células viables entre los tiempos iniciales y finales 

luego de los tratamientos que simulaban el pasaje por los diferentes compartimientos 

del tracto gastrointestinal, se empleó el test de Welch y el test de Student de 2 colas 

en casos de heterocedasticidad y homocedasticidad respectivamente.    

Para establecer si existen diferencias significativas en las medianas de la actividad 
antimicrobiana de ambos L. lactis y en cuanto al efecto del ultrasonido se realizó el test 
de Mann whitney. 
 
En todos los casos se utilizó α=0.05, y los ensayos se realizaron por triplicado en tres 
momentos diferentes.   
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RESULTADOS 
 
SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA 
 
En el Cuadro 3, se muestran las medias de tres repeticiones realizadas de los halos 

de inhibición (mm), incluyendo el diámetro de los discos de antibióticos. Los 

resultados obtenidos fueron clasificados en: resistentes (R), moderadamente 

sensibles (MS) y sensibles (S) según el Anexo 1. Presentan un asterisco los casos en 

la diferencia entre la media de ambos halos fue significativa.  
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Cuadro 3. Medias de halos de inhibición (mm) frente a diferentes principios 

antimicrobianos clasificados en Resistente (R) y Sensible (S) según Anexo 1. 

 
 ±DE 

ATCC N°11454 
 ±DE 

GU967439 

Penicilina (10U) 29,67 ±3,06 S 29,33 ±1,16 S 

Ampicilina(10 µg) 30,67 ±2,08 S 28,67 ±0,58 S 

Piperacilina (10 µg)  25,67 ±1,53 S 24,67 ±1,16 S 

Carbenicilina (100 µg) 30,33 ±1.53S  28,667 ±1,16S 

Amoxy/clavulan (30 µg) 30,67 ±1,16 S 29,67 ±1,53 S 

Cefalotina (30 µg) 27,33 ±0.58* S 21,33 ±1,16* S 

Cefradina (30 µg) 21,67 ±0,58* S 18,67 ±1,16* S 

Cefuroxime (30 µg) 32,67 ±0,58* S 31,67 ±0,58* S 

Cefepime (30 µg) 31,33 ±0,58 S 32,00 ±2,00 S 

Cefotaxime (30 µg) 30,33 ±2,08 S 29,00 ±1,00 S 

Ceftazidime (30 µg) 24,33 ±1,16 S 20,00 ±2,00 S 

Cefoperazona (75 µg) 26,67 ±1,53 S 24,67 ±1,53 S 

Imipenem (10 µg) 34,33 ±0,58*S 32,00 ±1,00*S 

Aztrionam (30 µg) 0±0 R 0±0R 

Teicoplanim (30 µg) 18,33 ±0,58 S 19,33 ±3,22 S 

Amikacina (30 µg) 13,67 ±0,58 S 15,67 ±1,53 S 

Gentamicina (120 µg) 20,00 ±1,00S 20,33 ±0,58S 

Kanamicina (30 µg) 15,67 ±0,58* S 17,67 ±0,58* S  

Estreptomicina (10 µg) 9,33 ±0,58* R 10,33 ±0,58* R 

Tobramicina (10 µg) 13,00 ±0,00*S 14,67 ±0,58*S 

Doxiciclina (30 µg) 30,67 ±1,53* S 26,00 ±1,00* S 

Linezolid (30 µg) 27,67 ±1,16* S 23,00 ±1,00* S 

Clindamicina (2 µg) 25,67 ±1,16* S 21,67 ±1,16* S 

Cloranfenicol (30 µg) 25,67 ±0,58 S 22,00 ±1,73 S 

Moxifloxacina (5 µg) 23,67 ±1,53S 21,00 ±1,00S 

Levofloxacina (5 µg) 22,33 ±1,53 S 20,67 ±2,08 S 

Pefloxacina (5 µg) 16,67 ±1,16S 15,00±1,00S   

Colistin (10 µg) 0±0 R 0±0 R 

Eritromicina (15 µg) 26,33 ±3,22 S 22,00 ±2,00 S 

Vancomicina (5 µg) 14,33 ±0,58S 13,00 ±1,00S     

Telitromicina (15 µg) 37,33 ±1,16*S 25,33 ±0,58*S 

Neomicina (30 µg) 28,33 ±1,53 S 22,67 ±3,22 S 

Tetraciclina (30 µg) 32,67 ±1,16 S 26,00 ±2,65 S 

Ac. Nalidixílico (30 µg) 0±0 R 0±0  R 

: Media 
DE: desvío estándar.  
R: Resistente.  
S: Sensible. 
*: p<0,05 
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DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD DE INHIBICIÓN FRENTE A 
MICROORGANISMOS DE INTERÉS  
 
En el Cuadro 4, se muestra la actividad inhibitoria expresada en las medianas de 
UA/mL del SLC de ambas cepas de L. lactis, frente a cada microorganismo indicador.  
 
Cuadro 4. Valores de mediana de actividad antimicrobiana del SLC de L. lactis: 
medianas de unidades arbitrarias de actividad por mililítro frente a distintos 
indicadores (UA/mL) 
 

Indicador   GU967439  ATCC N°11454 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 320* 20* 
Staphylococcus aureus ATCC 6538 320* 10* 
Staphylococcus aureus ATCC 29213 160* 0* 
Listeria innocua ATCC 33090 640* 80* 
Streptococcus bovis Cód. 2.5* (WT) 640* 10* 
Escherichia coli ATCC 25922 0 0 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 0 0 

: Mediana 

*: p<0,05 

 
Se encontraron diferencias significativas entre las medianas de la actividad del SLC de 
Lactococcus lactis GU967439 y la de L. lactis ATCC 11454 para todos los indicadores.  
 

 
 

Figura 2. Resultado de actividad antimicrobiana expresada en Unidades 

Arbitrarias de actividad por mililitro (UA/mL) con halos de inhibición del SLC de 

Lactococcus lactis nativo frente a Staphylococcus aureus ATCC N°6538.  
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ENSAYO DE RESISTENCIA IN VITRO DE L. LACTIS SIMULANDO EL PASAJE POR 
EL TRACTO GASTROINTESTINAL (GI) 
 
En el Cuadro 5 se muestran los resultados obtenidos del efecto de la simulación de los 
jugos gástricos con diferentes valores de pH (3,0, 2,5, 2,0) en la viabilidad de ambas 
cepas de L. lactis durante 120 minutos de incubación. Se expresan en el cuadro la 
diferencia de los recuentos (log10) inicial y final luego del tratamiento, y se encuentran 
marcados con asterisco los casos en que se observaron diferencias significativas.  
 
Cuadro 5. Efecto del jugo gástrico a diferentes pH sobre L. lactis evidenciado 
por el recuento de células viables (log UFC/ mL) 
 

Cepa  Resistencia a 
pepsina 3g/L a  
pH 3 por 2 horas a  

Resistencia a 
pepsina 3g/L a 
pH2,5 por 2 horas a  

Resistencia a 
pepsina 3g/L a  
pH 2 por 2 horas a  

L.lactis 
ATCC11454  

0.6 2.07* 4.0* 

L.lactis 
nativo  

0.48 3.14* 4.77* 

a Disminución de células viables (log 10 inicial UFC – log 10 final UFC ) 
*p<0,05 
 
En los Cuadros 6 y 7 se muestran los resultados obtenidos de la viabilidad de ambas 
cepa de L. lactis tras 240 minutos de incubación con los jugos pancreáticos simulados 
y MRS adicionado con bilis bovina al 0.3%. Al igual que para la evaluación de la 
tolerancia a los jugos gástricos, se muestra la diferencia de los recuentos (log10) 
inicial y final luego del tratamiento. 
 
Cuadro 6. Efecto de la pancreatina sobre L. lactis evidenciado por el recuento 
de células viables (log UFC/ mL)  
 

Cepa Resistencia a pancreatina 1g/L por 4 horas a  

L.lactis ATCC11454 0.3 

L.Lactis GU 0.25 
a Disminución de células viables (log 10 inicial UFC – log 10 final UFC ) ;  
 
Cuadro 7. Efecto de la bilis sobre L. lactis evidenciado por el recuento de 
células viables (log UFC/ mL) 
 

Cepa Resistencia a 0.3% bilis por 4 horas a 

L. lactis ATCC11454  0.56  

L. lactis GU  0.25  

a Disminución de células viables (log 10 inicial UFC – log 10 final UFC ) ;  
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DISCUSIÓN 
 

SENSIBILIDAD ANTIBIÓTICA  
 
Han sido relativamente pocos los estudios que han investigado las resistencias 
adquiridas a los antibióticos en las BAL de origen alimentario. La mayoría de la 
información disponible es acerca de patógenos oportunistas enterococos, mientras 
que los reportes acerca de lactobacillos y lactococcos es limitada (Mathur y Singh, 
2005).  
 
En este trabajo, ambos L. lactis: ATCC N° 11454 y GU 967439 fueron sensibles a 31 
antibióticos, resistentes a 3 y además ambos mostraron el mismo patrón de 
sensibilidad. Fueron sensibles a la amikacina, penicilina, ampicilina, piperacilina, 
eritromicina, tetraciclina, cloranfenicol, cefalosporinas de primera generación: 
cefalotina y cefradina, neomicina y a la amoxicilina con ácido clavulánico, lo cual 
coincide con diversos autores (De Fabrizio y col., 1994; Bakir, 2011; Coplu y col., 
2012). También fueron susceptibles a la cefuroxima, cefoperazona, doxiciclina, 
linezolid, carbenicilina, imipenem, gentamicina, tobramicina, levofloxacina, 
moxifloxacina, pefloxacina, vancomicina y telitromicina. En cuanto a cefepima, 
cefotaxima, ceftazidima, kanamicina, clindamicina y teicoplanin, también fueron 
sensibles, aunque en otros trabajos se ha demostrado resistencia de otras cepas de 
la especie, lo que indica que L.lactis nativo no ha adquirido resistencias a estos 
antibióticos (Coplu y col., 2012; Khemariya, 2013).  
 
En cuanto a resistencia ambos presentaron frente a: ácido nalidixílico, colistin y 
estreptomicina concordando con otros estudios (Coplu y col., 2012; Khemariya, 2013) 
y también al aztreonam. 
 
Las quinolonas son antibióticos bactericidas que actúan inhibiendo la enzima que 
cataliza el superenrollamiento del ADN cromosómico, que asegura una adecuada 
división celular. Han evolucionado y se han convertido en una de las clases más 
efectivas de fármacos para combatir las enfermedades infecciosas (Piddock, 1994). 
Las de primera generación, como es el caso del ácido nalidíxico, tienen actividad 
sobre bacilos Gram negativos, siendo inactivas frente a Gram positivos y anaerobios, 
limitando generalmente su uso a infecciones del tracto urinario (Martínez y Calvo, 
2008). Su espectro de acción explica la resistencia de Lactococcus lactis GU 967439 y 
ATCC N°11454 al ácido nalidixílico. Por su parte, las de segunda generación: 
norfloxacina, ciprofloxacina pefloxacina son llamadas fluoradas, ya que incorporan un 
átomo de flúor y presentan mayor actividad sobre Gram negativos, moderada 
actividad sobre Gram positivos, son activas sobre gérmenes atípicos y no presentan 
actividad sobre anaerobios. Las de tercera generación: levofloxacina, presentan 
actividad sobre Gram negativos, con mejor actividad sobre Gram positivos y 
presentan muy buena actividad sobre microorganismos atípicos, alcanzando al 
espectro de las bacterias ensayadas en el presente estudio. Las de cuarta generación: 
moxifloxacina y trovafloxacina mantienen actividad sobre Gram negativos, aumentan 
la actividad sobre Gram positivos y agregan actividad sobre microorganismos 
anaerobios (Seija y Vignoli, 2008). En este trabajo se vió que ambos L. lactis fueron 
sensibles a las quinolonas de segunda, tercera y cuarta generación utilizadas.  
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La colistina es un polipéptido cíclico perteneciente al grupo de las polimixinas, que 
debido a sus propiedades tensoactivas tiene la capacidad de alterar la permeabilidad 
de la pared de las bacterias Gram negativas sensibles, que presentan una capa 
externa conformada por lipopolisacáridos (LPS) (Vidal Group Drug Information 
Systems, 2014; Landersdorfer y Nation, 2015). El espectro antimicrobiano 
comprende bacterias Gram negativas aerobias, como las enterobacterias, y bacilos 
Gram negativos no fermentadores. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que hay 
patógenos naturalmente resistentes a colistina dentro de estos grupos. Además, 
anaerobios y cocos Gram positivos, como los evaluados en este estudio, no son 
sensibles a la colistina (MacLaren y Spelman, 2012).   
 
El aztreonam, monobetalactámico, presenta excelente actividad contra bacterias 
Gram negativas aerobias y facultativas, pero carece de actividad frente a Gram 
positivos y anaerobias (Seija y Vignoli, 2008) justificándose así su inactividad contra L. 
lactis.  

Los aminoglucósidos son activos generalmente frente a la mayoría de especies de 
Enterobacteriaceae y Pseudomonadaceae. En el presente trabajo fueron sensible a 
la amikacina, gentamicina, kanamicina, tobramicina y neomicina, y resistente a la 
estreptomicina.   

Se reconoce que los antibióticos cumplen un papel importante en la reducción de la 
morbilidad y mortalidad asociada a infecciones bacterianas y poseen un impacto 
significativo en el éxito de la medicina. Además del rol terapéutico también utilizado 
en la medicina veterinaria y en la agricultura, los antibióticos han sido empleados 
como agentes profilácticos y promotores del crecimiento (Ammor y col., 2007). No 
obstante, su uso indiscriminado ha afectado significativamente el ambiente de las 
bacterias y ha conducido a la selección de nuevas cepas resistentes incluyendo a las 
bacterias ácido lácticas, en las que se han detectado resistencias desde los 1980s 
(Han y col., 2015).  

Las BAL han adquirido el status de GRAS y son utilizadas como cultivos iniciadores 
en procesos de fermentación de diferentes alimentos (Zycka-Krzesinska y col., 2015; 
Mathur y Singh, 2005). 

De acuerdo al hábitat y a su extenso uso en el ámbito alimentario L. lactis subsp. lactis 
y L. lactis subsp. cremoris han sido incluidas en la lista QPS (Qualified Presumption of 
Safety), puesto que los lactococos provenientes y utilizados en la industria láctea son 
generalmente sensibles a la mayoría de los antibióticos de uso clínico (Leuschner y 
col., 2010; EFSA, 2013). Por ello, los residuos de los mismos presentes en la leche 
pueden inducir fallas en los cultivos starters. Sin embargo, son bien conocidos por 
intercambiar material genético de forma intra e intergenérica y por lo tanto existe la 
probabilidad de propagar resistencia a los antibióticos (Morelli y col., 2004). 
 
De hecho, varios investigadores han especulado sobre la posibilidad de que las BAL 
aisladas de alimentos podrían actuar como reservorios de genes de resistencia que 
pudiesen ser transferidos a otros microorganismos patógenos tanto en la cadena 
alimentaria como en el tracto gastrointestinal de personas y animales (Rojo-Bezares 
y col., 2006; Flórez, 2007; Walther y col., 2008; Liu y col., 2009; Khemariya y col., 
2013). Flórez (2005) y Herreros (2005) propusieron que la transferencia de 
resistencia a antimicrobianos es un mecanismo común en L. lactis. Flórez (2007), 
demostró que en la cepa L. Lactis K214, proveniente de un queso fresco elaborado 
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con leche cruda, se encontraba un plásmido (pK214) que porta tres genes de 
resistencia a antibióticos: estreptomicina, cloranfenicol y tetraciclina, siendo idénticos 
a otros caracterizados anteriormente en S. aureus, Streptococcus pyogenes y Listeria 
monocytogenes (Perreten y col., 1997). Debido a lo propuesto anteriormente, es 
sustancial que las BAL previo a su utilización en alimentos sean evaluadas para 
descartar la presencia de resistencias y así confirmar que su uso sea seguro.   

En los resultados obtenidos en el presente estudio se observó que tanto L. lactis 
GU967439 como ATCC 11454 son sensibles a la mayoría de los antibióticos de 
relevancia clínica. Si bien en varios casos se encontraron diferencias significativas 
entre las medias de los halos de inhibición entre L. lactis nativo y de referencia, para 
ninguno de los casos representó un cambio efectivo en la categorización de la 
sensibilidad.   

DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD DE INHIBICIÓN FRENTE A 
MICROORGANISMOS INDICADORES DE INTERÉS 

El SLC de Lactococcus lactis GU967439, fue capaz de inhibir todos microorganismos 
Gram positivos utilizados como indicadores y mostró mejor actividad que L. lactis 
ATCC N° 11454. Ademas, se observaron títulos mas altos de actividad del L. lactis 
nativo frente a Listeria innocua ATCC N°33090 y Streptococcus bovis Cod. 2.5 (WT). 

Lorenzo y Raffo (2015) evidenciaron la producción de diacetilo por L. lactis nativo 
permitiendo su identificación a nivel de subespecie como Lactococcus lactis subsp. 
lactis biovar. diacetylactis.    

Rodriguez (2016) buscó caracterizar el SLC de Lactococcus lactis GU967439 
mediante el tratamiento con enzimas y calor. En su estudio observó cierta resistencia 
a las proteasas, característica que suele estar presente en lantibióticos ya que al 
sufrir grandes modificaciones post traduccionales son altamente resistentes a la 
acción de estas enzimas proteliticas (Willey y col. 2007 citado por Rodriguez). Por lo 
que especuló que la actividad antimicrobiana presente en el SLC se debe 
mayotariamente a la acción de un lactibiótico (Rodriguez, 2016). En cuento a la 
estabilidad térmica, observó que la bacteriocina presente el el SLC pierde actividad 
tras ser expuesta a 100°C durante 5 minutos, mientras que estudios postulan que la 
nisina se mantiene activa durante 10 minutos a la misma temperatura (Hurst, 1981; 
Martin, 2002; Rodriguez, 2016). Rodriguez (2016), además observó que la 
bacteriocina presente en el SLC presenta mejor actividad a pH neutro, 
comportándose de manera diferente a la nisina que presenta mejor actividad a pH 
bajo.  

Posteriormente, Hernandez (2019) detectó mediante PCR la presencia del gen de la 
nisina en el genoma de L. lactis nativo y a su vez, el espectro de masas reveló una 
señal similar a la de la nisina Z, por lo que se concluye que es productor de nisina Z. 

Por todo lo anterior, podemos concluir que L. lactis GU967439 presenta mejor 
actividad antimicrobiana que L. lactis ATCC N°11454 frente a los patógenos 
ensayados en el presente estudio debido a que el primero produce mas de un 
compuesto con actividad antimicrobiana.  

Algunos autores han considerado que el espectro de inhibición de las bacteriocinas 
es reducido, siendo activas generalmente frente a microorganismos relacionados 
taxonómicamente (Requena y Pelaez 1995). Generalmente, las bacteriocinas 
producidas por bacterias ácido lácticas no son activas frente a bacterias Gram 



35 
 

negativas, lo que coincide con los resultados obtenidos en este trabajo. Esto se debe 
a la diferencia en la composición de la membrana celular de bacterias Gram positivas 
y negativas. La nisina, producida por varias cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis 
presenta actividad inhibitoria frente a microorganismos como Pseudomonas, 
Escherichia y Salmonella pero el efecto no se observa, a menos que se altere el 
componente lipopolisacárido de la membrana externa de estos microorganismos, con 
tratamientos como un choque osmótico o tratamiento con EDTA (Stenvens y col., 
1991). Sin embargo, según Klaenhammer (1993) el espectro de actividad de algunas 
bacteriocinas, tal como la nisina, no estaría restringido a especies taxonómicamente 
relacionadas ni a bacterias pertenecientes al mismo ambiente ecológico. Desde el 
punto de vista práctico, el espectro de actividad de las bacteriocinas puede ser mayor 
o menor dependiendo de las condiciones ambientales y de la concentración de la 
sustancia activa presente (Souid y col., 2015). La producción de bacteriocinas con un 
espectro de inhibición relativamente amplio, es propia de bacterias de origen 
alimentario (Vásquez y col., 2009).   

Pese a que son indispensables mayores investigaciones previo a la utilización de 
bacteriocinas en la práctica clínica, las mismas representan una gran promesa para 
el tratamiento de enfermedades causadas por bacterias patógenas constituyendo 
eventualmente una alternativa a los antibióticos ya existentes (Hammami y col., 2013). 
Las bacteriocinas se inactivan, al menos, por una enzima proteolítica, entre otras las 
de origen pancreático, tripsina y alfa-quimiotripsina, y pepsina de origen gástrico 
(Moreira Dos Santos, 1993). Sin embargo, no se conoce con exactitud si son capaces 
de escapar a la digestión enzimática in vivo en matrices alimentarias complejas. Las 
bacteriocinas podrían alcanzar el tracto intestinal mediante la ingestión de probióticos 
productores de bacteriocinas o encapsuladas para combatir patógenos intestinales 
resistentes a los antibióticos (Le Blay y col., 2007).  

RESISTENCIA IN VITRO DE L. lactis SIMULANDO SU PASAJE POR EL TRACTO 
GASTROINTETINAL 

Tolerancia a la simulación al tránsito gástrico 

Hutkins y Nannen (1993), han reportado que el rango óptimo de pH para el 
crecimiento de especies de Lactococcus lactis se sitúa entre pH 6,3 - 6,9. No 
obstante, la mayoría de las BAL crecen lentamente a valores menores de pH.  

El bajo pH estomacal y la actividad antimicrobiana de la pepsina conforman una 
barrera efectiva contra la entrada de bacterias al tracto intestinal (Holzapfel y col., 
1998). El pH del estómago puede variar de 1,5 o por encima de 6 luego de la ingesta 
de alimento (Lankaputhra y Shah,1995), pero generalmente se sitúa entre 2,5 y 3,5 
(Holzapfel y col., 1998), por lo que L. lactis nativo sería capaz de soportarlo. El tiempo 
en el que el alimento permanece en el estómago depende de la naturaleza del 
mismo, variando entre 2 y 4 horas (Smith, 1995).  

En el Cuadro 4, se observa el efecto de jugos gástricos simulados a diferentes pH 
sobre la viabilidad de L. lactis ATCC N°11454 y GU967439. De acuerdo al análisis 
estadístico, ambas cepas de L. lactis presentaron una reducción significativa de 
células viables en valores de pH 2,0 y 2,5. Cuando la solución gástrica se encontraba 
a pH 2,5 se evidenció una reducción en el recuento de células viables de 4,14 y 2,07 
log, mientras que a pH 2,0 se vio una reducción de 4,77 y 4,00 log para GU967439 y 
ATCC N°11454 respectivamente. Sin embargo, a pesar de la reducción en la 
viabilidad, ambas cepas de L. lactis mostraron células viables a pH 2. Finalmente, no 
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se encontraron diferencias significativas en los recuentos de células viables para 
ambas cepas de L. lactis cuando el jugo gástrico simulado se encontraba en un valor 
de pH 3.    

Aunque la susceptibilidad a pH bajo puede ser utilizada directamente como medida 
para seleccionar cepas probióticas, las mismas son ingeridas en alimentos. Se ha 
comprobado que la presencia de alimentos y sus ingredientes protegen a las 
bacterias probióticas del ácido y aumentan la viabilidad de los microorganismos 
durante su pasaje por el tracto gastrointestinal (Charteris y col., 1998b; Wang y 
col.,1999; Zarate y col., 2000). Se ha demostrado que la leche aumenta la viabilidad 
de Lactobacillus y bifidobacterias sensibles al ácido durante la simulación del tránsito 
por el tracto gastrointestinal (Charteris y col.,1998b). Se ha sugerido que el 
mecanismo benéfico de los alimentos y sus ingredientes sería el aumento del pH del 
contenido gástrico (Charteris y col., 1998b; Wang y col., 1999; Zarate y col., 2000). 
Con el desarrollo de nuevos sistemas “vehiculizadores” y el uso de alimentos 
específicos se ha evidenciado claramente que las bacterias sensibles al ácido 
pueden recibir un efecto de “amortiguación” en el estómago (Havenaar y col., 1992). 
Esto concuerda con estudios realizados por Drouault (1999) donde observó mediante 
ensayos in vivo realizados en ratas que la tasa de supervivencia en el estómago de L. 
lactis administrado puro y en una alimentación forzada era del 6% mientras que al 
mezclarlo con una ración ascendía a 91 %.  

Tolerancia a la simulación al tránsito intestinal 

Para que los probióticos puedan ejercer su efecto benéfico en la salud del 
hospedador, deben colonizar y sobrevivir en el intestino delgado.  

En el presente estudio, ambas cepas de L. lactis fueron evaluadas para determinar 
supervivencia en presencia de pancreatina. En ambos casos, si bien hubo una 
reducción de 0,25 y 0,3 log para L. lactis GU967439 y ATCC N°11454 
respectivamente, no se encontró una diferencia significativa de los recuentos de 
células viables tras 240 minutos de incubación con respecto al tiempo inicial. Las 
cepas evaluadas posiblemente presentan una habilidad natural para tolerar este 
compuesto, por ello, la presencia de pancreatina en el intestino delgado no 
representaría una barrera insuperable para estos microorganismos.  

Por otro lado, se consideran adecuadas concentraciones de 0,15-0,3% de sales 
biliares para seleccionar bacterias probióticas para uso humano (Goldin y Gorbach, 
1992).  

En este caso, si bien se encontró una reducción de 0,25 y 0,56 log para GU967439 y 
ATCC N°11454 respectivamente, tampoco se encontró una diferencia significativa en 
el recuento de células viables para ninguna de las dos cepas en evaluación. Por lo 
que las sales biliares tampoco representarían una barrera para estas bacterias.  
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CONCLUSIONES 

• L. lactis GU 967439 fue sensible a todos los antibióticos activos frente a Gram 

positivos ensayados indicando probablemente no adquirió elementos de 

resistencia de otras cepas  

• El SLC de Lactococcus lactis GU 967439 tuvo actividad antagonista in vitro 

frente a los microorganismos Gram + utilizados como indicadores: 

Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 6538 y 

29213, Listeria innocua ATCC 33090, Streptococcus bovis 2.5 WT y presentó 

mejor actividad que la cepa L. lactis ATCC N°11454 

• El SLC de Lactococcus lactis GU 967439 no presentó actividad antagonista 

frente a los microorganismos Gram negativos empleados: Escherichia coli 

ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027  

• Lactococcus lactis GU 967439 es resistente a la simulación del jugo gástrico a 

pH 2.5 y 3, pero no a pH 2.  

• Lactococcus lactis GU 967439 es capaz de sobrevivir en presencia de 

pancreatina y bilis.  
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ANEXOS 
 
Anexo 1. Criterios para clasificar los resultados a diferentes principios 
antimicrobianos de acuerdo al tamaño de halos (mm) en Resistente (R), 
Moderadamente sensible (MS) y Sensible (S)  
 

 Antimicrobianos Halos (mm) 
interpretativos 

Grupo Nombre y concentración R MS S 

Grupo 1- inhibidores de la 
síntesis de la pared celular 

    

Penicilinas Penicilina(10 U)c ≤19 20-27 ≥28 

 Ampicilina(10 µg)a S/H ≤10 10-35 

 Piperacilina(100 µg)c ≤18 19-20 ≥21 

 Carbenicilina(100 µg)e    

 Amoxicilina+clavulánico 
(30 µg)c 

≤18 19-20 ≥21 

Cefalosporinas Cefalotina(30 µg)c ≤14 15-17 ≥18 

 Cefradina(30 µg)c ≤14 15-17 ≥18 

 Cefuroxima(30 µg)c ≤15 16-17 ≥18 

 Cefepima(30 µg)a S/H ≤10 10-35 

 Cefotaxima(30 µg)c ≤14 15-22 ≥23 

 Ceftazidima(30 µg)c ≤15 16-18 ≥19 

 Cefoperazona(75 µg)c ≤15 16-18 ≥19 

Carbapenemas Imipenem(10 µg)e    

Monobactámicos Aztreonam(30 µg)c ≤15 16-21 ≥22 

Glicopéptidos Vancomicina(5 µg)e    

 Teicoplanim(30 µg)a S/H ≤10 10-35 

Grupo 2 – inhibidores de 
síntesis de proteína 

    

Aminoglucósidos Amikacina(30 µg)a S/H ≤10 10-35 

 Gentamicina(120 µg)e    

 Kanamicina(30 µg)a S/H ≤10 10-35 

 Estreptomicina(10 µg)c ≤11 12-14 ≥15 

 Tobramicina(10 µg)e    

 Neomicina(30 µg)a S/H ≤10 10-35 

Tetraciclinas Doxiciclina(30 µg) d ≤12 13-15 ≥16 

 Tetraciclina(30 µg)b ≤12.4 12.5-17.4 ≥17.5 

Macrólidos Eritromicina(15 µg)a S/H ≤10 10-35 

 Telitromicina (15 µg)e    

Lincosamidas Clindamicina(2 µg)b ≤12.4 12.5-17.4 ≥17.5 

Oxazolidinonas Linezolid(30 µg)d ≤20 21-22 ≥23 

Antibióticos individuales Cloranfenicol(30 µg)b ≤12.4 12.5-17.4 ≥17.5 
a Khemariya y col. 2013 
b CLSI, 2007 citado por Haghshenas y col. 2014 
c Charteris y col. 1998a citado por Coplu y col. 2012.  
d CLSI 2013 citado por Ture y Boran, 2015. 
e No se encontraron referencias 



54 
 

 

Cont. Antimicrobianos  Halos (mm) interpretativo 

Grupo Nombre y concentración  R MS S 

Grupo 3 – inhibidores de la 
síntesis de ácidos nucleicos 

    

Quinolonas Ac. Nalidixílico (30 µg)a S/H ≤10 10-35 

 Moxifloxacina(5 µg)e    

 Levofloxacina(5 µg)d 13 14-16 ≥17 

 Pefloxacina(5 µg)e    

Grupo 4 – inhibidores de la 
función de la membrana 
citoplasmática 

    

 Colistin(10 µg)a S/H ≤10 10-35 
a Khemariya y col. 2013 
b CLSI, 2007 citado por Haghshenas y col. 2014 
c Charteris y col. 1998a citado por Coplu y col. 2012.  
d CLSI 2013 citado por Ture y Boran, 2015. 
e No se encontraron referencias 
 

 

 

 


