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RESUMEN

En nuestro pais, para la elaboracion de quesos, particularmente los artesanales es
frecuente la aplicacion de suero fermento natural (SFN) como cultivo iniciador o
starter. Este, es una asociacion compleja de cepas nativas de microorganismos, y
esta compuesto principalmente por bacterias &cido lacticas (BAL) incluyendo
especies reconocidas como cultivos starter o adjuntos (NSLAB), que mediante sus
atributos tecnolégicos aportan caracteristicas sensoriales propias al queso. El
objetivo del presente trabajo se enfoc6 en doce aislamientos de Lactobacillus spp.
provenientes de SFN de Colonia, Uruguay con la finalidad de determinar sus
caracteristicas in vitro como potenciales cultivos starter o NSLAB. Se evalu6 el perfil
tecnologico en cuanto a acidificacion, protedlisis, lipdlisis y produccion de diacetilo.
La actividad antimicrobiana se realiz6 mediante la técnica de agar well diffusion,
frente a diferentes microorganismos indicadores, con el fin de estudiar la posible
produccién de bacteriocinas. A su vez, se evalud el perfil de sensibilidad a los
antimicrobianos mediante el método de Kirby-Bauer. La produccién de aminas
biégenas: tiramina e histamina fue evaluada fenotipicamente y se realiz6 mediante
PCR, la busqueda de los genes relacionados con las descarboxilasas respectivas
(tdc y hdc). Los resultados obtenidos indicaron que las cepas de L. helveticus (Lh
193/Lh 198) presentaron el mejor perfil como posible cultivo iniciador ya que
demostraron una alta capacidad de acidificacion. Por otra parte, L. plantarum (Lp
155) present6 mejor potencial como NSLAB dada su capacidad lipolitica, proteolitica
y de produccion de diacetilo. En cuanto a la actividad antimicrobiana observada, se
limitd a la produccion de &cidos organicos y frente a un solo microorganismo
indicador. Los aislamientos evaluados resultaron sensibles a la mayoria de los
antimicrobianos evaluados, no obstante, se observé la presencia de resistencia a
cefradina en las especies L. rhamnosus, L. gasseri y L. casei. Finalmente, no se
detectd actividad descarboxilante por parte de los aislamientos de Lactobacillus
spp. ni se detectaron los genes relacionados. En conclusion, los resultados
obtenidos demostraron que los aislamientos nativos de Lactobacillus spp. presentan
aptitudes tecnoldgicas tanto como cultivos starter o NSLAB, no producirian aminas
bibgenas y en general la resistencia a los antimicrobianos fue la esperada.



SUMMARY

In Uruguay, the use of natural whey as a starter culture (NWS) for cheese production
is frequent, specifically in artisanal cheeses. NWS is a complex association of native
strains of microorganisms composed mainly of lactic acid bacteria (LAB) including
species recognized as starter or adjunct cultures (NSLAB), that through their
technological attributes contribute their sensory characteristics of the cheeses. The
aim of the present work was focused on twelve strains of Lactobacillus spp. isolated
from NWS from Colonia, Uruguay in which in vitro characteristics as a potential
starter or adjunct cultures were determined. Also, the technological profile was
evaluated through acidification, proteolysis, lipolysis, and diacetyl production. The
antimicrobial activity was performed using the agar well diffusion technique, against
different indicator strains to screen for bacteriocins production. Additionally, the
antimicrobial sensitivity profile was evaluated by the Kirby-Bauer method. The
production of biogenic amines: tyramine and histamine was also assessed as well as
the related decarboxylases genes (tdc and hdc) by using PCR. The results obtained
indicated that L. helveticus strains (Lh 193/Lh 198) presented the best profile as a
possible starter culture since they showed a high acidification capacity. On the other
hand, L. plantarum (Lp 155) presented better potential as NSLAB gave its lipolytic,
proteolytic, and diacetyl production capacity. Regarding, the antimicrobial activity, it
was limited to the production of organic acids and against a single indicator strain.
The isolates evaluated were sensitive to most of the antimicrobials tested; however,
resistance to cephradine was observed in the species L. rhamnosus, L. gasseri, and
L. casei. Finally, no decarboxylating activity or related genes was detected in the
Lactobacillus spp. isolates. Therefore, the results showed that the native isolates of
Lactobacillus spp. present technological aptitudes both as a starter or NSLAB
cultures, would not produce biogenic amines and in general the resistance to
antimicrobials was as expected.



REVISION BIBLIOGRAFICA

La fermentacién &cido lactica es ampliamente utilizada en la elaboracion de diversos
productos lacteos, los cuales responden a la actividad metabodlica de ciertos
microorganismos (bacterias, mohos, levaduras o una mezcla de éstos). Estos
pueden estar presentes naturalmente en la leche o ser agregados como cultivos
“starters”, cuyas funciones esenciales son la produccion de acido lactico por medio
de la fermentacion de la lactosa y la produccion de compuestos volatiles que
contribuyen al aroma de los productos. Ademas, el acido generado, inhibe el
crecimiento de microorganismos patdgenos y alterantes (Suarez, 1997).

Bacterias acido lacticas (BAL)

Las BAL se encuentran ampliamente distribuidas en diferentes ecosistemas y
desempefian un papel importante en los procesos de fermentacion; por lo cual son
muy utilizadas en la industria alimentaria, no solamente por su habilidad para
acidificar y por lo tanto preservar alimentos, sino también su rol en el desarrollo de la
textura, sabor y olor de los alimentos fermentados (Axelsson, 2004).

Las BAL constituyen un grupo heterogéneo de bacterias Gram positivas, que difieren
tanto desde el punto de vista morfolégico como filogenético. Se caracterizan por
producir &cido lactico como el principal metabolito producto de la fermentacién
(Axelsson, 2004). Son bacterias no esporuladas, con forma de cocos o bacilos,
catalasa negativa, libre de citocromos y tolerantes al 4cido y al oxigeno (Atanassova
et al., 2003). Pueden crecer en temperaturas entre 5y 45° C y su pH 6ptimo de
crecimiento es de 5,5 a 6,5. Estas bacterias tienen requerimientos nutricionales
complejos que incluyen aminoacidos, péptidos, bases de nucledtidos, vitaminas,
minerales, acidos grasos y carbohidratos (Vodnar, 2010). En este dltimo siglo, se
han estudiado ampliamente a varios géneros de BAL y son considerados seguros
para su aplicacion en alimentos y consumo humano o “GRAS” (generally recognized
as safe) (De Angelis y Gobbetti, 2016). Dentro de las BAL existe un grupo de
microorganismos llamado cultivos starter o iniciadores, estos son cultivos de
microorganismos Vvivos que se agregan con el fin de hacer uso de su metabolismo,
produciendo cambios bioquimicos durante la elaboracion y maduracién de los
diversos productos lacteos. Los principales géneros utilizados corresponden a
Lactococcus, Lactobacillus y Leuconostoc. Los cultivos starter son empleados en la
industria lactea para la elaboraciéon de leches fermentadas, quesos, manteca y otros
productos que para su obtencién requieren ser fermentados (Borbonet, 2001;
Hammes, 1990).

La produccion de quesos en nuestro pais esta enfocada principalmente en quesos
de pasta dura y semidura y es frecuente que en el proceso de elaboracion en
guesos artesanales se apliqgue SFN como cultivo iniciador (Borbonet, 2001; MGAP,
2021). Se ha estudiado en otros paises que el SFN esta constituido por una
microbiota natural que presenta una variedad de géneros y especies dinamica, que
influyen en las caracteristicas del producto final, resaltando sus caracteristicas
sensoriales, debido a la complejidad de su composicién (Bottari, Santarelli, Neviani y
Gatti, 2010). Para algunos autores, esta microbiota se compone mayoritariamente
por diferentes especies de lactobacilos termoéfilos homofermentativos y en menor
medida lactobacilos heterofermentativos y Streptococcus termophilus (Beresford,
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Fitzsimons, Brennan y Cogan, 2001; Mucchetti y Neviani, 2006; Parente y Cogan,
2004).

El SFN, que es propio de cada zona geografica, se produce diariamente en la
qgueseria, aplicandose mediante sucesivos repiques, lo que conlleva a una seleccion
natural de las cepas (Suarez, 1997).
Ademas de su rol en la fermentacion, ciertas cepas cumplen funciones durante la
maduracion de estos productos y resultan de gran importancia en el desarrollo de
aromas Yy textura (Ricciardi et al., 2015). Segun Bove et al., (2012) el desarrollo de
las NSLAB (por su sigla en inglés “non starter lactic acid bacteria”) durante la
maduracion es debido a su capacidad de usar mdltiples fuentes de nutrientes
disponibles. En este caso forman parte de los cultivos secundarios o NSLAB que a
diferencia de los cultivos starters no contribuyen, de manera significativa, en la
formacion de acido lactico (Ricciardi et al.,, 2015). Normalmente comprenden
especies de Lactobacillus mesofilos y mayoritariamente heterofermentativos
(Chamba e Irlinger, 2004; Smit, Smit y Engels, 2005).

Género Lactobacillus

Los Lactobacillus son cocobacilos, catalasa negativa (algunas cepas poseen una
pseudocatalasa) aciduricas o acidéfilas (Hammes y Vogel, 1995). Si bien su
crecimiento optimo se da en condiciones de anaerobiosis o microaerofilia, la mayoria
de las cepas son capaces de desarrollarse en condiciones de aerobiosis (Kandler y
Weiss, 1986). Los lactobacilos homofermentativos, producen principalmente,
como producto final de fermentacion primaria acido lactico a partir de hexosas. Este
grupo esta integrado por Lactobacillus caucasicus, Lactobacillus delbrueckii
(subespecies:  delbrueckii, thermophilus, bulgaricus), Lactobacillus lactis,
Lactobacillus helveticus y Lactobacillus acidophilus (Klaenhammer y De Vos, 2011;
Sanchez y Ramirez, 2004; Tannock, 2004). Mientras que los heterofermentativos
(incluso heterofermentativos facultativos) pueden formar otros productos como
acetato, etanol, COz2, formitato y succinato (Kandler, 1983). Algunas de las especies
principales son Lactiplantibacillus plantarum, Lacticaseibacillus rhamnosus,
Lactobacillus coryniformis, Lactobacillus curvatus, Lacticaseibacillus casei,
Lacticaseibacillus paracasei, Levilactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri,
Lactobacillus fermentum y Levilactobacillus brevis (Blanco y Fragenas, 2006)

En la Figura 1 se ilustran ambas rutas metabdlicas.
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Figura 1. Rutas metabdlicas de fermentacion de glucosa por bacterias acido lacticas
(Axelsson, 2004).

Es frecuente en la elaboracion de productos fermentados como el queso, el
agregado de Lactobacillus, formando parte del cultivo starter, que presentan como
principal funcién la produccion de acido lactico en una etapa inicial y que aportara
caracteristicas sensoriales a estos productos. Las principales especies de
Lactobacillus en cultivos starters para la elaboracién de quesos son L. helveticus, L.
delbrueckii, L. acidophilus, y L. fermentum (Beresford et al., 2001).

A su vez, ademas de ser utilizados como cultivo starter, los Lactobacillus pueden
encontrarse formando parte del cultivo secundario o NSLAB. Estos, toman
relevancia en procesos mas avanzados de la elaboracién del queso, ya que durante
la maduracion comienzan a crecer y generar compuestos que aportan en gran
medida al sabor y textura del producto final. L. paracasei, L. casei, L. plantarum y L.
rhamnosus son las principales especies de cultivos NSLAB utilizadas (Ricciardi et
al., 2015).

Las especies de Lactobacillus utilizadas como starter son cuidadosamente
seleccionadas y las mas frecuentes son L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L.
delbrueckii subsp. lactis y L. helveticus. Dichas bacterias son aisladas de quesos de
diferentes tipos, tales como Emmental, Parmegiano Reggiano y Gorgonzola,
Mozzarella, Provolone y Caciocavallo (Stiles y Holzapfel, 1997).

Durante la maduracion de los quesos la microbiota NSLAB comienza a aumentar, en
contraposicion a la del cultivo starter, del que sélo quedan enzimas y compuestos
liberados por lisis celular (Bluma 'y Ciprovica, 2016).

Algunos estudios se han centrado en las capacidades metabdlicas de ciertas
NSLAB, especificamente sobre su capacidad de producciébn de compuestos
10



organicos volatiles (COV), ya que estos estarian relacionados al aroma de quesos
madurados (Bezerra et al., 2016, Lazzi et al., 2016, Marilley y Casey, 2004; Sgarbi et
al., 2013).

Propiedades tecnolégicas de interés de Lactobacillus spp.

Dentro de los atributos tecnoldgicos en las BAL en general, se identifican
propiedades metabdlicas, con importancia directa para los productos lacteos,
relacionadas con los procesos bioquimicos de glucdlisis, protedlisis, lipdlisis, y
produccion de diacetilo (Belgacem et al., 2010). Son estos procesos mas complejos
que ocurren durante la elaboracidon y maduracion del queso. Los compuestos
volatiles y no volétiles que se producen contribuyen al sabor (Fox, Guinee, Cogan y
McSweeney, 2017).

En la elaboracion de estos, existen diferentes etapas, cada una de estas afectara en
diferentes aspectos y medidas al producto final (Uliescu, Rotaru, Mocanu y Stanciu,
2017). En relacién con los cultivos, éstos son agregados en la etapa inicial de la
elaboracion posterior al tratamiento térmico de la leche, si es que existe y previo al
agregado de la enzima coagulante.

Acidificacion

La produccion de acido por parte del cultivo starter, tiene tres funciones importantes:
favorece la actividad de la enzima coagulante (quimosina o cuajo) y el desuerado de
la cuajada, reduciendo asi el contenido en humedad del queso, y previniendo el
crecimiento de bacterias indeseables (Poveda, 2001). La acidificacién produce
pérdida de humedad, debida a la diferencia de presién parcial de agua entre el
interior y el exterior en quesos de pasta semidura y dura (Fox y McSweeney, 2004;
Mufioz, Rosero y Cabrera, 2010). La acidificacion es un atributo deseado en el
cultivo starter y esencial en este proceso ya que procura una rapida acidificacion de
la materia prima y un desarrollo de caracteristicas sensoriales particulares (Leroy,
Verluyten y De Vuyst, 2006).

Propiedades proteoliticas

Durante la maduracion, la protedlisis provoca el efecto contrario a la deshidratacion,
ya que la ruptura de la malla de caseinas, con la liberacibn de péptidos y
aminoécidos, debilita la estructura del queso suavizando su textura y generando
guesos de consistencia mas blanda (Sanchez, Morales de la Nuez, Morena y
Hernandez, 2011).

Los péptidos obtenidos durante la protedlisis son utilizados como sustratos
precursores para las enzimas bacterianas que los transforman en péptidos mas
pequefios y aminoacidos libres, que podrian seguir degradandose y formar
compuestos volatiles como amoniaco, cetonas acidas y compuestos azufrados que
son los responsables del aroma de la mayoria de los quesos (Panizzolo, Araujo,
Taroco, Rodriguez y Schopf, 2011).

11



Propiedades lipoliticas

La lipdlisis se define como el conjunto de las reacciones de hidrélisis de los
triacilgliceroles para producir di o monoacilgliceroles, acidos grasos libres (AGL) y
glicerol (McSweeney, 2011). Durante la maduracion, la lipdlisis es una reaccion
minoritaria en comparacion a la protedlisis, ésta es esencial, ya que los compuestos
generados influyen en gran medida en el aroma y sabor del queso (Molimard y
Spinnler, 1996). Esta actividad puede provenir de las enzimas de la leche o ser
agregadas, asi como también aquellas producidas por microorganismos starters y/o
NSLAB.

Los AGL de cadena corta y media tienen umbrales de percepcion bajos y son los
gue aportan caracteristicas sensoriales que influyen de manera positiva 0 negativa
en el queso. Ademas de aportar flavor por si mismos, los AGL también pueden ser
precursores para formar otros compuestos que impactan fuertemente en este
aspecto, entre otros: metilcetonas, lactonas, ésteres, alcanos y alcoholes
secundarios (Collins, McSweeney y Wilkinson, 2003; McSweeney y Sousa, 2000).

La lipdlisis en ciertos casos puede ser excesiva y generar sabores rancios en los
productos lacteos. En los quesos de pasta dura/cocida, la degradacion de los
triglicéridos es alta debido al elevado periodo de maduracion que presentan estos
quesos (Gobetti y Di Cagno, 2003).
Generalmente los Lactobacillus son considerados débilmente lipoliticos. Liu, Holland
y Crow (2004), reportaron actividad lipolitica intracelular en Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis y
Lactobacillus acidophilus.

Producciéon de diacetilo

Otros compuestos que pueden generarse en menor medida, mediante el
metabolismo bacteriano del cultivo starter durante la maduracién del queso, son
diacetilo y acetoina. Ambos son compuestos estrechamente relacionados, que se
caracterizan por aportar un aroma “mantecoso” a los productos.

El diacetilo se encuentra en bajas cantidades en el queso, aunque en varios tipos de
quesos, como el Cheddar, Gouda, Emmental, Gruyere, Camembert, Swiss,
Maasdam, Quarg, Mexican Chihuahua, Goat Cheese, el diacetilo es clave (Clark y
Winter, 2015; Lo, Bansal y Turner, 2018). La produccién de diacetilo ha sido
ampliamente reconocida en especies pertenecientes a los géneros Streptococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus, Enterococcus y Lactobacillus ocurriendo
su maxima produccion en su fase logaritmica tardia de crecimiento (Branen y
Keenan, 1971; El-Gendy, Abdel-Galid, Shalin y Hegazi, 1983). En ciertas cepas de
Lactobacillus spp., entre ellas L. paracasei y L. rhamnosus, el diacetilo ademas de
producirse via piruvato puede ser producido a partir del citrato (Lo et al., 2018).

Actividad antimicrobiana del género Lactobacillus

Varios mecanismos antimicrobianos han sido descriptos para Lactobacillus spp.,
como la produccion acidos organicos (lactico, acético y formico), diacetilo, peroxido
de hidrégeno, diéxido de carbono y bacteriocinas. Siendo estas Ultimas las que han
despertado mayor interés (Georgieva et al., 2015; Inglin Stevens, Meile, Lacroix y
Meile, 2015). Las bacteriocinas se definen como péptidos de origen ribosomal que
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son secretados al medio extracelular y tienen la capacidad de inhibir el crecimiento
de otros microorganismos (Beshkova y Frengova, 2012; Monroy, Castro, Fernandez
y Mayorga Reyes, 2009; Preciado et al., 2013). Se ha comprobado que pueden
actuar sobre bacterias patdgenas, especialmente Gram positivas y en algunas Gram
negativas (Cleveland, Montville, Nes y Chikindas, 2001). En la actualidad, la nisina y
pediocina PA-1, producida por Lactococcus lactisy Pediococcus acidilactici
respectivamente, son las bacteriocinas mas utilizadas en la industria de alimentos
con fines de conservacion (Chollet, Sebti, Martial-Gros y Degraeve, 2008).

El mecanismo de accion y el rango de actividad de las bacteriocinas depende del
tipo especifico de bacteriocina producida (Abee, Krockel y Hill, 1995). Con respecto
a las bacteriocinas descritas para Lactobacillus spp., se ha reportado su actividad
contra Clostridium difficile, Escherichia coli, Shigella spp., Streptococcus mutans,
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus (Chen et al., 2019). Las
plantaricinas E/F y J/K producidas por L. plantarum tienen actividad antimicrobiana
cuando interactian como un sistema de 2 péptidos. La sintesis de la plantaricina es
sumamente compleja (Mourad, 2007). La helveticina J, producida por Lactobacillus
helveticus, presenta una actividad antibacterial contra especies relacionadas. Poco
se conoce de las caracteristicas bioquimicas de dicha bacteriocina y de su modo de
accion (Cintas, Casaus, Herranz, Nes y Hernandez, 2001).

Resistencia a los antimicrobianos

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) ha sido identificada como una de las
mayores amenazas a la salud humana, estando asociada a un alto costo médico,
mayor hospitalizacién y tasa de mortalidad. Actualmente, existe la necesidad de
controlar su propagacion y reducir el riesgo en diversos sectores, como los
agroalimentarios (Wang et al., 2019).
Las bacterias pueden ser intrinsecamente resistentes a los antibiéticos como
resultado de caracteristicas estructurales o funcionales inherentes (intrinsecas), pero
también pueden desarrollarla a través de la mutacion de genes cromosémicos o
adquisicion de ADN exoégeno (Nawaz et al.,, 2011). En el caso de caracteristicas
intrinsecas y las debidas a la mutacion cromosdmica, existe un bajo potencial de
diseminacién horizontal, mientras que las que son por adquisiciéon de elementos
genéticos moviles (plasmidos o transposones) pueden diseminarse mas facilmente
(Manaia, 2017).

Los estudios epidemioldgicos previos sobre RAM se han centrado principalmente en
las bacterias patdégenas clinicamente relevantes. Sin embargo, varios estudios
indican que las bacterias no patégenas, como Lactobacillus spp., también pueden
mostrar resistencia a antibiéticos y contribuir a la diseminacion de dichos genes a
otros microorganismos, incluidos los patdgenos humanos. Teniendo esto en cuenta,
los productos alimenticios fermentados pueden servir como via de difusién a la
transmision de RAM por las bacterias no patdégenas a consumidores (Gazzola,
Fontana, Bassi, y Cocconelli, 2012; Mathur y Singh, 2005; Morandi, Silvetti, Miranda
Lopez y Brasca, 2015).

Aminas biégenas

Las aminas biégenas (AB) son compuestos nitrogenados que se producen a partir
de aminoacidos por reacciones bioquimicas catalizadas mediante enzimas
descarboxilasas. Estas pueden ser de naturaleza endogena, las cuales se producen
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naturalmente en las células animales, o provenir de forma exdégena produciéndose
por microorganismos (Halasz, Barath, Simon-Sarkadi, y Holzapfel, 1994).

Los microorganismos productores de AB pueden ser contaminantes, aunque
también pueden ser ciertos cultivos starters de la fermentacién de alimentos. De
hecho, algunas de las especies bacterianas ampliamente utilizadas en la industria
lactea, consideradas “seguras” (o cepas “GRAS”) han demostrado ser productoras
de AB (Fernandez, Linares y Alvarez, 2004; Linares, Martin, Ladero, Alvarez y
Fernandez, 2011).

La formacion de AB, a pesar de ser una caracteristica no muy distribuida entre
bacterias, especies de muchos géneros (Bacillus, Citrobacter, Clostridium,
Escherichia, Klebsiella, Lactobacillus, Pediococcus, Photobacterium, Proteus,
Pseudomonas, Salmonella, Shigella, Streptococcus) son capaces de descarboxilar
aminoacidos.

Determinadas aminas bidgenas tales como la histamina, tiramina, triptamina,
putrescina, cadaverina, agmatina, espermina, y espermidina son frecuentemente
encontradas en alimentos, principalmente en pescado, carne, huevos, quesos,
frutas, vegetales, cerveza y vinos (Ladero, Martinez, Martin Cruz, Fernandez y
Alvarez, 2010; Park et al., 2010) (Tabla 1). A su vez, pueden causar intoxicaciones
alimentarias causadas especialmente por tiramina e histamina (Anastasio, Drasci y
Pepe, 2010).

Tabla 1. Aminas biégenas, su aminoécido precursor y alimentos asociados a altos niveles de
aminas bidgenas.

Aminoacido . L Alimentos que pueden contener
Amina bidgena .
precursor elevados niveles de AB
Tirosina Tiramina Pasta de soja, soja fermentada,
Histidina Histamina pasta de pescado, queso azul,
gueso de leche cruda, leche
Lisina Cadaverina pasteurizada, salami, kéfir, sidra
- . y vino.
Ornitina Putrescina
Arginina Agmatina

Adaptado de Rio, Redruello, Fernandez, Ladero y Alvarez, 2020.

Si bien las BAL son consideradas las mayores productoras de aminas biégenas en
alimentos fermentados (Landete, Ferrer, Polo y Prado, 2005), la capacidad para
producirlas se trata de una caracteristica de cepa y no de especie (Bacus, 1984;
Bover-Cid, Hugas, lzquierdo-Pulido y Vidal-Carau, 2000). Asi, por ejemplo,
Enterococcus y Lactobacillus se han descrito como responsables de la acumulacién
de tiramina en alimentos. En particular, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium
y Enterococcus durans se consideran los principales productores de tiramina (Russo
et al., 2010).

Por otra parte, a nivel genético, la formacion de AB requiere la expresion de al
menos dos genes, uno codifica la descarboxilasa y el otro el transportador
involucrado en el intercambio de aminoacidos/aminas (Linares et al., 2016). En este
sentido, el gen ‘hdc’ (histidina descarboxilasa) se ha descrito en diferentes cepas de
BAL, de distintos origenes, algunas de éstas son: Lactobacillus hilgardii,
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Lactobacillus sakei, Limosilactobacillus reuteri, Tetragenococcus muriaticus,
Tetragenococcus halophilus, Lactobacillus saerimneri, Lactobacillus buchneri y
Streptococcus thermophilus (Trip, Mulder, Rattray y Lolkema, 2011). Asi también, el
gen ‘tdc’ (tiramina descarboxilasa) se ha caracterizado en Enterococcus faecalis
(Connil et al., 2002), Levilactobacillus brevis (Lucas, Landete, Coton, Coton y
Lonvaud-funel, 2003), Enterococcus durans (Fernandez et al., 2004) y Streptococcus
thermophilus (La Gioia et al., 2011).
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ANTECEDENTES

Como se mencion6é anteriormente, en nuestro pais, el uso de SFN para la
produccion de quesos artesanales esta muy extendido, conociéndose poco de su
composicién en bacterias acido lacticas y de su potencial tecnolégico. En este
contexto, los trabajos nacionales son escasos y se han centrado en el aislamiento e
identificacion de las BAL y/o el estudio de sus propiedades bacteriocinogénicas
(Fraga, Perelmuter, Giacaman, Zunino y Carro, 2013; Reginensi, Gonzélez, y
Bermudez, 2013).

Por otra parte, las BAL presentes en el SFN en conjunto con la microbiota de la
leche cruda, son responsables de la mayoria de las caracteristicas del queso,
teniendo un papel tecnologico, definiendo la calidad del producto, y atribuyéndole
particularidades sensoriales y fisicoquimicas Unicas (Bottari et al., 2010). En
Uruguay tradicionalmente, los SFN son obtenidos y conservados a partir del suero
remanente de elaboracion de dias anteriores, por lo que la composicion de BAL
sufre varios cambios debido principalmente a modificaciones en las condiciones
ambientales (Bottari et al., 2010).

En este marco, entre 2015-2017, se desarrollé en la Unidad Académica de Ciencia y
Tecnologia de la Leche de Facultad de Veterinaria, el proyecto “Caracterizacion
molecular y conservacion de suero fermentos de quesos artesanales”. El objetivo
general de este proyecto fue proporcionar al productor, su propio SFN conservado, y
caracterizado en sus componentes, de manera de evitar grandes desvios en la
dindmica microbiana poblacional. Se obtuvo una coleccién de 187 aislamientos de
BAL, 105 clasificados como Lactobacillus spp. A partir de algunos aislamientos de
esta coleccidén, se realiza esta tesis de grado, que busca complementar otros
trabajos con informacién sobre propiedades tecnoldgicas industriales y aspectos que
involucran la inocuidad de las cepas.
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HIPOTESIS

Lactobacillus spp. aislados de SFN de queserias artesanales, presentan
propiedades de interés tecnolégico.

Lactobacillus spp. aislados de SFN de queserias artesanales no presentan atributos
gue representen un riesgo en la inocuidad alimentaria.

OBJETIVOS

Objetivo General

En una coleccion de aislamientos de Lactobacillus spp. nativos evaluar propiedades
tecnoldgicas de interés y algunas caracteristicas inherentes a inocuidad alimentaria.

Objetivos Especificos

e Evaluar las propiedades tecnolégicas: capacidad de acidificacion, proteolitica,
lipolitica y produccién de diacetilo.

e Determinar in vitro la actividad antimicrobiana frente a los microorganismos
indicadores Streptococcus bovis, Listeria innocua y Escherichia coli.

e Explorar la resistencia a diferentes antimicrobianos de uso clinico.

e Evaluar fenotipicamente la capacidad de descarboxilacion de los aminoacidos
histidina y tirosina.

e Determinar la presencia de los genes que codifican las enzimas de
descarboxilacion de los aminoacidos histidina (hdc) y tirosina (tdc).
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MATERIALES Y METODOS

Aislamientos bacterianos y condiciones de cultivo

Se utilizaron 12 aislamientos de Lactobacillus spp. de las especies que se indican en
la Tabla 2, preservados a -20° C en caldo Mann-Rogosa-Sharpe (MRS) (HiMedia,
India) suplementado con glicerol al 15% (v/v). Estos aislamientos se pasaron a caldo
MRS y se incubaron en microaerofilia a 37° C por 48 h. Posteriormente, la
morfologia colonial se confirmé en placas con Agar MRS (HiMedia, India), tincién de
Gram y test de catalasa.

Tabla 2. Especies de Lactobacillus utilizadas en este trabajo*

Especie N° de aislamientos Cadigos
L thamnosus 6 Lr 8A, Lr 13 Ii; S.OA’ Lr 117,
L.casei/paracasei 2 Lc 44, Lc 130B
L. plantarum 2 Lp 155, Lp 164B
L. helveticus 2 Lh 193, Lh 198
L. gasseri 1 Lg 59

*Las especies fueron determinadas mediante secuenciacion del ARNr 16S por Lozano, (2019)

Evaluacion de propiedades tecnoldgicas
Acidificacion

Los aislamientos fueron sembrados en caldo MRS a 37° C por 24 h en anaerobiosis
y se inocularon al 1 % (v/v) en leche descremada reconstituida estéril (10% m/v,
CONAPROLE, Uruguay) realizandose dos pasajes sucesivos en leche para la
activacion de las cepas. La capacidad acidificante de cada cultivo se determiné en
100 mL de leche descremada reconstituida estéril (10%m/v, CONAPROLE,
Uruguay) sembrando al 1% (v/v) cada caldo e incubando a 37° C por 24 h (Durlu-
Ozkaya, Xanthopoulos, Tunail y Litopoulou-Tzanetaki, 2001). Posteriormente se
midio el pH utilizando un pH-metro, (Acorn series, Oakton, USA) y la acidez titulable
expresada en grados Dornic.

Capacidad proteolitica

La protedlisis se determind siguiendo el método propuesto por Franciosi Settanni,
Cavazza y Poznanski (2009) el que consistio en sembrar cultivo fresco de cada
aislamiento sobre la superficie de placas conteniendo leche en polvo descremada
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(10 % m/v, CONAPROLE, Uruguay) con agar bacterioldgico al 2 % m/v, (HiMedia,
India). Las mismas fueron incubadas a 37° C durante 48 h en anaerobiosis. La
actividad proteolitica se constaté como una zona clara (halo) alrededor de las
colonias. Como controles se utilizaron las cepas de: Bacillus subtilis ATCC 6633
(positivo) y Escherichia coli ATCC 25922 (negativo).

Capacidad lipolitica

La lipolisis se evalu6 mediante la siembra en estria de cada aislamiento (cultivo
activo en MRS a 37° C por 24 h sobre la superficie de placas conteniendo Spirit Blue
Agar (Difco®, USA) suplementado con dos fuentes diferentes de acidos grasos,
tributirina (con 3 % v/v de lipase reagent, Difco®, USA) o suplementado con 3 %
v/v de una emulsion lipidica de grasa lactea (1 mL Polisorbato 80, 400 mL agua ultra
pura y 100 mL de crema de leche con 38% de materia grasa) (Frank, Yousef , Wehr
y Frank, 2004). La ventaja de este ultimo medio es que emplea grasa lactea, la cual
es uno de los sustratos utilizados por las BAL en los fendmenos de lipolisis de
quesos (Nieto-Arribas, Poveda, Sesefia, Palop y Cabezas, 2009). Las placas se
incubaron a 37° C por 72 h en anaerobiosis. La lectura de las placas se realizo
evaluando la aparicion de halos alrededor de las colonias. Como controles se
utilizaron las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (positivo) y Escherichia
coli ATCC 25922 (negativo).

Producciéon de diacetilo

La produccién de diacetilo se determiné utilizando tubos con 10 mL de leche entera
UHT (CONAPROLE, Uruguay) que fueron inoculados (1% v/v) con una suspension
bacteriana (crecimiento por 24 h en MRS, centrifugada a 5000 g por 5 min a 4° C,
con lavado y re-suspension en solucion buffer fosfato estéril 10 mM, pH 7,4) e
incubados a 37° C por 24 h (Franciosi et al., 2009; King, 1948). Para la lectura, a 1
mL del cultivo se adicion6 0,5 mL de una solucion de alfa naftol al 1%, (Dindmica®,
Brasil) e hidroxido de potasio al 16%, (Merck®, Alemania) y se incub6 a 37° C por 10
minutos. La reaccion se considerd positiva cuando existié la formacion de un anillo
rojo en la superficie del tubo. Los resultados fueron clasificados como débiles,
moderados o fuertes de acuerdo con la intensidad de color del anillo formado (De
Almeida Junior et al., 2015). Como controles se utilizaron las cepas de Lactococcus
lactis diacetylactis GU967439 (positivo) y Escherichia coli ATCC 25922 (negativo)
(Fraga, Perelmuter, Giacaman, Carro 2013).

Determinacién de la actividad antimicrobiana

Mediante la técnica de agar well diffussion se evalud la actividad antimicrobiana de
los aislamientos de Lactobacillus spp. frente a los indicadores: E. coli, S. bovis y L.
innocua. Se utilizaron como controles caldo MRS (negativo) y L. Lactis GU967439
(productor de bacteriocina) (Fraga, Perelmuter, Delucchi, Cidade y Zunino, 2008).
Las etapas basicas para el ensayo se indican en la Figura 2.
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Preparacion de cepas a evaluar
(Lactobacillus) y control + (L. lactis

GU 967439 )

Preparacionde
Indicadores

Cultivos overnight* en caldo

Centrifuga (10.000 x g; 15 mina4* C)
Filtrado con membrana (0,22 p)

Inocular 100 L. con cada

Sobrenadante libre de células (SLC)
Alicoutas 1 mL

e — l Indicador

Placas con Agar Soft (0,8 %)** l

Conteniendo cilindros | .
metalicos estériles Ajuste a
pH=6,5 con
— l SEMBRAR NaOH 1M

Inocular pocilloscon 100 L

<

Incubar placas 377 C
24-48h

LECTURA

(Presencia/ausencia de halode
inhibicion). Medida del diametro
dehalos

Figura 2.Flujograma de la técnica agar well diffusion para evaluacion de la actividad

antimicrobiana de Lactobacillus spp.

*overnight: crecimiento en estufa 37°C por 12-18 h **0,8 % de agar bacterioldgico cada 100 mL de

caldo de cultivo.

Para la reactivacion de los aislamientos de Lactobacillus spp. y de los indicadores,
se procedié a preparar cultivos overnight, en las condiciones que se indican en la

Tabla 3.

Tabla 3. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento overnight* de las cepas
utilizadas en el ensayo de actividad antimicrobiana well diffusion.

Microorganismo Medio de cultivo

Condiciones de incubacion

Escherichia coli ATCC N°
25922

Brain Heart Infusion (BHI, Hi-Media,
India)

Streptococcus bovis 2.5
Wild Type (WT)

Mann-Rogosa-Sharpe (MRS) (Hi-
Media, India)

Brain Heart Infusion, suplementado
0,6% m/v con extracto de levadura
(BHI-Ye)

Listeria innocua ATCC
N°33090

Lactobacillus spp. Mann-Rogosa-Sharpe (MRS)

Lactococcus lactis ATCC N°

11454 M17 (Hi-media, India)

37° Cpor12-18 hen
aerobiosis

37° Cpor12-18 hen
aerobiosis

37° Cpor12-18 hen
aerobiosis

37° Cpor12-18 hen
microaerofilia

37° Cpor12-18 hen
aerobiosis

*overnight: crecimiento en estufa 37°C por 12-18 h.
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Para la obtencidon del SLC se parti6 de una alicuota de 1 mL de cada cultivo
overnight de los diferentes aislamientos de Lactobacillus spp. y de Lactococcus lactis
(indicador positivo), se centrifugaron a 10.000 g por 15 minutos a 4° C y luego se
retird6 el sobrenadante. Para eliminar la posible accion antimicrobiana debida a la
produccion de acidos, también se probaron SLC neutralizados con NaOH 1 M de
cada aislamiento en estudio.

En cada placa con agar soft (0,8 % m/v agar bacteriolégico, Hi-Media, India)
correspondiente para cada indicador (Tabla 3) se procedié a inocular los SLC de
cada aislamiento de Lactobacillus y los controles. Luego de incubar a 37° C por 24 h,
se realizo la lectura. Se considero inhibicion positiva a las cepas que generaron una
zona translucida o halo de inhibicion alrededor del pocillo (Fraga et al., 2008).

Evaluacion del perfil de resistencia a los antimicrobianos

Para evaluar el perfil de resistencia a antimicrobianos por parte de los aislamientos
de Lactobacillus spp. se utilizd la técnica de Kirby-Bauer, con modificaciones
(Charteris, Kelly, Morelli y Collins, 1998), utilizando MRS agar. Colonias aisladas de
cultivos puros se suspendieron en diluyente estéril, ajustando la concentracion
bacteriana a una densidad 0,5 de la escala Mc. Farland (1 x108 UFC/mL aprox.).
Posteriormente, se sembraron placas de agar MRS, por medio de un hisopado en
superficie y se colocaron de manera aséptica los discos con los antibidticos
utilizados (Tabla 9, Anexo 1). Se incubaron las placas a 37° C por 48 h en
microaerofilia y se midieron los halos generados alrededor del disco. Como control
de la técnica se utiliz6 Lactococcus lactis ATCC N°11454. Los aislamientos se
clasificaron como resistentes, medianamente sensibles y sensibles tomando como
referencia a Charteris et al., (1998) y CLSI, (2012) (Tabla 8, Anexo ).

Determinacion de aminas biégenas

Prueba de descarboxilacibn de aminoéacidos

Se realizé la prueba conforme a Moeller, (1955) con modificaciones de Partovi et al.,
(2019). Para ello, tubos con 5 mL de caldo base Moeller (Merck, Alemania),
suplementados al 1% con los aminoacidos L-histidina (Sigma, Alemania) y L-tirosina
(Sigma, Alemania), se inocularon con 20 uL de una suspension en diluyente estéril
(NaCl 0,85 %) de colonias de cada uno de los aislamientos de Lactobacillus spp. En
cada caso se utiliz6 una concentracion ajustada al 0,5 de la escala Mc. Farland (1 x
108 CFU/mL aprox.). Posteriormente, cada tubo fue cubierto con 1 mL de aceite
mineral, incubandose a 37° C por 1-4 dias. Como controles positivos se utilizaron las
cepas de E. faecalis ATCC 29212 (tdc*) y L. casei 130A (hdc*), cepa nativa
caracterizada previamente. Paralelamente fueron incubados tres controles de la
técnica, los cuales contenian el medio de cultivo, uno suplementado con el
correspondiente aminoacido y sin inoculo, otro sin suplementar con inéculo y por
altimo soélo el medio de cultivo (sin suplementar y sin indculo). Finalmente, la lectura
se realizd posterior a la incubacion considerando que las cepas que presentan
descarboxilasas, metabolizan el aminoacido presente a su respectiva amina,
elevando el pH del medio de cultivo que vira al color purpura-violeta (indicador
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purpura de bromocresol). Las cepas negativas fermentan la glucosa, manteniendo el
pH &cido (color amarillo del medio).

Deteccion de genes de descaboxilasas

Se realizé la deteccién de los genes de las descarboxilasas de histidina (hdc) y
tirosina (tdc) en los aislamientos de Lactobacillus spp., utilizando la técnica de PCR
(Reaccion en cadena de la polimerasa).

Extracciéon de ADN

Para la extraccion de ADN se realizé la técnica propuesta por Longhi et al., (2003)
utilizando ebullicion en presencia de Tween 20 (Sigma-Aldrich, Alemania). A partir
de cultivos puros de Lactobacillus (37° C por 48 h en caldo MRS), se centrifugd una
alicuota de 1mL (5000 g, 5 min, 4°C) para obtener un pellet celular. El pellet se
resuspendi6 y lavd dos veces con 1 ml de PBS (NaCl 0,1 M, pH 7,4).
Posteriormente, se descart6 el sobrenadante, se re-suspendié en 100 uL de PBS +
Tween 20 (0,05%) y se llevo a ebullicion por 10 min. Luego se centrifugd
nuevamente a 16.000 g, 15 min a 4° C. El sobrenadante conteniendo el ADN fue
recuperado y almacenado a -20° C hasta su uso. EI ADN extraido se cuantificé por
espectrofotometria Nanodrop 2000 (Thermo Fisher, EU). La integridad del ADN se
evalué mediante electroforesis en gel de agarosa.

Puesta a punto de la PCR

Para la amplificacion de los genes hdc y tdc se realizé la puesta a punto de la
técnica de PCR-multiplex, de acuerdo con lo propuesto por Coton y Coton (2005),
con modificaciones de Elsanhoty y Ramadan, (2016). Como controles positivos para
los genes se utilizo ADN de Enterococcus faecalis N° ATCC 29212 (tdc*) (Coton,
Coton, Lucas y Lonvaud-funel, 2004) y de Lactobacillus casei/paracasei (Lc 130A,
hdc*). Como control interno de la técnica se incorpor6é en la PCR-multiplex la
amplificacion del gen ribosomal 16S (control del ADN gendémico) (Coton et al., 2005).
Como control negativo se utilizé agua para PCR en lugar de ADN. La secuencia de
los primers, el tamafio del amplicon y las referencias utilizadas se indican en la Tabla
4.

22



Tabla 4. Primers utilizados para la reaccion de PCR para la deteccion de los genes
hdc y tdc en los Lactobacillus evaluados

Tamaro

Nombre primer Secuencia del fragmento (pb) Autor
HDC3 5- GATGGTATTGTTTCKTATGA-3’
435 (Coton, 1996)
HDC4 5°- CAAACACCAGCATCTTC -3
TD2 5-ACATAGTCAACCATRTTGAA-3’
(Coton y Coton,
1133 2004)
TD5 5-CAAATGGAAGAAGAAGTAGGS
BSF8 5 -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’
1533 (Lane, 1991)
BSR1541 5-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3'

Se determinaron las condiciones Optimas de temperatura de annealing y
concentracion de magnesio, realizando una PCR en gradiente de temperatura (44-
52° C) y de concentracion de MgClz (2, 2,5y 3 uM). En base a lo anterior, las
condiciones finales para la reaccién fueron las siguientes: buffer de PCR (1X, KClI,
pH=8,8), 3 mM de MgClz, 200 uM de dNTP’s (Fermentas, Alemania), 20 pmol de los
primers hdc y tdc, 5 pmol de primers BSF8 y BSR1541,1 U de Taq Polimerasa
(Thermo Scientific, USA) y 100 ng de ADN de cada aislamiento en estudio. La
reaccion se realizd en un termociclador (Sensoquest, Gottingen, Alemania) con el
siguiente ciclado: desnaturalizacion inicial de 95° C x 5 min, seguido de 32 ciclos de
95° Cx 45 seg, 52° Cx 45 segy 72° C x 1 min y 15 seg. La extension final se realizé
a 72° C x 5 min. Los productos de PCR fueron separados y visualizados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % en Tris-borate-EDTA (TBE) 1X tefiido con
Sybr® Safe (Thermo Scientific, USA). Para estimar el tamafio de los fragmentos se
utilizé el marcador de peso molecular 1 Kb plus (Fermentas, Alemania). Los
productos se visualizaron utilizando un transiluminador UV (Labnet International, Inc.
USA).
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RESULTADOS

Propiedades tecnolégicas de interés

Los aislamientos de Lactobacillus spp. fueron evaluados en cuanto a: capacidad de
acidificacion, proteolitica, lipolitica y de produccién de diacetilo. En la Tabla 5 se
resumen los principales resultados obtenidos.

Tabla 5. Acidificacion, capacidad proteolitica, lipolitica y produccion de diacetilo en
aislamientos de Lactobacillus spp.

Cadigo/ Acidificacion 37° C 24hs Capacidad Capacidad lipolitica  Produccion
Especie proteolitica de
* diacetilo***
pH Acidez Grupos de Leche Tributirina
(°D)  Acidificacion**
Lr 8A 5,6 41 Baja - + + +(1)
Lr 15 5,01 60 Media - + + -
Lr 20A 5,72 40 Baja - + + +(3)
Lc 44 5,49 35 Baja - + + +(1)
Lg 59 4,5 145 Alta - + - -
Lr117 4,61 89 Media + + + -
Lc 130B 4,56 78 Media - + + -
Lr139 4,72 46 Media - + + -
Lp 155 5,14 52 Media + + + +(1)
Lp 164B 4,87 57 Media + + + -
Lh 193 3,3 178 Alta + + - -
Lh 198 3,27 175 Alta - + - -

*Lr= Lactobacillus rhamnosus, Lc=Lactobacillus casei/paracasei, Lg=Lactobacillus gasseri, Lp=Lactobacillus
plantarum, Lh=Lactobacillus helveticus. **Capacidad acidificante alta= 149,83 °D +21,52; pH 3,71+0,52.
Capacidad acidificante media = 68,50+14,53; pH= 4,76+0,24. Capacidad acidificante baja= 38,03+7,40:
pH=5,55+0,21 (Andlisis de clusteres de K-medias (p<0,05) NCSS software) (Lazzarini, 2019). **Grados de
produccién de diacetilo: 1-débiles, 2-moderados, 3-fuertes (de acuerdo con la intensidad de color del anillo
formado).

En cuanto a la actividad proteolitica y lipolitica en la Figura 3, se indica la deteccion
en los medios de cultivo empleados. La actividad proteolitica encontrada en los
aislamientos en general fue baja (4/12 cepas) detectandose en las dos cepas de L.
plantarum (Lp 155 y Lp 164b), en una cepa de L. helveticus (Lh 193) y en una de L.
rhamnosus (Lr 117). A su vez todas las cepas presentaron lipdlisis de la grasa lactea
y en menor medida de la tributirina (9/12). La capacidad de hidrolizar la tributirina
estuvo ausente en las cepas de L. helveticus y L. gasseri.
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Figura 3. Actividad lipolitica y proteolitica en los aislamientos de Lactobacillus spp.
Lipdlisis en Spirit Blue agar suplementado con grasa lactea (imagen izquierda), aislamientos positivos
(halo azul alrededor de las colonias). Protedlisis de la caseina en agar en agar leche (imagen
derecha) cepas L. plantarum 155 (Lp 155) (prot+) y L. casei 44 (Lc 44) (prot-).

En referencia a la produccion de diacetilo, la misma fue evaluada en leche en base a
la intensidad de la reaccion colorimétrica observada (Figura 4). Sélo cuatro cepas
presentaron dicha capacidad: dos de L. rhamnosus (Lr 8A 'y Lr 20A), una de L. casei
(Lc 44) y una de L. plantarum (Lp 155). El grado méaximo se evidencié en la cepa L.
rhamnosus (Lr 20A)

Control Control Aislamiento
positivo Negativo Lr 8A

Figura 4. Produccién de diacetilo. Produccién de diacetilo en leche UHT de aislamientos de
Lactobacillus spp.
Control positivo: Lactococcus lactis diacetylactis. Control negativo: E. coli. Aislamiento positivo: L.
rhamnosus (Lr 8A) grado de produccion 1 (bajo).
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Aspectos de inocuidad alimentaria

Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se evaluo utilizando la técnica de well diffusion utilizando
el SLC de los diferentes aislamientos de Lactobacillus spp. El efecto de cada SLC
sin neutralizar, inhibié en todos los casos el crecimiento de Streptococcus bovis,
pero no afecto el de Listeria innocua y Escherichia coli.

Tabla 6. Actividad de cada SLC sin neutralizar de Lactobacillus spp. frente a
Streptococcus bovis, Listeria innocua y Escherichia coli.

Diametro del halo de inhibicion (mm)

Cadigo” Streptococcus bovis Listeria innocua Escherichia coli
Lr 82 16 S/D S/D
Lr 15 14 S/D S/D
Lr 202 17 S/D S/D
Lc 44 14 S/D S/D
Lg 59 13 S/D S/D
Lr117 18 S/D S/D
Lc 130B 15 S/D S/D
Lr 139 14 S/D S/D
Lp 155 13 S/D S/D
Lp 164B 13 S/D S/D
Lh 193 14 S/D S/D
Lh 198 13 S/D S/D
*Lr=Lactobacillus rhamnosus, Lc=Lactobacillus casei/paracasei, Lg=Lactobacillus gasseri,

Lp=Lactobacillus plantarum, Lh=Lactobacillus helveticus. S/D=Sin deteccion.

Por otra parte, cuando se exploré si la actividad se mantenia al neutralizar el
acido, no se observé actividad antimicrobiana por ninguno de los aislamientos
de Lactobacillus spp.

26



Resistencia a antimicrobianos

Se evalud la resistencia a los principales antimicrobianos de uso clinico. En la
Tabla 7, se ilustran los resultados obtenidos de la técnica Kirby Bauer,
clasificandose los aislamientos de Lactobacillus spp. de acuerdo con la
evaluacion efectuada. Los mismos fueron clasificados en resistentes (R),
moderadamente sensibles (MS) y sensibles (S) segun los puntos de corte
detallados en la Tabla 9 y 10, Anexo l.
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Tabla 7. Medidas de halos de inhibicion (mm) frente a diferentes antimicrobianos, clasificados en resistente(R), moderadamente sensible (MS) y sensible

(S).
Grupo Nombre an(t:ig(ij(gggo* Cadigo Lactobacillus** (diametro del halo en mm y clasificacion)
Lr 8A Lr 15 Lr20A  Lc44  Lg59  Lr1l7  Lc130B Lr139  Lpl55 Lp164B  Lh193 Lh 198 L. lactis
Grupo 1 inhibidores de
la sintesis de la pared
celular
Penicilinas Penicilina G* P10 28(S)  38(S) 30 (S) 31(S) 35(S)  33(S) 44(S)  35(S) 35(S) 27 (S) 24 (MS) 24 (MS) 40 (S)
Carbenicilina® CAR100 33(S) 38 (S) 28 (S) 38 (S) 36 (S) 35(S) 40 (S) 37 (S) 36 (S) 30 (S) 31 (S) 38 (S) 41
Cefalosporinas Cefotaxima?® CTX30 25(S) 25(S) 25(S) 19 (MS) 27 (S) 24 (S) 26 (S) 28 (S) 40 (S) 41 (S) 31(S) 41 (S) 40 (S)
Cefradina® CE30 13 (R) 14 (R) 14 (R) 0(R) 12 (R) 10 (R) 9 (R) 0 (R) 25 (S) 30 (S) 22 (S) 46 (S) 30 (S)
Glicopéptidos Vancomicina® VA5 OR) OR® OR OR OR OR OR) OR® O OR) 0R) 0R) 20
Grupo 2- inhibidores de
sintesis de proteina
Aminoglucésidos Gentamicina® CN10 30 (S) 30 (S) 36 (S) 30 (S) 24 (S) 32 (S) 26 (S) 24 (S) 26 (S) 23 (S) 21 (S) 31(S) 28
Kanamicina® K30 0(R) 7 (R) 8 (R) 0(R) 0 (R) 10 (R) 0(R) 0 (R) 0 (R) 0(R) 0(R) 0 (R) 21 (S)
Estreptomicina? S10 10(R) 12(MS) 12 (MS) 0(R) 11 (R) 13 (MS) 0(R) 10 (R) 0(R) 0(R) 0(R) 0 (R) 11 (R)
Tetraciclinas Tetraciclina @ TE30 35(S) 35 (S) 36 (S) 44 (S) 32 (S) 40 (S) 28 (S) 34 (S) 31 (S) 27 (S) 32 (S) 30 (S) 41 (S)
Macrolidos Eritromicina # E15 20 (S) 40 (S) 36 (S) 40 (S) 33(S) 39 (S) 49 (S) 32 (S) 35(S) 40 (S) 32 (S) 33(S) 35(S)
Lincosamidas Clindamicina @ DA2 15 (S) 25 (S) 28 (S) 26 (S) 30 (S) 30 (S) 20 (S) 29 (S) 20 (S) 17 (S) 12 (S) 40 (S) 36 (S)
Oxazolidinonas Linezolid LzD30 31(S) 35(S) 34 (S) 39 (S) 30 (S) 35(S) 40 (S) 33(S) 40 (S) 42 (S) 35(S) 50 (S) 40 (S)
Antibiéticos individuales  Cloranfenicol 2 C30 20 (S) 30 (S) 32 (S) 40 (S) 28 (S) 36 (S) 30 (S) 30 (S) 32(S) 40 (S) 31 (S) 40 (S) 34 (S)
Grupo 3- inhibidores de
la sintesis de &cido
nucleico
Quinolona Levofloxacina ® LEV5S 21 (S) 25 (S) 25 (S) 24 (S) 25 (S) 31 (S) 15(MS) 26(S) 12(MS) 11 (R) 8 (R) 10 (R) 28 (S)

* Clindamicina, 2ug (DA2); Linezolid 30 pg (LZD30); Penicilina G 10 pg (P10); Kanamicina 30 pg (K30); Gentamicina 120 ug (CN120); Levofloxacina 5 pg (LEV5); Cefotaxime 30 pg (CTX30);
Carbenicilina 100 pug (CAR100); Eritromicina 15 pg (E15); Cefradina 30 pg (CE30); Vancomicina 5 pg (VAS); Tetraciclina 30 pg (TE30), Cloranfenicol 30 pg (C30); Estreptomicina 10 pg (S10).

** | r= Lactobacillus rhamnosus, Lc=Lactobacillus casei/paracasei, Lg=Lactobacillus gasseri, Lp=Lactobacillus plantarum, Lh=Lactobacillus helveticus. L. lactis = Lactococcus lactis ATCC N°11454
Puntos de corte: a=Charteris et al., 1998. b=Clinical and labratorystandarsinstitute, 2012
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Produccion de aminas bidgenas

Se evaluo en las cepas de Lactobacillus spp. la capacidad de producir las aminas
bibgenas histamina y tiramina. Esta capacidad se determind fenotipicamente
(descarboxilacion de aminoacidos precursores) y genotipicamente (presencia de
genes para descarboxilasas).

Prueba de descarboxilacion de aminoacidos

Todos los aislamientos evaluados resultaron negativos en el ensayo, por lo que
ninguno fue capaz de descarboxilar la histidina y tirosina. En la Figura 5, se
muestran los resultados a la prueba de descarboxilacién de los aminoé&cidos tirosina
e histidina en el caldo base Moeller.

Figura 5. Prueba de descarboxilacién de amino&cidos en medio caldo base Moeller
suplementado con L-histidina o L- tirosina de los aislamientos de Lactobacillus spp.

Izquierda: aislamientos de Lactobacillus spp. en estudio= Lr 8A, Lr 15, Lr 20A, Lc 44, Lg 59, Lp 155,
Lh 193. Derecha: controles utilizados para la prueba de descarboxilacion de L-tirosina. Control
negativo sin indculo (C- S/I). Control negativo sin aminoacidos (C S/A). Control medio de cultivo: sin
in6culo y sin aminoacido (C S/I S/A). Control positivo: medio suplementado e inoculado con E.
faecalis (C+).

Reaccion de PCR para amplificacion de los fragmentos de los genes hdc y tdc

En la Figura 6 se ilustra la PCR-multiplex, no habiéndose detectado los genes
histidina descarboxilasa (hdc) y tirosina descarboxilasa (tdc), en ninguno de los
aislamientos.

En la Tabla 11, Anexo | se muestran los resultados de concentraciéon y pureza del
ADN de los aislamientos en estudio, el cual result6 integro y de buena calidad.
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Figura 6. PCR-multiplex para la deteccién de los genes de las descarboxilasas de histidina

(hdc) y tirosina (tdc) en los aislamientos de Lactobacillus spp.
Control positivo (tdc* /1133 pb/*rojo): Enterococcus faecalis ATCC 29212 (carriles 1 y 2; diluciones de
ADN). Control positivo (hdc* /435 pb/*azul): L. casei (Lc 130A) (carril 8). Aislamientos negativos: L.
plantarum (Lp 155) (carril 3), L. rhamnosus (Lr 20A) (carril 6), L. helveticus (Lh 193) (carril 7). Control
interno de PCR: gen ARNr 16 S (BS8-1541/1533 pb/*blanco) amplificacion en carriles 1-3 y 6-8.
Control negativo: agua ultra pura (carriles 4, 5 y 9). Marcador de peso molecular (MP): 1 Kb Plus
(Fermentas, St. Leon-Rot, Alemania).
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DISCUSION

Propiedades tecnoldgicas
Acidificacion

Una de las caracteristicas deseables en las BAL utilizadas como starters es la
capacidad de convertir la materia prima en acido lactico (Akabanda, Owusu-
Kwarteng, Tano-Debrah, Parkouda y Jespersen, 2014). Ademas, la fermentacion de
la lactosa, aporta propiedades sensoriales especificas, contribuyendo al desarrollo
de aromas, texturas y sabores del producto final (Akabanda et al., 2014; Ayad,
Nashat, EI-Sadek, Metwaly y EI-Soda, 2004). En el queso este fendmeno es crucial,
fundamentalmente en la fase inicial de la elaboracion ya que contribuye en la
coagulacion de la leche, sinéresis de la cuajada y en la prevencién o control del
crecimiento de microbiota alterante y/o patdgena (Fox et al., 2004; Leroy et al., 2006;
Nezhad, Dovom, Najafi, Yavarmanesh y mayo, 2020).

Durante el proceso de fermentacion lactica, las cepas que presentan acidificacion
alta y rapida son consideradas candidatas para integrar cultivos starters, mientras
que las cepas de acidificacion baja y lenta pueden utilizarse como cultivos adjuntos
dependiendo de otras propiedades tecnoldgicas (Ayad et al., 2004). Sin embargo, de
acuerdo con Leroy et al., (2006) la acidificacion es una propiedad que varia tanto
entre especies de Lactobacillus spp. como dentro de ella.

En el presente trabajo tres cepas presentaron una capacidad de acidificacion alta,
con desarrollo de acidez y descenso de pH mayores a los puntos de corte (acidez
=149,8° D + 21,5; pH=3,71). Dos de estas cepas correspondieron a la especie de
Lactobacillus helveticus (Lh 193 y Lh 198) y una a la especie de Lactobacillus
gasseri (Lg 59). Probablemente estas especies aisladas de los SFN sean, en parte,
las responsables de la acidificacion rapida de la leche durante la elaboracién de los
guesos pasta cocida por ejemplo, tipo Grana.

La cepa Lh 193 fue quien presento los valores mas altos de acidificacion de la leche
(178° D y pH de 3,2). La capacidad de L. helveticus para producir &cido lactico de
manera rapida, es ampliamente reconocida. Este microorganismo posee un nicho
ecologico adaptado a la leche y a los productos lacteos, siendo asi reconocido como
un cultivo starter especializado para estos productos (Callanan et al., 2008; Slaterry
et al., 2010). Es frecuente encontrarlo formando parte de SFN en quesos de tipo
Grana Padano, Parmigiano-Reggiano, Pecorino-Siciliano, Provolone-ltaliano y
Montasio. Ademas, es incluido dentro de los cultivos comerciales para la elaboracién
de quesos de tipo Emmental, Gruyere, Sbrinz y Taleggio (Beresford et al., 2001,
Coeuret, Dubernet, Bernardeau, Gueguen y Vernoux, 2003; Gatti et al., 2003;
Hannon, Kilcawley, Wilkinson, Delahunty y Beresford 2007; Helinck et al., 2004,
Kenny, FitzGerald, O’Cuinn, Beresford y Jordan, 2006; Sheehan, Fenelon, Wilkinson
y McSweeney, 2007; Widyastuti, Lisdiyanti y Tisnadjaja, 2014).

En relacion a la cepa de Lactobacillus gasseri (Lg 59) también presento valores altos
de acidificacion (Acidez=145° D, pH=4,50), mostrando un buen perfil como cultivo
starter, lo que concuerda con lo reportado por Jurado-Gamez, Romero-Benavides y
Morillo-Garcés (2016). Esta especie perteneciente al grupo de Lactobacillus
acidophilus, forma parte de la microbiota intestinal de humanos y animales y si bien
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se ha descrito su capacidad acidificante, su inclusidon en cultivos starters comerciales
no es habitual (Klein et al., 1998; Reuter, 2001). Sin embargo, estudios recientes se
han centrado en la evaluacion de propiedades antimicrobianas en quesos o su
inclusion como posibles probidticos (Gregoret et al., 2013; Strompfova, Marcinakova,
Simonova, Bogovi¢-Matijasi¢ y Laukova, 2006; Vinderola et al., 2008).

Capacidad proteolitica

En este trabajo cuatro cepas presentaron cualitativamente actividad proteolitica
sobre la caseina, dos de ellas pertenecientes a la especie de L. plantarum (Lp 155y
Lp 164b), una a L. rhamnosus (Lr 117) y una a la de L. helveticus (Lh 193). La
actividad proteolitica de estas especies es ampliamente conocida, especialmente en
Lactobacillus helveticus, especie considerada como la de mayor actividad de esta
naturaleza, no solo dentro del género Lactobacillus, sino dentro de las BAL (Genay,
Sadat, Gagnaire y Lortal, 2009; Hébert, Raya y de Giori, 1999; Pederson, Mileski,
Weimer y Steele 1999; Scolari, Vescovo, Zacconi y Vescovi, 2006). En este sentido,
se han descrito diversas enzimas proteoliticas propias de la especie, siendo su
presencia variable a nivel de cepa (Pederson, et al., 1999). Adicionalmente, se ha
descrito la capacidad de L. helveticus para reducir la aparicion de sabores amargos
en los quesos, mediante la hidrélisis especifica de péptidos hidréfobos o péptidos
amargos (Sadat- Mekmene, Genay, Danielle y Gagnaire, 2011).

En relacion con los otros aislamientos proteoliticos, Lactobacillus plantarum y
rhamnosus, son también reconocidos por presentar una variedad de enzimas y por
su rol durante la maduracion del queso. Asi, contribuyen no solo a la protedlisis
temprana de este producto, sino que también son activos durante la protedlisis tardia
en el queso (Di Cagno, Quinto, Corsetti, Minervini y Gobbetti 2006; Pastar, Tonic,
Golic, Kojic, Van Kranenburg y Kleerebezem, 2003).

En resumen, es probable que la capacidad proteolitica observada en estas tres
especies, en conjunto con otros microorganismos de la leche cruda, contribuyan al
desarrollo de aromas y sabores en los quesos semiduros elaborados con el SFN, sin
embargo, estudios mas detallados sobre esta propiedad deberan ser realizados.

Capacidad lipolitica

La lipdlisis interviene en el desarrollo del sabor en una gran variedad de quesos,
algunas especies de Lactobacillus spp. presentan lipasas y esterasas capaces de
hidrolizar la grasa lactea, resultando de gran relevancia su adicion en productos
lacteos fermentados ya que contribuyen a la generacién de aromas y sabores (Katz,
Medina, Gonzalez y Oliver, 2002; Thakkar, Modi y Prajapati, 2015).

Los acidos grasos libres son compuestos aromaticos por si mismos, sin embargo,
también son precursores de otros compuestos como metil-cetonas, alcoholes,
lactonas, ketonas y ésteres que aportan notas de sabor y aroma al queso
(principalmente notas frutales) (Le Quéré, 2011). El aporte de los AGL al sabor final,
depende de la cantidad presente, del umbral de percepcion y de las interacciones
complejas que se den en la matriz del queso. Debido a esto, ciertos acidos grasos
en concentraciones bajas aportan flavores deseables, pero en altas concentraciones
pueden generar defectos en el producto final (Collins et al.,, 2003; Molimard y
Spinnler, 1996). En quesos Suizos, el acido butirico, propionico y etanoico estan
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fuertemente asociados a su sabor caracteristico (Vangtal y Hammond, 1986;
Zerfiridis, Vafopoulou-Mastrogiannaki y Litopoulou-Tzanetaki, 1984).

Los resultados del presente trabajo demostraron que todos los aislamientos
presentan actividad lipolitica, ya que solo tres de ellos no fueron capaces de
hidrolizar la tributirina L. gasseri (Lg 59) y L. helveticus (Lh 193 y Lh 198) el resto de
los aislamientos presentaron actividad lipolitica frente a los acidos grasos de la leche
y la tributirina.

Los resultados podrian indicar que estos microorganismos estan adaptados a la
leche (Edelman et al.,, 2003). Las especies utilizadas en este trabajo han sido
reportadas con actividad lipolitica en leche y productos lacteos (Herreros, Fresno,
Gonzalez, Prieto y Tornadijo, 2003; Katz et al., 2002; Medina, Katz, Gonzalez y
Oliver, 2001) sin embargo, este hallazgo no es lo mas frecuente. En este sentido,
numerosos trabajos reportan que esta propiedad no fue detectada en aislamientos
de BAL obtenidos de cultivos naturales (Buffa, Morais, Jiménez-Belenguer,
Hernandez-Giménez y Guamis, 2005; Nieto-Arribas et al., 2009; Pérez, Cardell, E. y
Zarate, 2003). Por esta razon, estos resultados motivan a continuar con la
profundizacién en el estudio de esta propiedad, ya que es posible que la capacidad
lipolitica de estas cepas contribuyan al desarrollo de sabores en los quesos
uruguayos durante la maduracion.

Produccién de diacetilo

Tradicionalmente las especies productoras de diacetilo, también denominadas
aromatizantes, integran cultivos comerciales para la elaboracion de quesos, siendo
las especies de Leuconostoc citrovorum y Lactoccoccus lactis biov. diacetylactis las
mas utilizadas (Levata-Jovanovic y Sandine, 1996).

La produccion de diacetilo estd vinculada a aquellas especies capaces de utilizar
citrato como fuente de carbono (via del citrato), cuyo metabolismo contribuye a
aumentar la concentracion de piruvato intracelular y en consecuencia la posibilidad
de producir diacetilo (Palles, Beresford, Condon y Cogan, 1998).

En el presente trabajo cuatro cepas mostraron produccion de diacetilo: dos de L.
rhamnosus (Lr 8A 'y Lr 20A), una de L. casei (Lc 44) y una de L. plantarum (Lp 155).
En este sentido numerosos trabajos reportan la produccion de diacetilo por parte de
cepas de L. casei, L. paracasei y L. rhamnosus (Abouloifa et al., 2020; Jyoti, Suresh
y Venkatesh, 2002; Lo et al., 2018), indicando en estas especies la utilizacion de la
ruta metabdlica del citrato (Diaz-Mufiz et al., 2006; Jyoti et al., 2003).
Adicionalmente, en este trabajo, la cepa Lr 20A presentd semicuantitativamente, el
mayor nivel de produccion de diacetilo. Esta especie ha sido reportada como
altamente productora de diacetilo y acetoina (Pogacic¢1 et al., 2016).

Actividad antimicrobiana

El potencial de las BAL como bioconservadores en alimentos lacteos fermentados
ha sido motivo de diversos estudios. La produccion de acido lactico, perdxido de
hidrogeno, diacetilo, didxido de carbono y las bacteriocinas son los compuestos con
efecto antimicrobiano mas difundidos. Las bacteriocinas han despertado un interés
especial en la industria, para ser utilizadas como preservadores naturales en
alimentos, como posibles sustitutos de aditivos quimicos (Lewus, Kaiser, Montville,
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1991; O’Bryan, Crandall, Ricke y Ndahetuye, 2015). Algunas cepas de BAL, entre
ellas de Lactobacillus spp., se ha reportado la produccion de bacteriocinas de amplio
espectro, capaces de inhibir microorganismos patdégenos (Zapata, Mufioz, Ruiz,
Montoya y Gutierrez, 2009).

En el presente trabajo todos los aislamientos de Lactobacillus spp. evidenciaron en
el SLC, capacidad antimicrobiana frente a Streptococcus bovis. Sin embargo, dicha
actividad no existe cuando el mismo es neutralizado, lo que sugiere que la actividad
es debida a la produccion de acidos organicos. En este aspecto, es conocido, que la
actividad antimicrobiana de Lactobacillus spp. esta relacionada a la produccion de
acidos, especialmente acido lactico. Estos acidos, presentan actividad antagonista
frente a diversos microorganismos, ya que alteran el pH del medio y a su vez, su
forma disociada aumenta su capacidad bactericida al pasar por la membrana celular
y disminuir el pH interno de la célula blanco (Nardi et al., 2005).

Por otra parte, ningun aislamiento de Lactobacillus spp. presenté actividad
antimicrobiana frente a Listeria innocua y Escherichia coli por algunos de los
mecanismos evaluados, incluso la produccion de acidos organicos. Estos resultados
coinciden con lo reportado por Herreros et al.,, (2003) y Hulak et al., (2016) los
cuales indican poca o nula actividad antimicrobiana de cepas de Lactobacillus spp.
(L. plantarum y L. casei) aisladas de productos lacteos, frente a L. innocua y E.
coli. En contraposicién, varias de estas especies han sido reportadas como
productoras de bacteriocinas, entre ellas la helveticina J (L. helveticus), plantaricina
(L. plantarum) y la bacteriocina Abp-118 (L. salivarius) (Ahmad et al., 2017).

Dado que la produccion de bacteriocinas es particular de cada cepa, (mediada por
genes que se encuentran en el cromosoma bacteriano y/o en elementos maviles del
genoma como transposones o plasmidos), su estudio es relevante al evaluar cepas
nativas no caracterizadas (Deegan et al., 2006).

Resistencia a antimicrobianos

En relacion con la resistencia fenotipica observada en este trabajo, todos los
aislamientos de Lactobacillus spp. fueron resistentes a la vancomicina en baja dosis
y a los aminoglucésidos kanamicina y estreptomicina, mientras que las cepas de L.
helveticus y L. plantarum resultaron resistentes a la quinolona, levofloxacina. La
resistencia a estos grupos farmacologicos ha sido descrita como de origen
cromosomico e intrinseco en el género Lactobacillus spp. y presenta un bajo riesgo
de propagacion horizontal (Levy y Marshall, 2004; Normark y Normark, 2002).

La vancomicina es un glucopéptido, que en bacterias sensibles actta inhibiendo la
sintesis de la pared celular (Danielsen y Wind, 2003; Das, Shankar, Johnson y
Thomas, 2020). Impide la polimerizacion de los precursores de los peptidoglicanos,
uniéndose a estos mediante las enzimas ligasas: D-alanil-d-alanina. En Lactobacillus
spp. el mecanismo de resistencia estd dado por la presencia de enzimas ligasas
modificadas, el precursor del peptidoglicano de la pared celular termina en vez de D-
alanil-D-alanina en D-alanil-D-lactato, por el cual la vancomicina tiene baja afinidad
para unirse, perdiendo su efecto inhibidor. Estas enzimas estan relacionadas con la
presencia de grupos de genes van, los que se encuentran en las bacterias
resistentes a la vancomicina (Anisimova y Yarullina, 2019; Das et al., 2020;
Tynkkynen, Singh y Varmanen, 1998).
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En relacion con la resistencia a los aminoglucésidos es reportada como intrinseca en
el género y puede estar dada por varios mecanismos, entre ellos, por la ausencia de
transporte de electrones mediado por citocromos que media la absorcion del
antimicrobiano (Charteris, Kelly, Morelli y Collins, 2001). A su vez, la pared celular de
Lactobacillus spp. presenta una baja permeabilidad a los aminoglucésidos
(Anisimova y Yarullina, 2019) Ciertos genes como aac(6')-aph(2"), ant(6) and
aph(3')-1ll estan relacionados a la resistencia a los aminoglucésidos en especies de
Lactobacillus spp. La presencia de los genes aadA y aadE son algunos de los
responsables de la resistencia a la eritromicina (Anisimova y Yarullina, 2019).

La resistencia a las quinolonas por Lactobacillus spp. es considerada intrinseca,
asociada a una baja permeablididad de la pared celular o a la presencia de
mecanismos de eflujo (Hummel, Hertel, Holzapfel y Franz, 2007). A su vez, puede
estar dada por mutaciones en los genes gyrA y parC en la region de resistencia a
quinolonas del genoma (QRDR), y a bombas de salida de eflujo, reportada en la
especie L. fermentum que presentan resistencia a estos farmacos (Das et al., 2020)

En este trabajo se observd, ademas, que las cepas de L. rhamnosus, L. casei y L.
gasseri fueron resistentes a Cefradina (cefalosporina de primera generacion) pero no
a la Cefotaxima (cefalosporina de tercera generacion) ni a otros antimicrobianos
inhibidores de la sintesis de la pared celular. No estd claro con certeza el
mecanismo por el cual son resistentes, sin embargo, se ha detectado la presencia
de betalactamasas en el genoma de Lactobacillus spp. La resistencia a las
cefalosporinas por produccion de betalactamasas es variable entre las generaciones
de cefalosporinas, las de primera generacion son mas sensibles a betalactamasas,
por lo que este mecanismo podria ser el responsable de la resistencia observada
(Ammor, Flérez y Mayo, 2007).

Estos resultados deberan ser confirmados a través de estudios genéticos que
confirmen la presencia de genes asociados a la produccién de betalactamasas.

Aminas bidégenas

Las aminas bidgenas son compuestos organicos nitrogenados formados por la
descarboxilacion de aminoacidos y que presentan actividad biol6gica (Shalaby,
1996). En bacterias, el rol fisiologico de la descarboxilacion de aminoacidos se da
como un mecanismo para resistir pH externos &cidos (Rhee, Ryu, y Choi, 2002). El
consumo de alimentos con un alto contenido de AB, representa un riesgo para la
salud debido a su accion toxicoldgica, ya que la ingesta de grandes cantidades o la
falla en su metabolizacion resultan en la acumulacién de éstas en el organismo
(Sanh y Senel, 2014).

La produccion de AB se encuentra asociada a genes dispuestos en regiones moviles
del genoma, que pueden o0 no estar presentes en una cepa de la misma especie. En
este sentido, su presencia debe ser evaluada a la hora de seleccionar cepas para
incluir en alimentos (Calles-Enriquez et al., 2010; Marcobal, Rivas, Moreno-Arribas y
Mufioz, 2006; Rio, Redruello, Fernandez, Ladero y Alvarez, 2020; Romano, Ladero,
Alvarez y Lucas, 2014; Wiithrich et al., 2017).

En relacion con los productos lacteos, los quesos han sido reportados como los de
mayor implicancia en intoxicaciones por AB, principalmente histamina (Roig-Sagués
et al., 2002), siendo las BAL, las principales responsables de su acumulacion
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(Bover-Cid, Hugas, Izquierdo-Pulido y Vidal-Carou, 2000; Linares et al., 2011). En
este sentido, ciertas cepas de Lactobacillus spp. como L. plantarum, L. delbrueckii y
L. brevis fueron reportadas como productoras de AB, en especial histamina,
putrescina y tiramina (Rio et al. 2020; Roig-Sagués et al., 2002).

En el presente trabajo todos los aislamientos evaluados resultaron negativos a la
descarboxilacion de los aminoacidos histidina y tirosina, lo que se confirma con lo
observado genotipicamente, ya que en ningun aislamiento se detectaron los genes
involucrados (hdc y tdc). En contraposicion a nuestros resultados, Burdychova y
Komprda (2007) reportaron la presencia del gen hdc en cepas de L. helveticus
provenientes de quesos, los que posteriormente confirmaron de manera fenotipica la
produccion de histamina. A su vez, Lorencova et al., (2012), reportaron la produccién
de tiramina, en especies de Lactobacillus spp. aisladas de productos lacteos, entre
ellos L. casei/paracasei, L. rhamnosus, L. curvatus y L. plantarum.

Teniendo en cuenta estos resultados, los aislamientos de Lactobacillus spp.
evaluados presentarian aspectos de inocuidad favorables en cuanto a la produccion
de AB, caracteristica imprescindible para ser incluidos en cultivos para la produccion
de alimentos fermentados seguros.
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CONCLUSIONES

Dada su alta capacidad acidificante, las cepas de L. helveticus (Lh 193/Lh
198) resultaron como mejores candidatas a ser utilizadas como cultivos
starters. Mientras que la cepa de L. plantarum (Lp 155) presentd el mejor
perfil como cultivo adjunto, con capacidades de protedlisis, lipolisis y
produccion de diacetilo.

Los aislamientos de Lactobacillus spp. no presentaron actividad
antimicrobiana frente a los indicadores evaluados. La actividad antimicrobiana
frente a S. bovis (BAL estrechamente relacionada) se limité a la produccion
de acidos organicos.

La resistencia a Cefradina observada en las cepas de L. rhamnosus, L. casei
y L. gasseri podrian indicar la produccion de betalactamasas y debera ser
evaluada en otros estudios.

Ninguno de los aislamientos evaluados presenté actividad de

descarboxilacion de los aminoacidos histidina y tirosina, no detectandose los
genes que codifican descarboxilasas de histidina y tirosina (hdc y tdc).
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ANEXO |: MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla 8. Lista de antibioticos utilizados para evaluar la sensibilidad/resistencia por
parte de los aislamientos de Lactobacillus spp. en estudio

Nombre Cddigo  Concentracion Grupo Familia
Clindamicina DA2 2ug Lincosamida
Linezolid LZD30 30ug Oxazolidinonas.
Penicilina g P10 10 Ul Betalactamico
Kanamicina K30 30 ug Aminoglicosidos
Gentamicina CN120 120 ug Aminoglicosidos
Levofloxacina LEVS 5ug Quinolona
Cefotaxima CTX30 30 ug Betalactamico ~ Cefalosporinas de
3¢ generacion
Carbenisillin CAE 10 100 ug Betalactamico Carboxipenicilinas
Eritromicina E15 15 ug Macrélidos
Cephradine CE30 30 ug Betalactamico Cefalosporina_s, de
1¢@ generacion
Vancomicina VA5 5 ug Glucopéptido
Tetraciclina TE30 30 ug Tetraciclina
Cloranfenicol C30 30 ug Cloranfenicol
Estreptomicina S10 10 ug Aminoglicosidos
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Tabla 9. Puntos de corte utilizados para la clasificacion de Lactobacillus spp. en
sensibles (S), moderadamente sensibles (MS) o resistentes (R) segun la medida del
halo (mm) obtenido en la prueba de antibiograma, basado en Charteris et al., (1998)

Codigo R MS S
antibiotico (medidas en mm)  (medidaen mm)  (medida en mm)
DA2 8 9--11 12
LZD30 14 * 15-19 20
P10 <19 20-27 228
K30 13 14-17 18
CN120 14 * 15-19 20
LEV5 14 * 15-19 20
CTX30 14 15-19 23
CAR100 14 * 15-19 20
E15 13 14-17 18
CE30 14 15-17 18
VA5 14 15-16 17
TE30 14 15-18 19
C30 13 14-17 18
S10 11 12--14 15

Clindamicina, 2ug (DAZ2); Linezolid 30ug (LZD30); Penicilina G 10ug (P10); Kanamicina 30ug (K30); Gentamicina 120ug
(CN120); Levofloxacina 5ug (LEV5); Cefotaxima 30ug (CTX30); Carbenicilina 100 ug (CAR100); Eritromicina 15 ug (E15);
Cefradine 30 ug (CE30); Vancomicina 5ug (VA5); Tetraciclina 30ug (TE30), Cloranfenicol 30ug (C30); Estreptomicina 10ug
(S10). *Punto de corte establecido por Clinical And Laboratory Standards Institute (2012)
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Tabla 10. Puntos de corte (mm) utilizados para clasificar a Lactococcus lactis ATCC
N°11454 como resistente (R), moderadamente sensible (MS) y sensibles (S) segun

la medida del halo obtenido en la prueba de antibiograma.

Caodigo antibiético  Nombre antibiotico R MS S
DA2 Clindamicina ® 12,4 15,5-17,4 17,5
LZD30 Linezolid® 20 21-22 23
P10 Penicilina G © 19 20-27 28
K30 Kanamicina 2 sh 10 10-35
CN10 Gentamicina ©

LEV5 Levofloxacin® 13 14-16 17
CTX30 Cefotaxima® 14 15-22 23
CAR100 Carbenisillina®

E15 Eritromicina?® sh 10 10-35
CE30 Cephradine® 14 15-17 18
VA5 Vancomycin®

TE30 Tetracycline® 12 13-15 16
C30 Chloranphenicol® 12,4 12,5-17,4 17,5
S10 Streptomycin © 11 12--14 15

a= Khemariya, Singh, Nath y Gulati, 2013. b= CLSI, 2007 citado por Haghshenas et al., 2014. c=
Charteris et al., 1998. d=CLSI 2013 citado por Ture y Boran, 2015. e= No se encontraron referencias
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Tabla 11. Concentracion de ADN de los aislamientos de Lactobacillus spp. utilizados
en este trabajo.

Cadigo Abs. 260-280 Abs. 230 Concentracion *

Lr 8A 2.25 1.67 470.9
Lr 15 2.22 1.50 577.1
Lr 20A 2.28 1.79 733.3
Lc 44 231 1.70 348.7
Lg 59 2.07 1.45 72.4

Lr117 2.23 1.55 469.7
Lc 130B 1.82 1.59 279.0
Lr 139 211 1.81 687.5
Lp 155 2.52 1.62 157.1
Lp 164B 2.38 1.70 182.9
Lh 193 2.38 1.31 244.5
Lh 198 211 1.87 1409.6

*medidas tomadas en espectrofotbmetro (NanoDrop® ND1000).
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