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Introduccion

1. INTRODUCCION

En la industria de los alimentos las bacterias acido lacticas (BAL) se emplean
principalmente como cultivos iniciadores para la elaboracion de productos lacteos tales
como yogur, leches, mantequillas, quesos madurados, col agria, embutidos (salami y
chorizo) y bebidas alcohdlicas como la cerveza, sidra entre otros, donde producen
cambios especificos en el aroma, sabor, textura, cuerpo, acidez, humedad,
digestibilidad y aspecto de los mismos (Hammes y Tichaczek, 1994; Leveau y Bouix,
2000; Doyle y Beuchat, 2007).

La presencia de antibioticos en leche es debido a su uso en el tratamiento de las
enfermedades del ganado lechero. La deteccion de residuos de antibidticos es
primordial, ya que independientemente de acciones bioldgicas (alergias en
consumidores, apariciéon de flora resistente, etc.), tiene repercusiones tecnoldgicas
importantes en la elaboracién de productos fermentados (demora en la coagulacion,
acidificacion deficiente, etc.), provocando grandes pérdidas en calidad y, por ende,

econdmicas (Magarifios, 2000).

Existen métodos de deteccién de antibiéticos en leche, los de mayor sensibilidad
corresponden a técnicas fisicoquimicas, como por ejemplo, la cromatografia de alta
resolucion (HPLC), electroforesis y métodos inmunolégicos. EI empleo de estos ha
limitado su uso, debido fundamentalmente a sus elevados costos (Cullors, 1992;
Keukens y col., 1992; McEwen y col., 1992; Tornadijo y col., 1998).

Existen ademas métodos microbioldgicos, que pueden ser cualitativos y cuantitativos, y
se basan en la capacidad de difusién del antibiético en un medio de cultivo que contiene
determinada cepa bacteriana. Estos tienen la ventaja de poder implementarse
facilmente, poseer bajos costos y otorgar una adecuada confiabilidad, razén por la cual
siguen siendo aun métodos de eleccion en analisis de rutina (Booth y Harding, 1986;
Cullors, 1992; Sischo y Burns, 1993).

Mora Pefnaflor Nancy 1



Introduccion

Por todo lo anterior, las BAL representan una alternativa viable como método de
deteccion de antibidticos, por ello, el objetivo de nuestro estudio fue analizar in vitro la
susceptibilidad de BAL bacteriocinogénicas pertenecientes a los géneros Lactobacillus,
Leuconostoc y Lactococcus, aisladas de quesos artesanales elaborados en el estado de
Hidalgo frente antbiéticos inhibidores de la sintesis de ADN, pared celular y proteinas, a
diversas concentraciones para su posible uso como indicadores de la presencia de

residuos de antibidticos.

Por otro lado, las BAL no susceptibles a los diferentes antibiéticos podrian ser utilizadas
en la manufactura de productos lacteos, sobre todo si hay residuos de antibidticos en la
leche como consecuencia de terapia en los animales, ya que puede afectar el desarrollo
de las bacterias que se emplean como cultivos iniciadores, lo que podria permitir el
desarrollo de bacterias indeseables como S. aureus o cepas de Salmonella resistentes

a antibioticos.
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Antecedentes

2. ANTECEDENTES

2. 1. Bactérias acido lacticas (BAL)

Las BAL fueron descubiertas en 1857 por Louis Pasteur siendo profesor de quimica y
decano de ciencias en la universidad de Lille en Francia mientras realizaba estudios
tras la consulta de los vinicultores de la region, de por qué se les descomponia y
acidificaba el vino. En pocas semanas descubrié que la substancia que lo alteraba era
el acido lactico, producto de la fermentacién lactica desencadenada por ciertos
microorganismos. El término “Bacterium acidi lactici” se debe a Weigmamn que lo
propuso en 1889 al definirlas como bacterias que forman leche acida a partir del azucar
de la leche (Fernandez, 2000; Jay, 2000).

Para el afno de 1919 Orla-Jensen elabord una monografia basandose en:

1.- Criterios morfologicos: el grupo estaria constituido por cocos y bacilos Gram
positivos, no esporulados e inmoviles.

2.- Criterios fisiolégicos: microorganismos que al fermentar azucares forman
principalmente &acido lactico, catalasa-negativos, microaerofilicos o anaerobios,

mesofilos y de requerimientos nutritivos complejos.

Desde el comienzo de la humanidad las BAL han sido empleadas para la fabricacion y
conservacion de alimentos. El descubrimiento de su accién sobre la leche fue
probablemente accidental pero su utilizacion fue perpetuada en forma de cultivos
iniciadores, mediante una simple recuperacion de una parte del medio de fermentacion
para promoverla en otros alimentos y bebidas ademas de que contribuyen a desarrollar

sabor y aroma, asi como a retardar su deterioro (Gilliland, 1990).

Estas forman parte de la microbiota natural de muchos alimentos y no existe ninguna
indicacion de que representen un riesgo para la salud del consumidor, por lo tanto las
BAL como algunos de sus metabolitos son considerados como GRAS (Generally
Recognized As Safe) por la FDA (Food and Drug Administration) de EEUU (Hugas,
1998).
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Antecedentes

2. 1. 1. Caracteristicas generales

Las BAL poseen caracteristicas ecoldgicas y metabdlicas de importancia econémica y
tecnologica en los alimentos. Su clasificacion se basa en la morfologia, la forma de
fermentar la glucosa, su desarrollo a diferentes temperaturas, la configuracion del acido
lactico producido, la habilidad de crecer a altas concentraciones de sal, tolerancia a la

alcalinidad y acidez (Axelsson, 2004).

En la actualidad, el grupo de las BAL esta conformado por cocos, cocobacilos o bacilos
Gram positivos, generalmente inmodviles y no esporulados, catalasa y oxidasa
nagativas, obtienen energia exclusivamente por fermentacion de azucares produciendo
acido lactico como producto principal o unico de su metabolismo, carecen de sistemas
de transporte de electrones funcionales ligados al heme o de citocromos, y obtienen su
energia por fosforilacion a nivel del sustrato a la vez que oxidan carbohidratos; no
tienen un ciclo de Krebs funcional. Todas estas bacterias son consideradas anaerobias
aerotolerantes, y al contrario que las anaerobias estrictas, no son sensibles al oxigeno
por lo que pueden crecer tanto en presencia como en ausencia de €l. (Madigan y col.,
2004).

La mayoria de las BAL son mesofilicas, aunque algunas son capaces de crecer a
temperaturas de 5°C y otras a 45°C. Toleran bien concentraciones relativamente altas
de acidos y valores de pH mas bajos que el resto de las bacterias (algunas pueden
crecer a pH 3, otras entre 6 y 9, pero la mayoria crece a un pH entre 4 y 4.5) por lo que

pueden desplazarlas de los habitats que colonizan (Jay, 2000).

La catalasa es una enzima que degrada el peréxido de hidrégeno (H20;), para realizar
esta funcién necesita de un grupo porfirinico (citocromos), el cual las BAL son
incapaces de sintetizar y, por tanto, este tipo de bacterias no posee dicha enzima, lo
que permite la identificacion del grupo como catalasa negativa. En ciertas condiciones,
algunas bacterias son capaces de tomar grupos hemo externos para formar una enzima
denominada pseudocatalasa. Una caracteristica fisica debido a la ausencia de
citocromos en las BAL es la formacion de colonias color blanco lechoso (Prescott y col.,
1999).
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Antecedentes

Tienen posibilidades anabdlicas muy limitadas lo que contribuye a reducir el rendimiento
de su cultivo y crecimiento formando colonias muy pequefias. En preparaciones para el

microscopio aparecen aisladas o formando cadenas (Walker, 2000).

Son muy exigentes en su nutricién al requerir una gran cantidad de factores nutritivos
(aminoacidos, bases nitrogenadas, algunas vitaminas principalmente del grupo B y
fuentes de carbono). La mayor parte de las BAL obtienen energia solo del metabolismo
de los azucares y compuestos relacionados fermentables, por lo cual su desarrollo esta

restringido a ambientes ricos en azucares (Leveau y Bouix, 2000; Madigan y col., 2004).

A pesar de esto, sus habitats son muy variados, pudiéndoseles encontrar en (Barakat y
col., 2000):

¢ Flora normal de la superficie de material vegetal (frutas y verduras)

¢ Alimentos fermentados y ricos en azucares

e Leche y derivados

e Carnicos

e Mucosas del cuerpo de mamiferos como boca, tracto naso-faringeo,

gastrointestinal y vagina.

2. 1. 2. Metabolismo de los carbohidratos
Una diferencia destacada entre subgrupos de las BAL es la naturaleza de sus productos

finales, formados durante la fermentacion de los azucares (Madigan y col., 2004).

Las BAL pueden ser consideradas como homo- o heterofermentativas, dependiendo de
como fermenten los azucares (hexosas y pentosas) en condiciones de crecimiento no
limitadas. Las BAL homofermentativas usan la glucdlisis via Embden-Meyerhof-Parnas

(EMP), resultando el acido lactico como el producto final (Fig. 1).

Las BAL heterofermentativas usan la via 6-fosfogluconato/fosfocetolasa (6-PG/PK) o de
las pentosas fosfato produciendo cantidades equimolares de acido lactico, diéxido de

carbono (CO,) y etanol (o acido acético) como productos principales (Fig. 2).
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Antecedentes
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de glucosa fermentada.
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NADH
NAD*
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Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

Figura 1. Via homofermentativa de la glucosa por bacterias acido lacticas (Adaptada de

Axelsson, 2004).
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Glucosa

ATP
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g NADH
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Ganancia neta = 1 ATP (1

CO; NADH
lactato + 1 etanol + 1 CO,) por

Ribulosa 5-fosfato molécula de glucosa fermentada.

Productos minoritarios (acetato,
Ribulosa fosfato-3-epimerasa formato, glicerol) a partir de rutas

alternativas.

PENTOSAS ——— Xilulosa 5-fosfato

Pi
Fosfocetolasa
Gliceraldehido 3-fosfato Acet|I fosfato
P NAD*
Gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa
NADH
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ADP NADH
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ATP CoA
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_ NADH
Fosfoglicerato mutasa Alcohol deshidrogenasa
2-fosfoglicerato Etanol
Enolasa
NADH NAD*

Piruvato cinasa S ! ZE
Fosfoenolpiruvato ——» Pjruvato Lactato

Lactato deshidrogenasa

Figura 2. Via heterofermentativa de la glucosa por bacterias acido lacticas (Adaptada
de Axelsson, 2004).
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Antecedentes

En base a estas dos vias de fermentacion, las BAL han sido divididas en tres categorias

metabodlicas:

e homofermentativas estrictas
e heterofermentativas estrictas

¢ heterofermentativas facultativas.

Las homofermentativas estrictas sélo pueden fermentar hexosas por la glucdlisis,
mientras que las heterofermentativas estrictas usan solamente la via 6-PG/PK vy las
heterofermentativas facultativas tienen la capacidad de utilizar ambas vias, siendo
homofermentativo su metabolismo principal; si se modifican algunas condiciones de
cultivo, tales como la concentracién de glucosa, pH y la restriccion de nutrientes, se
induce la via 6-PG/PK causando la fermentacion heterolactica (Jay, 2000; Axelsson,
2004).

Este cambio no se debe a que el metabolismo de los azucares derive hacia la via 6-
PG/PK, si no que se refleja un cambio en el modo en que se metaboliza el piruvato: se
produce menos lactato y el resto de piruvato se convierte en acetil-CoA. Bajo
condiciones de exceso de nutrientes la concentracion de intermediarios catabdlicos de
los azucares es elevada y el piruvato se convierte en lactato. Sin embargo, en
condiciones limitantes algo de piruvato se metaboliza a etanol y acetato como una
adaptacion que permite un uso mas eficiente que la cantidad limitante de azucar
(Delgadillo y col., 1994).

La diferencia de una via a otra viene marcada por la presencia o ausencia de la enzima
aldolasa, enzima clave en la glucdlisis. Las heterofermentativas, carecen de esta
aldolasa y no pueden romper la fructosa 1,6-difosfato. En su lugar, oxidan la glucosa 6-
fosfato hasta 6-fosfogluconato y después lo descarboxilan hasta xilulosa 5-fosfato que
se escinde hasta gliceraldehido 3-fosfato y acetil-fosfato por medio de la fosfocetolasa,
el gliceraldehido 3-fosfato se convierte en &cido lactico con la produccién de una
molécula de ATP (Adenosina trifosfato), mientras que el acetil-fosfato acepta electrones

del NADH (Nicotinamida adenina dinucleétido, forma reducida) que se ha generado
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durante la formacién de xilulosa 5-fosfato, dando lugar directamente a etanol sin
producir ATP. Por ello, las heterofermentativas producen solamente 1 mol de ATP de la
glucosa en lugar de 2 como hacen Ilas homofermentativas. Como las
heterofermentativas descarboxilan el 6-fosfogluconato, producen CO, como producto de

fermentacion (Prescott y col., 1999).

Para el microorganismo, el producto importante es el ATP, que se usa en multitud de
reacciones que requieren energia, y los otros productos de fermentacion son meros
productos de desecho. Sin embargo, estos ultimos no son considerados como tales por
los destiladores, cerveceros, productores de derivados lacteos o panaderos. Por todo
ello, la fermentacion no es s6lo un proceso que produce energia, sino un medio para
obtener productos naturales que son de utilidad para el consumo humano (Madigan y
col., 2004).

Todos los representantes de los géneros Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus y  Vagococcus, junto con algunos lactobacilos, son
homofermentativos, mientras que todas las especies Carnobacterium, Leuconostoc,
Oenococcus y Weissella, asi como algunos lactobacilos, son heterofermentativos (Tabla
1) (Jay, 2000).

2. 1. 3. Metabolismo aerobio

La relacion de las BAL con el oxigeno es compleja: por su incapacidad de sintetizar
porfirinas hémicas, son consideradas como anaerobias. Sin embargo, su sensibilidad al
oxigeno puede ser muy variable segun las cepas: desde anaerobia estricta,
aerotolerante e insensible. La ausencia de una catalasa hémica es una caracteristica
importante de las BAL, pero bajo ciertas condiciones, algunas bacterias son capaces de
tomar grupos hemo externos formando catalasas no hémicas llamadas

pseudocatalasas (Prescott y col., 1999).

2. 1. 3. 1. El metabolismo del oxigeno
En general las BAL son capaces de transformar el oxigeno molecular (O2) en

superoxido (O"), en H,O, o en agua (H.0).
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Tabla 1. Bacterias acido lacticas homo- y heterofermentativas (Jay, 2000).

Homofermentativas Heterofermentativas
Organismos Configuracién lactato Organismos Configuracion lactato
Lactobacillus Lactobacillus
Lb. acidophilus DL Lb. brevis DL
* Lb. alimentarius L(D) Lb. buchneri DL
Lb. bulgaricus D(-) Lb. cellobiosus DL
* Lb. casei L(+) Lb. coprophilus DL
* Lb. coryniformis DL Lb. fermentum DL
* Lb. curvatus DL Lb. fructivorans DL
Lb. delbrueckii D(-) Lb. hilgardii DL
Lb. helveticus DL Lb. pontis DL
Lb. jugurti DL Lb. sanfrancisco DL
Lb. jensenii D(-) Lb. trichoides DL
Lb. lactis D(-) Leuconostoc
Lb. leichmanii D(-) Leuc. cremoris D(-)
* Lb. plantarum DL Leuc. dextranicum D(-)
Lb. salivarius L(+) Leuc. lactis D(-)
Pediococcus Leuc. mesenteroides D(-)
* P. acidilactici DL Leuc. gelidum D(-)
P. cerevisiae DL Leuc. carnosum D(-)
Leuc. mesenteroides subesp.
* P. pentosaceus DL mesenteroides

Leuc. mesenteroides subesp.
cremoris

Leuc. mesenteroides subesp.
dextranicum

* P. damnosus

* P. dextrinicus

* P. inopinatus Leuc. argentinum
P. parvulus Leuc. citreum
Tetragenococcus Leuc. fallax
T. halophilus L Leuc. pseudomesenteroides
T. muriaticus Carnobacterium
Streptococcus C. divergens
S. bovis D(-) C. mobile
S. thermophilus D(-) C. gallinarum
Lactococcus C. piscicola
cubsspacts Weissella
biovar diacetylactis L(+) W. confusa DL
e ng'ri'Sac“s subesp. L(+) W. hellenica D()
hordLr::i.aECtis subesp. W. halotolerans DL
Lc. garvieae W. kandleri DL
Lc. plantarum W. minor DL
Lc. raffinolactis W. paramesenteroides D(-)
Vagococcus W. viridescens DL
V. fluvialis Oenococcus
V. salmoninarum Q. oeni DL

Nota: DL = 25% al 75% del acido lactico es de la configuracion L; D o L = el isémero registrado constituye hasta el 90% o mas del acido lactico; D(L);
L(D) = el isémero entre paréntesis representa hasta el 15-20% del &cido lactico total.

*Bacterias heterofermentativas facultativas.
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Estas reacciones son catalizadas por enzimas especificas generalmente en presencia

de un sustrato a oxidar (Leveau y Bouix, 2000).

2.1.3. 2. Las enzimas del oxigeno y sus derivados

El conjunto de las enzimas y sus derivados asi como las recciones catalizadas
aparecen en la tabla 2, estas enzimas han sido halladas en cepas de Streptococcus,
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus. En presencia de aire, el
peroxido, si no es destruido por una peroxidasa, puede acumularse y autoinhibir la cepa
productora, pero sobre todo inhibir cepas concurrentes. Ciertas especies como Lb.
plantarum no poseen superéxido dismutasa (SOD) y son sin embargo capaces de
dismutar el superéxido por acumulacion (hasta 20-25 mM) de Mn?*. Este sistema esta
ausente en los Streptococcus y en los Lactococcus pero caracteriza a P. pentosaceus y
a todas las especies de Lactobacillus y de Leuconostoc que no poseen SOD. Como
otras bacterias, las BAL son capaces de reaccionar a concentraciones no letales (0.5
mM) de perdxido induciendo un sistema de resistencia a dosis letales (5 mM). La
adquisicion de esta resistencia al peroxido esta asociada a la de una termorresistencia
(Leveau y Bouix, 2000).

Tabla 2. Enzimas del metabolismo del oxigeno y sus derivados (Condon, 1987).

1.  NADH: H,O, oxidasa:

NADH + H" + O,
2. NADH: H,O oxidasa:

NAD" + H,O

v

2NADH + 2 H" + O, 2 NAD" + 2 H,0

3. Piruvato oxidasa (+ TPP, FAD):

v

Acetilfosfato + CO, + H,0,

v

Piruvato + fosfato + O,
4. a-glicerofosfato oxidasa:

v

a-glicerofosfato + O, Dihidroxiacetona fosfato + H,O»

5. Superéxido dismutasa:

20, +2H" > Hy02+ O
6. NADH peroxidasa:
NADH + H" + H,0, » 2H,0+NAD'

TPP: tiamina pirofosfato; FAD: flavina adenina dinucleétido
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2. 1. 4. Clasificacion y géneros representativos de BAL
El grupo de las BAL esta comprendido por aproximadamente 20 géneros. Siendo los

siguientes 12 los mas representativos (Davidson y col., 1995; Axelsson, 2004):

Carnobacterium Oenococcus
Enterococcus Pediococcus
Lactococcus Streptococcus
Lactobacillus Tetragenococcus
Lactosphaera Vagococcus
Leuconostoc Weissella

Aunque el grupo esta definido con poca exactitud, todos los representantes comparten

la propiedad de producir acido lactico a partir de las hexosas (Jay, 2000).

Los géneros que a continuacion se describen son los de mayor relevancia en la

microbiologia de los alimentos (Wood y Holzapfel, 1995).

2.1.4.1. Lactobacillus

Las técnicas taxondmicas que se llegaron a emplear durante la decada de los 80’s han
sido aplicadas a este género, dando como resultado que algunos microorganismos que
figuraban en la novena edicion del Manual de Bergey’s fuesen transferidos a otros
geéneros. Los lactobacilos tienen forma bacilar, variando desde bacilos largos y
delgados a cortos y curvados, no esporulados, aerotolerantes o anaerobios, aciduricos
o aciddfilos (pH entre 1.0 y 5.0), de requerimientos nutricionales complejos. Es comun la
produccion de bacteriocinas. Los limites de temperatura para desarrollar van de 2 a
53°C con 6ptima de 30-40°C (Jay, 2000; Madigan y col., 2004).

El género Lactobacillus es el mas grande, comprendiendo alrededor de 80 especies
reconocidas y organizadas en tres grupos, basados principalmente en las
caracteristicas fermentativas. El grupo 1 incluye especies homofermentativas estrictas.
El grupo 2 esta formado por especies heterofermentativas facultativas. El grupo 3 esta

formado por especies heterofermentativas estrictas (Jay, 2000; Axelsson, 2004).
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Las especies homofermentativas se asocian principalmente con el hombre y animales,
ya que se les puede encontrar en la cavidad oral, contenido intestinal y vagina de
mamiferos; mientras que las especies heterofermentativas estan asociadas con los
alimentos, en donde llevan a cabo fermentaciones controladas o causan deterioro
especialmente en productos empacados refrigerados, se pueden aislar facilimente de
productos carnicos, lacteos, pescados, aguas residuales, cerveza, frutas, verduras y

ensilados (Madigan y col., 2004).

Generalmente resisten mejor las condiciones de acidez que las restantes bacterias del
acido lactico y pueden crecer bien a valores de pH alrededor de 4 6 5. Esta propiedad
permite su aislamiento selectivo a partir de muestras naturales, empleando medios de

cultivo de pH acido que contengan carbohidratos (Madigan y col., 2004).

Las bacterias del género Lactobacillus son indispensables para la industria alimentaria,
principalmente la lactea. Se emplean para producir alimentos vegetales fermentados
(chucrut, encurtidos, ensilaje, etc.), bebidas (cerveza, vino, zumos), masa agria, queso
suizo (asi como otros quesos duros), yogur y embutidos. Los lactobacilos causan
también problemas, a veces son los responsables de que se deteriore la cerveza, la

leche y la carne (Prescott y col., 1999).

2.1.4. 2. Streptococcus

Son cocos de 0.8-1.2 um, anaerobios facultativos, se agrupan en cadena hasta con
mas de 50 células o pares, poseen una considerable actividad SOD. Tienen una
compleja necesidad de factores para su crecimiento como: Vitamina B¢ aminoacidos,
péptidos, bases puricas y piridimicas. Esta es una de las razones por las que abundan

en un medio rico como la leche (Wood y Holzapfel, 1995).

El género Streptococcus contiene una amplia variedad de especies homofermentativas,
como productores de acido lactico juegan un papel muy importante en la produccién de
leches fermentadas, ensilado y una variedad de productos de fermentacién. Los mas
conocidos son S. lactis y S. cremoris, los cuales son responsables de la acidificacion de

la leche, mientras que S. diacetylactis produce la fermentacion del acido citrico a
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diacetilo, sustancia caracteristica del aroma en la mantequilla. También es importante
S. thermophilus que se desarrolla a 40-45°C, por lo que se emplea para conseguir la
acidificacion del yogur, asi como en la maduracion de quesos de pasta cocida (Casp y
Requena, 1999; Madigan y col., 2004).

De habitats muy diversos y con actividades de mucha importancia para el ser humano,
ya que algunas especies son patdgenas primarias de mamiferos. Para distinguir
especies patdgenas y no patdgenas del ser humano se ha reestructurado el género en
tres. Streptococcus, Lactococcus, (estreptococos de importancia en industria lactea) y

Enterococcus (estreptococos de origen fecal) (Madigan y col., 2004).

2. 1. 4. 3. Carnobacterium

Bacilos Gram positivos de 0.5-0.7 x 1.1-3.0 uym; en cultivos viejos se alargan y tienden a
perder el Gram, catalasa negativos, psicrétrofos creciendo la mayoria a 0°C, mientras
que a 45°C no crecen, metabolismo predominantemente homofermentativo. Algunas
especies producen gas a partir de la glucosa. Este género se cred para encuadrar
algunos microorganismos anteriormente clasificados como lactobacilos al estar
filogenéticamente mas proximos a los enterococos y vagococos. Se diferencian de los
lactobacilos por ser incapaces de crecer en un medio con acetato y sintetizar acido
oleico. Se encuentran en carnes envasadas al vacio, en carne de aves de corral y en
alimentos afines, asi como también en pescado y agua de mar (Wood y Holpzafel,
1995).

Carnobacterium como género incluye seis especies (Wood y Holpzafel, 1995;
Fernandez, 2000):

. divergens (previamente Lactobacillus divergens)
. piscicola (previamente Lactobacillus piscicola)

. alterfunditum

. funditum

. gallinarum

[ ]
O O o0 o0 00

. mobile.
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2.1.4. 4. Pediococcus

Son cocos Gram positivos, catalasa negativos, anaerobios facultativos. Son
homofermentativos, fermentan azucares para producir una concentracion de acido,
comprendida entre el 0.5 y el 0.9%, crecen en salmueras con una concentracion salina
de hasta 5.5%, mientras que su crecimiento es escaso en salmueras con
concentraciones de hasta el 10%. Sus temperaturas de crecimiento oscilan desde los 7
hasta los 45°C, aunque su temperatura optima esta entre 25 y 32°C. Se presentan en
parejas o en tetradas como consecuencia de la division celular en dos planos, el
tamafio celular varia de 0.6-2.0 um dependiendo de la especie. Raramente se observan
células aisladas. En medios sdlidos las colonias son de 1-2.5 mm de diametro, lisas
redondas y de color blanco grisaceo. Necesitan medios complejos para desarrollarse.
Se emplean como cultivo iniciador de salchichas semisecas, pueden ser deterioradores
de sidra y cerveza realizando una infeccion que la enturbia y acidifica con un olor
peculiar denominado “enfermedad de la cerveza por sarcinas”. Algunas cepas son

productoras de bacteriocinas (Wood y Holzapfel, 1995; Fernandez, 2000; Jay, 2000).

2.1.4.5. Lactococcus

Son cocos no esporulados, inmaviles, crecen a 10°C pero no a 45°C, se encuentran en
parejas o0 cadenas cortas, catalasa negativos, anaerobios facultativos,
homofermentativos y con necesidades nutricionales complejas. La longitud de la cadena
depende principalmente de la cepa y en ocasiones por el medio de crecimiento.
Antiguamente incluidos en el género Streptococcus, han sido elevados a la categoria de
género, siendo admitidas las cuatro especies y tres subespecies siguientes (Prescott y
col., 1999; Jay, 2000):

e Lc. lactis subesp. lactis

e Lc. lactis subesp. cremoris
e Lc. lactis subesp. hordniae
e Lc. garvieae

e Lc. plantarum

e Lc. raffinolactis.
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Usualmente crecen en soluciones de NaCl al 4% excepto Lc. lactis subesp. cremoris la
cual unicamente tolera 2% de NaCl (p/v). Se aislan facilmente de la leche cruda (Lc.
cremoris) y de otros habitats, en particular de los vegetales (Lc. lactis subesp.
diacetylactis), se encuentran también en la flora del rumen (10* células por gramo). Lc.
raffinolactis fue aislado de una leche cuajada, Lc. garvieae de una leche mamitica, Lc.
plantarum de guisantes congelados y Lc. lactis subesp. Hordniae de una cigarra

llamada Hordnia (Leveau y Bouix, 2000).

Lactococcus lactis subesp. lactis fue aislada por primera vez en 1873 por Joseph Lister
en leche fermentada, denominandola Bacterium lactis y reconociéndola como agente
primario en la acidificacion de la leche coagulada; es la BAL mas frecuentemente
utilizada como cultivo iniciador en la obtencion de productos lacteos cultivados, en

particular quesos y leches diversas (Leveau y Bouix, 2000).

Siendo las especies Lc. lactis subesp. lactis y cremoris las mas estudiadas por su
capacidad de producir y excretar una familia de pequefios polipéptidos de 3.500 Da,
frecuentemente en forma de dimeros o de tetrameros considerados antibioticos. Estos
polipéptidos reciben el nombre de nisina (por: N estreptococci inhibiting substance) y
diplococina respectivamente. Su modo de accion se restringe a bacterias Gram
positivas, actua también sobre células vegetativas impidiendo la germinacion de las
esporas de bacterias como Bacillus y Clostridium. La nisina inhibe también a las BAL,
por ejemplo a otras cepas de Lc. lactis en particular de la subespecie cremoris. Por el
contrario no muestra actividad contra los lactobacilos y contra S. thermophilus. Este
compuesto derivado de las BAL es el unico que esta comercializado y autorizado en la
industria agro-alimentaria para la conservacién de los alimentos, en particular para la
transformacion de la leche en Europa. Alternativamente, se puede también considerar la
utilizacion de fermentos que contengan cepas productoras de nisina (Leveau y Bouix,
2000).

2.1.4.6. Leuconostoc
Son cocos Gram positivos, catalasa negativos, anaerobios facultativos, pueden ser

alargados o elipticos y dispuestos en parejas o cadenas, heterofermentativos,
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temperatura 6ptima de crecimiento de 20 a 30°C. Pueden aislarse de plantas, ensilados
y leche. Muy utilizados en la industria lactea (en la manufactura del suero de la leche,
mantequilla y queso) como cultivos iniciadores, ya que producen compuestos
responsables del sabor como diacetilo o acetoina (productos de la ruptura metabdlica
del citrato), en la fermentacion de verduras como las coles (chucrut) y pepinillos en
vinagre. Leuc. Oenos es la unica especie aciddfila del género, siendo importante en la
produccién de vinos. Leuc. mesenteroides produce grandes cantidades de polisacarido
de dextrano cuando se cultiva en sacarosa, el cual ha encontrando su uso como
sustituto de plasma para transfusiones de sangre. Se puede suponer que los
leuconostocs se encuentran en los mismos tipos de alimentos que los lactobacilos,
aunque su presencia en alimentos envasados al vacio no es tan constante. Las
especies de Leuconostoc estan implicadas en el deterioro de los alimentos, toleran
concentraciones elevadas de azucar lo que facilita su multiplicacion en el jarabe,
constituyendo un importante problema en las refinerias de azucar (Prescott y col., 1999;
Jay, 2000; Madigan y col., 2004).

2.1.4.7.Vagococcus

En base a los datos de la secuencia del ARNr (acido ribonucleico ribosomal) de 16S,
este género fue creado para encuadrar a los lactococcos. Son moviles por medio de
flagelos peritricos, Gram positivos, catalasa negativos, y crecen a 10 pero no a 45°C. Se
desarrollan en medios con una concentracién de NaCl del 4%, pero no a 6.5%, y a pH
9.6 no existe crecimiento. Se encuentran en heces, pescado, agua y otros alimentos. Al

menos una especie produce H,S (Jay, 2000).

2. 1. 5. Requerimientos nutricionales
Las BAL se asocian a habitats ricos en nutrientes, como son diversos productos
alimenticios tales como leche, carne, bebidas, granos y vegetales, aunque también a la

superficie de las mucosas de animales (Barakat y col., 2000).

Siendo muy exigentes en cuanto a su nutricion, todas fermentan glucosa aunque hay
algunas que pueden multiplicarse en ausencia de azucares como es el caso de Leuc.

citrovorum el cual puede desarrollarse en presencia de citrato como unica fuente de
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carbono. Mientras algunas no fermentan la sacarosa, otras no atacan la lactosa, las
pentosas o las dextrinas. Requieren aminoacidos como fuente de nitrégeno, siendo las
sales amoniacales las que estimulan su desarrollo y una diversidad de factores de
crecimiento. Esta demanda de determinados nutrientes permite diferenciar algunas

especies (Stamer, 1979; Leveau y Bouix, 2000).

A pesar de la utilidad que tienen las BAL para la industria de los alimentos, es
reconocida la dificultad que representa el cultivarlas por la necesidad de una gran
cantidad de requerimientos nutricionales (Tabla 3). Las vitaminas son los factores de
crecimiento que se necesitan con mayor frecuencia, ya que funcionan formando parte
de coenzimas. Algunos géneros como Streptococcus y Lactobacillus, destacan por sus
requerimientos vitaminicos complejos, mucho mas amplios que los humanos. Las
principales vitaminas requeridas por los microorganismos son tiamina (vitamina Bi),
biotina, piridoxina (vitamina Bg) y cobalamina (vitamina B42), de aqui su uso en las

pruebas microbiologicas para detectar estos compuestos (Madigan y col., 2004).

Las exigencias nutricionales de las BAL a minerales son poco conocidas. En el afio
1977 Ledesma y De Ruiz subrayan la necesidad de Mn** y/o de Fe** para un buen
medio de crecimiento. La necesidad de los iones en el metabolismo se explica en
primer lugar por su funcion de cofactor para numerosas enzimas. Una revision realizada
por Boyaval (1989) menciona la importancia de los minerales metalicos en el

metabolismo de las bacterias lacticas.

2.1.5. 1. Magnesio

Estimula el crecimiento de las BAL y la produccion de acido lactico: por ejemplo en Lc.
lactis, S. thermophilus y Lb. acidophilus. Este elemento es indispensable para
numerosas enzimas necesarias para el crecimiento celular o para la produccion de
aromas. Seria importante para la supervivencia de los Lc. lactis (Thomas y Batt, 1968;

Amozou y col., 1985).
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Tabla 3. Requerimientos nutricionales de algunas bacterias lacticas (Marshall y Law,
1984; Thomas y Pritchard, 1987).

Exigencias para crecimiento

. Lc. lactis Lc. lactics Lc. lactics _ _ Leuc
Metabolitos subesp. subesp. subesp. S. thermophilus  Lactobacillus y
lactis diacetylactics cremoris cremoris
Aminoé4cidos
Asp - - - + ?
Thr - - - ? ?
Ser - ? +/- ? ? +/-
Glu + + + +/- + 2
Gly - ? +- ? ?
Pro - ? + ? ? ?
Ala - ? +- ? ? +/-
Cys s S + + s +
Val + + + + + +/-
Met + + + +/- + +/-
lle + + + +/- + +/-
Leu + + + + + +
Tyr ? ? ? +/- + ?
Phe +/- ? + ? ? +/-
Lys - - +/- + + +/-
His + + + + + ?
Trp ? +/- ? ? ? ?
Arg +/- +/- +/- ? ? ?
Vitaminas
B2 + + + + + ?
Biotina + + + + + ?
Nicotiamida + + + + + +
Pantotenato + + + + + +
Riboflavina + + + + + +
Tiamina + + + + - +
Piridoxal + + + + - +
Acido félico + + + + - +
Acidos
organicos
Acido acético + + + ? ? ?
Acido oleico + + + ? S ?
Acido orético ? ? ? ? s ?
Acido férmico ? ? ? ? S ?
Bases
nucleicas
Hipoxantina S - - ? - +
Adenina S S - ? S
Guanina S - - ? S +
Timina S - - ? - -
Timidina S - - ? - -
Uracilo S - - ? S +

Asp= Acido aspartico, Thr= Treonina, Ser= Serina, Glu= Acido glutamico, Gly= Glicina, Pro= Prolina, Ala= Alanina, Cys= Cisteina,
Val=Valina, Met= Metionina, lle= Isoleucina, Leu= Leucina, Tyr= Tirosina, Phe= Fenilalanina, Lys= Lisina, His= Histidina, Trp=
triptéfano, Arg= Arginina.
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2.1.5. 2. Manganeso

Muy concentrado por Lb. plantarum, el manganeso sirve para la resistencia de esta
especie al superoxido (Oz). La presencia de Mn?* en extractos vegetales explica la
estimulacion del crecimiento de las BAL por estos medios. Diversas especies de
Leuconostoc y todos los Lactobacillus exigen Mn?* y la variacion estacional de este
cation en la leche explicaria la variacién del crecimiento y la produccion de aromas por

parte de Leuc. cremoris (Boyaval, 1989).

El Mn?* es necesario para la actividad de numerosas enzimas entre las cuales se
encuentran la ARN polimerasa, la lactato deshidrogenasa (LDH), la enzima malolactica,
la NADH oxidasa, una SOD y una catalasa formada por crecimiento de hematina de

lactobacilos o de pediococos (Johnston y Delwiche, 1965; Archibald, 1986).

2.1.5. 3. Hierro

El hierro transportado por varias moléculas muy afines no tiene efecto general sobre el
crecimiento o sobre la produccién del acido lactico. Lb. plantarum no exige hierro y no lo
acumula, lo que le permitiria evitar la formacién de radicales libres toxicos a partir del

oxigeno y ser resistente a una alta concentracion (7 mM) de peréxido (Boyaval, 1989).

2.1.5. 4. Calcio

Normalmente excluido de las células bacterianas, el calcio se acumula en las células de
Lc. lactis en fase exponencial y se estabiliza (10° mM) en la fase estacionaria. No
estimula el crecimiento de las BAL salvo el de Lb. casei y permite la desintegracion de
las cadenas de células asi como una modificacion de su forma en Lb. acidophilus que le
permite una mejor resistencia a la congelacién. El calcio se cita con frecuencia por su
papel en la pared celular en particular para la actividad de las proteasas. Esta propiedad
es atribuida por los autores ya sea a la fijaciébn de la enzima sobre la pared, a la
estabilidad de su actividad, y/o a la modificacion de la estructura de la pared. El lactato
formado durante la fermentacion lactica se excreta acoplado con dos protones. En el
momento de este flujo de lactato, hay formacién de ATP por una ATPasa membranal
dependiente del Ca?*/Mn?* (Konings y Otto, 1983).
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2.1.5. 5. Potasio

Su transporte es necesario para la regulacion del pH intracelular. Es acumulado por Lc.
lactis y a ésta acumulacién le suministra energia la presencia de glucosa o de arginina
probablemente en intercambio de protones. Su concentracion intracelular es alta y se
exige para el crecimiento de Ec. faecalis, Lb. helveticus y de Lb. casei. Otros iones

monovalentes (Na*, NH,") entran en competencia con el K™ (Boyaval, 1989).

2.1.5.6. Sodio

Las BAL resisten concentraciones variables de NaCl. Se han aislado cepas resistentes
de los géneros Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus en leches crudas saladas
(120 g/L) o de quesos salados como el Domiati egipcio. Una cepa de Lb. acidophilus
resistente a una elevada concentracién de NaCl (1.8 mM, es decir mas de 100 g/L),

acumula betaina para regular su molaridad (Hutkins y col., 1987).

2.1.5.7. Otros iones metalicos
El cadmio contaminante de la leche a baja concentracion (6.10° mM) puede inhibir el
crecimiento y la produccion de acido de Lb. delbrueckii subesp. lactis, Lb. helveticus y

de S. thermophilus en este medio (Korkeala y col., 1984).

El cesio es inhibidor del crecimiento de Lb. arabinosus a partir de 2.25 mM (Boyaval,
1989).

El cobre inhibe el crecimiento de las BAL (Lb. casei, Lb. delbrueckii subesp. bulgaricus,
S. thermophilus) en la leche y la produccion de acido lactico a concentraciones entre
102y 10* mM segun las especies (Boyaval, 1989).

El Cu?* (pero también el Fe?*, Fe**, Co®" y Mo®") aumentan la produccion de diacetilo
(Kaneko y col., 1987).

El cobalto, parte integral de la vitamina Bi, es exigido por algunas cepas de
Bifidobacterium pero no lo es por Lb. arabinosus ni por Lb. delbrueckii (Leveau y Bouix,
2000).
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Boyaval (1989) menciona que todos estos elementos pueden ser fijados por proteinas o
por otras macromoléculas y no estar disponibles para las BAL. Por ejemplo, en la leche
cerca del 95% del magnesio y del zinc esta ligado a la caseina (Brulé y Fauquant,
1982).

2. 1. 6. Importancia tecnoldgica de las BAL

Las BAL son empleadas para la fabricacion y conservacion de alimentos, a pesar de su
importancia econdémica, no siempre han recibido la atencidén necesaria por parte de los
microbidlogos ni del sector industrial. Desde hace algunos afios se han convertido en un
sujeto de estudio privilegiado en el mundo. Le han sido dedicadas, totalmente o en
parte, algunas obras recientes, asi como revisiones especializadas sobre tal o cual
aspecto de su campo. El desarrollo de la industria agroalimentaria y en particular la
utilizacion de materias primas nuevas, asi como la necesidad de crear nuevos
productos explica el interés creciente hacia este grupo de bacterias (Leveau y Bouix,
2000).

2.1.6. 1. Cultivos iniciadores

Es a partir del ano 1900 cuando el desarrollo de las industrias de transformacion
conduce a la produccién industrial de BAL adaptadas a los distintos productos lacteos.
En la industria de los alimentos se emplean como cultivos iniciadores para la
elaboracion de productos alimenticios fermentados tales como yogur, leches,
mantequillas, quesos madurados, col agria, embutidos (salami y chorizo) y bebidas
alcoholicas como la cerveza, sidra entre otros, donde producen cambios especificos en
el aroma, sabor, textura, cuerpo, acidez, humedad, digestibilidad y aspecto de los
mismos (Amador y col., 1993; Hammes y Tichaczek, 1994; Leveau y Bouix, 2000).

Las preparaciones usadas como cultivos iniciadores se pueden clasificar atendiendo a
multiples aspectos tecnolégicos como velocidad de acidificacion, protedlisis,
composicion y temperatura optima de crecimiento, las clasificaciones mas comunes son

basadas en los dos ultimos aspectos (Mayra-Makinen y Briget, 1993).
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Segun la composicion se clasifican en cuatro categorias (Mayra-Makinen y Briget,
1993):

e Cultivos de cepa unica: formado por una unica cepa de una determinada
especie.

o Cultivos multiples: son mezclas de cepas seleccionadas, compatibles. Las cepas
se cultivan independientemente y se mezclan poco antes de su comercializacion.

e Cultivos mixtos: son mezclas estables de composicion (numero y naturaleza de
las cepas) desconocida. Las cepas se cultivan juntas.

e Cultivos indefinidos o artesanos: esta formado por diferentes especies total o

parcialmente desconocidas.

En funcion a la temperatura 6ptima de crecimiento se dividen en dos grupos: cultivos
iniciadores mesofilos cuya temperatura de crecimiento se encuentra en el rango 20-
30°C, con un o6ptimo cerca de los 30°C, y cultivos iniciadores termofilos con una
temperatura de crecimiento ubicada en el rango de 37-45°C con un éptimo cerca de
42°C (Cogan y Accolas, 1996).

Cultivos iniciadores mesofilos: Estan constituidos esencialmente por lactococos, por
ciertos leuconostocs (Leuc. cremoris Leuc. dextranicum) y por algunos lactobacilos (Lb.
casei, Lb. plantarum). Las bacterias se clasifican en cepas acidificantes: Lc. lactis
subesp. Lactis y Lc. lactis subesp. cremoris y en cepas aromatizantes: Lc. lactis subesp.
Lactis biovar diacetylactis y Leuconostoc. Se utilizan en particular para la fabricacion de
quesos frescos: Quarg, Feta, Cottage; quesos de pasta blanda: camembert, Brie, Pont
I’'Evéque, Coulommiers; quesos duros de pasta prensada: Cheddar, Gouda, Edam o de

quesos de pasta azul: Roquefort (Leveau y Bouix, 2000).

Cultivos iniciadores termdfilos: Abarcan la especie Streptococcus (S. thermophilus) y
Lactobacillus (Lb. delbrueckii subesp. bulgaricus, Lb. lactis, Lb. helveticus y Lb.
acidophilus). Son menos sensibles al pH que los mesdfilos: S. thermophilus y Lb.

bulgaricus se desarrollan en la leche respectivamente hasta valores de pH de 4.1y 3.8.
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Al ser la temperatura 6ptima de estas dos especies parecida, es posible el crecimiento
en asociacion entre 41 y 43°C. S. thermophilus asociado a Lb. helveticus y a Lb.
delbrueckii subesp. Lactis pero también a Lb. delbrueckii subesp. Bulgaricus forman la
flora de los quesos de pasta cocida como el queso de tipo Suizo: Emmental, Gruyere;

de tipo Italiano: Parmesano, Romano, Grana (Leveau y Bouix, 2000).

El rol de estos cultivos en la elaboracidon de productos lacteos es muy complejo, y de
ello dependera la calidad de los mismos. La primera y principal funcién es la formacién
de acidos organicos, principalmente acido lactico, esto conduce a la disminucion del pH
lo que facilita la coagulacidn de la leche, texturizacion de la cuajada y ademas inhibe el
desarrollo de microorganismos patégenos de manera eficaz. La efectividad de inhibicion
por acidez también tiene que ver con la naturaleza de dichos acidos por que se ha
demostrado que la forma no disociada es bastante inhibitoria. Adicionalmente estos
acidos organicos contribuyen al sabor y olor de muchos quesos (Gonzalez del Llano y
col., 1996).

El espectro de actividad de los compuestos antimicrobianos producidos por las BAL es
muy amplio, incluyendo a varias especies pertenecientes al mismo grupo, por ello, es
muy importante determinar la compatibilidad entre cepas que formen parte de un cultivo
iniciador, y de esta manera se asegura que el proceso fermentativo no falle por esta

causa (Piard y Desmazeaud, 1991).

Existen otros factores capaces de afectar la actividad de los cultivos iniciadores que
estan relacionados con la composicion de la leche (sistema lactoperoxidasa,
inmunoglobulinas), presencia de pequefas cantidades de antibidticos producto de
tratamientos contra mastitis y cantidades residuales de productos de limpieza utilizados
en la industria lactea. Los niveles de antibiéticos que inhiben los cultivos iniciadores
dependen de cada cepa, en general los cultivos mesofilos son menos sensibles a la

penicilina que los cultivos termdfilos (Tornadijo y col., 1998; Magarifios, 2000).

En las dos ultimas décadas las BAL han recibido mucha atencién, particularmente los

géneros utilizados como cultivos iniciadores debido a su gran importancia. Las
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investigaciones se enfocan en aislar nuevas cepas con el fin de estudiar sus
potencialidades de cultivos iniciadores. Una fuente inagotable de cepas la constituyen

los productos artesanales, en especial los quesos (Alvarado, 2000).

2. 1. 6. 2. Probidticos

Cada vez es mayor el interés de las BAL y su uso como probidticos, los cuales la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura (FAO por sus siglas en inglés)
y la Organizacion Mundial para la Salud (OMS) los han definido como organismos vivos
que ingeridos en cantidad adecuada confieren un beneficio saludable en el huésped
(Castro y Restrepo, 2006).

Tienen las siguientes caracteristicas: propiedades no patogénicas ni toxigénicas,
resistencia a productos tecnoldgicos y viabilidad en productos comerciales, estabilidad
en secreciones gastricas del estbmago y biliares en el duodeno, capacidad de adhesién
a células epiteliales del intestino, habilidad para adaptarse dentro del tracto
gastrointestinal sin desplazar la microbiota nativa, produccién de sustancias
antimicrobianas, habilidad para modular el sistema inmune y para influenciar
actividades metabdlicas. Ademas mejoran las propiedades de la flora nativa, protegen
de infecciones gastrointestinales, aumentan el valor nutritivo de los alimentos, favorecen
la tolerancia a lactosa, reducen la acumulacién de compuestos toxicos o cancerigenos
en el alimento, disminuyen los niveles de colesterol en sangre y/o controlan algunos
tipos de cancer, asi también se emplean como vehiculos en la administracion de

vacunas (Dunne y col., 2001; Young y Huffmans, 2003).

Los microorganismos comunmente utilizados como probidticos pertenecen a los
géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus,
Bacillus y Saccharomyces, los cuales ejercen su funcion de una manera directa o
indirecta a través de la modificaciéon de la flora entérica enddégena, o bien realizando un
efecto inmunomodulador. Presentes en diversos medios, estas bacterias pueden
transformar numerosas fuentes de azucares: lactosuero, ensilados, extractos vegetales,
almidon hidrolizado, etc., enriqueciendo el medio en vitaminas, aminoacidos o enzimas

(B-galactosidasa) (Leveau y Bouix, 2000; Contardo y col., 2005).
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Existen a su vez diferentes grupos de probiéticos (Contardo y col., 2005):

1. Probidticos naturales: Corresponden principalmente a productos lacteos fermentados
(yogures, leche y quesos), vegetales, carnes y pescados fermentados. La cantidad de

microorganismos que contienen es muy baja.

2. Probidticos comercializados: productos naturales comercializados (sintetizados a
partir de diferentes cepas de microorganismos, que los contienen en forma mas

concentrada). Ejemplos de estos son: Uno al dia®, Chamyto® y NAN 2®.

3. Suplementos alimenticios que contienen probidticos: La unica diferencia con los
anteriores es que el probidtico no esta contenido en el alimento, sino que se encuentra
encapsulado y separado. Agentes bioterapéuticos, son microorganismos que tienen un
efecto terapéutico demostrado. Dentro de estos tenemos como ejemplos Perenteryl®

(Saccharomyces boulardii) y Biolactus® (Lb. rhamnosus).

2.1.7. Compuestos antimicrobianos producidos por BAL

Las BAL son conocidas por producir, durante su crecimiento, sustancias que inhiben el
crecimiento de otros microorganismos. Esta caracteristica se utiliza para la destruccion
de bacterias indeseables o patdgenas en la fabricacion de los alimentos. La mayor parte
de estos compuestos no estan caracterizados ni en cuanto a su naturaleza bioquimica
ni en cuanto a su mecanismo de accion. Con frecuencia incluso, los productos activos
no son mas que metabolitos excretados por la bacteria como el acido lactico o

derivados del metabolismo del oxigeno como el H,0, (Leveau y Bouix, 2000).

En la actualidad se considera a las bacterias lacticas microorganismos GRAS por lo que
su utilizacion y/o la de sus metabolitos como bioconservadores esta recibiendo una gran
atencion (Gould, 1996; Stiles, 1996).

Los principales mecanismos de antagonismo microbiano de las BAL son la competencia
por nutrientes y la formacién de acidos lactico y acético, con el consiguiente descenso
del pH (Kandler, 1983; Daeschel, 1989; Lindgren y Dobrogosz, 1990).
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Ademas, pueden producir otras sustancias antimicrobianas como etanol, CO,, diacetilo,
acetaldehido, H20O,, acido benzoico, isbmeros D de aminoacidos, reuterina y
bacteriocinas. Ciertas actividades inhibidoras con frecuencia sélo se encuentran en
medios solidos (Piard y Desmazeaud, 1991; Requena y Pelaez, 1995; Leveau y Bouix,
2000).

2.1.7.1. Acidos orgéanicos

En 1880, el acido lactico fue el primer acido organico microbiano producido a nivel
industrial; en la actualidad esta produccion es de alrededor de 20,000 toneladas por
afio, produciéndose industrialmente a partir de materiales amilaceos hidrolizados

quimicamente o enzimaticamente y/o a partir de sacarosa (Leveau y Bouix, 2000).

Las bacterias lacticas fermentan los carbohidratos obteniendo durante el proceso acidos
organicos, principalmente lactico y acético, que no son utilizados por las células y se

excretan al exterior (Kandler, 1983).

Estos acidos contribuyen al desarrollo del sabor, aroma y textura de los productos
fermentados. El acido acético tiene mayor capacidad antimicrobiana que el lactico,

pudiendo inhibir levaduras, mohos y bacterias (Blom y Mortvedt, 1991).

El mecanismo de inhibicién se basa en la disminucién del pH del medio, aumentando la
proporcion de acidos organicos en su forma no disociada. Estos acidos, debido a su
naturaleza lipofilica, atraviesan la membrana celular por difusion pasiva, disociandose
en el citoplasma; ejerciendo su efecto inhibitorio interfiriendo en funciones celulares
como la translocacion de sustrato y la fosforilacion oxidativa, provocando un bombeo de
protones hacia el interior de las células y una posible desestabilizacion de la membrana.
Cuando esta concentracidon de protones excede la capacidad tamponadora del
citoplasma, comienza actuar la bomba de protones hasta agotar las reservas
energéticas de la célula. El pH interno desciende, causando desnaturalizacion de
proteinas y desestabilizacion de otros componentes estructurales y funcionales de la
célula (Baird-Parker, 1980; Piard y Desmazeaud, 1991; De Vuyst y Vandame, 1994;
Requena y Pelaez, 1995).
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Las bacterias lacticas son inmunes a este mecanismo pudiendo sobrevivir y
desarrollarse a valores de pH relativamente bajos, ya que poseen un sistema de
transporte simultdneo de acido lactico y protones al exterior celular, que ademas de

contribuir a la homeostasis del pH interno, genera energia (Tseng y Montville, 1993).

2.1.7. 2. Diacetilo y acetaldehido
En la industria alimentaria las bacterias heterofermentativas son mas importantes que
las homofermentativas por la produccién de compuestos que imparten aroma y sabor,

tales como el acetaldehido y el diacetilo (Jay, 2000).

El diacetilo o 2,3-butanodiona es el principal componente del aroma de la mantequilla y
otros productos lacteos fermentados, siendo el producto final de la fermentacion del
citrato presente en la leche (~8,3 mmol/L) por bacterias lacticas, principalmente por
Leuconostoc y Lactococcus lactis subesp. lactis biovar diacetylactis (Hugenholtz, 1993;
Vandenbergh, 1993).

Su accion antimicrobiana es bactericida para las bacterias Gram negativas y
bacteriostatica para las Gram positivas, debido al grupo a, a-dicarbonil de la molécula,
que reacciona con la porcion guanido del aminoacido arginina de las enzimas
microbianas, desactivandolas por bloqueo o modificacién de la zona catalitica (Lindgren
y Dobrogosz, 1990; De Vuyst y Vandame, 1994).

Posee actividad inhibitoria frente a S. aureus, S. typhimurium y E. coli a

concentraciones de 10-100 ppm (Piard y Desmazeaud, 1991; Cogan y Hill, 1993).

El acetaldehido aparece en muchos productos lacteos, pero fundamentalmente en el
yogur donde es el principal responsable del aroma; alcanzando concentraciones de
aproximadamente 25 ppm por lo que podria ejercer un efecto antimicrobiano, aunque
los niveles presentes en otros productos fermentados son insuficientes para dicha
actividad. Su producciéon se atribuye al metabolismo del piruvato y la reacciéon de la
treonina aldolasa que transforma la treonina en acetaldehido y glicina (Accolas y col.,
1980; Caplice y Fitzgerald, 1999).
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2.1.7. 3. Peréxido de hidrégeno
Las bacterias lacticas producen H,O, como mecanismo de proteccion frente al oxigeno,
mediante la accion de oxidasas o NADH peroxidasas y al carecer de una catalasa que

elimine el H,O, generado, se acumula en el medio (Condon, 1987; Dahl y col., 1989).

La accion inhibitoria se atribuye a su efecto altamente oxidante, produciendo la
peroxidacion de los lipidos de la membrana y la destruccion de la estructura basica

molecular de proteinas celulares (Dahl y col., 1989).

20, +2H" > HO2+ O

Superoxido dismutasa

2.1.7. 4. Bacteriocinas
Las bacteriocinas son péptidos sintetizados en los ribosomas, producidas por bacterias
que exhiben una accion bactericida o bacteriostatica sobre especies de bacterias
sensibles, no afectan al hospedador, son termoestables, algunas soportan 121°C
durante 15 min y resistentes a la accion de muchas proteasas (Madigan y col., 2004;
Doyle y Beuchat, 2007).

Gonzalez y col. (2003), sefalan que la accion antimicrobiana de las bacteriocinas
representa un gran potencial para la industria alimentaria ya que se pueden utilizar
como conservadores bioldgicos puros que en un momento dado podrian reemplazar a
los conservadores quimicos ya que tienen la ventaja de ser proteinas que al

biodegradarse no forman compuestos secundarios.

Caracteristicas de las bacteriocinas (Fernandez, 2000):

e Polipéptidos

e Termorresistentes

¢ Resistentes a proteasas
e Solubles en agua

e Activas en amplios valores de pH
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¢ No imparten sabor o aromas
e Bactericidas
e Corto espectro de accion antibacteriana

e [ndcuas.

Dodd y Gasson (1994) clasifican las bacteriocinas en tres grupos: péptidos pequenos
termoestables, proteinas grandes (>30kDa) termolabiles y péptidos modificados,
llamados lantibidticos. En el primer grupo se encuentran por ejemplo, la lactococcina G
y pediocina AcH. Del segundo grupo puede mencionarse a la helveticina J y la acido

filucina A y del tercero la nisina y la lacticina.

Las bacterias que sintetizan bacteriocinas disponen de un mecanismo autoprotector al
que se le da el calificativo de inmunidad. El término resistencia en cambio, se aplica a

las bacterias no productoras, igualmente insensibles (Harris y col., 1992).

Las bacteriocinas de las BAL, cuando son purificadas, solo son activas contra las
bacterias Gram positivas. Su espectro de accién, con excepcion de la nisina y la
pediocina A, esta restringido a las especies proximas a la cepa productora o presentes

en el mismo nicho ecoldgico (Leveau y Bouix, 2000).

2.1.7.4.1. Modo de accion

Klaenhammer (1993) afirma que la formacion de poros en la membrana citoplasmatica
de las células sensibles es un mecanismo de accion comun presentado por las
bacteriocinas producidas por las BAL en su forma bactericida o bacteriostatica. La
nisina y algunos péptidos pequenos, como lactacina, por ejemplo, actuan mediante este

mecanismo (Bruno y Montville, 1993).

La estructura secundaria de las bacteriocinas como la a-hélice o la estructura p-laminar,
pueden formar poros complejos en las membranas de las células, dando por resultado
la salida de compuestos celulares tales como iones K*, ATP, aminoacidos y moléculas
pequenas. La pérdida de estas sustancias origina a su vez una pérdida del potencial de

membrana, el consumo de reservas energéticas celulares, un descenso en la
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sintesis de ADN, ARN vy proteinas, originando finalmente la muerte celular (Bruno y
Montville, 1993; Muriana, 1996).

Por otra parte, en relacién al modo de accidén antimicrobiano de las bacteriocinas,

Andersson y col. (1988), lo dividen en dos etapas:

e Adsorcion de la bacteriocina a receptores especificos de la célula

e Muerte de la célula por dafo de la membrana

La primera etapa es reversible, donde la bacteriocina adsorbida puede inactivarse con
proteasas y la célula resulta viable, en cambio la segunda es irreversible, debido a que
el efecto letal en ocasiones no parece ir asociado a la lisis celular, ya que se ha
comprobado la accion bactericida sin reduccion de la densidad éptica. La adsorcion en
este caso no es especifica, ya que se ha observado la unién de las bacteriocinas a
células resistentes, lo que parece indicar que la sensibilidad o resistencia no esta
determinada uUnicamente por la presencia o ausencia de receptores en la superficie

celular (Medina y col., 1992).

2. 1. 8. Antibiodticos

El término antibidtico cuyo origen viene del griego anti “contra” y bios “vida” fue
propuesto para definir sustancias dotadas de actividad antimicrobiana y extraidas de
estructuras organicas vivientes, ya fueren bacterias, hongos o algas, con capacidad

para anular la vida de diversos microorganismos (Lanosa, 1997).

Con frecuencia se han utilizado de manera indistinta los términos antibiético,
antimicrobiano y quimioterapico para designar sustancias quimicas definidas con
actividad contra microorganismos especificos, el antibiotico es una sustancia producida
en la naturaleza por microorganismos vivos o sintetizados en el laboratorio. Desde el
punto de vista técnico, los antibidticos difieren de los quimioterapicos en que estos
ultimos son productos de sintesis quimica, por lo que se ha propuesto el término
antimicrobiano para describir a todas las sustancias con esta actividad, ya sean

naturales o de origen sintético (Cordiés y col., 1998).
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2. 1. 8. 1. Residuos de antibiéticos en leche

El uso de antibiéticos en medicina veterinaria, sin lugar a dudas ha sido una de las
principales herramientas en el control y erradicacion de enfermedades infecciosas de
origen bacteriano en animales de abasto y compania. Sin embargo, casi paralelamente
con su introduccion a fines de la Segunda Guerra Mundial, se comenzé a investigar en
torno a los efectos adversos que pudieran provocar la presencia de estos farmacos en
productos destinados a consumo humano, como son leche, carne y huevos (San Martin
y Moraga, 1996).

La presencia de concentraciones de antibiéticos en leche que son superiores a las
permitidas por normas sanitarias recibe, en general, la denominacion de residuos,
concentraciones residuales o inhibidores. La mayor parte de las muestras de leche que
contienen concentraciones residuales corresponden a vacas que han recibido
tratamiento con antibidticos por distintas vias, tanto a nivel sistémico como local:

intramamario o intrauterino (Zurich y San Martin, 1994).

Desde la aparicion de los antibidticos como principal elemento de lucha antibacteriana,
ha existido preocupacion por organismos de paises de gran desarrollo lechero, quienes
han dictado normas que han sido acogidas por otras naciones. Asi, en 1962, la FDA de
Estados Unidos dictd normas de control de antimicrobianos en alimentos de origen
animal estableciendo sanciones para quienes violen estas disposiciones. Por otra parte,
en Inglaterra, algun tiempo después, el Milk Marketing Board introduce, con caracter
obligatorio, un test de residuos en leche y dicta normas sobre manejo de antibiéticos en
la vaca lechera. A fines de la década de los 60’s, la OMS y la FAO establecen normas
con fines de informacién y orientacion de los paises miembros, respecto de las
concentraciones de residuos permitidas en leche de antibiéticos de uso frecuente en
ganado lechero, listado que ha ido incrementando en numero de acuerdo a la
incorporacién de nuevos agentes antibacterianos. En la actualidad se cuenta con un
listado (Tabla 4) que permite conocer las concentraciones maximas permitidas en la
leche (Zurich y San Martin, 1994).
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Tabla 4. Niveles de tolerancia* segun recomendaciones OMS y FDA (2005).

Antibiéticos (ug/mL) FDA OMS
Betalactamicos
Ampicilina 0.01 0.01
Amoxicilina 0.01 -
Penicilina G (Na, K) - 0.005
Cloxacilina 0.01 0.02
Cefapirina 0.02 0.01
Aminoglicésidos
Estreptomicina 0.125 0.2
Gentamicina 0.03 -
Neomicina 0.15 0.15
Miscelaneos
Tetraciclina 0.08 0.1
Oxitetraciclina 0.03 0.1
Cloranfenicol Cero Cero
Novobiocina 0.15 0.10
Sulfaderivados 0.01 -
Eritromicina 0.05 0.04

*Concentraciones maximas permitidas en leche para consumo humano.

2.1.8.1. 1. Clasificaciéon de residuos de antibioticos segun su cinética
En relacion a los antibiéticos utilizados en medicina veterinaria y que pueden ser fuente
de residuos en leche, los estudios de su cinética ha permitido sugerir una clasificacion

en los grupos que se indican (Zurich y San Martin, 1994):

Grupo 1. Antibiéticos hidrosolubles de rapida absorcién y en proporcioén superior al 90%
desde el punto de aplicacién. Escasa union, y muy labil, a proteinas plasmaticas y
tisulares con volumenes de distribucion bajos. Estos antibidticos se eliminan con gran
rapidez (tanto en forma libre como la fraccion inactivada). Pertenecen a este grupo las
penicilinas naturales (bencilpenicilina sodica y potasica), penicilinas semisintéticas
(ampicilina, amoxicilina, cloxacilina), cefalosporinas, sulfas de duracion corta e
intermedia. Todos estos antibidticos en forma de sales solubles y vehiculos de
liberacion rapida. Los antibidticos pertenecientes a este grupo, por su rapida cinética de
absorcion y de eliminacion presentan menores posibilidades de originar residuos y sus

periodos de resguardo son mas cortos.
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Grupo 2. Antibiéticos de absorcién rapida o de moderada velocidad, determinada en
algunos casos por el excipiente. La absorcién no supera el 70%. La macromolécula del
antibidtico o del vehiculo caracteriza esta condicidén. Igual cosa se presenta con las
soluciones oleosas que, afortunadamente, tienden a ser evitadas para el uso parenteral

en veterinaria. La vida media fluctia entre 3 a 6 h.

Entre los antibidticos pertenecientes a este grupo es necesario mencionar a

eritromicina, tilosina, espiramicina, sulfametazina.

Grupo 3. Corresponden a antibidticos de absorcion lenta y, a menudo, incompleta.
Presentan vidas medias de eliminacion superiores a 12 h producto, en la mayoria de los
casos, de su gran afinidad por proteinas plasmaticas o tisulares. Entre los antibidticos,
es necesario mencionar a sulfas de duracion larga como sulfadoxina y aminoglicésidos.
Estos son de rapida absorcidon y excrecién urinaria pero por su polaridad se mantienen

fijos a estructuras del rifidn por periodos cercanos a los 30 dias.

2. 1. 8. 2. Problemas que plantean los residuos de antibioticos
Los residuos de antibidticos, cuando se encuentran presentes en la leche ocasionan

graves problemas en los procesos tecnoldgicos y en la salud publica (Magarifios, 2000).

2.1.8. 2. 1. Problemas tecnoldgicos

La produccién de productos fermentados es la mas afectada en la industria cuando en
la leche recibida estan presentes residuos de antibiéticos, provocando grandes pérdidas
en calidad y, por ende, econdmicas. Por ejemplo, las bacterias utilizadas en la
fabricacion de yogur, Lb. bulgaricus y S. termophillus resultan ser unas de las mas
sensibles a los antibidticos. Las bacterias, por efecto de los antibidticos, presentan
cambios morfolégicos y pueden darse situaciones en que los cultivos iniciadores sean
reemplazados por microorganismos indeseables, provocando la inutilizacion del

producto porque se convierte en peligroso para su consumo (Magarifos, 2000).

Los quesos elaborados con leche que presenta residuos de antibiéticos muestran una

estructura esponjosa y sabor ligeramente amargo. Ademas, los residuos de antibioticos
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pueden actuar sobre algunos componentes de la leche; por ejemplo, se ve afectada la
lipasa de la leche que pierde entre el 7 y el 49% de su actividad dependiendo del tipo de

antibiotico que se trate y de su concentracion (Cerna y col., 1982).

Ademas de los efectos en los productos lacteos fermentados, la industria se ve
perjudicada en pruebas de control de calidad a la que es sometida la leche a nivel de
recepcion. Tal es el caso del test de tiempo de reducciéon de azul de metileno, que
aumenta cuando la leche esta contaminada con antibiéticos, lo que trae como

consecuencia un error en la clasificacion de la leche (Sischo, 1996).

Los principales efectos provocados por la presencia de antibidticos en la elaboracion

industrial de quesos y productos fermentados son (Oh, y col., 1996):

e Demora en la acidificacion
e Demora en la coagulacion
e Coagulacion deficiente
e Disminucion de la retencion de agua
e Desarrollo de microorganismos indeseables
¢ Interferencia en la formacion de aromas en mantequilla fermentada
e Alteracion de las caracteristicas normales del producto:
e  Cuerpo débil
e Textura blanda
e  Sabor amargo (excesiva accion del cuajo)

e Consistencia arenosa (yogur).

Una posible solucion a este problema podria ser la utilizacion de cepas menos
sensibles a estos antibidticos, aunque esto entrafia un riesgo potencial para la salud

publica.

2.1.8. 2. 2. Importancia en la salud publica
En la actualidad no se conocen informes sobre intoxicaciones provocadas por

antibiéticos de uso comun ingeridos a través de la leche y se explica porque sus
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concentraciones resultan ser muy bajas para provocar un efecto toxico, con la
excepcion, posiblemente, del cloranfenicol, que es capaz de producir, de acuerdo a
algunos investigadores, anemias aplasticas por depresion de la médula 6sea, al
suministrarse dosis bajas por periodos cortos de tiempo. No obstante lo anterior,
subsiste la duda de si el consumo de antibidticos por el hombre, a través de alimentos
contaminados, puede alcanzar niveles que determinen una toxicidad de tipo cronico,
motivo mas que suficiente para prohibir la presencia de éstos en los alimentos. Otro de
los problemas que ocasiona en el ser humano el antibiético presente en la leche, lo
constituyen las reacciones de tipo alérgico que se producen luego de un periodo de
sensibilizacion, en el cual se generan en el sistema reticulo endotelial anticuerpos
contra la droga administrada que actua como antigeno. El contacto con los antigenos,
continuado o periodico, provoca la reaccion alérgica que resulta desproporcionada con

la dosis ingerida (Magarifios, 2000).

Ademas del problema de las reacciones alérgicas, los antibidticos presentes en la leche

pueden provocar los siguientes efectos en el consumidor (Bartlett, 1990):

e Alteracion de la flora intestinal
e Estimulacion de bacterias antibiotico-resistentes
e Desarrollo de microorganismos patogenos

e Reduccion de la sintesis de vitaminas.

2. 1. 8. 3. Métodos de deteccion de residuos de antibioticos

Diversos métodos han sido empleados para los fines de detectar residuos de
antimicrobianos en leche, y su aplicacion depende basicamente de los recursos
economicos. Los métodos de mayor sensibilidad corresponden a técnicas
fisicoquimicas como por ejemplo la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC),
electroforesis, métodos inmunoldgicos como el radioinmunoensayo y uno de los mas
modernos, el Charm Il. El empleo de estos métodos, debido fundamentalmente a sus
elevados costos, ha limitado su uso (Cullors, 1992; Keukens y col., 1992; McEwen y
col., 1992).
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Existen ademas los métodos microbiolégicos, que pueden ser cualitativos y
cuantitativos, y se basan en la capacidad de difusién del antibiético en un medio de
cultivo que contiene determinada cepa bacteriana. Estos tienen la ventaja de ser
facilmente implementables, poseer bajos costos y otorgar una adecuada confiabilidad,
razon por la cual siguen siendo aun métodos de eleccion en analisis de rutina. Asi por
ejemplo, el Commonwealth of Pennsylvania (USA.) los utiliza como métodos oficiales
para detectar residuos de antimicrobianos en leche (Booth y Harding, 1986; Cullors,
1992; Sischo y Burns, 1993).

2. 1. 8. 4. Mecanismo de accién de los antibidticos ensayados
En la figura 3 se muestra el mecanismo de accion descrito por Cloutier (1995) de los

diferentes antibidticos, asi como los sitios y nivel al que actuan.

Inhibidores de la sintesis de la pared celular Inhibidor de la sintesis de ADN

Penicilinas:
+ peniclling ¥
+ amoxiciling
+ ampiciling

hetronidazol

Fosfomicina

Sintesis proteica
{Inhibidores 505)

Macrolidos:
+ gritramicing

Sintesis proteica
{Inhibidores 305)

Tetraciclinas:

Fenicoles: « clonetracicling
s cloranfenicol + tetracicling
Lincosaminas: Arminoglicdsidos:
+ clindamicina « estreptomicing

Figura 3. Mecanismos de accion de los distintos antibidticos (Adaptada de Cloutier,
1995).
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2.1.8.4.1Inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos

Los inhibidores de la sintesis de los acidos nucleicos actuan por este mecanismo
inhibiendo de forma selectiva a la enzima ARN polimerasa dependiente del ADN, la cual
cataliza la transcripcién de la informacion genética contenida en el ARNm y se convierte
asi en un potente bactericida (Thompson, 1987; Greenwood, 1992; Cordiés y col.,
1998).

Metronidazol: Fue introducido en el afo 1959, pero fue hasta la década de los 70’s
cuando se popularizé para el tratamiento de infecciones causadas por anaerobios Gram
negativos tales como Bacteroides o anaerobios Gram positivos, por ejemplo
Clostridium. Ademas de ser util en la actualidad contra infecciones parasitarias, sigue
siendo un antibiético con gran actividad bactericida frente a un gran numero de
bacterias anaerobias y algunas microaerdfilas (Freeman y col.,, 1997; Samuelson,
1999; Martinez y Caumes, 2001; Raether y Panel, 2003).

Mecanismo de acciéon: Tras ingresar en la célula mediante difusion pasiva es
quimicamente reducido por proteinas del metabolismo anaerobio (proteinas de
transporte de electrones de bajo potencial redox). Estas proteinas son exclusivas de
algunos parasitos, bacterias anaerobias y algunas microaerdfilas. El metronidazol
reducido ejerce su accion antibacteriana y antiprotozoaria produciendo compuestos que
son toxicos para la célula, pérdida de la estructura helicoidal del ADN, inhibicién de la

sintesis de acidos nucleicos y muerte celular (Samuelson, 1999).

Mecanismo de resistencia: EI mecanismo principal de resistencia esta relacionado
con la aparicion de mutaciones que producen una disminucién de la reduccién
intracelular del antibiotico y por lo tanto de producir sus derivados activos. Habria otros
posibles mecanismos de resistencia y en bacterias del grupo B. fragilis se han descrito
por lo menos 3 genes implicados en la resistencia a los nitroimidazoles. Estos genes

pueden estar localizados en plasmidos o en el cromosoma (Freeman y col., 1997).
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2.1.8. 4. 2. Inhibidores de la sintesis de pared celular

La estructura de la pared celular es un polimero denominado peptidoglicano, cuya
sintesis se divide en 3 etapas principales, cada una de éstas es inhibida por un grupo
de antibidticos diferentes. En la primera etapa se forma el UDP-N-acetiimuramil-
pentapéptido en el citoplasma bacteriano. En la segunda etapa se polimerizan el UDP-
N-acetilmuramil-pentapéptido y la N-acetilglucosamina que son transportados a través
de la membrana citoplasmatica y se unen al punto de crecimiento de la pared
bacteriana. Esta fase es inhibida por antibiéticos como la vancomicina y la bacitracina.
Por ultimo las cadenas de peptidoglicano, una vez fuera de la célula, quedan
entrelazadas transversalmente y dan lugar a la formacién de un polimero tridimensional,
esta etapa, también conocida como reaccién de transpeptidacion es inhibida por las

pencilinas y las cefalosporinas (Cordiés y col., 1998).

Penicilina: En 1928, aunque lo dio a conocer en 1929, Alexander Fleming observé, de
forma casual, que algunas colonias de estafilococos se lisaban cuando el medio de
cultivo se contaminaba en su laboratorio por el hongo Penicillium notatum. A esta
sustancia, que llamo penicilina, no se le concedio inicialmente importancia terapéutica.
Las diferentes penicilinas que primero se obtuvieron industrialmente fueron
identificandose por letras: F o pentenilpenicilina, G o benzilpenicilina, K o
heptenilpenicilina y X o hidroxibencilpenicilina. De todas ellas, la que mostré mejores
propiedades antibacterianas fue la penicilina G. Pronto se comprobé que esta clase de
penicilina podia obtenerse de forma exclusiva afnadiendo acido fenilacético al caldo de
fermentacion del hongo; este acido lo utilizaba el hongo como fuente de su cadena
lateral. El nucleo de dicha penicilina es el acido 6-amino-penicilanico (6-APA), que es la
condensacion de alanina y B-metilcisteina. El aislamiento de este acido fue muy
importante, pues de esta forma pudieron prepararse otras penicilinas afiadiendo al
grupo NH;, del acido 6-APA diferentes cadenas laterales estructuradas por sintesis

quimica, con los siguientes objetivos principales:

1. Obtener compuestos resistentes a la betalactamasa estafilocdcica.
2. Conseguir formulaciones de mayor espectro y actividad que la penicilina G.

3. Desarrollar penicilinas de utilizacion oral (Albu, 1998; Belal y col., 2000).

Mora Pefiaflor Nancy 39



Antecedentes

En la actualidad, se obtienen diversas penicilinas semisintéticas pertenecientes al grupo
de los antibidticos betalactamicos (ATB) a partir de P. chrysogenum, los cuales son

ampliamente utilizados en terapéutica antiinfecciosa (Katzung, 2005).

Estructuralmente todas las penicilinas constan de tres partes claramente diferenciadas

con propiedades y funciones diferentes (Gémez y col., 1998):

Cabeza: Es un anillo de tiazolina, tiene un grupo carboxilo libre en posicion 5 que es
capaz de unirse a una enzima especifica en el momento de su actuacion. El anillo de
tiazolina sirve de proteccion al anillo betalactamico, evitando su destruccion. Las
modificaciones en el anillo de tiazolina pueden dar lugar a nuevas propiedades
farmacocinéticas y antibacterianas del antibiético. Asi, cuando se sustituye el atomo de
azufre que existe en posicidon 4, y también cuando se sustituyen o eliminan los grupos

metilo de la posicién 3, se obtienen inhibidores de las betalactamasas.

Cuerpo: Esta constituido por el anillo betalactamico, que es el principal responsable de
la accidn antibacteriana. Los atomos de hidrogeno de este anillo estan en posicion “cis”,
lo que es imprescindible para su accion. Este anillo es altamente Iabil, reaccionando
facilmente con las betalactamasas bacterianas. Cuando se produce la ruptura del anillo
betalactamico, el antibidtico pierde su efecto antibacteriano. Ademas, al romperse se
forman haptenos capaces de unirse a restos amidados libres. Los antigenos asi

formados pueden dar lugar a reacciones de hipersensibilidad.

Cola: Es una cadena lateral que parte del grupo amino de la posicién 6. Es variable, y
sus modificaciones conllevan aspectos concretos. Esta cadena es, por tanto, la
responsable de muchas de las propiedades farmacocinéticas, de espectro y de potencia

antibacteriana que caracterizan a cada una de las penicilinas.

Tipos de penicilina.
Existen cinco grupos de penicilinas: naturales (penicilina G y V), resistentes a
penicilinasas (cloxacilina), aminopenicilinas (ampicilina y amoxicilina), antipseudomonas

y las asociaciones de penicilinas con inhibidores de las betalactamasas (Wright, 1999).
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Penicilinas naturales: La penicilina G (bencilpenicilina) y la penicilina V
(fenoximetilpenicilina), son activas contra cepas sensibles de cocos Gram positivos,
pero sufren de hidrdlisis por la penicilinasa. La penicilina G y la penicilina V son
farmacos de primera eleccidén en muchas infecciones por Gram positivos. La penicilina
V es producida por P. chrysogenum en medios que contienen acido fenoxiacético como
precursor. Se presenta en forma de sal potasica, que es hidrosoluble y estable a pH

acido, por lo cual su via de administracion es oral (Wright, 1999).

Aminopenicilinas.

Ampicilina: Es la primera penicilina semisintética de un subgrupo denominado
aminopenicilinas, descubriéndose que el epimero D (-) con un grupo fenil era el mas
activo de los derivados sintetizados, es un betalactdmico que se desarrolld6 como
respuesta a la necesidad de encontrar derivados de la penicilina con mayor espectro,
dada la aparicién de cepas resistentes. Su estructura quimica esta compuesta por un
anillo betalactamico, un anillo tiazolidinico y un grupo amino en la cadena lateral unida a
la estructura basica de la penicilina, lo cual le confiere la capacidad para administrarse
por via oral al ser mas activa que las penicilinas naturales ya que es resistente a los
medios acidos. Listeria monocytogenes y algunos bacilos entéricos como E. coli,

Salmonella, y Shigella son sensibles a la ampicilina (Bear y col., 1970).

Amoxicilina: Es un antibidtico betalactamico, semisintético derivado de la penicilina,
con mayor espectro de actividad antibacteriana que ésta, ya que es un derivado del
nucleo oc-amino-p-hidroxibencilpenicilina y cuenta con un radical amino (NH2) y un
oxidrilo (OH) en la posicién del benceno. Este ultimo lo diferencia de las demas
aminopenicilinas y le permite una mejor absorcion, distribucion y concentracion tanto en
tejidos como en sangre, y no requiere transformarse en ampicilina para ejercer su
actividad bioldgica. Actua contra un amplio espectro de microorganismos, tanto Gram
positivos como Gram negativos. Por esto se emplea a menudo en infecciones de
diferente gravedad, tanto en medicina humana como en veterinaria (Garcia y col.,
1998).
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Mecanismo de accidn betalactamicos: Los antibidticos betalactamicos son bactericidas,
capaces de penetrar bacterias Gram positivas, algunas Gram negativas y anaerobias.
Actuan inhibiendo la ultima etapa de la sintesis de la pared celular, especificamente la
enzima transpeptidasa, evitando la formacién del peptidoglicano, y por lo tanto el
entrecruzamiento de las cadenas lineales que dan rigidez, fuerza y forma a la mayor
parte de las paredes de los microorganismos Gram positivos. El peptidoglicano es un
polimero formado por 2 amino azucares alternantes: el N-acetil-glucosamina y el acido

N-acetil-muramico (Belal y col., 2000).

Para que los antibiéticos betalactamicos ejerzan su mecanismo de accién, es primordial
que tengan integro su anillo betalactamico, el cual, al pasar a través de las porinas de la
bacteria, se fijara en sus sitios de accion, que son las proteinas presentes por debajo de
la pared celular, conocidas como proteinas fijadoras de penicilina “PBPs” (por sus siglas
en inglés Penicillin Binding Proteins). Una vez que el antibidtico ha actuado, debilita la
pared celular y forma un orificio (lisis) provocando el estallamiento de la bacteria por la
presidon osmaotica del exterior. También es fundamental que la bacteria se encuentre en

pleno proceso de fision binaria (Surawicz y col., 1989; Albu, 1998).

Mecanismo de resistencia betalactamicos: Las bacterias pueden ser resistentes a los
antimicrobianos de forma natural o adquirida. La resistencia adquirida a los

betalactamicos, puede producirse por cuatro mecanismos (Gémez y col., 1998):

1. Betalactamasas: La produccién de betalactamasas es el mecanismo mas importante
de resistencia bacteriana a las penicilinas. Impiden el contacto entre el antibiético y las
PBPs. Son enzimas que rompen por acciéon hidrolitica la unidon amida-carbonilo del
anillo betalactamico, transformandolo en un anillo penicilinoico sin actividad
antibacteriana. En las bacterias Gram positivas, la produccion de betalactamasas en
unos casos esta codificada por plasmidos y en otros es de origen cromosomico, las
cuales son secretadas al exterior, mientras que las Gram negativas las secretan al
espacio periplasmatico y son de origen cromosémico o plasmidico, inducible (se
expresa al exponer a las bacterias a concentraciones subinhibitorias del antibiético) o

constitutiva (toda la poblacion la expresa).
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2. Cambios en la afinidad por las PBPs: al perder afinidad por los antibidticos
betalactamicos (ATB) se pierde también la potencia antibacteriana. Requieren
aumentos muy marcados de la concentracién del antibidtico para llegar al efecto
bactericida. La afinidad de las PBPs por las penicilinas no es uniforme, y ademas varia
en funcion de la especie bacteriana. La resistencia por este mecanismo se debe a la
existencia o a la formacion de PBPs que tienen baja afinidad para la uniéon con el
antibidtico. La resistencia adquirida se produce por mutacion que afecta a una o mas de
las PBPs. Para que la bacteria se haga resistente suele ser necesario que el cambio
afecte a mas de una PBPs.

3. Impermeabilidad de la membrana: La membrana externa de las bacterias Gram
negativas es siempre una barrera, mas o menos importante, para la penetraciéon de
antibiéticos. En consecuencia puede ser un obstaculo insalvable para que las
penicilinas alcancen las PBPs. Las bacterias Gram positivas no presentan este

mecanismo de resistencia, pues no tienen membrana externa parietal.

4. Tolerancia: No es un verdadero mecanismo de resistencia. Se presenta en algunas
mutantes de cocos Gram positivos que tienen anulado o eliminado su sistema de
autolisinas. Cuando asi acontece, esas bacterias son inhibidas por las penicilinas, pero

no son lisadas, a no ser que se empleen concentraciones muy superiores.

Fosfomicina: La fosfomicina es un antibiético natural que data del afio 1969, pertenece
al grupo de los fosfonatos con accion bacteriostatica. Aislado inicialmente del hongo
Streptomyces fradie, es de amplio espectro, aunque su actividad es mas pronunciada
frente a los gérmenes Gram positivos, bacterias aerobias y anaerobias. En la actualidad

se produce exclusivamente por sintesis quimica (Gobernado, 2003).

La fosfomicina se asemeja estructuralmente al fosfoenolpiruvato, uno de los
precursores utilizados por las bacterias para la sintesis de los peptidoglicanos. El
mecanismo de accion de lo fosfomicina difiere por tanto de la de los anbitidticos
betalactamicos que interfieren la sintesis de la pared celular bacteriana inhibiendo las

reacciones de entrecruzamiento de los peptidoglicanos (Patel y col., 1997).
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Mecanismo de accién: la fosfomicina penetra en las células bacterianas a través de dos
sistemas de permeasas, uno que transporta el L-a-glicerol-fosfato y otro inducible que
lleva a la D-glucosa 6-fosfato. Una vez dentro actua impidiendo la sintesis de la pared
inhibiendo la primera etapa de la sintesis de peptidoglicano, al inactivar de forma
irreversible la enzima bacteriana enolpiruvato-transferasa ocupando el lugar del
fosfoenolpiruvato. De esta manera no puede tener lugar la reaccion de la UDP-N-
acetilglucosamina con el fosfoenolpiruvato, reaccion que constituye el primer paso de la
sintesis de la pared celular bacteriana. Aunque la fosfomicina se une a otras enzimas
dependientes del fosfoenolpiruvato, no lo hace de forma irreversible. La inhibicién de la
sintesis de peptidoglicanos origina una acumulacion de los nucleétidos precursores con

la correspondiente inactivacion de la bacteria (Schonbrunn y col., 1996).

Este mecanismo de accidén hace que el efecto de la fosfomicina sea bactericida frente a
las bacterias que se encuentran en fase de crecimiento, pero es inactiva frente a las

bacterias en fase de reposo (Skarzynski y col., 1996).

Mecanismo de resistencia: La resistencia puede ser de origen cromosémico o
plasmidico. El tipo de resistencia bacteriana mas frecuente es la cromosémica (natural).
Es debida a la incapacidad de penetracion del antibiético en el interior de la bacteria al
carecer ésta de los sistemas de transporte del L-x-glicerol-fosfato y la D-glucosa 6-
fosfato. Otro tipo de resistencia de localizacion cromosdmica se manifiesta por la
produccién de una enzima constitutiva (fosfomicina-glutation-S transferasa) inactivante
del antibidtico, localizada en el espacio periplasmico, al producir una uniéon entre el
glutatién y la fosfomicina. Este tipo de resistencia se ha descrito tanto en bacterias
Gram positivas como en Gram negativas. La resistencia plasmidica es de localizacion
extracromosémica y actua induciendo la conjugacion de fosfomicina con acido
glucorénico dando lugar a un compuesto inactivo. Otro mecanismo de resistencia
descrito, aunque raro, es la inactivacion de la fosfomicina por apertura del enlace de la
molécula de fosfomicina entre el carbono y el fésforo por la enzima C-P-liasa (Cordiés y
col., 1998; Gobernado, 2003).
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La fosfomicina es un antibiético de eleccidn para el tratamiento de la gastroenterocolitis
causada por microorganismos patdégenos invasores como lo son Campylobacter,

Shigella, Salmonella y E. coli (Fukuyama y col., 2001; Gobernado, 2003).

2.1.8.4. 3. Inhibidores de la sintesis de proteinas

Algunos antibidticos tales como el cloranfenicol, aminoglucésidos (estreptomicina),
macrolidos (eritromicina), lincosamidas (clindamicina) y las tetraciclinas (clortetraciclina
y tetraciclina) son capaces de inhibir la sintesis de las proteinas en las bacterias. El
antibiético se une a los ribosomas bacterianos (que constan de 2 subunidades
denominadas 30S y 50S) bloqueando la accion del ARNm, este bloqueo en ocasiones
es reversible. En el caso de los aminoglucésidos y tetraciclinas se unen a la subunidad
ribosomal 30S y producen la acumulacion de complejos iniciales de la sintesis proteica,
lectura errénea del cdédigo ARNm y produccion de polipéptidos anormales que se

comportan como bactericidas (Cordiés y col., 1998).

Cicloheximida: Otros nombres que recibe son: naramycin a, hizarocin, actispray y/o
kaken. Se obtiene a partir de Streptomyces griseus, activo contra organismos
eucariotas, sobre los que actua uniéndose a los ribosomas e impidiendo la sintesis
proteica, especificamente interfiriendo en la actividad peptidiltransferasa del ribosoma
60S, bloqueando la elongacion traduccional. Tiene un uso extendido en la investigacion
biomédica por inhibir la sintesis de proteinas en células eucariotas in vitro, ya que su
costo es bajo y actua rapidamente, siendo sus efectos revertidos al quitarla del medio
de cultivo, pero dado los importantes efectos téxicos, incluyendo dafo al ADN,
teratogénesis y otros efectos en la reproduccion, tales como enfermedades congénitas
y toxicidad para los espermatozoides no es apta para utitlizarla en humanos como
antibiotico. Ha sido empleada en la agricultura como un fungicida, aunque su uso esta
mermando debido a que presenta altos riesgos para la salud (Tremaine y Mills, 1987;
Lou y Xu, 1997).

Lincosaminas.
La lincomicina junto a la clindamicina pertenece a las lincosaminas, que a su vez son un

subgrupo de los macrdlidos. Estan constituidas por un acido aminado (metilprolina) y un
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azucar (piranosa) unidos por una amida. En la clindamicina se sustituye el hidroxilo en
posicion 7 por un atomo de cloro; pueden actuar como bacteriostaticos o bactericidas,
dependiendo de la concentracion del farmaco que se alcance en el sitio de infeccién y

de la susceptibilidad del microorganismo infectante (Escolar y col., 1998a).

Estos farmacos ejercen sus efectos mediante la unién a la subunidad ribosomal 50S.
Esta unién inhibe la sintesis de proteinas bacterianas. Este mecanismo de accion de las
lincomicinas es compartido por otros grupos de antibidticos como los fenicoles
(cloranfenicol) y los macrdlidos (eritromicina, claritromicina y azitromicina) (Czeizel y
col., 2000).

La lincomicina fue el primer antibidtico que se descubrié de este grupo; se obtuvo a
partir de cultivos de Streptomyces lincolnensis. La clindamicina es un derivado sintético
de la lincomicina, difiere estructuralmente de este compuesto por la sustitucion de un
atomo de cloro por un grupo hidroxilo y la inversiéon del carbono en la posicion 7
involucrado. Por su mayor actividad, mejor absorcién por via gastrointestinal y espectro

mas amplio, sustituyé a la anterior en la practica clinica (Czeizel y col., 2000).

Clindamicina: Es un agente bacteriostatico aunque se ha demostrado su accién
bactericida contra algunas cepas de Staphylococcus, Streptococcus y Bacteroides,
activo contra la mayoria de las bacterias Gram positivas, incluyendo especies

anaerobias y anaerobias facultativas (Walter y col., 2004).

Mecanismo de accion: Actua inhibiendo la sintesis proteica al unirse a la subunidad 50S
del ribosoma bacteriano (siendo la misma para macrélidos y cloranfenicol) impidiendo la
iniciacién de la cadena peptidica, inhibiendo sus acciones por competencia al alterar las
moléculas de superficie. Facilita la fagocitosis y muerte intracelular de bacterias, incluso
en concentraciones subinhibitorias. La concentracion minima inhibitoria (CMI) para la
mayoria de las bacterias anaerobias susceptibles es de 0.1-4 ug/mL (Lell y Kremsner,
2002).
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La clindamicina tiene espectro similar al de la penicilina y eritromicina, sin embargo, la
accion contra anaerobios se considera mejor que la de la penicilina, el cloranfenicol, el
metronidazol o la rifampicina, ya que ejerce un efecto postantibiético duradero contra
algunas bacterias susceptibles, quiza por la persistencia del farmaco en el sitio de unién

ribosdomica (Dhawan y Thadepalli, 1982).

Mecanismo de resistencia: Es parecido al de los macrdlidos. Se debe
fundamentalmente a la alteracion del sitio "blanco". Se ha observado resistencia
transferible mediada por plasmidos en B. fragilis. En raros casos los cocos Gram
positivos pueden inactivar la clindamicina por mecanismos enzimaticos, hecho que

parece no tener importancia clinica (Leclercq, 2002).

Fenicoles.

Bajo esta denominacion se incluyen dos farmacos: cloranfenicol y tianfenicol.
Quimicamente ambos son derivados del acido dicloroacético, con un grupo propanodiol
que les confiere actividad antiinfecciosa, una cadena dicloroacetamida y un grupo
benceno. Mientras que cloranfenicol tiene un grupo nitro en posicion “para” del anillo

benzénico, tianfenicol posee un grupo sulfometil (Escolar y col., 1998b).

Cloranfenicol: Es el primer antibidtico de amplio espectro descubierto y utilizado en
medicina. Fue aislado de una cepa de Streptomyces venezuelae encontrada en el suelo
de Venezuela en 1947. En la actualidad se obtiene sintéticamente (Escolar y col.,
1998b).

Este antibiotico es de primera eleccion en (Brooks y col., 2005):

e Salmonelosis sintomaticas, por ejemplo fiebre tifoidea

¢ Infecciones con cepas de H. influenzae productoras de B-lactamasas

¢ Infecciones meningocdcicas en individuos hipersensibles a la penicilina

¢ Infecciones anaerobias o mixtas en el SNC, por ejemplo, absceso cerebral

¢ Infecciones graves por rickettsias, como sustituto de tetraciclinas.
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Mecanismo de accion: Tras penetrar por difusion facilitada en el citoplasma bacteriano
actuan bloqueando la parte terminal de los sustratos amino-acil-ARN-transportadores al
sitio aceptor de la peptidiltransferasa de la subunidad 50S ribosomal, con lo cual se
impide la elongacion de la cadena peptidica bloquéandose la sintesis proteica
bacteriana. La exposicidon de este antibidtico da lugar al cese de la sintesis de proteinas
pero no a la de acidos nucleicos, con lo cual el efecto conseguido es bacteriostatico al
inhibirse la multiplicacién bacteriana. Es posible que cloranfenicol inhiba también la
sintesis proteica en células eucariotas, lo cual explicaria la toxicidad producida por

estos farmacos (Yunis, 1989).

Mecanismo de resistencia: Los mecanismos de resistencia bacteriana a cloranfenicol
pueden ser de dos tipos. El mas importante es la produccion de enzimas inactivadoras,
y en concreto de acetiltranferasas, que actuan acetilando la molécula del antibi6tico,
impidiendo asi la union de éstas a los ribosomas bacterianos. Este mecanismo de
resistencia es extracromosomico y estd mediado por plasmidos constitutivos en el caso
de algunos bacilos Gram negativos como E. coli y Proteus mirabilis, e inducibles en el
de los cocos Gram positivos. El otro mecanismo de resistencia es de tipo cromosomico
y se produce por mutaciones que dan lugar a impermeabilidad de la pared bacteriana a
la difusidon de estos antibidticos. Este mecanismo ha sido descrito en E. coli y

Pseudomonas (Azemun y col., 1981).

Macrélidos.
Antibidticos naturales, semisintéticos y sintéticos, ocupan un lugar destacado en el

tratamiento de infecciones por bacterias intracelulares (Zuckerman y Kaye, 1995).

A partir de Streptomyces erythreus se obtuvo eritromicina, que es el antibidtico tipo de
este grupo. De diferentes especies de Streptomyces se obtuvieron otros antibioticos:
roxitromicina, claritromicina, josamicina, Kkitamicina, azitromicina y espiramicina,
derivados semisintéticos de la eritromicina, con modificaciones estructurales que
mejoran la penetracion tisular y amplian el espectro de actividad. La estructura quimica
de los macrolidos se compone de un anillo lacténico macrociclico unido por un enlace

glucosidico a diversos desoxiazucares aminados (Alvarez-Elcoro y Enzler, 1999).
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Mecanismo de accion: Actuan inhibiendo la sintesis proteica de los microorganismos
sensibles, al unirse reversiblemente a la subunidad 50S del ribosoma bacteriano. No se
unen a ribosomas de células de mamiferos. Al igual que otros antibioticos que inhiben la
sintesis proteica son generalmente bacteriostaticos. Sin embargo, pueden ser
bactericidas dependiendo del microorganismo, de las concentraciones del antibidtico y
del tiempo de exposicion. Se concentran dentro de macrofagos y polimorfonucleares, lo
que resulta favorable para el tratamiento de infecciones producidas por patégenos
intracelulares. Todos los farmacos de esta familia producen un efecto post-antibiético

prolongado (Zuckerman y Kaye, 1995).

Mecanismo de resistencia: Han sido descritos diversos mecanismos de resistencia por
Weisblum (1995).

Impermeabilidad de la pared celular: Se observa por ejemplo en enterobacterias
y Pseudomonas spp.

¢ Eflujo o bombeo activo del antibiotico al exterior: Puede ser de origen plasmidico.
¢ Inactivaciéon del antibidtico: Se ha observado en bacilos Gram negativos, se da

mediante enzimas bacterianas que hidrolizan el anillo lacténico.

e Alteracion en el sitio de union del antibiotico: EI cambio de un sélo aminoacido a
nivel de la proteina blanco del ribosoma determina una disminucion de la afinidad
para eritromicina y a menudo también para otros macrolidos y lincosaminas. Este
tipo de resistencia se debe a una mutacién y ha sido demostrado en S.
pyogenes, S. aureus y Campylobacter spp. La resistencia denominada MLS se
debe a alteraciones en el ARN y afecta tanto a macrdlidos, lincosamidas y
streptograminas. Puede ser constitutiva (toda la poblacion la expresa) o
inducible, se expresa al exponer a las bacterias a concentraciones subinhibitorias

de la droga.

Eritromicina: La actividad de eritromicina aumenta en un pH alcalino, en
concentraciones de 0.1 a 2 ug/mL es activa contra microorganismos Gram positivos,
incluyendo neumococos, estreptococos y corinebacterias. Mycoplasma, Clamydia

trachomatis, Legionella pneumophila y Campylobacter jejuni son susceptibles
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también. Las eritromicinas pueden ser medicamentos de eleccidn en infecciones por los
microorganismos mencionados y sustituyen a las penicilinas en personas hipersensibles

a éstas (Brooks y col., 2005).

Mecanismo de accion: Son bacteriostaticas que actuan a nivel del ribosoma bacteriano,
interfiriendo con la sintesis proteica. Para ejercer su accion deben cumplirse al menos
dos etapas (Weisblum, 1995):

Ingreso a la célula bacteriana, mediante mecanismo de difusion pasiva y activa. La
difusion pasiva ocurre a través de poros hidrofilicos ubicados en la membrana externa
de las bacterias Gram negativas. La difusién activa ocurre a través de una bomba de
membrana que requiere energia. Algunas tetraciclinas (doxiciclina, minociclina)

ingresan con mayor facilidad al citoplasma, debido a su naturaleza lipofilica.

Una vez en el citoplasma, el antibidtico, al igual que los aminoglucésidos, se une al sitio
50S del ribosoma bacteriano e impide la union del ARN al sitio receptor del ribosoma.
Con ello se evita la adicion de aminoacidos a la cadena peptidica en formacion. En las
células de mamiferos no se encuentra el mecanismo de transporte activo al interior de
las mismas y son necesarias concentraciones muy elevadas del antibiotico para inhibir

la sintesis proteica en la célula eucariota.

Mecanismos de resistencia: EI mecanismo principal de resistencia es la disminucion del
ingreso del antibidtico a la célula. En general es plasmidico e inducible, es decir, que
emergen cepas resistentes luego de ser expuestas a eritromicina. Ademas estos
plasmidos son facilmente transferibles entre las bacterias. Otro tipo de resistencia
resulta de una alteracion (metilacion) del receptor del ARNr, este se encuentra bajo el
control de un plasmido transmitible. La resistencia a uno de los compuestos suele

acompanfarse de resistencia a todos los de la familia (Escolar y col., 1998a).

Aminoglucésidos.
Fueron aislados a partir de una cepa de Streptomyces griseus. La estreptomicina fue el
primer antimicrobiano activo frente a Mycobacterium tuberculosis. A partir de otras
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especies de Streptomyces posteriormente se obtuvieron neomicina y kanamicina. Para
mejorar la actividad antibacteriana y disminuir la toxicidad se continu6 investigando y
asi surgieron: tobramicina, amikacina, dibekacina y netilmicina que son semisintéticos,

excepto el primero (Edson y Terrell, 1999).

Los aminoglucdsidos son una familia de antibidticos bactericidas, activos frente a
enterobacterias y otros Gram negativos aerobios. La estructura quimica fundamental
consiste en un anillo aminociclitol al cual se unen dos o0 mas azucares, con o0 sin grupo

amino, por medio de enlaces glucosidicos u oxidicos (Begg y Barcgat, 1995).

Mecanismo de accion: Todos los aminoglucdsidos son mas activos en pH alcalino que
en pH acido. Para ejercer su accion deben ingresar en la célula bacteriana, esto ocurre

por un mecanismo de transporte activo, en 2 etapas (Delgado, 1990):

e En la primera, el ingreso depende del potencial transmembrana generado por el
metabolismo aerobio.

e La segunda fase de ingreso se ve favorecida por la union previa del
aminoglucosido al ribosoma. Ciertas condiciones que reducen el potencial
eléctrico de la membrana como anaerobiosis o el bajo pH del medio disminuyen

el ingreso de estos compuestos al citoplasma bacteriano.

Una vez dentro de la célula, los aminoglucosidos se unen de manera irreversible a la
subunidad 30S del ribosoma bacteriano. Esta union interfiere con la elongacion de la
cadena peptidica. Los sitios de unidon de gentamicina, kanamicina y tobramicina son
diferentes a los de estreptomicina, por lo que no puede observarse resistencia cruzada
entre estos grupos. Este no seria el unico modo de accion de los aminoglucésidos,
puesto que otros antibidticos que inhiben la sintesis proteica, como tetraciclina y
cloranfenicol, tienen sélo efecto bacteriostatico. Se ha sugerido que el proceso de
penetracion del aminoglucésido altera la estructura de la membrana citoplasmatica
originando un deterioro progresivo con salida de componentes intracelulares vy
alteraciones del metabolismo que explicarian el efecto bactericida rapido de estos
antibidticos (Delgado, 1990).
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Mecanismos de resistencia: La resistencia adquirida a los aminoglucésidos se debe a 3

mecanismos basicos (Honore y Cole, 1994):

Presencia de enzimas que modifican aminoglucésidos: Es el mecanismo mas
comun y ha sido detectado en diferentes bacilos Gram negativos,
Staphylococcus aureus y Enterococcus spp. Se trata de diversas enzimas
(acetilasas, adenilasas y fosfatasas) que modifican grupos sustituyentes de la
molécula, lo que resulta en un compuesto de baja afinidad por el ribosoma
bacteriano. Ademas no ocurre la segunda fase de ingreso del antibidtico a la
célula. Los genes que codifican estas enzimas en general se encuentran en
plasmidos, lo que permite la transferencia de los mismos a otra bacteria.
Alteraciones en los sitios de union: Se debe a mutaciones en los genes que
codifican los sitios de unidon a estos antibiéticos. Es un mecanismo poco
frecuente y ha sido hallado en E. coli y N. gonorrhoeae.

Disminucién del ingreso: Determinado por alteraciones a nivel de la membrana
externa para el caso de Pseudomonas aeruginosa, que dificultan la entrada del

antibiotico a la bacteria.

Estreptomicina: Aminoglucosido descubierto en 1940, se obtiene del Streptomyces

griseus. Se estudié detalladamente y llegd a ser el prototipo de esta clase de

medicamentos. Inhibe la sintesis proteica de las bacterias insertandose y bloqueando la

funcion de la subunidad 30S del ribosoma bacteriano. (Brooks y col., 2005).

La resistencia esta basada en (Brooks y col., 2005):

Deficiencia del receptor ribosdmico (mutante cromosdmico).

Destruccion enzimatica del antibiotico (resistencia transmisible mediada por el
plasmido).

Falta de la permeabilidad a la molécula del antibi6tico y falta del transporte activo
hacia el interior de la célula.

Puede ser cromosdmico (por ejemplo, los estreptococos son relativamente

impermeables a los aminoglucésidos).
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Las bacterias anaerobias a menudo son resistentes a estreptomicina debido a que el
transporte a través de la membrana celular es un proceso que requiere energia y que

depende del consumo de oxigeno (Brooks y col., 2005).

Tetraciclinas.

Clortetraciclina y tetraciclina: El descubrimiento de la primer tetraciclina tuvo lugar en
1945. Fue aislada de una cepa de Streptomyces aureofaciens, y recibié por ello el
nombre de auremocina, farmaco al que actualmente se denomina clortetraciclina. El
segundo componente del grupo fue aislado a partir de una cepa mutante de

Streptomyces y se denomin6 demeclociclina (Escolar y col., 1998b).

La suma de diferentes grupos funcionales ha dado lugar a numerosos compuestos que
pueden agruparse en generaciones segun el orden de su descubrimiento. Constituyen
una familia de productos naturales o de primera generacion (clortetraciclina,
oxitetraciclina, tetraciclina y demeclociclina) y semisintéticos formando las tetraciclinas
de segunda generacion (metaciclina, doxiciclina, minociclina, limeciclina, rolitetraciclina
y tigeciclina) derivados de diferentes especies de Streptomyces spp., que actuan
inhibiendo la sintesis de las proteinas bacterianas. Son agentes basicamente
bacteriostaticos, con actividad frente a cocos Gram positivos y Gram negativos aerobios
y anaerobios, bacilos Gram positivos y bacilos Gram negativos, por lo que se han
convertido en antibiéticos de uso habitual en seres humanos, en animales y en algunas

areas de la agricultura (Chopra y Roberts, 2001).

Todas poseen un nucleo de estructura tetraciclica lineal compuesta de cuatro anillos

fusionados, de ahi su denominacién (Pérez-Trallero e Iglesias, 2003).

Mecanismo de accion: Las tetraciclinas son capaces de atravesar la membrana externa
formando porinas que permiten la salida de las estructuras internas de la bacteria, y
mediante difusion pasiva llegan al citoplasma gracias a un mecanismo dependiente de
energia. Dentro del citoplasma se unen al ribosoma inhibiendo la sintesis de las
proteinas. Este efecto se produce evitando la unién del sitio aminoacil del ARN de

transferencia (aminoacil ARN-transfer) a la subunidad 30S ribosomal. La asociacion es
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reversible, lo cual explicaria su efecto bacteriostatico. Ademas, tienen la propiedad de
quelar los cationes divalentes metalicos como el hierro, el calcio y el magnesio,
impidiendo que este ultimo actue en la unidon de las dos subunidades del ribosoma
durante la sintesis proteica. Asi mismo inhiben dos sistemas enzimaticos bacterianos
como la fosforilacion oxidativa y la cadena oxidativa de la glucosa. Por ultimo la
ausencia de actividad anticélulas eucariotas da lugar a las propiedades antimicrobianas

selectivas de las tetraciclinas (Barthélémy y col., 1984; Pérez-Trallero e Iglesias, 2003).

Mecanismo de resistencia: Puede ser natural o adquirida. Un mecanismo responsable
de la resistencia bacteriana a las tetraciclinas es la disminucion o pérdida de la
permeabilidad celular, por una alteracién del sistema de transporte activo a lo que se
suma un cierto bombeo del antibidético hasta el exterior. Otro mecanismo
frecuentemente involucrado en la resistencia adquirida se debe a proteinas de
protecciéon ribosomal que permiten actuar al aminoacil ARN-transfer en presencia de
concentraciones de antibidtico que normalmente inhibirian la sintesis de éstas. Es
posible que determinadas bacterias (como Propionibacterium spp.) adquieran
resistencia mediante mutaciones en el ARNr (Ross y col., 2001).

También se ha observado, de forma excepcional, resistencia a tetraciclinas mediante
inactivacion enzimatica en algunas bacterias anaerobias. Tanto el bombeo activo como
la proteccién de la inhibicion del ribosoma son mecanismos de resistencia clinicamente
relevantes y ambas suelen estar relacionados con la adquisicion de elementos moviles

de resistencia (Chopra y Roberts, 2001).
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3. JUSTIFICACION

El empleo de antibiéticos como medio terapéutico o profilactico contra enfermedades
(particularmente de las localizadas en la mama) en ganado lechero, se ha convertido en
un gran problema, ya que el paso de residuos a la leche es enddgeno; y se ha
comprobado que la mayor parte de los preparados farmacoldgicos administrados a las

hembras lactantes se segregan con la leche.

Los residuos de antibidticos en la leche, son de gran importancia por las acciones
biolégicas que éstos producen en la salud del consumidor (alergias, alteracion de la
flora intestinal, aparicion de flora resistente, etc.), ademas de tener repercusiones
tecnoldgicas importantes en la industria lactea como es la inhibicion de cultivos
iniciadores utilizados en la manufactura de productos lacteos, asi como provocar otros
efectos indeseables en quesos y productos fermentados (demora en la acidificacion,

coagulacién deficiente, disminucion de la retencion de agua, etc.).

Diversos métodos basados en técnicas fisicoquimicas han sido empleados para
detectar residuos de antibidticos en leche, su aplicacién depende basicamente de los
recursos economicos, debido fundamentalmente a sus elevados costos, ademas de ser
lentos, por lo que son de poca utilidad practica. Por otra parte el empleo de las BAL
como método microbioldgico tiene la ventaja de implementarse facilmente, poseer bajos

costos y otorgar una adecuada confiabilidad en analisis de rutina.

Por otro lado, las BAL no susceptibles a antibiéticos pueden ser empleadas como
cultivos iniciadores en la industria alimenticia, ya que las especies de los géneros
Lactobacillus, Lactococcus y Leuconostoc a las que se les probara su susceptibilidad
son frecuentemente usados en gran escala por ejemplo en la produccién de lacteos

fermentados y embutidos o como probidticos.
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4. OBJETIVOS

4. 1. Objetivo general:

Analizar in vitro la susceptibilidad de cepas de BAL bacteriocinogénicas aisladas de
quesos artesanales elaborados en el estado de Hidalgo frente a 12 diferentes
antibidticos a 4 distintas concentraciones, para su posible uso como indicadores de la
presencia de residuos de antibidticos y/o como cultivos iniciadores en la industria

alimenticia.

4. 2. Objetivos especificos:

e Realizar pruebas bioquimicas, examinar caracteristicas morfologicas vy
fisiolégicas de los cultivos de BAL para verificar su pureza.

e Evaluar la susceptibilidad de BAL frente antibidticos inhibidores de la sintesis de
pared celular, inhibidores de la sintesis de proteinas y un inhibidor de la sintesis
de ADN a concentraciones de 1000, 100, 10 y 1 png/mL.

¢ I|dentificar las cepas de BAL que presenten mayor y menor susceptibilidad a los

antibidticos a evaluar.
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5. MATERIAL Y METODOS

5. 1. Material de uso general

Agitador magnético

Asas para siembra de platino

Cajas petri estériles desechables de 100 x 15 cm. Laboratorios SYM S.A. de C. V.
Espatulas

Frascos PYREX con tapon 500 y 1000 mL

Gradillas para tubo de 16 x 150 NALGENER

Horadador 5 mm diametro

Mecheros Bunsen y Fisher

Microtubo Eppendorf 1.5 mL

Portaobjetos Corning 26 x 76 mm

Probetas graduadas de 100 y 500 mL NALGENER
Puntas para micropipetas 200 uL Eppendorf
Termometro -30 a 50°C LAUKA Mod. 520

Tubos de ensaye con tapon de rosca 16 x 150 PYREX®

Vernier Starrett®

5. 2. Equipo de laboratorio

Autoclave Felisa Mod. FE-399

Balanza Analitica Explorer OHAUS® Mod. EO4130

Balanza Digital Explorer OHAUS® Mod. EOH110

Campana de flujo laminar LABCONCO CORPORATION Mod. 36208-04
Cuenta colonias DARKFIELD QUEBEC Mod. 3325 American Optical
Incubadora bacteriolégica blue M Electric company Mod. 1002
Micropipeta BIOHIT Proline® 100-1000 uL Mod. AU21456

Micropipeta BIOHIT Proline® 20-200 uL Mod. AU19764

Micropipeta Eppendorf 2-20 uL Mod. 2-20 pL

Micropipeta Oxford™ 200 uL-1 mL

Microscopio MoticR Mod. SFC-28 Instrumentos Opticos de Precision S.A. de C.V.
Vortex 2 Genie Mod. G-560 Scientific Industries
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5. 3. Reactivos
Aceite de inmersion

Agua oxigenada al 30 %

Alcohol etilico 96° G. L. sin desnaturalizar grado reactivo

Alcohol-acetona 70:30 (v/v)

Cristal violeta

Reactivo de la oxidasa BBL™ Oxidasa Becton Dickinson

Lugol

Safranina

Solucion desinfectante alcohol-agua 70:30 (v/v)

5. 4. Medios de cultivo

Caldo MRS Difco™

Agar MRS Difco™

Férmula aproximada por litro*

Peptona de proteasano.3 .................. 10.0g
Extractoderes......ccooviiiiiiiiiiiieen, 10049
Extracto de levadura................ccoeviiiiinn 50¢9
Dextrosa........cccvvviiii 20.0g
Polisorbato 80..........ceeeeiiiiiiiiiiiiecieee e 1049
Citrato de amonio...........ccccccvveeeeeeeee e, 20g
Acetato de Sodio..........cceevcviiiiiiiiiiee 5049
Sulfato de magnesio..........cccccveeeeeeeeeviccniinee. 019
Sulfato de manganeso...........cccoccvveiicieenennns 0.05¢g
Fosfato dipotasiCo..........cccccvveevieeeeeiiiiiiieeee, 20g

*pH final 6.5 + 0.2

Férmula aproximada por litro*

Peptona de proteasano.3................... 10.0g
Extractoderes.......coooviiiiiiiiiiiiiieen, 10.0g
Extracto de levadura..............c.cocoeiiiiiinns 50¢9
DexXtrosa......cccouviiieei i 20.0g
Polisorbato 80..........cccvevviieieiiiiiieeeee e 1049
Citrato de amonio...........cccccvveeeeeee e, 20g
Acetato de sodio........ccccevciiiiiiciiie 50¢9
Sulfato de magnesio..........cccocceeeeeeeiicciineeeeenn. 019
Sulfato de manganeso............cccoeveiiiiereennne 0.05¢g
Fosfato dipotasiCo...........cccccvveeeeieeeiieciiieee. 20g
A 1509

*pH final 6.5 + 0.2

Instrucciones: Suspender 55 g en 1 L de agua purificada.
Caliente agitando frecuentemente y hierva durante 1 min.
Autoclave a 121°C/15 min.

Instrucciones: Suspender 70 g en 1 L de agua purificada.
Caliente agitando frecuentemente y hierva durante 1 min.
Autoclave a 121°C/15 min.

Agar-Agar DIBICOR: Agar-Agar purificado excento de inhibidores. Se emplea en la

preparacion de medios de cultivo microbioldgicos.

Los medios de cultivo se prepararon de acuerdo a las indicaciones de la etiqueta,

excepto el agar MRS suave (8 %) que se preparo con caldo MRS y 8 g de agar-agar por

litro.
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5. 5. Antibiéticos

Inhibidor de la Inhibidores de la sintesis Inhibidores de la sintesis
sintesis de DNA de la pared celular de proteinas
Metronidazol 500 mg — amqxicilina 500 mg Cicloheximida 500 mg
Importadora y manufacturera f .
Bruluagsa S.A. de C.V. Sigma Chemical CO.
Bruluart S.A.
Ampicilina 500 mg Clindamicina 500 mg
Laboratorios Pisa S.A. de C.V. Laboratorios Pisa S.A. de C.V.

Cloranfenicol 500 mg

Fosfomicina 500 mg Importadora y manufacturera Bruluart

Laboratorios Senosiain S.A. de C.V.

S.A.
Penicilina V 800,000 U Clortetraciclina 500 mg
Productos Maver S.A. de C.V. Sigma Chemical CO.

Eritromicina 250 mg
Laboratorios Solfran S.A.

Estreptomicina 500 mg
Sigma Chemical CO.

Tetraciclina 250 mg
Laboratorios Solfran S.A.

5.5. 1. Preparacion de antibioticos

En base a estos antibidticos se prepararon soluciones primarias y a partir de estas, se
hicieron concentraciones decrecientes: disolviendo el antibidtico a ensayar (500 mg) en
50 mL de agua destilada, obteniendo asi una concentracion de 10 mg/mL, de ésta
solucion se tomd 1 mL y se llevo a un volumen de 10 mL (1000 pg/mL), a partir de esta
concentracion se realizaron 3 diluciones mas, tomando en cada una 100 uL y
llevandolos a 1 mL, para obtener concentraciones de 100, 10 y 1 npg/mL

respectivamente.

5. 6. Material biol6gico

5. 6. 1. Cepas de BAL empleadas

Las 20 BAL empleadas (Tabla 5) forman parte de un banco de cepas conservadas por
congelacién, empleando un agente crioprotector (glicerol 15-20%). Estas cepas fueron
aisladas de quesos artesanales elaborados en el Estado de Hidalgo (Clavel, 2006),

identificadas bioquimicamente con el sistema miniaturizado API 50CHL (Ortiz, 2006) e
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identificadas mediante perfiles de fermentacién y ribotipificacion (Garcia, 2007) a las

cuales se les determiné su actividad inhibitoria frente a bacterias patogenas y

deterioradoras de alimentos (Ramirez, 2005; Neria, 2006).

Tabla 5. Origen de las BAL empleadas.

Lactobacillus Origen
0110 Lb. plantarum Queso panela Tulancingo
0508 Lb. plantarum Leche Atotonilco
1509 Lb. plantarum Queso Oaxaca Actopan
1607 Lb. plantarum Queso Oaxaca Tulancingo
1803 Lb. plantarum Queso Oaxaca Actopan
2102 Lb. plantarum Queso Manchego Jaltepec
0506 Lb. pentosus Leche Atotonilco
2306 Lb. rhamnosus Queso Oaxaca Singuilucan
Leuconostoc
0104 Leuc. mesc_entermdes subesp. Queso panela Tulancingo
mesenteroides
0209 Leuc. mesc_entermdes subesp. Queso Oaxaca Tulancingo
mesenteroides
1801 Leuc. mesc_anteroides subesp. Queso Oaxaca Actopan
mesenteroides
1802 Leuc. mesgnteroides subesp. Queso Oaxaca Actopan
mesenteroides
2106 Leuc. mesc_antermdes subesp. Queso Manchego Jaltepec
mesenteroides
2509 Leuc. pseudomesenteroides Queso Oaxaca Tezontepec
2510 Leuc. pseudomesenteroides Queso Oaxaca Tezontepec
Lactococcus
0103 Lc. lactis Queso panela Tulancingo
0603 Lc. lactis Queso Oaxaca Actopan
0605 Lc. lactis Queso Oaxaca Actopan
0107 Lc. raffinolactis Queso panela Tulancingo
1807 Lc. raffinolactis Queso Oaxaca Actopan

5. 6. 2. Acondicionamiento de las BAL

Las cepas fueron descongeladas e inoculadas en 9 mL de caldo MRS, incubandose a
30°C por 18 h repitiendo al dia siguiente la misma operacion para obtener una

concentracion aproximada de 10”ufc/mL.
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5. 6. 3. Pruebas para verificar pureza de las BAL
Se tomo6 una asada del cultivo acondicionado y se sembro por estria en cajas petri con
agar MRS. Se incubaron a 30°C por 24 h con el propésito de aislar colonias y examinar

sus caracteristicas morfologicas y fisioldgicas (Fig. 4).

5.6.3.1. Tincion de Gram

Se colocd una gota de agua sobre un portaobjetos, se extendié con la ayuda de un asa
la colonia de BAL, mezclando uniformemente con el agua. Se fij6 la muestra a la flama
adicionandole una solucion de cristal violeta que la cubriera, dejandola reaccionar por 1
min, se elimind el exceso para afadirle lugol (1 min). Posteriormente se decolor6é con
una solucion de alcohol-acetona durante 20 s, se lavd con agua y se afadio safranina
(1 min), eliminando el exceso de ésta con agua, secando finalmente la muestra al aire.

Se observoé al microscopio caracteristicas tales como tipo de tincion y morfologia.

5. 6. 3. 2. Prueba de la Catalasa

Se tomd con el asa estéril una colonia de cultivo de 18 a 24 h de incubacion. Se colocé
la colonia directamente sobre un portaobjetos sin ainadir agua agregandole una gota de
H.0O,. La interpretacion se realizd observando que no existiera formacion de burbujas

para considerarlas catalasa negativa, siendo esta una caracteristica propia de las BAL.

5. 6. 3. 3. Prueba de la oxidasa

Se impregnd un trozo de papel filtro de aproximadamente 3 x 3 cm con el reactivo para
oxidasa: clorhidrato u oxalato de tetrametil-p-fenilendiamina al 1% (Kovacs). Se tomé
con el asa de siembra estéril una colonia de la placa, colocandola sobre el sustrato del
papel y extendiéndola cuidadosamente. Se esperd 1 min para observar si existia algun
cambio de coloracion, si esto no ocurriera, al microorganismo se le consideraria oxidasa

negativo.
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Descongelar BAL

30%CHE R

Caldo MRS 9 mL

100 4

30°CHGh

Caldo MRS 9 mL

/ 30°C24 k

Agar MRS 15 mL

Pruebas para verificar pureza

o 0

Catalasa negativa Dxidasa negativa

Figura 4. Diagrama de acondicionamiento y pruebas para verificar pureza de BAL.
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5. 6. 4. Prueba de susceptibilidad a diversos antibidticos.

Después de comprobar la pureza de las BAL por las técnicas antes descritas, se llevo a
cabo por triplicado para cada antibidtico (un ensayo en diferente dia) la prueba de
susceptibilidad de las BAL por el método de difusidon en agar modificado (Fig. 5) por
Paik y col. (1997), para lo cual se tom6 una colonia de la cepa a ensayar, se sembro en
caldo MRS e incubé a 30°C/18 h. Una vez transcurrido este tiempo, se obtuvo un cultivo
joven, del cual se tomdé un volumen de 20 ulL conteniendo una concentracion
aproximada de 10°-10” ufc/mL inoculandose en 10 mL de agar MRS suave (1%). Se
homogeneizé y vertié en cajas petri que contenian una capa de agar MRS (15 mL),
estas cajas se mantuvieron en refrigeracion (4°C/1 h) con el propdsito de que la
sobrecapa gelificara. Una vez solidificado a estas condiciones, se prepararon 9 pozos
equidistantes entre si (8 para ensayar 2 diferentes antibiéticos a 4 concentraciones y 1
como control, al cual sélo se le agregd agua destilada) de 5 mm de diametro en cada
caja con un horadador del numero 2, removiendo el agar con un asa estéril para colocar
20 pL de cada antibiotico en sus diferentes concentraciones, esto para determinar la
concentracion minima inhibitoria (CMI). Se dejé que difundiera por completo en

campana de flujo laminar. Finalmente se incubaron a 30°C/24 h.

5.6.4. 1. Lectura de los halos de inhibicion.

Después de 24 h de incubacion cada placa fue examinada visualmente, se midié con un
Vernier las zonas inhibidas resultantes para cada concentracion, las cuales eran
uniformemente circulares, tomando como limite el area donde no se observd

crecimiento.

5. 6. 4. 2. Analisis de resultados.
Los valores de los diametros fueron expresados en mm para cada concentracion, se
calculé el valor promedio de los tres ensayos, asi como también la desviacion estandar

del promedio.
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Colonia de BAL

30%CHE h

Caldo MRS 9 L
zu,u_l

Agar MRS suave 10 mL

l

4°CH h

Agar MRS 15 mL

el
Difusion antikidtico : s o Campana fiujo laminar
r]

o
o & o 30C24h
o

Lectura halos

Figura 5. Diagrama para la prueba de susceptibilidad de las BAL a diversos

antibiodticos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

La realizacion de este trabajo inici6 con la reactivacion en caldo MRS de las cepas de
BAL congeladas, las cuales desarrollaron sin problema, ya que este medio de cultivo es
empleado para su recuento y aislamiento por ser un medio selectivo, principalmente
cuando son aisladas de productos lacteos y fuentes humanas, esto aunado a que el

método de conservacién por congelacion las mantuvo en 6ptimas condiciones.

Las BAL reactivadas y sembradas por estria en placas de agar MRS, presentaron
morfologia propia de estos microorganismos, tales como colonias pequefias, blancas o
cremosas, de superficie convexa con forma redonda y bordes enteros, las cuales son

caracteristicas predominantes de estas bacterias (Wood y Holzapfel, 1995).

Se realiz6 tincion de Gram para verificar la pureza de las BAL, las cuales al observarse
al microscopio fueron en un 55% bacilos y el restante 45% cocos, siendo todas Gram
positivas, mientras que en las pruebas bioquimicas de catalasa y oxidasa resultaron
negativas, lo que permitié considerarlas como cultivos puros y libres de cualquier tipo de

contaminacion para poder asi evaluar su susceptibilidad a diferentes antibidticos.

De las cepas ensayadas, el género Lactobacillus compuesto por 8 cepas, represento el
40% de las BAL distribuido en 3 diferentes especies (Lb. plantarum, Lb. pentosus y Lb.
rhamnosus); el género Leuconostoc (35%) estuvo integrado por 7 cepas de 2 especies
(Leuc. mesenteroides subesp. mesenteroides y Leuc. pseudomesenteroides); por otro
lado, el género Lactococcus (25%) estuvo conformado por 5 cepas pertenecientes a 2

especies (Lc. lactis y Lc. raffinolactis) (Fig. 6).

Una vez verificada la pureza de los cultivos, se analizd la susceptibilidad frente a
diversos antibioticos. Para el analisis de los resultados, la concentracion del antibidtico
a la cual no hubo crecimiento de las BAL después de su incubacion a 30°C/24 h, se
defini6 como la concentracion minima inhibitoria (CMI). Los valores exactos de las
medias y su desviacion estandar, asi como las CMIs de cada antibidtico y los

porcentajes de inhibion por CMI se presentan en los anexos.
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Porcentajes por género

Leuconostoc
35%

Lactobacillus
40%

Lactococcus
25%

Figura 6. Distribucion por género de las cepas de BAL ensayadas

Organizaciones como la FDA y la OMS han legislado y establecido un limite maximo
para residuos (LMR) de medicamentos presentes en la leche, con el fin de evitar que
sea comercializada a concentraciones por arriba de las permitidas, tratando de evitar
riesgos en la salud publica de forma indirecta a personas con hipersensibilidad a ciertos

medicamentos.

La FDA (2005) establece un LMR de 0.01 ug/mL para amoxicilina en leche. Este
antibiotico pertenece al grupo de los inhibidores de la sintesis de pared celular, el cual,
al ser evaluado en nuestro estudio mostré accion sobre las cepas de Lactobacillus
plantarum 0110, 0508, 1607 y 1803 asi como con la cepa de Lb. pentosus 0506, al
presentar una CMI de 10 pg/mL, mientras que Lb. plantarum (1509 y 2102) y Lb.
rhamnosus 2306 tuvieron una CMI de 100 pg/mL.

Estudios realizados por Tankanow y col. (1990) hacen menciéon que Bifidobacterium
spp. y Lactobacillus spp. Son considerados por regla general, susceptibles a

amoxicilina.

Del grupo de los lactobacilos, Lb. plantarum 1607 fue la cepa que mostré mayor

susceptibilidad a este antibidtico, al presentar un halo de inhibicion de 18.33 + 3.51 mm.
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Esto resulta de gran interés ya que esta especie de Lactobacillus se caracteriza por
tener un amplio espectro de fermentacion y estar presente en leche y quesos como el
Cheddar. Otra caracteristica es la produccion de una bacteriocina (plantaricina A) por
parte de algunas cepas, a la cual se le ha encontrado actividad inhibitoria contra
levaduras, bacterias Gram negativas y la mayor parte de las bacterias Gram positivas
(Leveau y Bouix, 2000).

Del género Leuconostoc las cepas Leuc. Mesenteroides subesp. Mesenteroides 0104 y
1801 presentaron una CMI de 10 ug/mL, siendo la cepa 1801 la que resultdé mas
susceptible de este género al ser inhibida a esta concentracion en un diametro de 16.00
+ 0.00 mm (Fig.7), en tanto que las cepas 0209, 1802 y 2106, asi como Leuc.
Pseudomesenteroides 2509 y 2510 tuvieron una CMI de 100 pg/mL.

Figura 7. Leuc. Mesenteroides subesp. Mesenteroides 1801, cepa que presentd mayor

susceptibilidad frente a amoxicilina con una CMI de 10 pg/mL.

En estudios realizados por Flérez y col. (2005) aislaron 146 cepas de BAL a partir de
queso azul elaborado con leche de cabra sin tratamiento térmico, de las cuales 21
correspondian a Leuc. Mesenteroides - Leuc. Pseudomesenteroides, determinaron la
CMI de amoxicilina en un rango de diluciones de 0.25 a 32 ug/mL con los siguientes

resultados: 3a 0.5 ug/mL, 1a 1 ug/mL, 10a 2 ug/mL, 6 a4 pg/mL y 1 a 8 ug/mL.
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Las cepas ensayadas por Florez y col. (2005), mostraron mayor susceptibilidad a
amoxicilina comparadas con las nuestras, ya que 16 de sus cepas fueron inhibidas en
un rango de 2-4 pug/mL. La alta susceptibilidad presentada por estas cepas se puede
encontrar en funcion de su membrana externa, ya que en las bacterias Gram positivas
no es una barrera importante para evitar la penetracion de antibiéticos. Por otro lado las
bacterias pueden presentar cierta tolerancia, que aunque no es un verdadero
mecanismo de resistencia se presenta en algunas cepas. Cuando esto acontece, como
pudo haber ocurrido en nuestro caso, las bacterias son inhibidas, pero no son lisadas, a

no ser que se empleen concentraciones muy elevadas.

De las siete diferentes especies incluidas en el género Lactococcus, Lc. lactis subesp.
lactis y Lc. lactis subesp. cremoris son de importancia en la industria alimentaria (Carr y
col. 2002). Aun cuando Lc. raffinolactis no es relevante para este sector, en nuestro
estudio se probo su susceptibilidad a los antibidticos ensayados, ya que en trabajos
previos realizados por Ramirez (2005) y Neria (2006), las cepas 0107, y 1807
mostraron actividad inhibitoria frente a bacterias patégenas y deterioradoras de
alimentos, asi como a microorganismos de importancia en la salud publica, como lo
son, Vibrio fluvialis, V. parahemolyticus, Salmonella typhimurium ATCC 6539, Klebsiella

pneumoniae y Enterobacter aerogenes.

De las cepas ensayadas de Lactococcus frente a amoxicilina, la de mayor
susceptibilidad fue Lc. lactis 0603 al tener un halo de 15.00 + 0.00 mm con una CMI de
10 pg/mL, mientras que la cepa Lc. raffinolactis 1807 fue la mas resistente al presentar
una CMI de 100 ug/mL para este mismo antibiético, mostrando un halo de inhibicién de
11.33 £ 0.58 mm.

La figura 8 muestra el diametro de los halos de inhibicidn para cada una de las cepas a

las cuatro diferentes concentraciones ensayadas de amoxicilina.

Los porcentajes para la CMI por género, estuvieron distribuidos de la siguiente forma:
Lactobacillus: 25% a 10 ug/mL y 15% a 100 pg/mL; Leuconostoc: 10% a 10 ug/mL y
25% a 100 pg/mL; Lactococcus: 20% a 10 ug/mL y el 5% a 100 pg/mL.
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De estos porcentajes, se puede observar que el género Lactobacillus fue el mas

susceptible a la accion de amoxicilina.

Diametro de inhibicién

Amoxicilina
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Figura 8. Susceptibilidad de las cepas de BAL frente a amoxicilina. Las cepas se

probaron en medio solido a concentraciones de 1000, 100, 10 y 1 ug/mL de amoxicilina

y se incubaron a 30°C durante 24 h.

La ampicilina es otro antibiético que pertenece al grupo de los inhibidores de la sintesis

de la pared celular, se utiliza vastamente en veterinaria pues constituye una alternativa

eficaz en las patologias infecciosas. Su uso esta aprobado por la FDA, estableciendo un

LMR de 0.01 pg/mL. La susceptibilidad mostrada por el género Lactobacillus hacia este
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antimicrobiano con una CMI de 10 ug/mL fue para las cepas Lb. plantarum 0110, 0508,
1607, 1803, Lb. pentosus 0506 y Lb. rhamnosus 2306; mientras que las cepas Lb.
plantarum 1509 y 2102 presentaron una CMI de 100 ug/mL.

Lb. plantarum 0110 resulté la mas susceptible de los lactobacilos, al ser inhibida en un
diametro de 18.67 + 2.31 mm por la concentracion de 10 ug/mL de ampicilina. En contra
parte, Lb. plantarum 1509 fue quien mostré6 mayor resistencia a la concentracion de 100

ug/mL al ser inhibida en un diametro de 16.67 + 1.53 mm (Fig. 9).

Ampicilina
45 @1000 pg/mL 0100 pg/mL @10 pg/mL @1 pug/mL
40

35

Diametro inhibicién

BAL

Figura 9. Susceptibilidad de las cepas de BAL frente a ampicilina. Las cepas se
probaron en medio solido a concentraciones de 1000, 100, 10 y 1 ug/mL de ampicilina y

se incubaron a 30°C durante 24 h.
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Estudios realizados por Mejia y col. (2007) a partir de heces de nifios lactantes y
muestras vaginales de 10 mujeres (todos ellos sin problemas de salud), aislaron 360
cepas de microorganismos identificando soélo a 22 como lactobacilos, caracterizandolas
in vitro para determinar su potencial probiético y al probar su sensibilidad a 10 pug de
ampicilina, todas la cepas fueron susceptibles mostrando halos de inhibicion entre 12 y
30 mm, concentraciones menores de 0.5 yg no afectaron a ninguna de las cepas. Estos
resultados tienen similitud con los nuestros, ya que la concentracion de 1 ug/mL no
afecté a ninguno de los lactobacilos, por lo que se puede inferir que concentraciones
menores no los afectarian. En cambio a partir de la concentracion de 10 ug/mL se vio
inhibida la mayoria de las cepas de este género, con diametros de halo que se

encuentran dentro del rango de los mencionados por Mejia y col. (2007).

Las cepas Leuc. Mesenteroides subesp. mesenteroides 0104, 0209, 1802 y Leuc.
Pseudomesenteroides 2509 y 2510 mostraron una CMI de 10 ug/mL para ampicilina. La
cepa Leuc. Mesenteroides 2106 fue la mas resistente del género al ser inhibida en un
diametro de 20.67 £ 1.53 mm a una CMI de 100 pg/mL. Por el contrario, Leuc.
Mesenteroides 1801 fue la mas susceptible a partir de 1 ug/mL, siendo inhibida en un

diametro de 11.67 £ 1.15 mm.

La importancia de los leuconostocs radica en que se emplean en la produccion de vino,
en la fermentacion de verduras como las coles (chucrut), pepinillos en vinagre, en la

manufactura del suero de la leche, mantequilla y queso (Prescott y col. 1999).

Una ventaja del género Leuconostoc, al utilizarlo como cultivo iniciador es que funciona
en una mezcla de cultivos con Lactococcus. La funcidn de los lactococos es producir
acido a partir de la lactosa y el rol de los leuconostocs es fementar el acido citrico de la

leche en compuestos volatiles (diacetilo y/o acetoina) (Vedamuthu, 1994).

En lo que respecta al género Lactococcus, las cepas Lc. lactis 0103, 0603 y Lc.
raffinolactis 0107 y 1807, presentaron una CMI de 10 ug/mL de ampicilina, en tanto que
Lc. lactis 0605 fue la que mostré mayor susceptibilidad con un halo de inhibicion de
10.67 £ 0.58 mm y una CMI de 1 pg/mL.
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Lc. lactis es de gran relevancia en la industria alimentaria, principalmente la lactea en la
elaboraciéon de productos fermentados (quesos, yogur) por su uso como cultivo
iniciador, ya que confiere aroma y produce grandes cantidades de acido lactico.
Ademas que es capaz de producir una bacteriocina llamada nisina, aprobada por la
FDA por su uso como antimicrobiano en la elaboracion de productos alimenticios y por

su potencial para inhibir microorganismos patdégenos y alterantes de alimentos.

De manera general, la susceptibilidad mostrada por las BAL en funcion de la
concentracion de 1 ug/mL fue del 5% para los géneros Leuconostoc y Lactococcus,
mientras que para las cepas que presentaron una CMI de 10 ug/mL, el 30% pertenecia
al género Lactobacillus, el 25% a Leuconostoc y el 20% a Lactococcus. En lo que
respecta a la concentracion de 1000 ug/mL el 10% fue para Lactobacillus y el 5% para

Leuconostoc.

Cabe resaltar la susceptibilidad a 1 ug/mL de ampicilina presentada por las cepas Leuc.
Mesenteroides subesp. Mesenteroides 1801 y Lc. lactis 0605, las cuales serian de
utilidad para la deteccion de niveles arriba de los permitidos por la FDA en leche de
vaca. Aun cuando la concentracion permitida y la concentracion a la cual fueron
susceptibles estas BAL difiere ampliamente, la formaciéon de un halo de inhibicidon

indicaria la presencia de este antibidtico.

Estudios llevados a cabo por Danielsen y Wind (2003), Coppola y col. (2005) con
respecto a los inhibidores de la sintesis de pared celular, sefialan que los lactobacilos

son frecuentemente sensibles a ampicilina y penicilina.

En nuestro estudio, el 37.50% de los lactobacilos fue susceptible a una CMI de 10
ug/mL de penicilina, mientras que el resto lo fue a partir de la concentracion de 100

ug/mL.

Las cepas que presentaron una CMI de 10 ug/mL para penicilina fueron Lb. plantarum
(0508 y 1803) y Lb. pentosus 0506 (Fig. 10), estos resultados concuerdan con estudios

realizados por Zarazaga y col. (1999), Herreros y col. (2005) en los que reportan

Mora Pefiaflor Nancy 72



Resultados y discusion

una CMI de 10 ug/mL de penicilina para lactobacilos. Por otro lado Swenson y col.

(1990) mencionan que la mayoria de los lactobacilos presentan una CMI de 2 pg/mL

para penicilina, caso que en nuestro estudio y en el de los otros autores no se presento.
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Figura 10. Susceptibilidad de las cepas de BAL frente a penicilina. Las cepas se

probaron en medio sélido a concentraciones de 1000, 100, 10 y 1 ug/mL de penicilina y

se incubaron a 30°C durante 24 h.

Las BAL del género Leuc. mesenteroides subesp. Mesenteroides 0104 y 1802

presentaron una CMI de 10 yg/mL mostrando halos de inhibicién de 15.33 + 2.31 mm y

13.33 + 1.15 mm respectivamente, en tanto que para las cepas 0209, 1801 y 2106 fue

de

100 pg/mL, siendo la primera y la segunda la mas susceptible y la mas resistente, al

ser inhibidas en un diametro de 17.33 £ 0.58 mm y 25.00 = 1.73 mm respectivamente.
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Leuc. Pseudomesenteroides 2510 tuvo una CMI de 10 ug/mL teniendo un valor de
11.33 + 1.15 mm, el cual es muy cercano al de las cepas de Leuc. Mesenteroides
inhibidas a esta concentracion. En lo que respecta a la cepa Leuc.
Pseudomesenteroides 2509 fue inhibida en un diametro de 19.00 = 1.00 mm por una
CMI de 100 pg/mL.

Las 3 cepas de Lc. lactis fueron inhibidas a una concentracion de 10 pg/mL asi como
Lc. raffinolactis 0107, siendo ésta cepa la mas susceptible al presentar un halo de 16.67
+ 3.51 mm, sin embargo, comparandola con la cepa Lc. lactis 0103 (la mas resistente)
que fue inhibida en un diametro de 13.33 = 0.58 mm (Fig. 11), no existe una gran
diferencia al restarles la desviacion estandar, por el contrario, si la desviacion fuera
positiva incrementaria el valor promedio del halo, siendo mayor la diferencia entre
ambas cepas. Por otro lado Lc. raffinolactis 1807 fue inhibida en un diametro de 15.67 +

1.15 mm con una CMI de 100 pg/mL.

Figura 11. Cepa mas susceptible (a) Lc. raffinolactis 0107 y cepa mas resistente (b) Lc.

lactis 0103 frente a penicilina con una CMI de 10 pg/mL.

Tomando en cuenta la CMI de 10 pug/mL que presentaron las BAL a penicilina,
Lactococcus resultd ser el mas susceptible a este antibiotico, ya que el 20% de las
cepas inhibidas pertenecia a este género, mientras que Leuconostoc y Lactobacillus
fueron inhibidas en un 15% cada una. Para las cepas que presentaron una CMI de 100

ug/mL, el 25% fue del género Lactobacillus, 20% Leuconostoc y 5% Lactococcus.
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El espectro de la fosfomicina es amplio y abarca la mayoria de las bacterias Gram
positivas, entre ellas las causantes de la mastitis como son Staphylococcus (S.
epidermidis, S. aureus), coliformes (Klebsiella oxytoca, K. pneumoniae), Streptococcus
(S. pyogenes, S. agalactiae) y actinomyces (Corynebacterium spp.) (Velasco y
Yamasaki, 2002).

Dentro de las bacterias Gram positivas se encuentran las BAL, por lo que se decidio
probar la susceptibilidad de estas ante la accién de fosfomicina, observando que la
cepa Lb. plantarum 0110 fue la unica bacteria de los 3 géneros y las 7 especies que
mostrd susceptibilidad a la concentracion de 1000 pug/mL produciendo un halo de 20.33
+ 1.53 mm (Fig. 12), mientras que las restantes 19 cepas fueron resistentes a las 4
concentraciones del antibidtico. De los resultados anteriores se puede determinar que
las BAL ensayadas no son de utilidad para la deteccion de este farmaco, ya que la

concentracion que provoco susceptibilidad es muy elevada.

Figura 12. Lb. plantarum 0110, unica cepa inhibida por fosfomicina con una CMI de

1000 pg/mL.

Knothe y col. (1991) realizaron un estudio in vivo con 8 voluntarios sanos, a los que les
administraron 5 g de fosfomicina cada 12 h, detectando disminucion de E. coli y
Enterococcus en la flora intestinal, pero sin alteraciones en el recuento total de
Bacteroides y bacterias lacticas anaerobias. Lo que nos hace suponer que las BAL en

este caso, tampoco fueron susceptibles a la accion de fosfomicina.
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La resistencia mostrada por las BAL a fosfomicina esta en funcion a la impermeabilidad
de su pared celular para este antibiético, debido a la presencia de D-Ala-D-Lac que se
encuentran en forma de dipéptido en la pared celular; esto asociado a que las BAL
carecen de un transporte de electrones mediado por citocromos, el cual le es necesario

para penetrar en el interor de la célula bacteriana (Condon, 1983; Klein y col., 2000).

El ADN es un acido nucleico que se encuentra principalmente en los cromosomas que
contienen la informacion hereditaria de los organismos. La molécula esta constituida por
dos cadenas helicoidales polinucleétidas, enroscadas entre si en forma de doble hélice.
Las dos cadenas se encuentran unidas por enlaces entre las bases: adenina, guanina,

citosina o timina (Madigan y col., 2004).

El metronidazol inhibe la sintesis de ADN, ocasionando pérdida de la estructura
helicoidal, inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos y muerte celular, siendo activado
por un proceso de reduccion en aquellas células que poseen un sistema enzimatico

adecuado (Samuelson, 1999).

Debido al uso del metronidazol como agente antiparasitario, antimicético o
antimicrobiano en ganado bovino, se probd la susceptibilidad de las cepas ante este
farmaco, para el cual el 100% de las BAL no mostrd susceptibilidad a las diferentes
concentraciones de este inhibidor, por lo cual, al igual que fosfomicina, estas BAL no
son de utilidad para la deteccién de residuos de metronidazol en leche. Esta resistencia
es intrinseca y esta dada ya que las BAL no poseen actividad hidrogenasa, la cual esta
implicada en el efecto intracelular del metronidazol y que es necesaria para la
produccion de sus metabolitos activos, es decir, tienen escaso poder reductor lo que
explicaria la inactividad del farmaco frente a las mismas (Church y col., 1996; Land y
Johnson, 1999; Upcroft y Upcroft, 2001; Ammor y col., 2007).

En estudios realizados por Flérez y col. (2005) a cepas pertenecientes a las especies
Lb. plantarum, Lc. lactis, Leuc. pseudomesenteroides y Leuc. mesenteroides, reportaron
susceptibilidad a concentraciones > 32 ug/mL para metronidazol. Estos mismos

resultados fueron obtenidos por Danielsen y Wind (2003) y Delgado y col. (2005).
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La sintesis de las proteinas comienza con la unién entre si de dos aminoacidos y
continua por el agregado de nuevos aminoacidos de a uno por vez en uno de los
extremos de la cadena. EI ARNm es el que lleva la informacién para la sintesis, es
decir, determina el orden en que se uniran los aminoacidos. La sintesis de proteinas o
traduccion tiene lugar en los ribosomas del citoplasma celular. Una vez finalizada la
sintesis de una proteina, el ARNm queda libre y puede ser leido de nuevo. De hecho,
es muy frecuente que antes de que finalice una proteina ya esta comenzando otra, con
lo cual, una misma molécula de ARNm, esta siendo utilizada por varios ribosomas
simultaneamente. Esta etapa durante el desarrollo celular puede ser interrumpida por
un grupo de antibidticos que segun su mecanismo de accién ihibiben la sintesis de
proteinas como lo es cicloheximida para la cual, todas las BAL estudiadas no mostraron
susceptibilidad a este inhibidor en las 4 concentraciones evaluadas. La incapacidad de
generar algun efecto sobre las BAL se debe a que actua interfiriendo la actividad
peptidil transferasa del ribosoma 60S, bloqueando la elongacion traduccional, en otras
palabras, inhibe la sintesis de proteinas en células eucariotas, por lo que no afecta el
metabolismo de organismos procariotas (Ennis y Lubin, 1964).

Otro antibidtico inhibidor de la sintesis de proteinas es clindamicina; con una CMI de
100 pg/mL fue susceptible el 65% de las cepas distribuyéndose por género de la
siguiente manera: Lactobacillus y Leuconostoc con un 25% cada uno y 15% para
Lactococcus. Para la CMI de 1000 ug/mL el 30% de las cepas se vio inhibido, siendo
del 10% para cada género, mientras que el restante 5% estuvo integrado sélo por Lb.

plantarum 0110 quien no se vio afectada por ninguna de las 4 concentraciones.

De los lactobacilos ensayados contra clindamicina, Lb. plantarum 0508 y 1607 fueron
susceptibles unicamente a la concentracion de 1000 pg/mL mostrando halos de 12.00 +
1.00 mm y 9.67 + 0.58 mm respectivamente. Por otro lado, las cepas de Lb. plantarum
(1509, 1803 y 2102), Lb. pentosus 0506 y Lb. rhamnosus 2306 presentaron una CMI de
100 pg/mL, siendo la cepa 2306 la mas susceptible (7.33 + 0.58 mm) y la cepa 2102 la

mas resistente (13.00 + 2.00 mm).
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Estudios realizados por Charteris y col. (1998), Coppola y col. (2005) y Zhou y col.
(2005) han encontrado que Lactobacillus es generalmente susceptible a antibidticos que

inhiben la sintesis de proteinas tal como clindamicina.

La utilizacion de Lb. plantarum 0110 como cultivo iniciador en la industria lactea seria
relevante, ya que esta cepa en estudios anteriores realizados por Neria (2006) fue una
de las cepas que presentd un amplio espectro de inhibicidbn para bacterias Gram
negativas como Vibrio fluvialis, V. parahemolyticus, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
typhymurium ATCC 6539, Shigella flexneri ATCC 9199 y Enterobacter aerogenes. Asi

también hacia Bacillus subtilis.

De las 5 cepas de Leuc. Mesenteroides subesp. mesenteroides, la 0209 tuvo una CMI
de 1000 ug/mL de clindamicina, mostrando un halo de inhibicién de 15.67 + 2.08 mm,
en tanto que para las restantes cepas fue de 100 ug/mL, siendo la cepa 1801 la mas
susceptible de las BAL con un halo de 17.33 £ 1.15 mm (Fig. 13). En cuanto a Leuc.
Pseudomesenteroides presentaron una CMI de 100 y 1000 pg/mL con un halo de 10.00

+3.00 mmy 11.67 + 0.58 mm para las cepas 2510 y 2509 respectivamente.

Figura 13. Leuc. Mesenteroides subesp. Mesenteroides 1801cepa que presentd mayor

susceptibilidad a clindamicina.

La poca susceptibilidad mostrada por Leuc. Mesenteroides subesp. Mesenteroides

2106 y 0209 al presentar una CMI de 100 y 1000 ug/mL respectivamente, pueden ser
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utiles como cultivos iniciadores en la elaboracion de quesos, y no para deteccion de
residuos de antibiéticos en leche, ya que estas cepas en estudios realizados por
Ramirez (2005) y Neria (2006) presentaron actividad inhibitoria frente Listeria
monocytogenes Scott A y L. monocytogenes LCDC 81-860. Las especies de Listeria
estan asociadas con alimentos tales como leche cruda, leche liquida supuestamente (o
erroneamente) pasteurizada, quesos cuyas variedades han sufrido un corto periodo de

maduracion y en helados.

Las cepas de Lc. raffinolactis 0107 y 1807 presentaron una CMI de 100 y 1000 ug/mL,
mientras que Lc. lactis también fue susceptible a estas concentraciones, siendo las
cepas 0103 y 0603 susceptibles a 100 uyg/mL y la 0605 a 1000 ug/mL (Fig. 14). Las
cepas 0107 y 0603 diferentes en especie, presentaron el mismo tamafo de halo (7.00 +
0.00 mm), en tanto la cepa 0103 mostré un valor cercano a ellas (8.00 £ 1.73 mm). Las
cepas 0605 y 1807 mostraron diametros de 14.67 £ 2.08 mm y 13.00 = 1.73 mm
respectivamente. De lo anterior se puede observar que este género no muestra gran

variacion en la susceptibilidad para este antibidtico.

Herreros y col. (2005) determinaron la resistencia de 9 cepas de Lc. lactis a 2 ug de
clindamicina, siendo 5 cepas resistentes; para Leuc. Mesenteroides una de 2 cepas fue
resistente, lo mismo ocurrié para Lb. plantarum. La susceptibilidad a clindamicina por
estas cepas comparada con las ensayadas por nosotros se puede deber a que este
antibiotico facilité la fagocitosis y muerte intracelular de las bacterias, ya que esta puede
ocurrir incluso a concentraciones subinhibitorias. Dado que la CMI para la mayoria de
las bacterias anaerobias susceptibles es de 0.1-4 uyg/mL (Lell y Kremsner, 2002),
podemos decir que nuestras cepas, para este antibiético no fueron susceptibles, sino

mas bien resistentes.

En la actualidad no se conocen informes sobre intoxicaciones provocadas por
antibidticos de uso comun ingeridos a través de la leche y se explica porque sus
concentraciones resultan ser muy bajas como para provocar un efecto toxico, con la
excepcion, posiblemente, del cloranfenicol que es capaz de causar un efecto adverso

que se ejerce sobre la médula ésea, constituyéndose este antibiético en una de las
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drogas que comunmente provoca anemia aplastica (Magarifios, 2000).
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Figura 14. Susceptibilidad de las cepas de BAL frente a clindamicina. Las cepas se
probaron en medio solido a concentraciones de 1000, 100, 10 y 1 pg/mL de

clindamicina y se incubaron a 30°C durante 24 h.

El hecho de que la frecuencia de aparicién de los sintomas no tenga relacién con la
dosis y que la enfermedad se manifiesta especialmente en individuos que se han
expuesto al farmaco en mas de una ocasion, ha motivado a los Estados Unidos,
Canada y a los paises de la Comunidad Europea, a prohibir o restringir su empleo en
animales de abasto, existiendo multas a nivel de los productores y plantas
procesadoras si se encuentran trazas de esta droga en los productos finales (Kucers,
1980; Settepani, 1984; Keukens y col., 1992; FDA, 2005).
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El cloranfenicol es un antibiético inhibidor de la sintesis de proteinas, en la figura 15 se
observa como el 100% de las BAL mostré una CMI de 100 ug/mL. El 40% pertenecia al
género Lactobacillus, encontrandose en éste Lb. plantarum 0508 la cepa mas
susceptible (14.67 £ 2.52 mm) y Lb. plantarum 1509 la mas resistente (8.33 +£1.53 mm)
(Fig. 16). Para los otros dos géneros la inhibicion se dio en un orden del 35 y 25% para

Leuconostoc y Lactococcus respectivamente.

Cloranfenicol

32 B1000 ,,q/mi 9100 /L B10 ygmL BT ug/mL
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Figura 15. Susceptibilidad de las cepas de BAL frente a cloranfenicol. Las cepas se
probaron en medio solido a concentraciones de 1000, 100, 10 y 1 pg/mL de

cloranfenicol y se incubaron a 30°C durante 24 h.
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Figura 16. Cepa con mayor susceptibilidad (a) Lb. plantarum 0508 y cepa mas
resistente (b) Lb. plantarum 1509 a la accion de cloranfenicol con una CMI de 100

ug/mL.

Estudios realizados por Herreros y col. (2005) a Lc. lactis subesp. lactis, Lc. lactis
subesp. Cremoris, Lc. lactis subesp. Lactis var. Diacetylactis, Leuc. Mesenteroides
subesp. Mesenteroides, Lb. plantarum, Lb. brevis y Lb. casei subesp. Casei, aisladas
de queso Armada; resultando resistentes a 30 ug de cloranfenicol 6 cepas de Lc. lactis
de 9 ensayadas, 2 Leuc. Mesenteroides de 2, 1 Lb. brevis de 2y 3 Lb. casei de 3. Esta
concentracion fue la Unica ensayada por los autores para este antibiotico, por lo cual no
podemos saber a partir de que concentracion son susceptibles o cual seria su CMI para
poder hacer una comparacién con nuestros resultados, sin embargo, la concentracion
mas cercana de las que ensayamos seria la de 10 pg/mL a la cual todas nuestras

cepas resultaron resistentes.

Por otro lado nuestros resultados y los de Herreros y col. (2005) difieren ampliamente
con los reportados por Rojo-Bezares y col. (2006) al encontrar una CMI de 4 ug/mL
para 38 cepas de Lb. plantarum, 3 de Leuc. Mesenteroides y 1 Lactobacillus con una

CMI de 2 ug/mL, todas ellas aisladas a partir de vino.

En la actualidad la eritromicina se encuentra aprobada por la FDA y la OMS,
estableciendo un LMR de 0.05 pg/mL y de 0.04 pg/mL en leche. Al evaluar la

susceptibilidad del género Leuconostoc ante este farmaco el cual inhibe la sintesis de
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proteinas, se observd homogeneidad en la respuesta al antibiético obteniéndose una
CMI de 10 pg/mL, siendo las cepas Leuc. Mesenteroides subesp. Mesenteroides 0104 y
2106 la mas resistente y susceptible respectivamente, al presentar halos de inhibicién
de 7.33+0.58 mmy 11.33 £ 2.31 mm (Fig. 17).

Comparando los 3 géneros, Leuconostoc fue el mas susceptible a eritromicina, ya que
el total de sus cepas, quienes representan el 35% de las BAL fueron inhibidas a la
concentracion de 10 ug/mL, en tanto que los géneros Lactobacillus y Lactococcus, solo

representaron el 20 y 10% de las cepas inhibidas por esta concentracion.

Cepas de Leuconostoc aisladas a partir de vino por Rojo-Bezares y col. (2006),

presentaron una CMI de 0.5 ng/mL para este antibiético.

Eritromicina
32 @1000 pg/mL 0100 pg/mL @10 pg/mL @ 1pg/mL
28

Diametro de inhibicién
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Figura 17. Susceptibilidad de las cepas de BAL frente a eritromicina. Las cepas se
probaron en medio sélido a concentraciones de 1000, 100, 10 y 1 ng/mL de eritromicina

y se incubaron a 30°C durante 24 h.
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Las cepas Lb. plantarum 0110 (la mas susceptible de las 20 BAL a eritromicina. Fig.
18), 1509, 1607 y 2102 presentaron una CMI de 10 pg/mL para eritromicina, en tanto
que las cepas Lb. plantarum 0508 y 1803 al igual que Lb. pentosus 0506 y Lb.
rhamnosus 2306 tuvieron una CMI de 100 pg/mL.

Figura 18. Lb. plantarum 0110 cepa que presentd mayor susceptibilidad del total de las

BAL a eritromicina con una concentracién de 10 ug/mL.

Del grupo de los lactobacilos las cepas 1509 y 1607 presentaron halos de 10.00 + 1.00
mm, encontrandose en un valor intermedio, ya que la cepa con mayor resistencia
(2102) fue inhibida en un didmetro de 8.00 + 1.00 mm y la cepa con mayor
susceptibilidad (0110) fue de 14.00 = 0.00 mm. Diametros muy cercanos fueron
provocados por la concentracién de 100 png/mL en las BAL 0506, 1803, 0508 y 2306,
con los siguientes valores 12.00 + 0.00 mm, 14.00 + 1.00 mm, 14.67 £ 0.58 mm y 15.33

+ 0.58 mm respectivamente.

En el trabajo realizado por Florez y col. (2005) sefalan haber aislado 23 cepas de Lb.
plantarum - Lb. paraplantarum aisladas de queso azul, las cuales fueron ensayadas en
un rango de dilucién de 1-128 ug/mL de eritromicina. Los resultados obtenidos por los
autores muestran que 22 cepas presentaron una CMI de 1 pg/mL, mientras que la
restante fue de 2 ug/mL. Por otro lado Rojo-Bezares y col. (2006) probaron la
susceptibilidad de 38 cepas de Lb. plantarum teniendo un rango de 0.5-1 ug/mL para la
CMI. Estos resultados difieren ampliamente con los nuestros, sin embargo, Zhou y col.

(2005) probaron la susceptibilidad de 2 nuevas cepas de Lb. rhamnosus de
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actividad probidtica contra 18 antibidéticos de uso comun, comparandolas con 5 cepas
comerciales de probidticos, en las cuales se encontraba una Lb. rhamnosus y una Lb.
plantarum, reportando una susceptibilidad a 15 ug/mL de eritromicina para todas las
cepas. Esta concentracién se encuentra proxima a la de 10 ug/mL que ensayamos, la

cual inhibi6é a 4 cepas de Lb. plantarum.

Del género Lactococcus, las cepas Lc. lactis 0103 y 0605 presentaron un halo de 13.00
+ 1.00 mm, Lc. raffinolactis 0107 de 12.67 + 0.58 mm teniendo una CMI de 100 pg/mL
de eritromicina, mientras que Lc. lactis 0603 y Lc. raffinolactis 1807 presentaron una
CMI de 10 pug/mL con halos de 8.67 + 1.15 mm y 8.67 £ 0.58 mm respectivamente.
Estos resultados difieren con los obtenidos por Flérez y col. (2005) quienes reportan
una CMI de 1 ng/mL de eritromicina para 69 de 71 cepas de Lc. lactis, asi como con los
de Hummel y col. (2007) en el que para 11 cepas determinaron una CMI de 1.5 pg/mL.

La resistencia presentada por nuestras cepas puede deberse a una disminucion del
ingreso del antibidtico a la célula, ya que este es frecuentemente el principal mecanismo

de resistencia (Escolar y col., 1998a).

La FDA y la OMS establecen un LMR de 0.125 y 0.2 pg/mL para estreptomicina. El
efecto bactericida que posee, soélo vio reflejado a altas concentraciones (Fig. 19), ya que
el 65% de las BAL tuvo una CMI de 1000 pg/mL, el 25% de 100 ug/mL y el restante
10%, integrado por las cepas Lb. plantarum 2102 y Lb. rhamnosus 2306 no fue

susceptible a ninguna de las concentraciones ensayadas.

Charteris y col. (1998) asi como Coppola y col. (2005) han referido que los lactobacilos
son resistentes a estreptomicina, dicha afirmacion la pudimos observar también en
nuestro estudio, ya que Lb. plantarum 1803 fue la unica cepa de Lactobacillus que
presentdé una CMI de 100 ug/mL con un halo de 7.67 + 0.58 mm, mientras que el resto
de los lactobacilos presentd susceptibilidad a 1000 ug/mL, siendo la cepa Lb. plantarum
0508 la mas susceptible para esta concentracion, al ser inhibida en un diametro de
13.67 £ 1.53 mm y Lb. plantarum 1607 la de mayor resistencia al formar un halo de 8.00

+1.73 mm.
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A la resistencia presentada a estreptomicina también han hecho mencion Rojo-Bezares
y col. (2006) al encontrar una CMI de 512 ug/mL para 38 cepas de Lb. plantarum,
valores similares fueron observados por Elkins y Mullis (2004) en el cual los lactobacilos
muestran una resistencia intrinseca a los aminoglucosidos (estreptomicina), segun ellos
debida a la impermeabilidad de su membrana. Por otro lado Zhou y col. (2005)
reportaron resistencia a 10 ug/mL, siendo la unica concentracion ensayada para cepas

de Lb. rhamnosus y Lb. plantarum.
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Figura 19. Susceptibilidad de las cepas de BAL frente a estreptomicina. Las cepas se
probaron en medio solido a concentraciones de 1000, 100, 10 y 1 pg/mL de

estreptomicina y se incubaron a 30°C durante 24 h.
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Swenson y col. (1990), Herrero y col. (1996), Zarazaga y col. (1999), Katla y col. (2001)
y Florez y col. (2005) han destacado que las diferentes especies de Leuconostoc son
usualmente resistentes a estreptomicina. En nuestro estudio esta resistencia se pudo
observar en Leuc. Mesenteroides subesp. Mesenteroides 0104 y 1802 quienes
presentaron una CMI de 100 ug/mL, resultando halos de inhibicion de 11.33 + 1.15 mm
y 8.33 + 0.58 mm. Para el resto del género, se observo inhibicidon a la concentracion de
1000 pg/mL, siendo la cepa 0209 la mas susceptible (17.67 = 0.58 mm) y 2106 la mas
resistente (8.00 £ 2.00 mm). Por otro lado Rojo-Bezares y col. (2006) reportaron una
CMI de 64 pg/mL para Leuc. Mesenteroides, esta resistencia de las BAL se puede
deber también al bajo pH del medio que las rodea, disminuyendo asi el ingreso de la

estreptomicina al citoplasma bacteriano (Delgado, 1990).

La susceptibilidad mostrada por Lc. raffinolactis estuvo en funcidén de la concentracion
mas alta para ambas cepas (0107 y 1807) con halos de 14.00 + 1.00 mm y 19.00 + 1.00
mm, a ésta misma concentracion de 1000 ug/mL resulté inhibida Lc. lactis 0605 (11.67
+ 1.53 mm), siendo la mas susceptible a esta concentracion. Las cepas Lc. lactis 0103 y
0603 fueron inhibidas en un didmetro de 7.33 £+ 0.58 mm y 7.67 £ 2.52 mm

respectivamente con una CMI de 100 pg/mL.

La baja susceptibilidad de Lactococcus es de importancia tecnolégica, puesto que son
cepas utilizadas con mucha frecuencia en la elaboracién de productos fermentados, por
lo que diversos estudios han sido realizados con el fin de demostrar como la presencia
de residuos de antimicrobianos en leche causan la inhibicibn de su crecimiento
(Champagne, 1992; Scheiffmanny col., 1992; Oh y col., 1996).

Dentro del grupo de inhibidores de la sintesis de proteinas, estreptomicina es el
antibidtico al cual las BAL han presentado menor susceptibilidad. La resistencia a
estreptomicina esta considerada intrinseca en las BAL (Katla y col., 2001; Danielsen y
Wind, 2003), siendo atribuida a la ausencia de citocromos en la cadena transportadora
de electrones (Charteris y col.,, 2001), a la estructura de la pared celular y a la

impermeabilidad de la membrana, que juega un importante rol en esta resistencia
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(Elkins y Mullis, 2004). Aunado a todo lo anterior los aminoglucdsidos son mucho mas

activos en pH alcalino que en pH acido (Brooks y col., 2005).

En general, el empleo de estas BAL en la deteccion de residuos de estreptomicina en
leche, no seria muy factible debido a la resistencia que presentan. Sin embargo, la
utilizacion de estas cepas como culltivo iniciador seria de gran utilidad, por el potencial

inhibitorio que tienen contra microorganismos patdgenos y deterioradores de alimentos.

Las tetraciclinas (clortetraciclina, tetraciclina, etc.) actuan a nivel del ribosoma
bacteriano, pero para que las mismas tengan acceso a éste es necesaria su difusion
pasiva por la membrana celular exterior, requiriendo de un segundo proceso
dependiente de energia que transporta activamente todas las tetraciclinas a través de la

membrana citoplasmatica interna (Rodriguez y col., 1998).

La FDA y la OMS permiten la presencia de estos antibiéticos en leche, con un LMR de
0.08 y 0.1 ug/mL respectivamente. Si este tipo de medicamentos aparece en la leche,
es debido a que se administra a los animales como tratamiento para determinadas
enfermedades infecciosas. El exceder este limite constituye un delito contra la salud,
con las consecuencias que esto conlleva, como son sanciones administrativas o
penales, segun sea el tipo de infraccién (sustancia, riesgo sanitario, reincidencia, etc.).
Por lo cual se probo la susceptibilidad de las BAL a clortetraciclina, observando que las
cepas de la especie Lb. plantarum 1509, 1607 y 2102 presentaron una CMI de 10
ug/mL; mientras Lb. plantarum 0110, 0508 y 1803, ademas de Lb. pentosus 0506
resultaron mas susceptibles, al ser inhibidas por la concentracion de 1 ug/mL (Fig. 20),
esto nos indica la diferencia que puede existir entre los integrantes de un mismo grupo
de BAL, ya que dentro de este género también hubo una CMI de 100 ug/mL para Lb.

rhamnosus 2306.

De las cepas de lactobacilos ensayadas a la concentracion de 1 pg/mL de
clortetraciclina, Lb. plantarum 0110 fue la mas resistente al ser inhibida en un diametro
de 10.33 £ 0.58 mm y Lb. plantarum 1803 la mas susceptible con un diametro de 12.00

+2.00 mm.
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Esta diversidad en los valores de CMI también se observo para clortetraciclina en un
estudio llevado a cabo por Dawson y col. (1984), ya que para el género Lactobacillus el
12.5% de las cepas tuvo una CMI < 4 pug/mL, el 31.2% estuvo en un rango de 8-64
ug/mL y finalmente el 56.3% presenté una CMI > 128 pg/mL, sin dar una posible

explicaciéon de este comportamiento.
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Figura 20. Susceptibilidad de las cepas de BAL frente a clortetraciclina. Las cepas se
probaron en medio solido a concentraciones de 1000, 100, 10 y 1 pg/mL de

clortetraciclina y se incubaron a 30°C durante 24 h.

El 30% de las cepas que presentd una CMI de 10 pg/mL para clortetraciclina,
pertenecia al género Leuconostoc, incluida la especie Leuc. Pseudomesenteroides. La
cepa Leuc. Mesenteroides subesp. Mesenteroides 1802 fue la de mayor susceptibilidad
(18.00 £ 1.00 mm) y Leuc. Pseudomesenteroides 2509 la de menor (11.33 £ 1.15 mm).
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La cepa Leuc. Mesenteroides subesp. Mesenteroides 0104 fue la unica en presentar
una CMI de 100 pg/mL, mostrando un halo de 9.67 + 0.58 mm.

El grupo de los leuconostocs comparado con los lactobacilos presenté mayor
homogeneidad en su CMI, sin embargo, el género Lactococcus integrado por la minoria
de las cepas mostré concentraciones de inhibicion de 1 ug/mL para las cepas Lc. lactis
0603 (10.67 + 2.52 mm) y Lc. raffinolactis 0107 (12.00 = 1.00 mm); de 10 ug/mL para
Lc. lactis 0605 (22.00 = 2.00 mm) y Lc. raffinolactis 1807 (19.67 £ 2.00 mm) y finalmente
de 100 pg/mL para Lc. lactis 0103 (10.67 + 1.15 mm).

La diferencia de las concentraciones inhibitorias que se presentaron para un mismo
género puede estar dado por las diferentes etapas en las que actua el grupo de las
tetraciclinas, que dependiendo de la concentracion van desde la formacion de porinas
hasta la inhibicion de la sintesis de proteinas. Ademas de inhibir sistemas enzimaticos
bacterianos como la fosforilacion oxidativa, quelar cationes metalicos como hierro,
calcio y magnesio, impidiendo que este ultimo actue en la unién de las 2 subunidades

del ribosoma durante la sintesis proteica.

Continuando con los resultados para la familia de las tetraciclinas, se probd el
antibiético mas representativo, “tetraciclina”, para el cual la FDA y la OMS establecen

los mismos valores que para clortetraciclina como limite en leche.

Las cepas Lb. plantarum 0110 y 0508 asi como Lb. pentosus 0506 presentaron una
CMI de 10 ug/mL de tetraciclina, siendo la cepa 0110 la mas susceptible (15.67 + 1.53
mm), en tanto que para 100 ug/mL fueron las cepas Lb. rhamnosus 2306 y Lb.
plantarum 1509, 2102 y 1607, siendo esta ultima la de mayor susceptibilidad (18.00 +
0.00 mm). La cepa que presentd mayor resistencia de este grupo de BAL, al ser
inhibida por la concentracion de 1000 pg/mL fue Lb. plantarum 1803 con el menor
diametro de halo (9.67 + 2.08 mm). En la figura 21 se observa una vez mas la diferencia

en los diametros de los halos en este género para una misma concentracion.
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En el afio 2005, Zhou y col. encontraron que cepas con potencial probiético de Lb.
rhamnosus y Lb. plantarum fueron susceptibles a 30 ug de este antibiético. En el mismo
afio Herreros y col. reportaron susceptibilidad a 30 ug para cepas de Lb. plantarum,
aisladas a partir de queso elaborado artesanalmente. Por el contrario, Flérez y col.
(2005) encuentran cepas de Lb. plantarum resistentes a tetraciclina, al determinar una
CMI de 256 ug/mL, todos los valores anteriores se encuentran dentro del rango de las

concentraciones que utilizamos y que provocaron susceptibilidad a los lactobacilos.
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Figura 21. Susceptibilidad de las cepas de BAL frente a tetraciclina. Las cepas se
probaron en medio solido a concentraciones de 1000, 100, 10 y 1 ng/mL de tetraciclina

y se incubaron a 30°C durante 24 h.
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El género Leuconostoc se vio afectado principalmente por la concentracion de 100
ug/mL, siendo la cepa Leuc. Mesenteroides subesp. Mesenteroides 1801 la menos
susceptible al presentar un halo de 14.00 £ 2.65 mm, mientras que la de mayor
susceptibilidad fue Leuc. Pseudomesenteroides 2509 con un halo de 20.00 + 1.00 mm.
Por otro lado, Leuc. Mesenteroides subesp. Mesenteroides 0104 fue la unica cepa
inhibida por la concentracion de 1000 pug/mL siendo la mas resistente de las 20 BAL
ensayadas, al ser inhibida en un diametro de 9.00 + 2.65 mm. Esta caracteristica ha
sido destacada por Swenson y col. (1990) y Flérez y col. (2005), al mencionar que la

mayoria de las especies de Leuc. Mesenteroides son resistentes a tetraciclina.

En el estudio antes mencionado llevado a cabo por Herreros y col. (2005) realizaron
pruebas a cepas de Leuc. Mesenteroides, encontrando que este género fue resistente a
30 ug de tetraciclina, en nuestro trabajo todas las cepas de Leuconostoc presentaron

resistencia a 10 ug/mL, la cual fue la concentracién mas cercana a la probada por ellos.

En nuestro estudio, Lc. lactis 0603 y 0605 asi como Lc. raffinolactis 0107 y 1807 fueron
susceptibles a 10 ug/mL de tetraciclina, siendo la cepa Lc. lactis 0603 la mas resistente
a esta concentracién dado que mostré un halo de 10.00 + 0.00 mm; Lc. lactis 0605 la
cepa de mayor susceptibilidad con un halo de 15.33 + 0.58 mm, mientras que la Unica
cepa con una CMI de 1000 ug/mL fue Lc. lactis 0103 quien present6 un halo de 10.33 +
2.89 mm. Nuestros resultados, en los que el 80% de los lactococos se vieron inhibidos
por la concentracion de 10 ug/mL, se asemejan a los de Herreros y col. (2005) quienes
ensayaron cepas de Lc. lactis a la concentracion de 30 ug para el mismo antibiotico,

encontrando que el 66.66% de las cepas fue susceptible.
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7. CONCLUSIONES

Las 20 cepas de BAL estuvieron libres de contaminacion.

Todas las BAL fueron resistentes al unico inhibidor de la sintesis de ADN ensayado

(metronidazol).

Las BAL, ante los inhibidores de la sintesis de pared celular presentaron mayor
susceptibilidad a ampicilina, seguida por amoxicilina, penicilina y fosfomicina. Siendo el
género Leuconostoc el mas susceptible a ampicilina y Lactobacillus el de menor

susceptibilidad.

Lb. plantarum 0110 fue la unica cepa inhibida por fosfomicina a una concentracion de
1000 pg/mL.

De los inhibidores de la sintesis de proteinas, clortetraciclina fue la que provocé mayor
susceptibilidad a las BAL, seguido por eritromicina, tetraciclina, cloranfenicol,
clindamicina, estreptomicina y cicloheximida, siendo Lactobacillus y Leuconostoc los

géneros mas y menos susceptibles respectivamente.

Todas las cepas fueron resistentes a las cuatro concentraciones de cicloheximida.

Las cepas de mayor susceptibilidad al ser inhibidas por la concentracion de 1ug/mL
fueron: Leuc. Mesenteroides subesp. Mesenteroides 1801, Lc. lactis 0605, Lb.
plantarum 0508, Lb. plantarum 1803, Lb. pentosus 0506, Lc. lactis 0603 y Lc.
raffinolactis 0107; siendo las dos primeras para ampicilina y las restantes para

clortetraciclina.

Las BAL evaluadas que resultaron susceptibles, son de utilidad en la deteccion de
residuos de antibidticos a las concentraciones ensayadas. Ademas de que las cepas

podrian ser empleadas como cultivos iniciadores.
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9. PERSPECTIVAS

El hallazgo de la susceptibilidad y resistencia de las BAL a los antibioticos utilizados en
los ensayos, nos da la pauta para contar con el posible uso de estos microorganismos
como cultivos iniciadores en la industria alimenticia, principalmente la lactea. Sin
embargo, para que esto sea posible, deben analizarse ademas de estos datos otras
pruebas para obtener la caracterizacion completa de las cepas, asi como su

compatibilidad entre las diferentes especies.
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Anexos

10. Anexos

1. Media de los halos de inhibicion y desviacion estandar para las cepas de BAL por cada concentracion del
antibiético evaluado.

Diametro de inhibicion en mm para antibioticos inhibidores de la sintesis de:
c Concentracion ]
epa (ug/mL) ADN Pared celular Proteinas
Metro Amoxi Ampi Fosfo Peni Cicl Clin Cloran Clort Eritro Estrep Tetra
10.33
1 ND ND ND ND ND ND ND ND 5 ND ND ND
14.67 18.67 23.00 14.00 15.67
Lactobacillus 10 ND 58 | (231) ND ND ND ND ND (200) | (0.00) ND (1.53)
plantarum 0110 26.67 27.33 21.00 14.00 30.00 18.67 25.00
100 ND (3.06) (2.08) ND (2.65) ND ND (2.65) (0.00) (1.53) ND (2.65)
33.67 33.00 20.33 30.00 27.67 37.00 23.00 1167 32.33
1000 ND (1.53) (2.65) (1.53) (1.00) ND ND 2.31) (2.65) (1.00) (2.08) (2.52)
1 ND ND ND ND ND ND ND ND (1105%7) ND ND ND
12.00 12.67 14.67 20.33 14.67
Lb. plantarum 10 ND 000) | (1.53) ND (1.15) ND ND ND (0.58) ND ND (0.58)
0508 14.33 22.67 23.33 14.67 28.33 14.67 21.67
100 ND (2.08) (0.58) ND (1.15) ND ND (2.52) (0.58) (0.58) ND (0.58)
25.33 27.00 27.33 12.00 23.67 33.67 16.33 13.67 27.33
1000 ND 2.31) (2.00) ND (1.53) ND (1.00) (3.21) (1.53) (0.58) (1.53) (2.08)
] ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
10 ND ND ND ND ND ND ND ND 12.00 10.00 ND ND
(0.00) (1.00)
Lb. plantarum
fane o0 D 14.00 16.67 - 25.00 - 12.67 833 24.67 22.00 D 12.33
(1.00) (1.53) (0.00) (0.58) (1.53) (2.53) (1.00) 2.31)
1000 D 26.33 29.67 D 37.33 - 22.33 25.33 34.00 24.00 8.67 23.00
(2.08) (1.53) (2.08) (2.08) (1.15) (1.00) (0.00) (0.58) (1.00)
1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
18.33 15.33 11.00 10.00
Lb. plantarum 10 ND Ban o0 ND ND ND ND ND 200) oo ND ND
1607 25.00 22.33 11.30 10.67 22.00 17.33 18.00
100 ND A.73) (0.58) ND (0.58) ND ND 2.31) (0.00) (1.53) ND (0.00)
33.00 26.00 21.33 9.67 24.33 27.67 20.67 8.00 24.00
1000 ND (2.00) (1.00) ND (2.52) ND (0.58) (2.08) (1.15) (2.89) (1.73) A.73)

Metro=metronidazol, Amoxi=amoxicilina, Ampi=ampicilina, Fosfo=fosfomicina, Peni=penicilina, Ciclo=cicloheximida, Clin=clindamicina, Cloran=cloranfenicol,
Estrep=estreptomicina y Tetra=tetraciclina. *(Desv. estandar).

Clort=clorotetraciclina, Eritro=eritromicina,
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10. 1. (Continuacion). Media de los halos de inhibicién y desviacién estandar para las cepas de BAL por cada
concentracion del antibiético evaluado.

Diametro de inhibicion en mm para antibioticos inhibidores de la sintesis de:
Concentracion .
Cepa ADN Pared celular Proteinas
(ng/mL)
Metro Amoxi Ampi Fosfo Peni Cicl Clin Cloran Clort Eritro Estrep Tetra
12.00
1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
(2.00)
12.33 12.00 11.67 21.67
10 ND A ND ND ND ND ND ND ND
Lb. plantarum (2.08) (0.00) (1.53) (0.58)
1803 19.67 21.67 21.67 8.67 14.67 26.00 14.00 7.67
100 ND 2.31) (0.58) ND (1.15) ND (2.52) (3.21) (1.00) (1.00) (0.58) ND
27.00 27.33 27.67 1533 23.67 31.00 16.67 15.00 9.67
1000 ND (.73) 2.52) ND (2.08) ND (1.53) (2.08) (3.00) (0.58) (.73) (2.08)
1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
14.00 8.00
10 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Lb. plantarum (2.65) (1.00)
2102 14.00 18.33 19.33 13.00 12.00 25.67 16.00 16.67
100 ND (1.73) (1.53) ND (1.15) ND (2.00) (0.00) (1.15) (2.00) ND (1.53)
23.33 23.00 29.67 20.00 23.33 32.00 20.00 26.67
1000 ND (1.53) (1.00) ND (0.58) ND (2.00) (2.89) (2.00) | (1.00) ND (0.58)
1 ND ND ND ND ND ND ND ND (1116000) ND ND ND
13.00 14.33 13.33 21.00 14.00
10 ND (1.73) (0.58) ND (1.53) ND ND ND (1.00) ND ND (0.00)
Lb. pentosus 0506 22.00 22.33 17.00 7.67 11.67 28.67 12.00 22.67
100 ND (2.00) (1.53) ND (2.31) ND (1.15) (0.58) (0.58) (0.00) ND (0.58)
26.67 28.67 26.00 12.33 21.67 32.33 15.00 1167 28.67
1000 ND (0.58) 2.31) ND (2.52) ND (1.15) (2.08) (1.53) (1.73) (1.53) (1.15)
1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
10 ND ND 1367 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Lb. rhamnosus (2.52)
2306 13.00 24.67 15.33 7.33 10.67 20.33 15.33 11.67
100 ND (2.00) (1.15) ND (0.58) ND (0.58) (3.21) (0.58) (0.58) ND (0.58)
22.67 31.67 26.33 14.00 23.67 29.00 22.00 19.67
1000 ND (2.08) (2.08) ND 2.31) ND (0.00) (2.08) (0.00) (1.73) ND 2.52)

Metro=metronidazol, Amoxi=amoxicilina, Ampi=ampicilina, Fosfo=fosfomicina, Peni=penicilina, Ciclo=cicloheximida, Clin=clindamicina, Cloran=cloranfenicol, Clort=clorotetraciclina, Eritro=eritromicina,
Estrep=estreptomicina y Tetra=tetraciclina. *(Desv. estandar).
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10. 1. (Continuacion). Media de los halos de inhibicién y desviacién estandar para las cepas de BAL por cada
concentracién del antibiético evaluado.

Diametro de inhibicion en mm para antibioticos inhibidores de la sintesis de:
Concentracion
Cepa ADN Pared celular Proteinas
png/mL
Metro Amoxi Ampi Fosfo Peni Cicl Clin Cloran Clort Eritro Estrep Tetra
1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Leuconostoc
esenteroides 10 ND 13.00 13.67 ND 15.33 ND ND ND ND 7.33 ND ND
(1.00)* (0.58) (2.31) (0.58)
subesp. 100 ND 20.33 22.33 ND 20.33 ND 8.33 13.33 9.67 12.00 11.33 ND
mesenteroides 0104 (0.58) (1.15) (0.58) (2.31) (1.15) (0.58) (0.00) (1.15)
1000 ND 26.00 28.33 ND 25.33 ND 16.67 22.67 16.67 16.00 18.00 9.00
(1.73) (2.31) (1.53) (1.15) (1.15) (1.53) (1.00) (1.73) (2.65)
1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
. 8.33 17.33 10.33
Leuc. Ejebs:;\;emldes 10 ND ND (0.58) ND ND ND ND ND 0.58) (2.69) ND ND
e 15.67 21.00 17.33 10.33 25.33 17.00 16.33
mesenteroides 0209 100 ND (1.53) (1.00) ND (0.58) ND ND (1.53) (0.58) (1.73) ND (2.89)
26.00 28.33 25.67 15.67 21.00 31.67 20.00 17.67 27.33
1000 ND (2.65) (3.06) ND (0.58) ND (2.08) (1.00) (0.58) (1.00) (0.58) (1.53)
1 ND ND (111'1657) ND ND ND ND ND ND ND ND ND
. 16.00 21.67 12.33 10.00
Leuc. r;Les:;\‘t)ermdes 10 ND (0.00) (2.08) ND ND ND ND ND (2.89) (0.00) ND ND
e 27.33 27.67 25.00 17.33 9.33 22.67 16.00 14.00
mesenteroides 1801 100 ND (1.53) 2.52) ND (A.73) ND (1.15) (0.58) (2.08) (1.00) ND (2.65)
35.00 36.67 31.33 23.00 22.67 29.33 20.00 10.33 24.00
1000 ND (3.00) (2.08) ND (2.52) ND (1.73) 2.31) (153) (1.00) (153) (2.65)
1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Leuc. mesenteroides 10 ND ND 20.67 ND 13.33 ND ND ND 18.00 8.33 ND ND
subesp. (0.58) (1.15) (1.00) (2.52)
_ 100 ND 16.33 27.67 ND 20.33 ND 12.00 10.00 27.00 15.00 8.33 19.33
mesenteroides 1802 (0.58) (0.58) (1.53) (2.00) (1.00) (1.73) (0.00) (0.58) (0.58)
1000 ND 23.33 34.33 ND 25.33 ND 17.33 19.67 32.67 18.67 15.67 26.00
(2.08) (0.58) (2.08) (2.52) (2.52) (1.53) (1.53) (1.15) (0.00)

Metro=metronidazol, Amoxi=amoxicilina, Ampi=ampicilina, Fosfo=fosfomicina, Peni=penicilina, Ciclo=cicloheximida, Clin=clindamicina, Cloran=cloranfenicol, Clort=clorotetraciclina, Eritro=eritromicina,
Estrep=estreptomicina y Tetra=tetraciclina. *(Desv. estandar).
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10. 1. (Continuacion). Media de los halos de inhibicién y desviacion estandar para las cepas de BAL por cada
concentracion del antibiético evaluado.

Diametro de inhibicién en mm para antibioticos inhibidores de la sintesis de:
Concentracion
Cepa ADN Pared celular Proteinas
ug/mL
Metro Amoxi Ampi Fosfo Peni Cicl Clin Cloran Clort Eritro Estrep Tetra
1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Leuc. mesenteroides 10 ND ND ND ND ND ND ND ND 17.33 11.33 ND ND
subesp. (2.58) (2.31)
mesenteroides 2106 100 ND 14.00 20.67 ND 18.00 ND 11.33 12.67 27.67 18.00 ND 18.00
(2.65) (1.53) (1.73) (1.53) (2.20) (0.58) (1.73) (1.00)
1000 ND 23.33 30.67 ND 28.00 ND 20.00 23.67 36.33 22.00 8.00 25.67
(2.08) (1.15) (1.73) (2.00) (2.31) (0.58) (2.00) (2.00) (3.06)
1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Leuc. 10 ND ND 17.00 ND ND ND ND ND 11.33 7.67 ND ND
pseudomesenteroides (1.00) (1.15) (1.15)
2509 100 ND 19.33 28.67 ND 19.00 ND ND 10.00 24.00 18.67 ND 20.00
(1.16) (2.31) (1.00) (1.00) (2.00) (1.15) (1.00)
1000 ND 27.67 35.67 ND 25.67 ND 11.67 22.33 31.00 20.67 11.33 25.00
(1.53) (2.31) (0.58) (0.58) (1.53) (1.73) (1.15) (2.52) (2.65)
1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Louc. 10 ND ND 17.33 ND 11.33 ND ND ND 15.00 10.67 ND ND
; (2.52) (1.15) (2.52) (1.15)
pseudomesenteroides
2510 100 ND 17.67 29.33 ND 22.00 ND 10.00 8.67 29.67 19.67 ND 19.00
(0.58) (2.31) (1.73) (3.00) (2.08) (2.52) (1.15) (1.00)
1000 ND 28.00 37.00 ND 32.67 ND 19.67 21.33 35.33 24.67 13.00 27.67
(2.65) (2.65) (2.52) (0.58) (1.15) (1.15) (2.08) (1.73) (2.08)

Metro=metronidazol, Amoxi=amoxicilina, Ampi=ampicilina, Fosfo=fosfomicina, Peni=penicilina, Ciclo=cicloheximida, Clin=clindamicina, Cloran=cloranfenicol, Clort=clorotetraciclina, Eritro=eritromicina,
Estrep=estreptomicina y Tetra=tetraciclina. *(Desv. estandar).
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10. 1. (Continuacion). Media de los halos de inhibicién y desviacién estandar para las cepas de BAL por cada
concentracién del antibiético evaluado.

Didmetro de inhibicién (mm) antibidticos inhibidores de la sintesis de:
Concentracion
Cepa ADN Pared Celular Proteinas
png/mL
Metro Amoxi Ampi Fosfo Peni Cicl Clin Cloran Clort Eritro Estrep Tetra
1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
10 ND 13.00 12.00 ND 13.33 ND ND ND ND ND ND ND
Lact_ococcus (1.00) (2.65) (0.58)
lactis 0103 100 ND 18.67 23.00 ND 18.33 ND 8.00 13.33 10.67 1300 | 733 058) ND
(0.58) (1.00) (0.58) (1.73) (1.53) (1.15) (1.00)
1000 ND 21.33 28.00 ND 22.67 ND 16.33 23.33 18.00 16.00 15.00 10.33
(1.16) (1.00) (2.08) (1.15) (2.08) (0.00) (1.00) (1.00) (2.89)
1 ND ND ND ND ND ND ND ND 10.67 ND ND ND
(2.52)
10 ND 15.00 14.67 ND 14.67 ND ND ND 22.00 8.67 ND 10.00
Lc. lactis 0603 (0.00) (0.58) (0.58) (1.00) (1.15) (0.00)
100 ND 24.33 24.00 ND 21.00 ND 7.00 13.33 29.67 1400 | 767 252) 15.00
(2.08) (1.73) (1.00) (0.00) (1.15) (0.58) (1.00) (1.73)
1000 ND 28.67 29.67 ND 25.67 ND 15.67 24.33 34.33 17.00 14.00 27.33
(1.53) (1.15) (0.58) (1.15) (0.58) (0.58) (1.73) (2.65) (2.08)
1 ND ND 10.67 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
(0.58)
10 ND 12.67 21.67 ND 13.67 ND ND ND 22.00 ND ND 15.33
Lc. lactis 0605 (0.58) (2.31) (1.53) (2.00) (0.58)
100 ND 20.33 29.00 ND 20.67 ND ND 12.67 30.00 13.00 ND 21.67
(0.58) (1.00) (2.08) (2.08) (1.00) (1.00) (1.53)
1000 ND 24.33 35.33 ND 27.67 ND 14.67 24.00 34.00 17.00 11.67 28.00
(1.53) (1.53) (2.52) (2.08) (2.00) (1.00) (1.00) (1.53) (1.73)
1 ND ND ND ND ND ND ND ND 12.00 ND ND ND
(1.00)
Lc. 10 ND 12.33 14.00 ND 16.67 ND ND ND 22.33 ND ND 13.67
raffinolactis (2.31) (2.00) (3.51) (2.08) (0.58)
0107 100 ND 17.67 22.33 ND 22.67 ND 7.00 14.33 27.67 12.67 ND 22.00
(2.31) (0.58) (1.15) (0.00) (1.15) (0.58) (0.58) (1.00)
1000 ND 22.67 28.67 ND 27.33 ND 12.33 22.00 33.67 16.33 14.00 28.67
(1.53) (2.31) (1.53) (0.58) (1.00) (2.31) (1.53) (1.00) (1.15)

Metro=metronidazol, Amoxi=amoxicilina, Ampi=ampicilina, Fosfo=fosfomicina, Peni=penicilina, Ciclo=cicloheximida, Clin=clindamicina, Cloran=cloranfenicol, Clort=clorotetraciclina,
Estrep=estreptomicina y Tetra=tetraciclina. *(Desv. estandar).

Eritro=eritromicina,
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10. 1. (Continuacion). Media de los halos de inhibicion y desviacién estandar para las cepas de BAL por cada
concentracion del antibiético evaluado.

Diametro de inhibicion (mm) antibiéticos inhibidores de la sintesis de:
Concentracién
Cepa ADN Pared Celular Proteinas
png/mL
Metro Amoxi Ampi Fosfo Peni Cicl Clin Cloran Clort Eritro Estrep Tetra
1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

L 10 ND ND 14.67 ND ND ND ND ND 19.67 8.67 ND 13.67
o (3.06) (2.00) (0.58) (2.08)
raffinolactis 100 ND 11.33 26.67 ND 15.67 ND ND 12.67 30.67 18.00 ND 19.33
1807 (0.58) (1.15) (1.15) (1.15) (3.06) (1.00) (1.15)
1000 ND 22.33 36.33 ND 28.33 ND 13.00 23.00 38.67 21.00 19.00 25.00
(2.08) (1.53) (2.52) (1.73) (2.65) (2.31) (0.00) (1.00) (1.00)

Metro=metronidazol, Amoxi=amoxicilina, Ampi=ampicilina, Fosfo=fosfomicina, Peni=penicilina, Ciclo=cicloheximida, Clin=clindamicina, Cloran=cloranfenicol, Clort=clorotetraciclina, Eritro=eritromicina,

Estrep=estreptomicina y Tetra=tetraciclina. *(Desv. estandar).
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Anexo 10. 2. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de antibiéticos en la prueba de susceptibilidad frente a cepas de

BAL.
CMI (ug/mL) antibidticos inhibidores de la sintesis de:
Cepa ADN pared celular proteinas
Metro | Amoxi* Ampi*  Fosfo Peni* | Ciclo Clin Cloran Cloro* Eritro* Estrep*  Tetra*
Lb. plantarum 0110 ND 10 10 1000 100 ND ND 100 10 10 1000 10
Lb. plantarum 0508 ND 10 10 ND 10 ND 1000 100 1 100 1000 10
Lb. plantarum 1509 ND 100 100 ND 100 ND 100 100 10 10 1000 100
Lb. plantarum 1607 ND 10 10 ND 100 ND 1000 100 10 10 1000 100
Lb. plantarum 1803 ND 10 10 ND 10 ND 100 100 1 100 100 1000
Lb. plantarum 2102 ND 100 100 ND 100 ND 100 100 10 10 ND 100
Lb. pentosus 0506 ND 10 10 ND 10 ND 100 100 1 100 1000 10
Lb. rhamnosus 2306 ND 100 10 ND 100 ND 100 100 100 100 ND 100
Leuc. mesenteroides subesp. mesenteroides 0104 ND 10 10 ND 10 ND 100 100 100 10 100 1000
Leuc. mesenteroides subesp. mesenteroides 0209 ND 100 10 ND 100 ND 1000 100 10 10 1000 100
Leuc. mesenteroides subesp. mesenteroides 1801 ND 10 1 ND 100 ND 100 100 10 10 1000 100
Leuc. mesenteroides subesp. mesenteroides 1802 ND 100 10 ND 10 ND 100 100 10 10 100 100
Leuc. mesenteroides subesp. mesenteroides 2106 ND 100 100 ND 100 ND 100 100 10 10 1000 100
Leuc.pseudomesenteroides 2509 ND 100 10 ND 100 ND 1000 100 10 10 1000 100
Leuc.pseudomesenteroides 2510 ND 100 10 ND 10 ND 100 100 10 10 1000 100
Lactococcus lactis 0103 ND 10 10 ND 10 ND 100 100 100 100 100 1000
Lactococcus lactis 0603 ND 10 10 ND 10 ND 100 100 1 10 100 10
Lactococcus lactis 0605 ND 10 1 ND 10 ND 1000 100 10 100 1000 10
Lc. raffinolactis 0107 ND 10 10 ND 10 ND 100 100 1 100 1000 10
Lc. raffinolactis 1807 ND 100 10 ND 100 ND 1000 100 10 10 1000 10

Metro=metronidazol, = Amoxi=amoxicilina,

*Antibiéticos aprobados por la FDA (2005)

Ampi=ampicilina,

Fosfo=fosfomicina,
Cloran=cloranfenicol, Clort=clorotetraciclina, Eritro=eritromicina, Estrep=estreptomicina y Tetra=tetraciclina.

Peni=penicilina,

Ciclo=cicloheximida, Clin=clindamicina,
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