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Actividad del Grupo de Bacterias

Lacticas de Oviedo

Juan Evaristo Suarez Fernandez,

en nombre de todos los integrantes, pasados y presentes, del grupo

| grupo de bacterias lacticas del Area de Microbiologia de la

Universidad de Oviedo se formé en 1992, por dos razones:
a) laimportancia de las fermentaciones alimentarias y especial-
mente las lcteas, en Asturias y b) el papel de ciertas cepas del
genero Lactobacillus en la proteccién frente al asentamiento
de patdgenos sobre las mucosas intestinal y vaginal y la posi-
bilidad de utilizarlas como organismos probiéticos, fundamen-
talmente como parte de alimentos funcionales. En 1996 se cons-
tituyé como Unidad Asociada al C.S.I.C a traves del Instituto de
Productos Lacteos de Asturias, asociacion que ha sido renovada
recientemente por novena vez.

Estudios preliminares mostraron que los lactobacilos mesé-
filos eran predominantes en muchas de las fermentaciones de
vegetales y quesos llevadas a cabo en Asturias. Debido a ello,
nuestro trabajo se centrd inicialmente sobre cepas del género
Lactobacillus y posteriormente se extendié a Lactococcus,
habiéndose enfocado en la transformacidn de las materias pri-
mas dirigido por las BAL, en el andlisis de sistemas naturales de
conservacién de los productos y en el estudio de los fagos res-
ponsables de alteraciones de la fermentacién. De modo para-
lelo, hemos venido trabajando con lactobacilos aislados de vagi-
na, centrdandonos en la identificacién de las especies mas
frecuentes, los mecanismos de reconocimiento entre las bac-
terias y las células epiteliales sobre las que se asientan y los
sistemas de antagonismo microbiano que protegen ala mucosa
de la invasién por microorganismos patdgenos.

Dentro de los resultados obtenidos en estos afios podriamos
destacar los siguientes:

e Seleccidn de cepas utiles en el desarrollo de iniciadores
definidos para quesos artesanales. Para ello se analizaron
diferentes propiedades biotecnoldgicas en 125 cepas de
Lactobacillus y 600 de Lactococcus, aisladas a partir de
fermentaciones espontdneas (Herrero et al., 1996).

¢ Losgenesde la a-y f-galactosidasa de Lb. plantarum han
sido secuenciados y se ha estudiado su expresiéon (Mayo
etal., 1994).

Universidad de Oviedo

¢ Se han identificado dos genes de estrés por frio en Lb.
plantarum y se ha analizado su expresion (Mayo et al.,
1997).

¢ Se han caracterizado dos bacteriocinas producidas por
Lb. plantarumyy Lc. lactis respectivamente. La primera es
un lantibidtico que posee un amplio rango de cepas sus-
ceptibles y que ha sido producida en cultivo continuo
para utilizarla como preservante natural de quesos. Se
ha determinado su secuencia de aminoacidos, su estruc-
tura 'y sumodo de accidn: abre poros en las membranas
biologicas (Turner et al., 1999). La segunda es plasmidica
y su gen estructural forma parte de un operdn inducible
formado por tres proteinas. Inhibe la formacidn de septos
de divisién y es bactericida (Martinez et al., 2000).

* Sehanaislado fagos de Lb. plantarumy Lb. casei, habién-
dose estudiado su morfologia, rango de hospedador,
estructura del genoma, ciclo de desarrollo, etc. Se ha
determinado que la fuente principal de fagos en la indus-
tria l[actea es la leche de partida, que la pasteurizacién
actla como agente selector principal sobre el tipo de
fagos que se instalaran en la factoria y que ello determina
que haya gran variabilidad entre los fagos que se con-
vierten en endémicos (Madera et al., 2004). El fago A2
(Fig. 1) de Lb. Casei se ha estudiado con mayor profundi-
dad (Briissow y Sudrez, 2006). La secuenciacion del geno-
ma (Garcia et al., 2003), nos permitié conocer sus médu-
los funcionales. Entre ellos tenemos el conmutador
genético que gobierna que el fago siga un ciclo lisogénico
o litico (Garcia et al., 1999). Utilizando el represor, se han
disefiado cepas resistentes al virus que fermentan la leche
en presencia del fago (Alvarez et al., 1999). Igualmente
se ha disefiado un sistema de cuantificacidon de compues-
tos genotdxicos muy sensible, que ha sido patentado
(Soberdn et al., 2007). Adyacente al interruptor estd el
sistema de integracién del genoma fagico, que se ha usa-
do para desarrollar vectores de integracién conteniendo
el mddulo integrasa-attP.
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Figura 1. Elfago A2. Pertenece a la familia Siphoviridae porque
tiene cola larga no contractil. Notese la espina al final de la cola.
El tamafio de los viriones es de unos 300 nm.

Tanto los vectores como las cepas resistentes a virus
estan protegidos por patente (Alvarez et al., 1998). A par-
tir del estudio del bloque de replicacién del ADN viral,
localizamos el origen, oriC, que utilizamos para obtener
cepas resistentes a la infeccién fagica durante la fermen-
tacién de leche (Moscoso y Sudrez, 2000). En el bloque
morfogenético viral hay dos operones de expresién tar-
dia, el primero de los cudles media la biosintesis de las
proteinas estructurales y de las terminasas, mientras el
otro comprende el conjunto holina-lisina (Garcia et al.,
2003; Ribelles et dal., 2011). Las dos proteinas mayoritarias
de la capsiday las dos de la cola son el producto de sen-
dos genes, debido a una “secuencia deslizante” en los
ARN mensajeros que provoca el retroceso de parte de
los ribosomas a la pauta —1 (Rodriguez et al., 2005).

Se han aislado Lactobacillus spp. de vagina e intestino y
se ha determinado su capacidad de colonizacién y adhe-
rencia a las mucosas, asi como su efecto protector frente
a patégenos prevalentes en dichas cavidades. Asf, se ha
demostrado que los proteoglicanos de la superficie celu-
lar eucariética median la adherencia y se han identificado
adhesinas bacterianas con las que establecen interaccion
especifica. El estudio de la produccién de agua oxigenada
nos llevé a descubrir que actia sobre los liségenos, indu-
ciendo sus profagos. Esto selecciona bacterias que alber-
gan Unicamente profagos defectivos, en su mayorfa no

inducibles por el tratamiento con agentes quimioterapi-
cos que activan la respuesta SOS. Por tanto, los lactoba-
cilos vaginales son excepcionales en dos aspectos: pro-
ducen agua oxigenada y no generan fagos activos
aislables de los exudados obtenidos de dicha cavidad
(Martin et al., 2010; Martin y Sudrez, 2010).

REFERENCIAS

Alvarez MA, Herrero M y Sudrez JE (1998). The site-specific recombi-
nation system of the Lactobacillus species bacteriophage A2 inte-
grates into gram positive and gram negative bacteria. Virology.
250:185-193.

Alvarez MA, Rodriguez Ay Sudrez JE (1999). Stable expression of the
Lactobacillus casei bacteriophage A2 repressor blocks phage prop-
agation during milk fermentation. J Appl Microbiol. 86:812-816.

Briissow H, Sudrez JE (2006) Lactobacillus phages. In: Calendar R (ed)
The bacteriophages, 2nd ed. Oxford University Press, New York.
pp. 653-666.

Garcia P, Ladero V, Alonso JC, Sudrez JE (1999) Cooperative interaction
of Cl protein regulates lysogeny of Lactobacillus casei by bacterio-
phage A2. J Virol. 73:3920-3929.

Garcia P, Ladero V y Sudrez JE (2003). Analysis of the morphogenetic
cluster and genome of the temperate Lactobacillus casei bacterio-
phage A2. Arch Virol. 148:1051-1070.

Herrero M, Mayo B, Gonzalez By Suarez JE (1996). Evaluation of tech-
nologically important traits in lactic acid bacteria isolated from
spontaneous fermentations. J Appl Bacteriol. 81:565-570.

Madera C, Monjardin Cy Sudrez JE (2004). Milk contamination and
resistance to processing conditions determine the fate of Lacto-
coccus lactis strains bacteriophages in dairies. Appl Environ Micro-
biol. 70:7365-7371.

Martin R, Escobedo Sy Sudrez JE (2010). Induction, structural charac-
terization, and genome sequence of Lv1, a prophage from a human
vaginal Lactobacillus jensenii strain. Int Microbiol. 13:113-121.

Martin R, Soberon N, Escobedo S, Sudrez JE (2009) Bacteriophage
induction versus vaginal homeostasis: role of H,0, in the selection
of Lactobacillus defective prophages. Int Microbiol. 12:131-136.

Martin R, Soberon N, Vaneechoutte M, Florez AB, Vazquez F y Sudrez
JE (2008). Evaluation of newly isolated human vaginal lactobacilli
and selection of probiotic candidates. Int Microbiol. 11:261-266.

Martin R, Sudrez JE (2010). Biosynthesis and degradation of H,0, by
vaginal lactobacilli. Appl Environ Microbiol. 76:400-405.

Martinez B, Rodriguez Ay Sudrez JE (2000). Lactococcin 972, a bacte-
riocin that inhibits septum formation in lactococci. Microbiology.
146:949-955.

Mayo B, Arca P, Gonzélez B y Sudrez JE (1994). Cloning and expression
of the plasmid encoded (3-d-galactosidase gene from a Lactobacillus
plantarum strain of dairy origin. FEMS Microbiol Lett. 122:145-152.

Mayo B, Derzelle S, Ferndandez M, Leonard C, Ferain T, Hols P, Sudrez
JEy Delcour J (1997). Cloning and characterization of cspL and cspP,
two cold inducible genes from Lactobacillus plantarum. J Bacteriol.
179:3039-3042.

Moscoso My Sudrez JE (2000). Characterization of the DNA replication
module of bacteriophage A2 and use of its origin of replication as
a defense against infection during milk fermentation by Lactobacil-
lus casei. Virology. 273:101-111.

Ribelles P, Rodriguez | y Sudrez JE (2011). LysA2, the Lactobacillus casei
bacteriophage A2 lysin is an endopeptidase active on a wide spectrum
of lactic acid bacteria. Appl Microbiol Biotech. 92: (en prensa).

Rodriguez |, Garcia P y Sudrez JE. (2005). A second case of -1 ribosomal
frameshifting affecting a major virion protein of the Lactobacillus
bacteriophage A2. J Bacteriol. 187:8201-8204.

Soberon N, Martin Ry Suarez JE (2007). New method for evaluation
of genotoxicity, based on the use of real-time PCR and lysogenic
Gram-positive and Gram-negative bacteria. Appl Environ Microbiol.
73:2815-2819.

Turner DL, Brennan L, Meyer HE, Lohaus C, Siethoff C, Costa H, Gonzalez
B, Santos Hy Sudrez JE (1999). Solution structure of plantaricin C,
a novel lantibiotic. Eur J Biochem. 264:833-839.

Actualidad —

Diciembre 2011



