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IPLA-CSIC: Cultivos Lacteos Funcionales

Grupo Cultivos Lacteos Funcionales
Instituto de Productos Lacteos de Asturias (IPLA): 642383 CSIC

Objetivo:

“seleccidon de microorganismos beneficiosos para su empleo en productos lacteos”

Lineas:

1.- Caracterizacion microbiologica de productos lacteos tradicionales
y seleccién de fermentos

2.- Caracterizacién microbioldgica de secciones del TGl humano y
seleccién de probioticos




Cultivos Lacteos Funcionales
Microbiologia de productos lacteos

* Queso de Penamellera

* Queso de Cabrales

* Queso Casin @
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Seleccion de BAL para fermentos especificos y generales



Cultivos Lacteos Funcionales

Microbiologia gastrointestinal humana

Bocay faringe: 104-106 ufc/g

Treponema, Fusobacterium, Streptococcus,
Eubacterium, Selenomonas, Haemophilus,
Lactobacillus

q07)10-104 ufc/g
=rtoToccus, Lactobacillus, Levaduras

Yeyuno e ileon: 104-108 ufc/g

Lactobacillus, Streptococcus, Enterobacteriaceae,
Bifidobacterium, Fusobacterium, Bacteroides

CColon: 101°-10'* ufc/g)
' =7 acterium, Ruminococcus,

Fusobacterium, Eubacterium, Clostridium,
Lactobacillus, Streptococcus, Enterobacteriaceae,
Enterococcus, Staphylococcus, Levaduras

Probiodticos mas especificos y mas resistentes que los comerciales




Bacterias acido-lacticas (BAL)

- Gram positivas
- No forman espora, inmoviles
- Catalasa negativas

- Anaerobias (la mayoria aerotolerantes)

Bacillota Actinomycetota
(G+E<50%)" (G+C >50%)

- Exigentes: auxotrofias multiples (medios ricos) & — | /

- Fermentadoras estrictas formando acido lactico
como producto de la fermentacion de azucares No pat(')genas

- Tolerantes a las condiciones acidas
- Bajo contenido G+C

- Bifidobacterias y propionibacterias filogenéticamente no
relacionadas (se agrupan por razones ecoldgicas y practicas)




Bacterias acido-lacticas (BAL)
Resistencia a antibioticos

Propiedades clave:

‘/ Buena capacidad acidificante

‘/ Produccion de aromas deseables

‘/ Compatibilidad entre cepas

‘/ No produccién de sustancias toxicas (aminas biégenas)

‘/ Buenas propiedades de probiosis
‘/ Susceptibilidad a antibidticos

Clindamicina

Eritromicina




Antibioticos y resistencia a antibioticos
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34.5% enfermedades infecciosas

Tuberculosis
Pneumonia
Diarrhoea
Heart disease
Liver disease
Injuries
Stroke
Cancer
Bronchitis
Diphtheria

3.7% enfermedades infecciosas

Heart disease

Cancer

Stroke

Chronic lung disease
Unintentional injuries
Pneumonia / influenza
Diabetes

Suicide

Chronic kidney disease
Chronic liver disease

Cohen ML. 2000. Nature, 406:762-767

A. Fleming y la penicilina

® Humans
H Farm animals

H pets



Antibioticos y resistencias

Sensibilidad

Cell Wall
p-lactams
Vancomycin

DNA/RNA Synthesis &
Fluoroquinolones
Rifamycins

Folate Synthesis
Trimethoprim
Sulfonamides

Cell Membrane
Daptomycin

Protein Synthesis
Linezolid
Tetracyclines
Macrolides
Aminoglvcosides

Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumanii
Pseudomonas aeruginosa
Enterococcus faecalis

Resistencia: intrinseca, adquirida

Fluoroquinolones
Aminoglycosides
Tetracyclines
p-lactams
Macrolides
Immunity

& Bypass
Tetracyclines
Trimethoprim
Sulfonamides

Target Modification
Fluoroquinolones
Rifamycins
Vancomycin
Penicillins
Macrolides
Aminoglycosides

Inactivating Enzymes
p-lactams
Aminoglycosides
Macrolides
Rifamycins




Antibioticos y resistencias

Descubrimiento e introduccion de antibidticos en clinica

Pleuromutilinas

Lipopéptidos
[

Oxazolidinonas

Estreptogramina

Quinolonas

Lincosamidas
Cloranfenicol
Tetraciclinas

Macrélidos

Glicopéptidos

Aminoglicésidos

Penicilinas

Diarilquinolinas
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BAL: hipotesis del reservorio

BAL/Bifidobacterias

Fermentos
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Microorganismos Probidticos
oportunistas y
patdgenos




Concepto “One Health”

Todos los ambientes estan interconectados
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Resistencia a antibidticos en BAL

No introducir bacterias con resistencias en la cadena alimentaria:

- Estandarizar condiciones analiticas:
- Medios de cultivo: sélido, liquido (Mueller-Hinton, IsoSensitest)
- Establecer indculo, tiempo y temperatura de incubacion,...
- Método de ensay: disco, dilucién, E-test

ISO 10932:2010 (IDF 223:2010) Milk and milk products - Determination of the minimal inhibitory
concentration of antibiotics applicable to bifidobacteria and non-enterococcal lactic acid bacteria

ACE-ART (Ref. 506214)

Medio MLS: 90% IsoSensitest / 10% MRS (Klare et al., 2005)
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Resistencia a antibidticos en BAL

No introducir bacterias con resistencias en la cadena alimentaria:

- No han recibido el interés de las grandes Agencias: CLSI, EUCAST,...
- No existen puntos de corte “clinicos”, MCOFFs, ECOFFs

Similarity (%)

80

mim

Product Year
L0283 Silage N
L0293 Fermentedcassaa 1989
L0443 Sauerkraut 1983-84
L0438 Silage 1984
L0558 Sourdough 1996
L0563 Silage 1981
L0451 Grass 2005
L0306 Sauerkraut -
L0448 Sauerkraut 1983-84
L0446 Sauerkraut 1983-84
L0450 Grass 1993
L0556 Silage 1999
L0555  Silage 1999
L0554 Pickled vegetables 2000
L0565 Silage 2004
L0436 Silage 1984
L0437 Silage 2000
L0S61 Sourdough 1994
L0562 Sourdough 1994
L0441 Syringa flower 1997
L0440 Syringa flower 1997
L0303 Chilibo -
L0439 Syringa leaf 1997
L0449 Grass 1993
10557 Sourdough 2000
L0560 Sourdough 1996
L0453 Grass 2005
L0452 Grass 2005
L0553 Silage 1995
L0281 Silage =
L0444 Sauerkraut 1983-84
L0442 Sauerkraut 1983-84
L0447 Sauerkraut 1983-84
L0445 Sauerkraut 1983-84
L0552 Silage 2004
L0551 Silage 1995
L0568 Dandeiion 1998
L0567 Dandefion 1998
L0566 Syringa flower 1997
L0573 Sauerkraut 1983-84
L0575 Sourdough 1996
L0574 Sourdough 1996
L0282 Fermentedcorn
L0564 Silage 2005

Number of strains

038 g5 075 1 ¢ e

4 3

IC pg ml-*

Distribucion de CIMs

o Tetracycline
o Clindamycin




Resistencia a antibidticos en BAL

Tetracycline Streptomycin
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Resistencia a antibidticos en BAL

Tetracycline Streptomycin
N
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Distinguir resistencias intrinsecas de resistencias adquiridas



Resistencia a antibidticos en BAL
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EFSA’s cut-offs, 2018 = § £ =z § § E S £
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Lactobacillus obligate homofermentative® 2 2 16 16 16 1 4 4 4
Lactobacillus acidophilus group 1 2 16 64 16 1 4 4 4
Lactobacillus obligate heterofermentative® 2 n.r. 16 64 64 1 4 8« 4
Lactobacillus reuteri 2 n.r. 8 64 64 1 4 32 4
Lactobacillus facultative heterofermentative(@ 4 n.r. 16 64 64 1 4 8 4
Lactobacillus plantarum [ pentosus 2 n.r. 16 64 n.r. 1 4 32 8
Lactobacillus rhamnosus 4 n.r. 16 64 32 1 4 8 4
Lactobacillus casei[paracasei 4 n.r. 32 64 64 1 4 4 4
Bifidobacterium 2 2 64 n.r. 128 1 1 8 4
Pediococcus 4 n.r. 16 64 64 1 1 8 4
Leuconostoc 2 n.r. 16 16 64 1 1 8 4
Lactococcus lactis 2 4 32 64 32 1 1 4 8
Streptococcus thermophilus 2 4 32 n.r. 64 2 2 4 4
Bacillus n.r. 4 4 8 8 4 4 8 8
Propionibacterium 2 4 64 64 64 0.5 0.25 2 2
Enterococcus faecium 2 4 32 1,024 128 4 4 4 16
Corynebacterium and other Gram-positive 1 4 4 16 8 1 4 2 4
Enterobacteriaceae 8 n.r. 2 8 16 n.r. n.r. 8 n.r.

Panel on Additives and Products or Substances used in Animal Feed (FEEDAP)

Alimentacion animal



Resistencia a antibidticos en BAL

No introducir bacterias con resistencias en la cadena alimentaria;:
- fermentos
- probidticos

Cepas analizadas en nuestro grupo:

Lactococcus lactis 200
Lactobacillus spp. 200
Bifidobacterium spp. 100
Streptococcus thermophilus 50
Leuconostoc spp. 30
Otras especies 200
TOTAL 780

Tetragenococcus spp.
Staphylococcus equorum




Resistencia a antibidticos en BAL

Resistencia a antibioticos de 34 cepas Leuconostoc spp. de quesos

. CIM (ug mL™)
Antibidtico <1 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 ECOFF*(ug/mL)
Gentamycin 9 15 10 16
Kanamycin 3 8 6 @ @ @ 16
Streptomycin 2 = =) 22 64
Neomycin 8 5 16 3 1 8
Tetracycline 19 13 d) @ 8
Erythromycin 31 2 1
Clindamycin 33 ﬁ 1
Chloramphenicol 1 12 19 @ @ 4
Ampicillin 29 5 2
Penicillin G 34 1
Vancomycin > 32
Virginiamycin 25 8 @ 4
Linezolid 2 27 5 > 8
Trimethoprim 1 7 4 1 21* 8
Rifampicin 10 8 13 1 >4
Ciprofloxacin 15 16 2 1 >32

Eliminar las cepas “sospechosas” de los procesos de seleccion



Genes de resistencia a antibioticos en BAL

Andlisis de la base genética de la resisencia: genes, localizacion, riesgo de transferencia,...
DNA
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Secuenciacion genémica

Secuenciacion metagendmica



Genes de resistencia a antibioticos en BAL

Lactococcus lactis IPLA 31009 resistente a tetraciclina: tet(M)

R S
A Tet B Tet
M12 34 M12 34 M1 234 M12 3 4

w
5
S - 4
<o)

tet(M)

Lactococcus spp.

Enterococcus spp.
[tet(M)- Tn916]

Conjugacion




Genes de resistencia a antibioticos en BAL

Bifidobacterium spp. resistentes a tetraciclina

M1 2345678 910111213141516 M

B. longum (10)

B. bifidum (4)
2.0 kbp B. animalis subsp. lactis (1)
1.5 kbp
1.0 kbp tet(W)
0.5 kbp
* * *
H66 L42 M21 B93 B94 E111 143 E43 122 B62

M 1 2 3 4 5 6 7 M 8 9 10

21 Kb —

-
55Kb ’ P
4 Kb P
-

2Kb —

:
’




Genes de resistencia a antibioticos en BAL

Bifidobacterium spp.: tet(W)

ATPase ABC component o.rf? Tra nspus-ase
" 100% tet{W)
H66 & — —ﬂ'ﬂj
Tra nspus-ase Drﬁ’ Transposase
tet{W) 5%
L42 |:> —’ CE—
clpC orfY
00% tet|W) 100%
L22 >
Transposase ATPase
53% tet|W) 47%
E43 Q :> " [

No transferencia por conjugacion



Genes de resistencia a antibioticos en BAL

Bifidobacterium longum M21, tet(W), TetS

* * *
H66 L42 \M21/B93 B94 E111 L43 E43 L22 B62
M 1 2 3 4 5 6 7 M 8 9 10
21 Kb — —
55Kb _ x " -
o " -
2Kb — : -
- :
TraG-virD4 IS orfY Transposase
61% tet{W) 100% 75%

—)

M21%*

Repeated sequences



Genes de resistencia a antibioticos en BAL

Lactobacillus johnsonii G41 resistente a eritromicina: ermB

21.2 —

5.1-4.9 = M- -—
4.2 — w— c— |
3.5 —
GCCAGCTTTAA | Sort2 AACGTATTTCTCGCAGCT | A 3-orf2
A 5’-orfl orf4 —[erm(B)]
orf3 erm B offs 1
AAAGAAAAA AAAGAAAAA
Cromosoma de Lactobacillus johnsonii 83 bp
1504 bp —
573 bp

Sequencia idéntica a la del plasmido pRE25 de Enterococcus faecalis



Genes de resistencia a antibioticos en BAL

Lactobacillus rhamnosus E41 resistente a eritromicina: no gen

M1 2 3456 78M12 345 6 78M

2.0kbp —
1.5kbp —
1.0kbp —
0.5 kbp ——
HindlIl | Bbsl
E41
2058 2058

|

ACGGAAAGAC ACGGGAAGAC

AN AN

A CGGAAATGA A CGGGEAATGA
A
L. rhamnosus LMG 18243 (cepa GG) L. rhamnosus E41

Susceptible a eritromicina Resistente a eritromicina



Genes de resistencia a antibioticos en BAL

Streptococcus thermophilus: tet(S) y ermB

tet(S)

ORF1 ORF5

ORF2 ORF4

f T !
2,000 3,784 bp

1050000

B oriT DRs

ermB >>>
ORF1 ORF5 ORF7 ORF9 ORF10 ORF12 ORF14 ORF16 ORF18 ORF20 ORF22 ORF24 ORF26 ORF8 ORF30 ORF32
ORF2 ORF4 ORF6 ORF8 ORF11 ORF13 ORF15 ORF17 ORF19 ORF21 ORF23 ORF25 ORF27 ORF29 ORF31 ORF33
12,538 34,433 4,537 8,241 11,140 12,545

| [ ] | ]
Enterococcus faecalis pRE25 (50.2 kbp)

8,1239,375 6,187 8,976 21,231 28,262 650 6,180
] | ] | | |

| | | | | | | | | | | | | | |
2,000 6,000 10,000 14,000 18,000 22,000 26,000 28,150 bp



LMG 18311
LMD-9
St-2  [t=t(3)]

5c-5 (=rmB)
5t-6 (ermB)
5t-9 [tet(S)]
St-10 (Sm"/Nm")

LMG 18311
LMD-9
5c-2 [tet(S)]

5t-5 {ermB)
5t-6 {ermB)
5c-9 [Eet(5)]
St-10 (Sm"/Nm")

LMG 18311
LMD-9

5t-2 [Eet(S)]
5t-5 {ermB)
5t-6 {ermB)
5c-9 [Eet(5)]
St-10 (Sm*/Nm*)

IMG 18311
LMD-9
5c-2  [tet(5)]

5t-& {ermB)
5t-6 {ermEB)
S5t-9 [tet(35)]
St-10 (Sm™/Nm™)

LMG 18311
LMD-3

St-2 [Eet(S)]
5t-5 (ermB)
5t-6 (ermB)
5t-2  [tet(S)]
St-10 (Sm"/Nm")

Genes de resistencia a antibioticos en BAL

Streptococcus thermophilus: Str", Neo'

1 50
MIPEDFYMALKELGFDLSQKQRDQFQRYFELLVEWNEEINLTAITDEDEV

51 100

______________________ -
______________________ .
______________________ B
______________________ B
______________________ B
101 150
DELNERITFLNFLSDELGLEGVHFYHGRAEDFGQDEAFRAQFDIVIARAY
- —
_________________ | N, .
151 200

201 237

Metiltransferasa RsmG:
metilacion de la posicion
G527 del RNAr 16S



Genes de resistencia a antibioticos en BAL

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum LbE15: Em', Cli" (MLS)
L. mesenteroides subsp. cremoris LbT16: Tet", Vir", Km', Sm’

A erm(B)
corA res (Type IlI) hxIR tnp tnpR hps-1 rmpBOrfl ybd Orf2 Orf3 rep_3 OrfX
R
—< e K@ o))
[ [ [ I [ | I [ I [
0 1.6 3.2 4.8 6.4 8 9.6 11.2 12.8 14,4 (kb)
B

Orfl vatE (satG)

—L)--

ben Orf2 padR Orf3 0Orf4 hox tnp Orf5 tet(S) ;r:ggullz_tl(;I:eOrfG

K N
J:{}c{)«:{):{}—k}:lb———@—{}u

tnpR sat4
rep Orf7 smf orf8  jpin ©Orf9 tnp Orf10 decr Orf11 avrD hxIR

0O X<

aadE
h(39)1 mmr
/an|t6 aph(3) | : :
| ’ | | |
0 1.6 3.2 4.8 6.4 8 9.6 11.2 12.8 14,4 (kb)




Genes de resistencia a antibioticos en BAL

Bifidobacterium bifidum VAO7-1AN Tet" / TetS

Microdilucion E-tes
(X o)X v
2.0.C X i
o X Y e
{‘- K\.. yr !' »r §
06 Y 18
e Xo X 3
X Xo ]
oo tet(W)
Secuenciacion y analisis genémico
ORF1 ORF2 ORF{ ORFS ORF8 ORF7 ORFE ORFY ORF10 ORF11 ORF13 ORFi4 ORF15 ORFi1g8 ORFI7 ORF18 ORF18 ORFH ORF23} ORF25 ORF28 ORFXT ORF28
GG
tet{W)
ORF3 ORF12 ORF20 ORF2 ORF24

Contig 17 (76,748 bp)

10,000 20,000 | 30,000 40,000 | bp



Genes de resistencia a antibioticos en BAL

Bifidobacterium bifidum VAO7-1AN, tet(W), TetS

..GGGCTGTTCCAACCGATTGGGGAACAGGGGGGGGCGCCGCCCTATGCGGCAGCGTTTTCAAGGTTGA...

R
o e
A R e




Conclusiones

Las BAL presentan resistencias intrinsecas y adquiridas
Pocas cepas de BAL portan genes de resistencias adquiridos
Resistencias extendidas en BAL: tetraciclina y eritromicina
Genes de resistencia en plasmidos y en el cromosoma
Algunos han podido ser transferidos, otros no

La cadena alimentaria deberia estar libre de genes adquiridos
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