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Esta invención presenta un nuevo método de detección
e identificación rápida de bacterias ácido lácticas produc-
toras de exopolisacáridos por amplificación de su gen gtf
codificante de una glicosil transferasa. La utilización de
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ES 2 315 038 A1

DESCRIPCIÓN

Procedimiento de detección molecular de bacterias ácido lácticas productoras de β-glucanos.

Sector de la técnica

Biotecnología. Métodos de detección de bacterias productoras de exopolisacáridos con aplicación en la industria
alimentaria y cosmética.

Estado de la técnica

Las bacterias ácido lácticas (LAB) son capaces de producir polímeros de azúcares de alto peso molecular que
son excretados al medio y que se conocen como exopolisacáridos o EPS. Algunos de estos polímeros son utilizados
en la industria alimenticia como agentes estabilizadores, viscosificadores, gelificadores y emulsivos. Entre las LAB
productoras de EPSs están incluidas algunas estirpes pertenecientes a los géneros Streptococcus, Lactobacillus y
Lactococcus, que están siendo utilizadas in situ para mejorar la textura de productos fermentados como el yogourt y el
queso (de Vos (1999) Curr. Opin. Biotech. 10:483). Por otra parte, se han realizado estudios que indican que los EPS
producidos por las LAB poseen efectos beneficiosos para la salud humana como estimuladores del sistema inmunitario
y por ello se ha propuesto la utilización de las estirpes productoras para obtener alimentos funcionales (Jolly y cols.
(2002) Antonie van Leeuwenhoek 82: 367-374). Además, algunos de los EPSs son β-glucanos y existen evidencias
de que estos homopolisacáridos contribuyen a disminuir los niveles de colesterol sérico (Behall y cols. (1997) J. Am.
College Nutr. 16:64-51. De ahí el interés de obtener bacterias productoras de β-glucanos que puedan ser utilizadas
para la elaboración de alimentos y preparados dietéticos.

Por otra parte, los EPSs producidos por LAB tienen efectos deletereos en las bebidas alcohólicas ya que provocan
alteraciones de su textura. Esta alteración consiste en la producción de exopolisacáridos (EPS) por algunas estirpes de
LAB pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus (Beech y cols. (1977) Academic Press
London 139). En concreto, durante la producción de sidra, frecuentemente se detectan defectos organolépticos en
la bebida alcohólica: “sidras ahiladas” muy viscosas y de aspecto aceitoso generadas por una producción excesiva de
EPSs, durante la fermentación del mosto de manzana. Esta alteración observada en la sidra, también tiene lugar durante
la elaboración de vinos y cervezas. Actualmente no se utilizan métodos de detección directa de estirpes productoras
de EPSs, antes de que se produzca la alteración de las bebidas alcohólicas. Para resolver este problema, la práctica
tradicional es desechar directamente las bebidas ahiladas o antes de proceder a su eliminación esperar a que el carácter
revierta, situación que ocurre en algunos casos.

Con el doble objetivo de minimizar la producción de bebidas ahiladas e identificar bacterias productoras de EPS de
utilidad como adyuvantes en la producción de alimentos fermentados, se ha procedido a aislar y caracterizar estirpes
de LAB productoras de EPS de bebidas alteradas. Estirpes de Pedioccocus damnosus productoras de EPSs han sido
aisladas de vinos (Lonvaud-Funel y cols. (1993) J. Appl. Bacteriol. 74:41-47) y sidras (Fernández y cols. (1996)
Journal of Food Protection, 59, 35-40) ahiladas. El estudio de dichas estirpes ha revelado, que las bacterias aisladas
de vino o sidra poseen respectivamente un plásmido de 5,5 kb (Gindreau y cols. (2001) J. Appl. Microbiol. 90:535-
542) y un plásmido de 35 kb (Fernández y cols. (1996) Journal of Food Protection, 59, 35-40) y que la eliminación de
dichos plásmidos conlleva la perdida de la capacidad bacteriana de producción de EPSs.

La secuenciación del plásmido de 5,5 kb reveló la existencia de un gen mob con capacidad para codificar una
proteína homóloga a las proteínas implicadas en transferencia conjugativa por movilización. Utilizando esta secuencia
se ha desarrollado y descrito un procedimiento molecular para la detección por reacción de polimerización en cadena
(PCR) de cepas de P. damnosus productoras de EPS (Gindreau y cols. (2001) J. Appl. Microbiol. 90: 535-542).

La caracterización estructural de los EPSs producidos por las estirpes P. damnosus 2.6 (Dueñas y cols.(1998)
Carbohidr. Res. 303: 453-458) y Lactobacillus sp. G77 (Dueñas y cols. (1997) Carbohidr. Res. 307: 125-133) y
Oenococcus oeni 14 (resultados no publicados) aisladas de sidras ahiladas revelaron que todas ellas sintetizan el mismo
β-glucano. Además, se ha demostrado, que tanto P. damnosus 2.6 como Lactobacillus sp. G77 pueden crecer y producir
EPS durante la elaboración de alimentos fermentados basados en la avena, mejorando sus cualidades organolépticas
(Olof Mårtensson y cols. (2002) Nutrition Research 22: 1461-1473).

En esta patente original se describe el método de detección de estirpes productoras de EPS a partir de DNA
purificado, de colonia o directamente en sidra utilizando la técnica de PCR. El método previamente descrito (Gindreau
y cols. (2001) J. Appl. Microbiol. 90: 535-542) detecta el plásmido portador del gen gtf que es diferente en distintas
especies y géneros bacterianos. Sin embargo. esta patente presenta la ventaja sobre el anterior método de detectar
específicamente el gen gtf y no su plásmido portador, y por tanto permite la detección de estirpes productoras de β-
glucano independientemente de la localización génica del gen codificante del enzima implicada en la síntesis de este
EPS.
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Descripción de la invención

Descripción breve

Un objeto de la presente invención lo constituye un procedimiento de detección molecular de bacterias ácido
lácticas productoras de β-glucanos, en adelante procedimiento de la invención, caracterizado por el uso de la técnica
de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) de amplificación de DNA con una pareja de oligonucleótidos cebadores
específicos del gen gtf (SEQ ID NO 16) de Pediocuccus damnosus 2.6, entre otros, y a título ilustrativo y sin que limite
el alcance de la invención, la siguiente pareja de oligonucleótidos cebadores constituida por los oligonucleótidos GTF-
F (SEQ ID NO 9) y GTF-R (SEQ ID NO 10) y bajo unas condiciones adecuadas de amplificación del fragmento de
doble cadena flanqueado por dichos oligonucleótidos, como por ejemplo, las siguientes:

- un ciclo de desnaturalización a 95ºC durante 5 minutos.

- 30 ciclos:

Desnaturalización a 95ºC (1 minuto)

Anillamiento a 50ºC (1,5 minutos)

Extensión a 72ºC (0,5 minutos)

- Incubación a 72ºC durante 10 minutos para permitir la finalización de todas las cadenas iniciadas previa-
mente.

Otro objeto de la presente invención lo constituye una pareja de nucleótidos cebadores específicos del gen gtf de P.
damnosus 2.6, en adelante pareja de oligonucleótidos cebadores de la presente invención, que permiten la amplifica-
ción específica por PCR del gen gtf de distintas especies bacterianas. Un objeto particular de la presente invención lo
constituye la siguiente pareja de oligonucleótidos específicos del gen gtf, a título ilustrativo y sin que limite el alcance
de la invención:

-5’-CGGTAATGAAGCGTTTCCTG-3’ (Oligo GTF-F, SEQ ID NO 9)

-5’-GCTAGTACGGTAGACTTG-3’ (Oligo GTF-R, SEQ ID NO 10)

Otro objeto de la presente invención lo constituye un kit de detección de bacterias ácido lácticas productoras de β-
glucanos caracterizado porque contiene una pareja de oligonucleótidos cebadores de la presente invención.

Finalmente, otro objeto de la presente invención lo constituye el uso de la pareja de oligonucleótidos cebadores
y del procedimiento de la presente invención para la detección de bacterias ácido lácticas productoras de β-glucanos
de interés industrial que permitan tomar decisiones en el ámbito de calidad alimentaria, preferentemente, y a título
ilustrativo y sin que limite el alcance de la invención, en el sector de los productos lácteos, avena, o de bebidas
alcohólicas (vino, sidra, cerveza, etc), tanto para asegurar la caracterización de las cepas que pueden formar parte
de un cultivo iniciador como para controlar los procesos de fermentación una vez iniciados y los productos finales
como son los alimentos ya elaborados por ejemplo productos lácteos como el queso y el yogurt, entre otros, vinos,
sidras, cervezas, etc, y determinar la existencia de trazas previas o presentes de cepas productoras de β-glucanos. Este
procedimiento puede permitir un control de la calidad de los alimentos como un ahorro económico a las empresas que
pueden desechar determinados procesos de producción a tiempo.

Descripción detallada

La presente invención tiene como objeto un procedimiento de detección molecular de bacterias ácido lácticas
productoras de β-glucanos y de producción de β-glucanos.

Los inventores de la presente invención han identificado un gen codificante de una enzima con actividad glico-
siltransferasa, gft, a partir de material genómico de Pedioccocus damnosus 2.6 (ver solicitud de patente española
“Secuencias, vectores y células gtf y sus aplicaciones en el sector alimentario” (2004)). La secuencia de DNA co-
dificante del gen gtf se muestra en la SEQ ID NO 16. El gen gtf codifica la proteína GTF de 567 aminoácidos que
se detallan en la SEQ ID NO 6. La comparación de la secuencia de dicho gen gtf con las depositadas en las ba-
ses de datos mostró la ausencia de homologías significativas. Sin embargo, al comparar la secuencia de la proteína
codificada por el gen gtf (GTF) se observó que es homóloga a las glicosiltranferasas de la familia COG1215 (ver
Ejemplo 1).

Experimentos de hibridación de Southern realizados para determinar la localización genómica del gen gtf en P.
damnosus 2.6 y la presencia del mismo en Lactobacillus. Sp. G77 y O. oeni 14, han revelado que el gen se encuentra
también en Lactobacillus y Oenococcus (Figura 1) aunque en plásmidos y localizaciones genómicas distintas.
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Por otra parte, y mediante el mismo método y cebadores se ha comprobado que las estirpes productoras de β-
glucano, Lb. sp. G77 y O. oeni 14 portan dicho gen flanqueado por distintas regiones adyacentes (Figura 2). La distinta
localización genómica del gen gtf entre las distintas estirpes de Lactobacillus, Pediococcus y Oenococcus aisladas de
la sidra muestran que el método (Gindreau y cols. J. Appl. Microbiol. (2001) 90: 535-542) basado en la detección de
regiones adyacentes al gen gtf no es capaz de detectar de forma general las estirpes aisladas de sidra productoras de β-
glucano (Ejemplo 2) mientras que el procedimiento de la presente invención si.

Los inventores han encontrado que los genes de Lb. sp. G77 y O. oeni 14 poseen una homología de más del 99%
con el gen gtf de P. damnosus 2.6. Además, los inventores han demostrado que la secuencia de los oligonucleótidos
GTF-F y GTF-R aparece conservada en los genes de los tres géneros bacterianos. Esto implica que tales oligonu-
cleótidos pueden ser empleados para amplificar específicamente el gen gtf. Con los oligonucleótidos GTF-F y GTF-
R y utilizando DNA genómico de las tres bacterias objeto de estudio se obtiene como resultado de la amplificación
mediante PCR un único producto de 0.45 kb (Ejemplo 2).

A partir del clonaje y caracterización del gen gtf de P. damnosus 2.6, que codifica la glicosiltransferasa GTF han
sido desarrollados métodos de detección de estirpes productoras de EPSs a partir de colonia o directamente del ali-
mento o bebida en fermentación, por ejemplo, en sidra utilizando la técnica de PCR para la amplificación del gen
gtf, permitiendo la detección e identificación molecular rápido de LABs productoras de β-glucanos incluyendo Pe-
diococcus damnosus, Lactobacillus sp. y Oenococcus oeni, que codifican una glicosiltransferasa. Este método detecta
específicamente el gen gtf y por tanto permite la detección de diferentes estirpes productoras de β-glucano.

Tras analizar una colección de 40 LAB, con fenotipos de productor y no productor de exopolisacárido, que consiste
en cepas de referencia pertenecientes a distintas especies de los géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus y
Streptococcus, así como cepas aisladas de sidras ahiladas, los resultados han mostrado que el método de la presente
invención permite la detección específica de estirpes portadoras de gtf y que la proteína GTF está implicada específica-
mente en la biosíntesis de homopolisacáridos constituidos por β-glucano y no otro tipo de homo- o hetero-polisacárido
(Ejemplo 4).

El método de extracción de DNA bacteriano directamente de sidra y el posterior análisis del genoma por PCR ha
permitido la detección de LAB productoras de EPS en sidra (Figura 3) con un título de 3x102 UFC. ml−1, indicando
que este método puede ser utilizado para detectar el agente productor de β-glucano antes de que las sidras se alteren.

Así, un objeto de la presente invención lo constituye un procedimiento de detección molecular de bacterias ácido
lácticas productoras de β-glucanos, en adelante procedimiento de la invención, caracterizado por el uso de la técnica
de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) de amplificación de DNA con una pareja de oligonucleótidos cebadores
específicos del gen gtf (SEQ ID NO 16) de Pediocuccus damnosus 2.6, entre otros, y a título ilustrativo y sin que limite
el alcance de la invención, la siguiente pareja de oligonucleótidos cebadores constituida por los oligonucleótidos GTF-
F (SEQ ID NO 9) y GTF-R (SEQ ID NO 10) y bajo unas condiciones adecuadas de amplificación del fragmento de
doble cadena flanqueado por dichos oligonucleótidos, como por ejemplo, las siguientes:

- un ciclo de desnaturalización a 95ºC durante 5 minutos.

- 30 ciclos:

Desnaturalización a 95ºC (1 minuto)

Anillamiento a 50ºC (1,5 minutos)

Extensión a 72ºC (0,5 minutos)

- Incubación a 72ºC durante 10 minutos para permitir la finalización de todas las cadenas iniciadas previa-
mente.

Hay que señalar que las condiciones de la reacción PCR descritas anteriormente pueden adaptarse fácilmente por
un experto medio de la técnica de la presente invención dependiendo del termociclador, pudiéndose modificar las
condiciones de desnaturalización, la temperatura de anillamiento, la temperatura de extensión, la polimerasa así como
la secuencia de los cebadores, etc, de tal forma que estos procedimientos de amplificación del gen gtf por (PCR)
forman parte de la presente invención.

Un objeto particular de presente invención es el procedimiento de la invención en el que el DNA a amplificar
proviene de distintos materiales de partida como un cultivo de bacterias sin mediar la extracción de DNA, DNA
extraído de las bacterias o DNA extraído de un alimento. El cultivo de bacterias puede provenir del propio alimento
en fermentación (vino, sidra, avena, etc) o del propio alimento ya elaborado.

Otro objeto de la presente invención lo constituye una pareja de nucleótidos cebadores específicos del gen gtf de P.
damnosus 2.6, en adelante pareja de oligonucleótidos cebadores de la presente invención, que permiten la amplifica-
ción específica por PCR del gen gtf de distintas especies bacterianas. Un objeto particular de la presente invención lo
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constituye la siguiente pareja de oligonucleótidos específicos del gen gtf, a título ilustrativo y sin que limite el alcance
de la invención:

-5’-CGGTAATGAAGCGTTTCCTG-3’ (Oligo GTF-F, SEQ ID NO 9)

-5’-GCTAGTACGGTAGACTTG-3’ (Oligo GTF-R, SEQ ID NO 10)

Otro objeto de la presente invención lo constituye un kit de detección de bacterias ácido lácticas productoras de β-
glucanos caracterizado porque contiene una pareja de oligonucleótidos cebadores de la presente invención.

Finalmente, otro objeto de la presente invención lo constituye el uso de la pareja de oligonucleótidos cebadores y
del procedimiento de la presente invención para la detección de bacterias ácido lácticas productoras de β-glucanos de
interés industrial que permitan tomar decisiones en el ámbito de la calidad alimentaria, preferentemente, y a título ilus-
trativo y sin que limite el alcance de la invención, en el sector de los productos lácteos, avena o de bebidas alcohólicas
(vino, sidra, cerveza, etc), tanto para asegurar la caracterización de las cepas que pueden formar parte de un cultivo
iniciador como para controlar los procesos de fermentación una vez iniciados y los productos finales como son los
alimentos ya elaborados por ejemplo productos lácteos como el queso y el yogurt, entre otros, vinos, sidras, cervezas,
etc, y determinar la existencia de trazas previas o presentes de cepas productoras de β-glucanos. Este procedimiento
puede permitir un control sanitario y de la calidad de los alimentos como un ahorro económico a las empresas que
pueden desechar determinados procesos de producción a tiempo.

Descripción de los dibujos

Figura 1.- Detección de la localización génica del gen gtf en bacterias ácido lácticas por hibridación de Sout-
hern. Fotografías del gel de agarosa al 0,6% teñido con bromuro de etidio (A) y del autorradiograma de la membrana
hibridada (B). Calles: 1, estándar de peso molecular (Smartladder, Eurogentec); 2, preparación plasmídica de P. dam-
nosus 2.6; 3, preparación plasmídica de P. damnosus 2.6NR (estirpe derivada de 2.6 y carente del plásmido pPD2);
4, preparación de DNA genómico de P. damnosus 2.6; 5, preparación de DNA genómico de P. damnosus 2.6NR, 6,
preparación de DNA genómico de Lb. sp. G77; 7, preparación de DNA genómico de O. oeni 14. Se indica la posición
de los cromosomas bacterianos y de los plásmidos pPD1, pPD2 y pPD3 de P. damnosus 2.6 y pLB1 de Lb. sp. G77.

Figura 2.- Detección por PCR del gen gtf y regiones adyacentes en los genomas de bacterias ácido lácticas.
Fotografías del análisis en geles de agarosa al 0,8% de reacciones de PCR realizas utilizando los oligonucleótidos:
GTF-F y GTF-R en (A); A y B en (B) y C y B en (C) y preparaciones de DNA genómico. Calles en (A) y (C): 1,
estándar de peso molecular (Smartladder, Eurogentec); 2, P. damnosus 2.6; 3, Lb. sp. G77; 4, O. oeni 14. Calles en
(B): 1, estándar de peso molecular (Smartladder, Eurogentec); 2, P. damnosus 2.6; 3, O. oeni 14; 4, Lb. sp. G77. Se
indica la longitud de los fragmentos de PCR obtenidos.

Figura 3.- Detección por PCR de bacterias portadoras del gen gtf en sidra. Fotografía del análisis en gel de agarosa
al 0,8% de las reacciones de PCR realizadas con los oligonucleótidos GTF-F y GTF-R y con DNA aislado de: sidra
inoculada con P. damnosus 2.6 (calle 2) y dos lotes de sidras ahiladas (calles 3 y 4). Calle 1, estándar de peso molecular
(Smartladder, Eurogentec). Se indica la longitud de los fragmentos de PCR obtenidos.

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la invención y no deben ser considerados en sentido limitativo del
alcance de la misma.

Ejemplos de realización

Ejemplo 1

Clonaje y caracterización del gen gtf de P. damnosus 2.6

El clonaje de la región 5’ del gen se realizó por amplificación de PCR utilizando el DNA total de los plásmidos
portados por P. damnosus 2.6 y los oligonucleótidos degenerados 5’-TAYGAYAAYACNCARGARGT-3’ (Oligo degA,
SEQ ID NO 1) y 5’-ACRAARTARTCRTARTCRTG-3’ (Oligo degB, SEQ ID NO 2) (Y = T o C; W; R = A o G;
N = A, C, G o T). Estos oligonucleótidos fueron diseñados en base a la secuencia de aminoácidos conservada de
la glicosiltransferasa de P. damnosus IOEB8801 (Walling et al. (2001) Lait 81: 289-300), ya que la secuencia de
nucleótidos del gen codificante no ha sido publicada, ni depositada en los bancos de datos de secuencias de DNA. El
fragmento amplificado de 1,8 kb fue clonado en el vector pCR 2.1-TOPO (Invitrogen) y el plásmido recombinante
obtenido fue establecido en Escherichia coli DH5α. La determinación de la secuencia de nucleótidos del fragmento
de DNA reveló la existencia de un marco de lectura abierta carente de su región amino terminal. La secuencia de DNA
obtenida fue utilizada para sintetizar los oligonucleótidos 5’-ACGCCCTGCGTGTTATCATA-3’ (Oligo III, SEQ ID
NO 3) y 5’-TGTGTAATGGCACTCACGAC-3’(Oligo IV, SEQ ID NO 4) y mediante reacción de PCR reversa se
amplificó el extremo 5’ del gen gft, que fue clonado utilizando el mismo vector, método y bacteria huésped que se
emplearon para clonar el extremo 3’ del gen. La secuencia de 3352 nucleótidos de las regiones clonadas se muestra
en la SEQ ID NO 5 (Secuencia gtf). La secuencia del gen gtf se muestra en la secuencia SEQ ID NO 16 (Gen gtf). El
gen gft codifica la proteína GTF de 567 aminoácidos detallados en la SEQ ID NO 6. La comparación de su secuencia
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de aminoácidos (inferida de la secuencia del gen gtf) con la base de datos Swissprot reveló que GFT pertenece a la
familia COG1215 de glicosiltransferasas.

Ejemplo 2

Localización del gen gtf en Pediococus, Lactobacillus y Oenococcus productores de β-glucano

Con el objeto de determinar la localización genómica del gen gft en P. damnosus 2.6 y la presencia del mismo en
Lb. sp. G77 y O. oeni 14, los extractos de DNA totales de las distintas estirpes y de la estirpe P. damnosus 2.6 (curada
del plásmido EPS) fueron fraccionados en geles de agarosa del 0,6% y después de teñir el gel con bromuro de etidio
fueron transferidos a una membrana de nylon de 0,45 µm (Biodyne A, Pall Corporation) e hibridados con una sonda
generada a partir de un producto de PCR de 5,98 kb con los cebadores 5’-TTGCCAGAACTAGAGAAAGTACGCA-
3’ (Oligo V, SEQ ID NO 7) y 5’-ACTTCCTATTTTAGCTAAAAAGCAA-3’ (Oligo VI, SEQ ID NO 8) y utilizando
el Kit NEBlot Phototope (BioLabs). Los fragmentos hibridados fueron revelados utilizando el Kit Phototope Stars
Detection (Biolabs). Los resultados obtenidos están recogidos en la Figura 1. En las tres estirpes productoras de EPS
analizadas se detectó una banda de hibridación localizada en distintas posiciones. La comparación de la imagen del
gel de agarosa teñido (Figura 1A) con la de la membrana hibridada (Figura 1B) reveló que el gen gtf estaba localizado
en un plásmido de 35 kb en P. damnosus 2.6 denominado pPD2, en un plásmido de 5,5 kb (denominado pLB1) en Lb.
sp. G77 y en otra localización genómica en O. oeni 14.

Los oligonucleótidos denominados GTF-F y GTF-R fueron diseñados como parte de esta patente de invención
para detectar bacterias productoras de EPS a partir de la secuencia de DNA del gen gtf de la presente invención
(SEQ ID NO 16). Uno de ellos, denominado GTF-F tiene una longitud de 20 nucleótidos y su secuencia es 5’-
CGGTAATGAAGCGTTTCCTG-3’ (Oligo GTF-F, SEQ ID NO 9). El otro cebador denominado GTF-R tiene una
longitud de 18 nucleótidos y su secuencia es 5’-GCTAGTACGGTAGACTTG-3’ (Oligo GTF-R, SEQ ID NO 10).
Estos cebadores permiten la amplificación de un fragmento de DNA de 0,45 kb del gen gtf de P. damnosus 2.6 y
fueron utilizados para confirmar la presencia de este gen en Lb. sp. G77, P. damnosus 2.6 y O. oeni 14. Para ello,
se prepararon extractos de DNA genómico de dichas bacterias a partir de cultivos crecidos en medio MRS (Oxoid)
a una a una A650 de 1,0. Doce ml de cada uno de los cultivos fueron sedimentados por centrifugación a 13603 x
g durante 10 minutos y las células fueron lisadas por resuspensión en 1 ml de solución I (50 mM Tris-Hcl pH 8,
10 mM EDTA, 30 mg de lisozima), incubación a 37ºC durante 30 minutos y tratamiento con SDS al 2,5% durante
un minuto a 37ºC. Los extractos totales fueron desproteinizados por tratamiento 1:1 (v/v) con una mezcla 1:1 (v/v)
de fenol:cloroformo/alcohol isoamílico (24/1) durante 5 minutos a temperatura ambiente y posterior centrifugación
a 13603 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente. La fase acuosa conteniendo el DNA fue concentrada por
precipitación con etanol al 68% y 0,3 M acetato sódico 6.0 durante 30 minutos a -20ºC y posterior centrifugación a
13603 x g durante 15 minutos a -10ºC. El precipitado fue lavado con etanol al 70% y sedimentado por centrifugación
a 13603 x g durante 15 minutos a -10ºC. Finalmente, el DNA fue resuspendido en 200 µl de tampón TE (10 mM
Tris, 1 mM EDTA). Un µl del DNA obtenido fue empleado como sustrato junto con los cebadores GTF-F y GTF-R
para realizar la amplificación por PCR, empleando la DNA polimerasa DyNAzyme (Finnzymes) y tal como se indica
posteriormente. El análisis de los productos de PCR en geles de agarosa al 0,8% reveló la existencia del fragmento de
0,45 kb del gen gtf esperado en las tres bacterias analizadas (Figura 2A).

Con el objeto de comprobar si el gen mob del plásmido pF8801 (EPS) de 5,5 kb de P. damnosus IOEB18801
(Gindreau y cols. (2001) J Appl. Microbiol. 90: 535-542) está adyacente al gen gtf en otras bacterias, se realizaron
amplificaciones de PCR utilizando los cebadores: A (5’-TCTCATCAAGATGAACAATTGC-3’) (Oligo VI, SEQ ID
NO 11) y B (5’-ACGCCCTGCGTGTTATCATA-3’) (Oligo VIII, SEQ ID NO 12), cuyas secuencias están incluidas
respectivamente en el gen mob de P. damnosus IOEB18801 (Gindreau y cols. (2001) J. Appl. Microbiol. 90: 535-542)
y en el gen gtf de P. damnosus 2.6. El análisis de los productos de PCR reveló que sólo se había generado el fragmento
de amplificación de 1,26 kb esperado (Figura 2B) en las reacciones conteniendo como sustrato el DNA de Lb. sp.
G77 y que no existía amplificación en las muestras conteniendo DNA de P. damnosus 2.6 y O. oeni 14. Con el fin de
determinar si el gen mobA de P. damnosus 2.6, estaba también adyacente al gen gtf en las estirpes Lb. sp. G77 y O.
oeni 14, se llevaron a cabo amplificaciones utilizando los cebadores: C, (5’-CAACAAGCCAAGGACGACGACCA-
3’) (Oligo IX, SEQ ID NO 13) y B, cuyas secuencias están incluidas respectivamente en los genes mobA y gtf de P.
damnosus 2.6. El análisis de los productos de PCR reveló que sólo se había generado el producto de amplificación
esperado de 1,35 Kb (Figura 2C) en la reacción conteniendo como sustrato el DNA de P. damnosus 2..6 y que no
existía amplificación en las reacciones que contenían como sustrato el DNA de Lb. sp. G77 y O. oeni 14.

Los resultados obtenidos muestran, que el gen gtf tiene una localización genómica diferente en distintas estirpes
de Lactobacillus, Pediococcus y Oenococcus aisladas de sidra y que la utilidad del método molecular desarrollado por
Gindreau y cols. (J. Appl. Microbiol. (2001) 90: 535-542), basado en la detección de regiones adyacentes al gen gtf es
muy limitada, ya que no puede ser usado como método general para detectar estirpes aisladas de sidra productoras de
β-glucano.
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Ejemplo 3

Procedimiento de detección en bacterias del gen gtf por PCR

La secuencia de nucleótidos de los genes gtf de Lb. sp. G77 y O. oeni 14 fue determinada por amplificación de los
genes por PCR con los oligonucleótidos 5’-TCTAGAAATTAAAGGAATGTGTAA-3’ (Oligo X, SEQ ID NO 14) y 5’-
TCTAGATTAATCATTCCAATCAACTG-3’ (Oligo XI, SEQ ID NO 15) y posterior secuenciación de los fragmentos
amplificados. Los resultados obtenidos (no mostrados) revelaron que los genes de Lb. sp. G77 y O. Oeni 14 poseen una
homología de más del 99% con el gen gtf de P. damnosus 2.6. La secuencia de los oligonucleótidos GTF-F y GTF-
R aparecía conservada en los genes de los tres géneros bacterianos. Este hecho junto con los resultados mostrados
en la Figura 2A indicaban que los antedichos oligonucleótidos podrían ser utilizados para amplificar específicamente
el gen gtf. Para estandarizar las condiciones de detección se utilizó DNA genómico de las tres bacterias objeto de
estudio. Se comprobó que los oligonucleótidos GTF-F y GTF-R a una concentración de 0,2 µM, daban lugar en todos
los casos a un único producto de amplificación de 0,45 kb, cuando se realizaron las reacciones de PCR con la DNA
polimerasa BIOTAQ (BIOLINE) y se utilizaban las siguientes condiciones en la amplificación: una desnaturalización
inicial de 5 minutos a 95ºC seguida de 30 ciclos de amplificación consistentes en desnaturalización (1 minuto a 95ºC),
anillamiento de los cebadores (1,5 minutos a 50ºC) y extensión (0,5 minutos a 72ºC) y un período final de 10 minutos
a 72ºC para completar la síntesis de todas las cadenas de DNA.

Este método de PCR puede utilizarse para amplificar DNA obtenido de cualquier cepa bacteriana que contenga el
gen gtf, como P. damnosus 2.6. En este caso, el limite de detección del producto de PCR es de 1 pg de DNA genómico
total de P. damnosus 2.6.

También fue posible amplificar el DNA obtenido por un procedimiento más sencillo y rápido, consistente en un
tratamiento de las bacterias con la resina Chelex. El procedimiento consiste en la resuspensión de varias colonias en
cien microlitros de agua estéril, mezcla 1:1 (v/v) con la resina Instagene-Matrix (Bio Rad) y calentamiento a 80ºC
durante diez minutos. Los restos celulares de las muestras de DNA son eliminados por centrifugación a 13603 x
g durante 5 minutos a 4ºC. De 5 a 10 µl del sobrenadante, que contiene el DNA, son suficientes para obtener un
producto de amplificación utilizando las condiciones descritas más arriba.

Ejemplo 4

Detección del gen gtf en una colección de cepas aisladas de sidra y en bacterias pertenecientes a colecciones tipo

Para validar el método desarrollado se amplificó DNA obtenido a partir de colonias de una colección de 40 LAB
consistente en cepas de referencia de la Colección Española de Cultivos Tipo (CECT), de la National Collection of In-
dustrial and Marine Bacteria (NCIMB) y del Agricultural Research Service Culture Collection (NRRL) pertenecientes
a distintas especies de los géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus y Streptococcus, así como cepas aisladas
de sidras ahiladas de la Colección de Bacterias Lácticas de la Universidad del País Vasco (CLUPV). Estas colecciones
incluyen cepas con fenotipos productor de exopolisacárido (EPS+), en alguna de las cuales se ha caracterizado la na-
turaleza de éste, y no productor de exopolisacáridos (EPS−). En la Tabla 1 se recogen los resultados obtenidos. En 24
estirpes productoras de EPS+: 14 Lactobacillis EPS+, 9 Pediococcus y el único O. Oeni productor de exopolisacárido
del que se dispone en la colección se detectó la presencia del gen gtf. Sin embargo, no se detectó amplificación del
gen gtf en las reacciones de: las 11 estirpes EPS− analizadas, las 3 bacterias productoras de heteropolisacáridos y de
los 2 Leuconostoc mesenteroides productores de homopolisacáridos compuestos por unidades de α-glucano. Estos
resultados muestran que el método desarrollado permite específicamente la detección de estirpes portadoras de gtf y e
indica que la proteína GTF está implicada específicamente en la biosíntesis de homopolisacaráridos constituidos por
β-glucano y no otro tipo de homo- o hetero-polisacáridos.

TABLA I

Detección de la presencia del gen gtf en bacterias productoras de EPS mediante amplificación de PCR
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Ejemplo 5

Método de detección de cepas portadoras del gen gtf en sidra

Se ha estandarizado un procedimiento con el objeto de establecer un método de detección directa de producción
de EPS en sidra, sin aislamiento de las cepas productoras. El procedimiento 1, consiste en sedimentar las bacterias
presentes en un 1 ml de sidra por centrifugación a 13603 x g durante 5 minutos, lavado del sedimento por resuspensión
en 1 ml de NaCl al 0.9% y centrifugación a 13603 x g durante 5 minutos, seguido de una resuspensión de las células
en 200 µl de la resina Instagene-Matrix (BioRad), incubación a 56ºC durante 30 minutos y eliminación de los restos
celulares por centrifugación a 11591 x g durante 5 min. El sobrenadante, que contiene el DNA, es posteriormente
tratado con 5 mg de polivinilpirrolidona por adición del compuesto, agitación y centrifugación a 13603 x g durante 10
minutos. Este tratamiento permite eliminar por sedimentación los inhibidores de las DNA polimerasas (utilizadas en
las reacciones de PCR). que están presentes en bebidas alcohólicas. Así, 5 µl de los sobrenadantes tratados permiten
la detección del gen gtf en una reacción de PCR de 50 µl realizada en las condiciones mencionadas. En la Figura 3
se observa el resultado de aplicar este método de PCR al DNA de bacterias lácticas obtenido a partir de: 1) una sidra
inoculada con 108 CFU.ml−1 P. damnosus 2.6 (Figura 3, calle 1) o dos lotes de sidra ahilada (Figura 3, calles 2 y 3).

Finalmente, utilizando sidras inoculadas con P. damnosus 2.6 ha sido posible establecer que el límite de detección
de este nuevo método es la presencia en la sidra de 3x102 UFC. ml−1 bacterias conteniendo el gen gtf.

9
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de detección molecular de bacterias ácido lácticas productoras de β-glucanos caracterizado por
el uso de la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con una pareja de oligonucleótidos cebadores
específicos del gen gtf (SEQ ID NO 16) de Pediocuccus damnosus 2.6.

2. Procedimiento de detección molecular de bacterias ácido lácticas productoras de β-glucanos según la reivindi-
cación 1 caracterizado porque la pareja de oligonucleótidos cebadores está constituida por los oligonucleótidos GTF-
F (SEQ ID NO 9) y GTF-R (SEQ ID NO 10).

3. Procedimiento de detección molecular de bacterias ácido lácticas productoras de β-glucanos según las reivin-
dicaciones 1 y 2 caracterizado porque la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se realiza bajo unas
condiciones adecuadas de amplificación del fragmento de doble cadena flanqueado por dichos oligonucleótidos, como
por ejemplo, las siguientes:

- un ciclo de desnaturalización a 95ºC durante 5 minutos.

- 30 ciclos:

Desnaturalización a 95ºC (1 minuto)

Anillamiento a 50ºC (1,5 minutos)

Extensión a 72ºC (0,5 minutos)

- Incubación a 72ºC durante 10 minutos para permitir la finalización de todas las cadenas iniciadas previa-
mente.

4. Procedimiento de detección molecular de bacterias ácido lácticas productoras de β-glucanos según las reivindi-
caciones 1 a la 3 caracterizado porque utiliza como material de partida el DNA extraído de una colonia bacteriana.

5. Procedimiento de detección molecular de bacterias ácido lácticas productoras de β-glucanos según las reivindi-
caciones 1 a la 3 caracterizado porque utiliza como material de partida el DNA extraído de las bacterias y purificado.

6. Procedimiento de detección molecular de bacterias ácido lácticas productoras de β-glucanos según las reivindi-
caciones 1 a la 3 caracterizado porque utiliza como material de partida el DNA extraído de cualquier alimento.

7. Pareja de nucleótidos cebadores específicos del gen gtf de P. damnosus 2.6 caracterizada porque está constituida
por los siguientes oligonucleótidos:

-5’-CGGTAATGAAGCGTTTCCTG-3’ (Oligo GTF-F, SEQ ID NO 9)

-5’-GCTAGTACGGTAGACTTG-3’ (Oligo GTF-R, SEQ ID NO 10)

8. Kit de detección de bacterias ácido lácticas productoras de β-glucanos caracterizado porque contiene una pareja
de oligonucleótidos cebadores según la reivindicación 7 y porque permite la realización del procedimiento según las
reivindicaciones 1 a la 6.

9. Uso del procedimiento según las reivindicaciones 1 a 6 para la detección de bacterias ácido lácticas productoras
de β-glucanos de interés industrial.

10. Uso del procedimiento según la reivindicación 9 para la detección de bacterias ácido lácticas productoras de β-
glucanos caracterizado porque las bacterias son estirpes productoras de β-glucanos de interés para las industrias de
alimentos del sector de productos lácteos.

11. Uso del procedimiento según la reivindicación 9 para la detección de bacterias ácido lácticas productoras de β-
glucanos caracterizado porque las bacterias son estirpes productoras de β-glucanos de interés para las industrias de
alimentos del sector de la avena.

12. Uso del procedimiento según la reivindicación 9 para la detección de bacterias ácido lácticas productoras de β-
glucanos caracterizado porque las bacterias son estirpes productoras de β-glucanos de interés para las industrias de
alimentos del sector de las bebidas alcohólicas.

13. Uso del procedimiento según la reivindicación 12 caracterizado porque las bebidas alcohólicas pertenecen al
siguiente grupo: vino, sidra y cerveza.
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<212> DNA
<213> Secuencia utilizada como cebador en experimentos de amplificación

<220>
<223> Oligonucleótido GTF-R

<400> 10

<210> 11
<211> 22
<212> DNA
<213> Secuencia utilizada como cebador en experimentos de amplificación

<220>
<223> Oligonucleótido VII

<400> 11

<210> 12
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia utilizada como cebador en experimentos de amplificación

<220>
<223> Oligonucleótido VIII

<400> 12

<210> 13
<211> 23
<212> DNA
<213> Secuencia utilizada como cebador en experimentos de amplificación

<220>
<223> Oligonucleótido IX

<400> 13

<210> 14
<211> 24
<212> DNA
<213> Secuencia utilizada como cebador en experimentos de amplificación

<220>
<223> Oligonucleótido X

<400> 14
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<210> 15
<211> 26
<212> DNA
<213> Secuencia utilizada como cebador en experimentos de amplificación

<220>
<223> Oligonucleótido XI

<400> 15

<210> 16
<211> 1701
<212> DNA
<213> Pediococcus damnosus

<400> 16
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