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@ Resumen:

Procedimiento para la deteccién e identificacion simulta-
nea y especifica de bacterias lacticas y bifidobacterias en
leches fermentadas y en cultivos iniciadores para leches
fermentadas.

El procedimiento permite la rpida y simultdnea deteccion
e identificacion de diferentes especies de bacterias lac-
ticas (S. thermophilus, L. bulgaricus, L. casei, L. acido-
philus) en cultivos mixtos con B. lactis, especies habitual-
mente presentes en yogur y leches fermentadas que con-
tienen probidticos. El procedimiento emplea cebadores de
ADN especificas disefiados a partir del gen 165 rRNA pa-
ra las bacterias lacticas y del gen de la transaldolasa pa-
ra bifidobacterias. El procedimiento de identificacion me-
diante amplificaciéon especifica por PCR se complementa
con la separacién de los productos amplificados mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida con gradiente des-
naturalizante (DGGE). La ventaja del método radica en
que es capaz de realizar en una sola reaccion la identifi-
cacién conjunta de los cultivos mixtos presentes en leches
fermentadas.
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DESCRIPCION

Procedimiento para la deteccién e identificacidn simultdnea y especifica de bacterias lacticas y bifidobacterias en
leches fermentadas y en cultivos iniciadores para leches fermentadas.

Sector de la técnica

La técnica se encuadra dentro del Area Agroalimentaria, en el Sector Lécteo, y desarrolla un procedimiento para
la deteccién e identificacion de diferentes especies de bacterias lacticas y bifidobacterias especificas de poblaciones
mixtas en yogures y leches fermentadas.

Estado de la técnica

Dentro del sector lacteo, el consumo de productos lacteos probidticos se encuentra en franca expansion, creciendo
durante los dltimos afios no s6lo en ventas sino también en la variedad de productos que se ofertan. Este hecho ha con-
ducido a que desde enero de 2004 se incluyan en las estadisticas del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién
los datos sobre consumo de “yogur con bifidus” y “otras leches fermentadas”. El registro del volumen de consumo en
Espaiia de yogures y leches fermentadas comparativo entre mayo de 2004 y mayo de 2005 indica un incremento medio
del consumo de productos probiéticos en un 18%, los cuales representan casi un 10% del total consumido de yogu-
res y productos relacionados [http://www.fenil.org/Documentos/Sector/Consumo/CompAcumUIltimoAno/consumo_
comparativa_mayo05-04.pdf].

La deteccion y correcta identificaciéon de los microorganismos empleados como probidticos comercialmente es de
gran importancia para garantizar la autenticidad de su etiquetado y, en su caso, para apoyar las posibles alegaciones
de salud de estos alimentos. Los estudios de productos probidticos presentes en el mercado han reflejado, en general,
una falta de precision en la identificacién/taxonomia de los microorganismos probidticos empleados tanto en diferentes
productos lacteos como en concentrados liofilizados y en preparados farmacéuticos/nutracéuticos [Fasoli, S., Marzotto,
M., Rizzotti, L., Rossi, F., Dellaglio, F., Torriani, S. (2003) Int. J. Food Microbiol. 82:59-70; Temmerman, R., Pot,
B., Huys, G., Swings, J. (2003) Int. J. Food Microbiol. 81:1-10]. Estudios recientes realizados sobre la diversidad
de especies de lactobacilos y bifidobacterias presentes en leches fermentadas comercializadas en Espafia indican una
creciente mejora en la equivalencia entre las especies etiquetadas y las presentes en el producto detectadas por técnicas
moleculares [Gueimonde, M., Delgado, S., Mayo, B., Ruas-Madiedo, P., Margolies, A., de los Reyes-Gavil4n, C. G.
(2004) Food Res. Int. 37:839-850]. Adn asi, ninguna de las muestras analizadas en el estudio contenia mds de una
especie de lactobacilos probidticos y en la mayoria de leches fermentadas ni siquiera a Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus. La dificultad de estos estudios, por tanto, aumenta cuando concurren un mayor nimero de especies
en el mismo producto.

La identificacidn tradicional de microorganismos basada en caracteristicas fenotipicas es bastante lenta y no siem-
pre adecuada para la correcta identificacién o diferenciacién entre especies muy proximas taxonémicamente. El re-
emplazo 16gico sucedido en este aspecto ha sido el empleo de técnicas moleculares para complementar o sustentar
la identificacién de especies bacterianas. La mayoria de estas técnicas se han basado en el andlisis de secuencias es-
pecificas presentes en genes integrantes del operén del ARN ribosémico y en las regiones intergénicas espaciadoras
[Amann, R. I., Ludwig, W., Schleifer, K. H. (1995) Microbiol. Rev. 59:143-169]. Este hecho se basa en el caricter
universal del funcionamiento de estos genes que conduce a la presencia de regiones conservadas, amplificadas por
cebadores universales, y de regiones variables que permiten establecer agrupaciones filogenéticas segun el grado de
homologia de las secuencias nucleotidicas y, por tanto, la identificacién de especies bacterianas. Sin embargo, la com-
paracion de secuencias del gen 16S rRNA de bifidobacterias refleja una elevada analogia entre las especies (similitud
que oscila entre 92 y 99%) que dificulta su diferenciacién basada en el andlisis de dicha secuencia, por lo que se
han buscado otros genes polimdrficos para la identificacion de estas especies, como es el que codifica para la enzima
transaldolasa [Requena, T., Burton, J., Matsuki, T., Munro, K., Simon, M.A., Tanaka, R., Tannock, G.W. (2002) Appl.
Environ. Microbiol. 68:2420-2427].

La combinacién de técnicas especificas para la deteccidn e identificacién bacteriana basada en técnicas molecu-
lares como amplificacién por PCR y separacién de los fragmentos mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
con gradiente desnaturalizante (DGGE), constituye una herramienta de gran utilidad para el estudio de poblaciones
microbioldgicas complejas en ecosistemas naturales sin necesidad de realizar una separacion previa de los diferentes
componentes en la mezcla. El empleo de PCR-DGGE se ha aplicado a numerosas y complejas comunidades micro-
biolégicas [Muyzer, G., Smalla, K. (1998) Antonie Van Leeuwenhoek 73:127-141; Zoetendal, E. G., Collier, C. T.,
Koike, S., Mackie, R. 1., Gaskins, H. R. (2004) J. Nutr. 134:465-472], mientras que se ha incorporado sélo recien-
temente en el estudio de comunidades microbioldgicas presentes en alimentos fermentados [Ercolini, D. (2004) J.
Microbiol. Meth. 56:297-314] y mas concretamente en quesos [Randazzo, C.L., Torriani, S., Akkermans, A.D.L., de
Vos, WM., Vaughan, E.E. (2002) Appl. Environ. Microbiol. 68:1882-1892].

El objeto de la presente invencidn consiste en la aplicacién de un procedimiento de deteccién e identificacién
rapida y especifica de diferentes especies de bacterias lacticas y bifidobacterias presentes en poblaciones mixtas en
leches fermentadas y en cultivos iniciadores para leches fermentadas, basado en el disefio de cebadores inéditos y
especificos de especie para la amplificacién por PCR de secuencias identificadas en regiones variables del 16S rRNA
de S. thermophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. acidophilus y L. casei subsp. casei'y del gen de la transaldolasa
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en B. lactis y se complementa con la diferenciacién de los fragmentos obtenidos mediante separacién por DGGE. Las
especies objeto del estudio son afiadidas habitualmente como cultivos iniciadores en leches fermentadas probidticas
comercializadas en Espafia. Las ventajas del procedimiento son la rapidez y el andlisis especifico y simultaneo de
todas las especies presentes en una misma muestra en estudio.

En relacién a las patentes internacionales existentes relacionadas con el tema objeto de la presente invencion, se
destacan: (i) la patente W(09709448 publicada en 1997, solicitada por los inventores Alatossava, T. y Tilsala-Timis-
jaervi, A. (Finlandia), que se caracteriza por emplear la secuencia de la regioén espaciadora entre los genes 16S y 23S
rRNA para la identificacion especifica de lactobacilos y S. thermophilus; (ii) las patentes JP11151097 y JP11123093,
publicadas en 1999 y solicitadas por la empresa Yakult Honska KK, que se caracterizan por la descripcién de oligo-
nucledtidos utilizables para la identificacién genérica de bacterias lacticas y bifidobacterias, respectivamente; y (iii) la
patente W02005103294 publicada en 2005, solicitada por los inventores Park, Y.-H., Bae, J.-W., Rhee, S.-K., Park, J.
R., Kim, B.-C. (Corea) que se caracteriza por emplear la tecnologia de “microarrays” para la deteccion e identificacién
de bacterias lacticas, bifidobacterias y propionibacterias. No obstante, no existe ningin procedimiento patentado para
la deteccion e identificacion de bacterias l4cticas y bifidobacterias en cultivos mixtos en leches fermentadas empleando
la tecnologia PCR-DGGE.

Descripcion de la invencion
- Breve descripcion de la invencién

Se ha desarrollado un procedimiento que permite la rdpida deteccion e identificacion de diferentes especies de
bacterias lacticas (S. thermophilus, L. bulgaricus, L. casei, L. acidophilus) en cultivos mixtos con B. lactis, especies
habitualmente presentes en yogur y leches fermentadas que contienen probidticos. El procedimiento emplea secuen-
cias de ADN especificas (cebadores) disefiadas a partir del gen 16S rRNA para las especies de bacterias lacticas y
del gen de la transaldolasa para bifidobacterias y que se utilizan para la identificacién del ADN procedente de las
mencionadas especies mediante amplificacion especifica por PCR. El procedimiento de identificacién se complemen-
ta con la separacioén de los productos amplificados mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con gradiente
desnaturalizante (DGGE).

- Descripcion detallada de la invencion

El procedimiento de deteccion e identificacién de diferentes especies de bacterias lacticas (S. thermophilus, L.
bulgaricus, L. casei, L. acidophilus) y de B. lactis presentes en cultivos mixtos en leches fermentadas se caracteriza
por el empleo de cebadores especificos disefiados a partir de secuencias presentes en regiones variables del gen 16S
rRNA para las especies de bacterias lacticas y del gen de la transaldolasa para bifidobacterias y que el método que
emplea es la amplificacién especifica mediante PCR. La semejanza en la longitud de los fragmentos amplificados no
permite una diferenciacion de los productos de PCR en geles convencionales de agarosa, por lo que en la presente
invencidn la aplicacién del procedimiento en la identificacién simultanea de las especies cuando se encuentran en
cultivos mixtos se completa mediante la separacién de los productos amplificados en geles de poliacrilamida con
gradiente desnaturalizante (DGGE).

Los cebadores seleccionados se derivan de la secuencia nucleotidica presente en las regiones variables V1 y V2
identificadas en el gen 16S rRNA para cada una de las especies de bacterias lacticas en estudio; para ello se ha ob-
tenido mediante secuenciacién automatizada la secuencia nucleotidica completa de dicho gen a partir de una cepa
representativa de cada una de las especies. La secuencia del gen de la transaldolasa se ha obtenido a partir de trabajos
anteriores [Requena, T., Burton, J., Matsuki, T., Munro, K., Simon, M.A., Tanaka, R., Tannock, G.W. (2002) Appl.
Environ. Microbiol. 68:2420-2427]]. Los cebadores seleccionados se caracterizan porque cada pareja especifica de
oligonucleétidos disefiados, o de los derivados de la cadena complementaria, solamente generan un producto de am-
plificacion a partir del ADN genémico procedente de la especie para la que fueron disefiados (Fig. 1). La secuencia
objeto de la amplificacién con los cebadores especificos puede estar representada también por ARN, dependiendo del
método de preparacion de la muestra. Las parejas de cebadores para cada una de las especies objeto de la invencion se
describen a continuacion:

o S. thermophilus: Se utilizan los cebadores especificos Thermfor; SEQ ID NO1 y Thermrev: SEQ ID N02
que generan un producto de PCR de 157 pb.

L. bulgaricus: Se utilizan los cebadores especificos Bulgfor: SEQ ID NO3 y Bulgrev: SEQ ID N04 que
generan un producto de PCR de 232 pb.

L. acidophilus: Se utilizan los cebadores especificos Acidfor: SEQ ID NO5 y Acidrev: SEQ ID N06 que
generan un producto de PCR de 227 pb.

L. casei: Se utilizan los cebadores especificos Casfor: SEQ ID NO7 y Casrev: SEQ ID NO8 que generan un
producto de PCR de 142 pb.

B. lactis: Se utilizan los cebadores especificos Forlac: SEQ ID NO9 y Revlac: SEQ ID NO10 que generan
un producto de PCR de 116 pb.
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Cuando los productos de PCR se van a separar mediante DGGE, se afiade a uno de los cebadores la abrazadera
GC, es decir, una extension de nucleétidos en posicion 5° constituida por la secuencia SEQ ID NOI1. La seleccién
del cebador 6ptimo para contener la abrazadera GC se realiza experimentalmente a partir de cada una de las especies
con el objeto de obtener una escalera de productos amplificados perfectamente separados, de manera que mezclados
constituyan un estadndar de productos especificos (“ladder”) de referencia para la identificacion de las especies en las
muestras problema (Fig. 2).

La principal aplicacién industrial del procedimiento desarrollado es la deteccién e identificacion de diferentes
especies de bacterias lacticas y bifidobacterias en yogures y leches fermentadas que contienen cultivos mixtos de estas
bacterias, con el objeto de determinar la autenticidad de la composicién microbiolégica mostrada en el etiquetado
del producto. El procedimiento descrito tiene aplicacion tanto en investigacion como en el desarrollo industrial de
productos y en el control de calidad de los mismos.

Descripcion del contenido de las figuras

La Fig. 1 Productos PCR: muestra un electroforegrama de un gel de agarosa al 2% con los productos de PCR
obtenidos por amplificacién de ADN de S. thermophilus y de dos colonias cuantificadas como pertenecientes a esta
especie (carriles 2, 3 y 4). De forma similar se muestran los productos equivalentes a partir de ADN y colonias de L.
bulgaricus (carriles 5, 6 y 7), L. acidophilus (carriles 8, 9 y 10), L. casei (carriles 12,13 y 14) y B. lactis (carriles 15,
16 y 17). Los carriles 1, 11 y 18, son estandares de tamafio molecular de fragmentos de ADN.

La Fig. 2 Separacion DGGE mezcla productos PCR: muestra un electroforegrama de un gel de poliacrilamida
al 9% con un gradiente entre 40 y 60% de urea 7 M y formamida al 40% con la mezcla de los productos de PCR
especificos obtenidos del ADN puro de cada especie (“ladder”; carriles 1 y 7) y de los obtenidos a partir del ADN
total extraido de leches fermentadas empleando los cebadores especificos para S. thermophilus (carril 2), L. bulgaricus
(carril 3), L. casei (carril 4), L. acidophilus (carril 5) y B. lactis (carril 6).

Ejemplo de realizacion de la invencién

Ejemplo 1

Identificacion de colonias de S. thermophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus, L. casei y B. lactis obtenidas en medios
diferenciales y selectivos para el recuento de estas especies presentes en leches fermentadas

El procedimiento para la identificacion de las cinco especies mencionadas se aplicé para confirmar la enumeracion
realizada en medios selectivos y diferenciales a partir de muestras de leche fermentada comercial que indicaba en la
etiqueta que contenia dichas especies. La comprobacion de la conformidad de los recuentos se realizé en un 10% de
las colonias crecidas en los diferentes medios diferenciales o selectivos que se describen en la Patente de invencién
Procedimiento para diferenciar y cuantificar bacterias ldcticas y bifidobacterias en leches fermentadas que emplea
medios de cultivo selectivos libres de antibidticos Para ello se utilizaron los cebadores descritos en la Tabla 1 y
disenados a partir del procedimiento descrito en la presente invencion.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 1

Farejas de cebadores empleados para la identificacion de S. thermophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus, L. casei'y
B. lactis

| Especie Nombre Secuencia nucleotidica 5'—»3' Producto

S. thermophilus Thermfor ACGCTGAAGAGAGGAGCTTG 157(pb)
SEQ ID NO1
Thermrev GCAATTGCCCCTTTCAAATA
SEQ ID NO2

L. bulgaricus Bulgfor TCAAAGATTCCTTCGGGATG 232(pb)
SEQ ID NO3
Bulgrev TACGCATCATTGCCTTGGTA
SEQ ID NO4

L. acidophilus Acidfor AGCGAGCTGAACCAACAGAT 227(pb)
SEQ ID NO5
Acidrev AGGCCGTTACCCTACCAACT
SEQ ID NO6

L. casei Casfor GCACCGAGATTCAACATGGAA 142(pb)
SEQ ID NO7
Casrev GCCATCTTTCAGCCAAGAACC
SEQ ID NO8

B. lactis Forlac GCGCTGGGCTGCTCTGGAAGC 116(pb)
SEQ ID NO9
Revlac TGGCGACGAGCTCATCGACATACT
SEQ iD
NO10

Las colonias en estudio crecidas en los medios diferenciales y selectivos se suspendieron en 20 uL de agua milliQ
estéril y se calentaron a 100°C durante 5 min; a continuacidn, la suspensién celular se congeld a -20°C durante 24
h. Para la PCR se emplearon 2 uL de la suspensién descongelada y se mezclaron con la pareja de cebadores corres-
pondiente a la especie objeto de identificacion (Tabla 1), a la concentracién final en la reaccién de 0,4 M para cada
cebador. A la reaccién se afiadieron los componentes estdndar: dNTP (200 uM), MgCl, (1,5 mM) y el tampdn especi-
fico para la reaccion con TagPolimerasa (Roche). La PCR es comtin para todas las parejas de cebadores: 35 ciclos con
temperatura de desnaturalizacién a 94°C, hibridacion a 60°C y elongacién a 72°C. Previo al primer ciclo de reaccién
las muestras se incubaron a 94°C durante 3 minutos y después de finalizar el dltimo ciclo se prolongé 5 minutos la
elongacién de fragmentos a 72°C, seguido de refrigeracion a 4°C. Los productos de la reaccion (5 uL) se analizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% para lo que previamente se centrifugaron las muestras a 10.000 rpm
durante 3 minutos con el objeto de sedimentar los restos celulares presentes en la reaccion.

La identificacion de las colonias se realizé mediante comparacién de los productos amplificados procedentes de
las colonias problema con los del ADN procedente de cada una de las especies puras (Fig. 1). La separacion obte-
nida no es suficiente en el caso de contar con cultivos mixtos en los que no se tengan identificadas previamente las
cepas.
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Ejemplo 2

Deteccion e identificacion mediante PCR-DGGE de S. thermophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus, L. casei y B. lactis
presentes en cultivos mixtos en leches fermentadas

El procedimiento descrito en la presente invencién también puede emplearse para la deteccion e identificacion
especifica de bacterias lacticas y bifidobacterias sin necesidad de realizar la separacion previa de las especies mediante
cultivo selectivo o diferencial. La deteccion e identificacion de las cinco especies se aplicé en el andlisis de muestras
de leche fermentada comercial que indicaba en la etiqueta que contenia dichas especies.

La obtencién del ADN total de las muestras (mezcla de ADN procedente de todas las especies) se realizé a partir
de 3 ml de leche fermentada, que se neutralizé a pH 6 con NaOH 1M, a los que se afiadieron 10 ml de EDTA al 0,2%),
pH 12, para dispersar las caseinas. Las células de sedimentaron mediante centrifugacién durante 15 minutos a 6.000
rpm. Para la extraccién de ADN, las células se rompieron con bolas de vidrio (didmetro de 150-212 ym) y el ADN se
precipité con isopropanol, previa eliminacion de restos de material celular con acetato aménico 10 M y una mezcla
24:1 de cloroformo:alcohol isoamilico. E1 ADN total se purificé finalmente mediante precipitacién con etanol y se
resuspendi6 en tampén Tris-HC1 10 M, pH 8, y EDTA 1 M.

Para la PCR se utilizaron 500 ng de ADN total y se siguieron las condiciones de reaccién descritas en el Ejemplo
1, empleando los cebadores que se muestran en la Tabla 1, pero con la diferencia de que se afiadi6 la abrazadera GC
en los cebadores SEQ ID NO1,4,5,7,10 ThermforGC, BulgrevGC, AcidforGC, CasforGC y RevlacGC.

Los productos de PCR obtenidos se afiadieron (1 uL) a un gel de poliacrilamida al 9% con un gradiente entre 40 y
60% de urea 7 M y formamida al 40% y se separaron mediante electroforesis a 130 V durante 4,5 horas.

Para la deteccién e identificacion de las cinco especies que se mencionan en la invencion se prepard un estandar
de productos especificos (“ladder”) obtenido de la mezcla de 0,5 uL. de cada uno de los fragmentos procedentes de la
amplificacién del ADN puro de cada especie (Fig. 2, carriles 1 y 7). La amplificacién del ADN total obtenido de las
leches fermentadas con las parejas de cebadores especificos permite la deteccion e identificacion de las especies de
bacterias l4cticas y bifidobacterias presentes en la muestra (Fig. 2, carriles 2 a 6).
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la deteccidn e identificacién simultdnea y especifica de bacterias lacticas y bifidobacterias
en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches fermentadas caracterizado por el uso de la técnica de reaccién
en cadena de la polimerasa mediante una Unica reaccidn con cebadores que comprenden oligonucledtidos especificos
de regiones variables del gen 16S rRNA para las bacterias lacticas y del gen de la transaldolasa para bifidobacterias.

2. Procedimiento para la deteccion e identificacion simultdnea y especifica de bacterias lacticas y bifidobacterias
en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches fermentadas segun la reivindicacién 1, caracterizado porque
se realiza la deteccién e identificacion de diferentes especies de bacterias lcticas (S. thermophilus, L. bulgaricus, L.
casei, L. acidophilus) en cultivos mixtos con B. lactis, especies habitualmente presentes en yogur y leches fermentadas
que contienen probidticos en mezcla de las cinco especies o en las diferentes combinaciones binarias, ternarias o
cuaternarias obtenidas a partir de las cinco especies.

3. Procedimiento para la deteccion e identificacion simultdnea y especifica de bacterias lacticas y bifidobacterias
en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches fermentadas segtin las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado
porque los cebadores seleccionados para las bacterias lacticas se derivan de la secuencia nucleotidica presente entre
las regiones variables V1 y V2 del gen 16S rRNA y los cebadores seleccionados para B. lactis se derivan de regiones
variables presentes en la secuencia nucleotidica del gen de la transaldolasa.

4. Procedimiento para la deteccidn e identificacién simultdnea y especifica de bacterias lacticas y bifidobacterias
en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches fermentadas segtin las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado
por utilizar la pareja de oligonucleétidos especificos de S. thermophilus, SEQ ID NO1 y SEQ ID N0O2 que generan un
producto de PCR de 157 pb.

5. Procedimiento para la deteccion e identificacion simultdnea y especifica de bacterias lacticas y bifidobacterias
en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches fermentadas segtin las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado
por utilizar la pareja de oligonucledtidos especificos de L. bulgaricus, SEQ ID NO3 y SEQ ID N04 que generan un
producto de PCR de 232 pb.

6. Procedimiento para la deteccidn e identificacién simultdnea y especifica de bacterias lacticas y bifidobacterias
en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches fermentadas segun las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado
por utilizar la pareja de oligonucleétidos especificos de L. acidophilus, SEQ ID NO5 y SEQ ID NO6 que generan un
producto de PCR de 227 pb.

7. Procedimiento para la deteccidn e identificacién simultdnea y especifica de bacterias lacticas y bifidobacterias
en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches fermentadas segtin las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado
por utilizar la pareja de oligonucledtidos especificos de L. casei, SEQ ID NO7 y SEQ ID NO8 que generan un producto
de PCR de 142 pb.

8. Procedimiento para la deteccién e identificacién simultidnea y especifica de bacterias lacticas y bifidobacterias
en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches fermentadas segtin las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado por
utilizar la pareja de oligonucleétidos especificos de B. lactis, SEQ ID N0O9 y SEQ ID NO10 que generan un producto
de PCR de 116 pb.

9. Procedimiento para la deteccion e identificacién simultdnea y especifica de bacterias lacticas y bifidobacterias
en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches fermentadas segun las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado
porque la identificacién mediante amplificacion especifica por PCR se complementa con la separacion de los productos
amplificados mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con gradiente desnaturalizante (DGGE) para lo que en la
reaccion de PCR se afiade a uno de los cebadores la abrazadera GC, es decir, una extensién de nucleétidos en posicién
5’ constituida por la secuencia SEQ ID NO11.

10. Procedimiento para la deteccion e identificacion simultdnea y especifica de bacterias lacticas y bifidobacterias
en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches fermentadas segtin la reivindicacién 9, caracterizado porque
la identificacién de S. thermophilus, se hace anadiendo a SEQ ID NO1 una extensiéon de nucleétidos en posicion 5’
constituida por la secuencia SEQ ID NO11.

11. Procedimiento para la deteccion e identificacion simultdnea y especifica de bacterias lacticas y bifidobacterias
en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches fermentadas seguin la reivindicacién 9, caracterizado porque
la identificacién de L. bulgaricus, se hace afiadiendo a SEQ ID NO4 una extensién de nucleétidos en posicién 5°
constituida por la secuencia SEQ ID NO11.

12. Procedimiento para la deteccién e identificacion simultdnea y especifica de bacterias lacticas y bifidobacterias
en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches fermentadas segtn la reivindicacién 9, caracterizado porque
la identificacién de L. acidophilus, se hace anadiendo a SEQ ID NO5 una extensién de nucleétidos en posicién 5’
constituida por la secuencia SEQ ID NO11.
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13. Procedimiento para la deteccion e identificacion simultdnea y especifica de bacterias lacticas y bifidobacterias
en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches fermentadas segtin la reivindicacién 9, caracterizado porque
la identificacién de L. casei, se hace afiadiendo a SEQ ID NO7 una extensién de nucleétidos en posicién 5° constituida
por la secuencia SEQ ID NO11.

14. Procedimiento para la deteccion e identificacion simultinea y especifica de bacterias lacticas y bifidobacterias
en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches fermentadas segtin la reivindicacion 9, caracterizado porque la
identificacién de B. lacti, se hace afladiendo a SEQ ID NO10 una extension de nucleétidos en posicidon 5’ constituida
por la secuencia SEQ ID NO11.

15. Procedimiento para la deteccion e identificacion simultdnea y especifica de bacterias lacticas y bifidobacterias
en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches fermentadas segun las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado
porque la amplificacién de los fragmentos de doble cadena se realiza con las parejas de oligonucledtidos cebadores
indicados en las reivindicaciones 1 a 8 correspondientes a las cinco especies, a partir de una suspensién de las colonias,
calentada a 100°C y congelada a -20°C y bajo las siguientes condiciones preferentes:

v un ciclo de desnaturalizacién a 94°C durante 3 minutos.
v 35 ciclos:

e Desnaturalizacion a 94°C (30 segundos)

e Anillamiento a 60°C

e Extension a 72°C

v Incubacién a 72°C durante 5 minutos seguidos de refrigeracion a 4°C y los productos de la PCR centrifu-
gados se analizan mediante electroforesis en gel de agarosa.

16. Procedimiento para la deteccién e identificacion simultdnea y especifica de bacterias lacticas y bifidobacterias
en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches fermentadas segun las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado
porque la amplificacion de los fragmentos de doble cadena se realiza con las parejas de oligonucledtidos cebadores
indicados en las reivindicaciones 1 a 8 correspondientes a las cinco especies, a partir de ADN total y bajo las siguientes
condiciones preferentes:

v un ciclo de desnaturalizacién a 94°C durante 3 minutos.
v 35ciclos:

e Desnaturalizacion a 94°C (30 segundos)

e Anillamiento a 60°C

e Extension a 72°C

v Incubacién a 72°C durante 5 minutos seguidos de refrigeracion a 4°C y los productos de la PCR se analizan
mediante electroforesis en gel de agarosa.

17. Procedimiento para la deteccidn e identificacidon simultdnea y especifica de bacterias lacticas y bifidobacterias
en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches fermentadas segtn las reivindicaciones 1 a 14, caracterizado
porque la amplificacion de los fragmentos de doble cadena se realiza con las parejas de oligonucleétidos cebadores in-
dicados en las reivindicaciones 9 a 14 correspondientes a las cinco especies, a partir de ADN total y bajo las siguientes
condiciones preferentes:

v un ciclo de desnaturalizacién a 94°C durante 3 minutos.
v 35ciclos:
e Desnaturalizacion a 94°C (30 segundos)
¢ Anillamiento a 60°C
e Extension a 72°C
v/ Incubacién a 72°C durante 5 minutos seguidos de refrigeracion a 4°C y 1 uL de los productos de PCR se

separan en un gel de poliacrilamida al 9% con un gradiente entre 40 y 60% de urea 7 M y formamida al
40%.
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18. Procedimiento para la deteccidn e identificacion simultdnea y especifica de bacterias lacticas y bifidobacterias
en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches fermentadas segun las reivindicaciones 15 y 16, caracterizado
porque utiliza como material de partida colonias y cultivos de las especies bacterianas, respectivamente.

19. Procedimiento para la deteccién e identificacion simultdnea y especifica de bacterias lacticas y bifidobacterias
en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches fermentadas segtn la reivindicacién 17, caracterizado porque
utiliza como material de partida leches fermentadas, yogures, derivados lacteos o alimentos que los contengan o los
utilicen como ingredientes.

20. Pareja de oligonucleétidos cebadores especificos de S. thermophilus, SEQ ID NO1 y SEQ ID NO2 que generan
un producto de PCR de 157 pb que permite la deteccion e identificacién simultdnea de esta bacteria lactica en leches
fermentadas y cultivos iniciadores de leches fermentadas por PCR segtn las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 15y 16.

21. Pareja de oligonucleétidos cebadores especificos de L. bulgaricus, SEQ ID NO3 y SEQ ID N04 que generan
un producto de PCR de 232 pb que permite la deteccion e identificacion simultdnea de esta bacteria lactica en leches
fermentadas y cultivos iniciadores de leches fermentadas por PCR segtn las reivindicaciones 1, 2, 3,5, 15y 16.

22. Pareja de oligonucledtidos cebadores especificos de L. acidophilus, SEQ ID NO5 y SEQ ID NO06 que generan
un producto de PCR de 227 pb que permite la deteccion e identificacion simultdnea de esta bacteria lactica en leches
fermentadas y cultivos iniciadores de leches fermentadas por PCR segtn las reivindicaciones 1, 2, 3, 6, 15y 16.

23. Pareja de oligonucledtidos cebadores especificos de L. casei, SEQ ID NO7 y SEQ ID NO8 que generan un
producto de PCR de 142 pb que permite la deteccion e identificacion simultdnea de esta bacteria lactica en leches
fermentadas y cultivos iniciadores de leches fermentadas por PCR segtn las reivindicaciones 1, 2, 3,7, 15y 16.

24. Pareja de oligonucleétidos cebadores especificos de B. lactis, SEQ ID N09 y SEQ ID NO10 que generan un
producto de PCR de 116 pb que permite la deteccién e identificacion simultdnea de esta bacteria en leches fermentadas
y cultivos iniciadores de leches fermentadas por PCR segtin las reivindicaciones 1, 2, 3, 8, 15 y 16.

25. Pareja de oligonucledtidos cebadores especificos de S. thermophilus, SEQ ID NO1 con una extensioén de nu-
cleétidos en posicién 5’ constituida por la secuencia SEQ ID NO11 y SEQ ID NO2 que generan un producto de PCR
de 197 pb que permite la deteccidn e identificacion simultdnea de esta bacteria lactica en leches fermentadas y cultivos
iniciadores de leches fermentadas por PCR segtn las reivindicaciones 1,2, 3,9, 10y 17.

26. Pareja de oligonucledtidos cebadores especificos de L. bulgaricus, SEQ ID NO3 y SEQ ID NO4 con una ex-
tensién de nucledtidos en posicién 5° constituida por la secuencia SEQ ID NO11 que generan un producto de PCR de
272 pb que permite la deteccion e identificacion simultdnea de esta bacteria lactica en leches fermentadas y cultivos
iniciadores de leches fermentadas por PCR segtn las reivindicaciones 1, 2, 3,9, 11y 17.

27. Pareja de oligonucleétidos cebadores especificos de L. acidophilus, SEQ ID NOS5 con una extension de nucle6-
tidos en posicién 5° constituida por la secuencia SEQ ID NO11 y SEQ ID NO6 que generan un producto de PCR de
267 pb que permite la deteccion e identificacién simultidnea de esta bacteria lactica en leches fermentadas y cultivos
iniciadores de leches fermentadas por PCR segtin las reivindicaciones 1, 2, 3,9, 12y 17.

28. Pareja de oligonucledtidos cebadores especificos de L. casei, SEQ ID NO7 con una extensién de nucleétidos en
posicion 5’ constituida por la secuencia SEQ ID NO11 y SEQ ID NO8 que generan un producto de PCR de 182 pb que
permite la deteccion e identificacién simultdnea de esta bacteria lactica en leches fermentadas y cultivos iniciadores
de leches fermentadas por PCR segtn las reivindicaciones 1, 2, 3,9, 13y 17

29. Pareja de oligonucleétidos cebadores especificos de B. lactis, SEQ ID N0O9 y SEQ ID NO10 con una extensién
de nucledtidos en posicion 5° constituida por la secuencia SEQ ID NO11 que generan un producto de PCR de 156 pb
que permite la deteccion e identificacién simultdnea de esta bacteria en leches fermentadas y cultivos iniciadores de
leches fermentadas por PCR segun las reivindicaciones 1, 2, 3,9, 14y 17.

30. Kit de diagnéstico por PCR para la deteccién e identificacién simultdnea y especifica de bacterias lacticas y
bifidobacterias en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches fermentadas caracterizado por amplificar un
fragmento del gen 16S rRNA para las bacterias lacticas y del gen de la transaldolasa para bifidobacterias segtn los
procedimientos descritos en las reivindicaciones 1 a 17 y por emplear los cebadores descritos en las reivindicaciones
18 a29.
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<120> Procedimiento para la deteccién e identificacion simultdnea y especifica de bacterias lacticas y bifidobacterias
en leches fermentadas y en cultivos iniciadores para leches fermentadas.

<130> PCRLACBIF
<160> 10
<170> Patentln version 3.3

<210>1

<211>20

<212> DNA

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 1
acgctgaaga gaggagcttg 20

<210>2

<211> 20

<212> DNA

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 2
gcaattgecc ctttcaaata 20

<210>3

<211>20

<212> DNA

<213> Lactobacillus bulgaricus

<400> 3
tcaaagattc cttcgggatg 20

<210> 4

<211>20

<212> DNA

<213> Lactobacillus bulgaricus

<400> 4
tacgcatcat tgccttggta 20

<210>5
<211>20
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<212> DNA
<213> Lactobacillus acidophilus

<400> 5
agcgagctga accaacagat

<210> 6

<211>20

<212> DNA

<213> Lactobacillus acidophilus

<400> 6
aggccgttac cctaccaact

<210>17
<211> 21
<212> DNA

<213> Lactobacillus casei
<400> 7
gcaccgagat tcaacatgga a

<210> 8
<211> 21
<212> DNA

<213> Lactobacillus casei
<400> 8
gecatctttc agccaagaac ¢

<210>9

<211> 21

<212> DNA

<213> Bifidobacterium lactis

<400>9
gegetgggct getctggaag ¢

<210> 10

<211>24

<212> DNA

<213> Bifidobacterium lactis

<400> 10

tggcgacgag ctcatcgaca tact
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