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TITULO:

PROCEDIMIENTO PARA DIFERENCIAR Y CUANTIFICAR BACTERIAS
LACTICAS Y BIFIDOBACTERIAS EN LECHES FERMENTADAS QUE
EMPLEA MEDIOS DE CULTIVO SELECTIVOS LIBRES DE ANTIBIOTICOS

SECTOR DE LA TECNICA:
La técnica se encuadra dentro del Area Agroalimentaria, en el Sector Lacteo, y
desarrolla un procedimiento para el analisis de poblaciones mixtas de bacterias

lacticas y bifidobacterias en yogures y leches fermentadas.

ESTADO DE LA TECNICA:

El andlisis de los microorganismos que se emplean en la elaboracion de
yogures y leches fermentadas hace referencia tanto a Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus, que son las unicas especies
aceptadas para la elaboracion del yogur [Norma de Calidad para el yogur o
yoghourt, RD 179/2003 de 14 de febrero; BOE de 18 de febrero de 2003, pp.
6448-6450], como a diferentes probidticos que se han incorporado en la
fabricacidn de nuevas leches fermentadas y que incluyen fundamentalmente a
bacterias de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. En ambos casos,
yogur y leches fermentadas, existen requisitos que hacen necesario el andlisis
de la viabilidad de los microorganismos en el producto. Dentro de la citada
Norma de Calidad para el yogur se exige que L. bulgaricus 'y S. thermophilus se
encuentren viables en el producto terminado y presentes en cantidad minima
de 1 x 10’ unidades formadoras de colonias (ufc) por g o mL. En el caso de las
leches fermentadas que contienen microorganismos probidticos, existe un
criterio generalmente aceptado que establece que para que estas bacterias
ejerzan un efecto beneficioso en la salud del consumidor también deben estar
viables y en elevadas poblaciones, estimandose una poblacién recomendada
en el producto en el momento de su consumo de al menos 10° ufc por g o mL
[Roy, D. (2001) Int. J. Food Microbiol. 69:167-182].

Para la cuantificacion de las bacterias del yogur, existe una Norma
Internacional [SO/IDF [ISO/FDIS 9232|IDF146:2002] que establece las
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condiciones para la cuantificacién de estos microorganismos y se basa en una
técnica de recuento de colonias de S. thermophilus en agar M-17 [Terzaghi, B.
E. y Sandine, W. E. (1975) Appl. Microbiol. 29:807-813], adicionado con
lactosa, después de su incubacion en aerobiosis a 37 °C durante 48 h. Para L.
bulgaricus, se establece el recuento de colonias en agar MRS [de Man, J. C.,
Rogosa, M. y Sharpe, E. (1960) J. Appl. Bacterial. 23:130-135] con glucosa y
acidificado a pH 5,4, después de su incubaciéon en anaerobiosis a 37 °C
durante 72 h. En relacién a la cuantificacidén de otros tipos de microorganismos
presentes en leches fermentadas en mezcla con los microorganismos del
yogur, no existen Normas Internacionales o estandares, aunque existen grupos
de trabajo que actualmente llevan a cabos estudios colaborativos para el
desarrollo de dichas normas oficiales. En este sentido, en la Federacidén
Internacional de Lecheria (IDF/FIL) se trabaja en la validacién de un método de
cuantificaciéon de L. acidophilus [ISO/CD 20128 / IDF 192] pero con adicién de
clindamicina, y en una propuesta para la formacidén de un grupo de trabajo para
la cuantificacion de Bifidobacterium. En el mismo sentido, existen en la
literatura cientifica diferentes estudios que analizan la posible diferenciacion y
cuantificacion de las nuevas especies de bacterias afnadidas al yogur,
fundamentalmente L. acidophilus, Bifidobacterium spp. y L. casei [revisiones
sobre estos estudios: Charteris, W.P., Nelly, P. M., Morelli, L. y Collins, K
(1997) Int. J. Food Microbiol. 35:1-27; Roy, 2001]. En general, los medios
propuestos para la diferenciacion de los tres grupos bacterianos mencionados
entre si y frente a las bacterias del yogur basan su selectividad en las
diferentes condiciones de crecimiento de las especies en estudio vy
basicamente en la adicidén de diferentes antibiéticos (vancomicina, acido
nalidixico, dicloxacilina, etc.) [Vinderola, C. G. y Reinheimer, J. A. (2000) 271—
275; Bonaparte, C., Klein, G., Kneifel, W. y Reuter, G. (2001) Lait 81:227-235;
Tharmaraj, N. y Shah, N. P. (2003) J. Dairy Sci. 86:2288-2296].
Recientemente, se ha publicado un estudio que compara diferentes medios de
cultivo selectivos y diferenciales descritos en la literatura para la cuantificacion
en yogures comerciales de las mismo cinco especies objeto de la presente
invencién [Talwalkar, A. y Kailasapathy, K. (2004) Int. Dairy J. 14:143-149]. El

estudio concluye que ninguno de los medios selectivos descritos en la literatura
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permite una cuantificacion fehaciente de estos microorganismos cuando se
encuentran mezclados en diferentes combinaciones en las leches fermentadas
analizadas. Adicionalmente, el empleo de antibiticos en los medios de cultivo
suele causar en la propia poblacion seleccionada un cierto grado de reduccion
de los recuentos obtenidos [Roy, 2001], lo cual puede conducir a la
subestimacion de dicha poblacién bacteriana y, en su caso, podria
comprometer la valoracion de la calidad del producto ensayado y/o de su

potencial beneficio probidtico.

Existen trabajos publicados que describen el desarrollo de medios selectivos o
diferenciales para la cuantificacion de las especies citadas basados solo en la
diferenciacion de las especies en estudio por su capacidad para fermentar la
fuente de carbono presente en el medio de cultivo, por ejemplo rafinosa para la
seleccién de Bifidobacterium [Hartemink, R., Kok, B. J., Weenk, G. H. y
Rombouts, F. M. (1996) J. Microbiol. Meth. 27:33—43] o empleo de condiciones
selectivas de incubacion p. ej. seleccién de L. casei por incubaciéon a 15 °C
[Champagne, C. P., Roy, D. y Lafond, A. (1997) Biotechnol. Techniques
11:567-569]. Aunque los medios citados se han demostrado efectivos, en
ambos casos la especie ensayada estaba sola en mezcla con los
microorganismos del yogur o en otros ejemplos en mezclas sélo de especies
termdfilas de Lactobacillus [Camaschella, P., Mignot, O., Pirovano, F, Sozzi, T.
(1998) Lait 78:461-467].

En general, muchos de los trabajos publicados en revistas cientificas que
describen la cuantificacién de lactobacilos y/o bifidobacterias en cultivos mixtos
presentes en leches fermentadas carecen del analisis de los diferentes
parametros que permiten la validacién de los métodos desarrollados y/o de los
estudios necesarios para la confirmacion de la autenticidad de los resultados

obtenidos.

En relacion a las patentes internacionales existentes relacionadas con el tema
objeto de la presente invencidn, se destacan las patentes JP60114188 vy
JP92029359, publicadas en 1983, y la patente JP11028098, publicada en
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1997, desarrolladas por la empresa Yakult Honska KK, que se caracterizan por
emplear galacto-oligosacéridos como fuente de carbono para seleccionar
bifidobacterias cuando se encuentran en mezcla con bacterias lacticas. No
obstante, no existe ningun método patentado para la deteccidn discriminativa
fiable de las bacterias del yogur en mezcla con lactobacilos y bifidobacterias
probidticos, situacion habitualmente frecuente en leches fermentadas

comerciales.

DESCRIPCION DE LA INVENCION:

- Breve descripcion de lainvencidn

Se ha desarrollado un procedimiento que permite la cuantificacién selectiva y
diferencial de cuatro especies de bacterias lacticas (S. thermophilus, L.
bulgaricus, L. casei, L. acidophilus) y de B. lactis en cultivos mixtos presentes
en leches fermentadas. La novedad del procedimiento y lo que le aventaja
respecto de los existentes es que puede distinguir simultdneamente tres
especies diferentes de lactobacilos entre si y frente a otra bacteria lactica como
S. thermophilus y a bifidobacterias, todo ello basado en el empleo de diferentes
condiciones de incubacion y/o en la diferenciacién por morfologia de las
colonias, pero sin adicion de antibidticos a los medios de cultivo que pudieran
comprometer la viabilidad de las especies en estudio. La validacién del
procedimiento se ha realizado en base al estudio de la selectividad de los
medios, la exactitud y precision para recuperar la poblacion ensayada, la
reproducibilidad del procedimiento y el analisis de la posible competencia entre
las especies. También se ha analizado el efecto matricial mediante la
cuantificacion de las poblaciones en leche acidificada en comparaciéon con los
medios de cultivo de referencia. La confirmacidn de la identidad de las colonias
obtenidas en los medios propuestos se ha realizado segun procedimiento
descrito en la patente Procedimiento para la deteccidén e identificacidn
especifica de bacterias lacticas y bifidobacterias en leches fermentadas y

en cultivos iniciadores para leches fermentadas.
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- Descripcidn detallada de la invencién

El procedimiento de cuantificacion selectiva y diferencial de las especies
bacterianas S. thermophilus, L. bulgaricus, L. casei, L. acidophilus 'y B. lactis en
cultivos mixtos presentes en leches fermentadas se basa en el empleo de
caracteristicas selectivas de crecimiento y en diferencias morfologicas de las
colonias obtenidas en las condiciones de cultivo propuestas. En ningun caso se
utilizan antibidticos como agentes selectivos de crecimiento. Los medios de
cultivo basales utilizados han sido M-17 para S. thermophilus y MRS de
fermentacion para lactobacilos y B. lactis, descritos en la Norma Oficial de
Andlisis de las bacterias del yogur [ISO/FDIS 9232|IDF146:2002]. Su
procedencia comercial ha sido de Laboratorios Conda, Madrid.

El crecimiento diferencial se ha basado en la utilizacidén selectiva de fuentes de
carbono como glucosa, lactosa, rafinosa, maltosa y fructosa, en las diferentes
temperaturas y tiempos de incubacion como 30, 37 y 45 °C durante 24y 72 hy
en la presencia de oxigeno: aerobiosis, atmdsfera parcial de CO,, anaerobiosis.
También se han diferenciado las especies por el tamano y la morfologia de las
colonias obtenidas en los medios, considerandose sélo resultado positivo las

colonias de tamano igual o superior a 2 mm.

De esta manera, la cuantificacion de S. thermophilus se ha realizado mediante
crecimiento en M-17 agar con lactosa en condiciones de incubacion en

aerobiosis, durante 24 hy a 45 °C.

L. bulgaricus se cuantifica empleando agar MRS con fructosa e incubacion en
anaerobiosis durante 72 h a 45 °C. Las colonias obtenidas tienen forma de
lenteja y tamano superior a 2 mm, claramente diferenciables de las colonias
rugosas correspondientes a L. acidophilus y las colonias puntiformes de B.

lactis.

Para la cuantificacion de L. acidophilus, se utiliza agar MRS con maltosa e

incubacion en atmoésfera de 20% de CO, durante 72 h a 37 °C. La formacion de
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colonias rugosas y traslucidas de tamafo superior a 2 mm diferencia esta
especie de L. casei, caracterizada por la formaciéon de colonias redondas y

blancas.

La cuantificacién de L. casei se realiza mediante crecimiento en agar MRS con

glucosa e incubacién en aerobiosis durante 72 h a 30 °C.

Finalmente, B. lactis se selecciona por la fermentacidon de rafinosa presente en
MRS agar, la tolerancia a LiCl y por las condiciones de incubacién en

anaerobiosis durante 72 hy a 45 °C.

Para la validacién del procedimiento de cuantificacién de cada especie se han
seguido recomendaciones de la Norma ISO/TR 13843:2000 y se han

determinado los siguientes parametros:

Precision y Exactitud: Se han evaluado los métodos de cultivo propuestos
frente a las condiciones éptimas de crecimiento de cada especie que se han
considerado como métodos de referencia. Se han comparado los valores de los
recuentos obtenidos para cada especie con los métodos de referencia y los
obtenidos con los métodos propuestos mediante la prueba t de Student para lo
que se ha comparado la t tabulada para n-1 grados de libertad y 95% de nivel
de confianza con la t calculada a partir de los resultados obtenidos. Los
resultados proceden de al menos tres repeticiones y han indicado que no
existen diferencias significativas entre los valores de referencia y los obtenidos
con los métodos propuestos, ya que para todas las especies la t calculada ha
sido inferior a la t tabulada. Ademas, se han obtenido con los métodos

propuestos porcentajes de recuperacion para cada especie superiores al 90%.

La precision de los métodos propuestos es alta ya que la desviacidén estandar
relativa de las diferencias entre los valores del método propuesto y los valores
de referencia para cada especie ha sido inferior a 0,2 unidades logaritmicas y
siempre mejor que la obtenida de una distribucién de Poisson. La precision del

procedimiento también se analiz6 en funcidn de la reproducibilidad de
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resultados mediante analisis de las mismas muestras por dos operarios
diferentes. Ademas, se incorporod al analisis el efecto de la matriz, en este caso
leche acidificada a pH 4,6, y el efecto de diferentes niveles de indculo, a dosis
baja (1 x 10* ufc/ml) y a dosis alta (1 x 10° ufc/ml). La desviacién estandar
relativa de reproducibilidad de los resultados obtenidos por los dos operarios

fue igual o inferior a 0,02 unidades logaritmicas para las especies analizadas.

Selectividad.- Para la evaluacién de la selectividad de los medios propuestos y
del efecto de la presencia de competidores se combinaron todas las especies
al mismo nivel de indculo (1 x 10 ufc/ml) y se observé que todos los medios
selectivos o diferenciales presentaban una selectividad de alrededor del 100%
para cada una de las especies analizadas. Cuando cada una de las especies
se afiadié a leche acidificada a pH 4,6 a dosis baja (1 x 10* ufc/ml) junto con el
resto de las otras cuatro especies, cada una a dosis alta (1 x 10° ufc/ml), se
obtuvo para los métodos propuestos una especificidad del 100% para cada una
de las especies evaluadas. Los resultados indican, por tanto, que la
cuantificaciébn de cada una de las especies en los respectivos medios

propuestos no se ve afectada por la presencia de las otras especies.

Identificacién.- La verificacion de la identidad de las especies se realiz
mediante identificacion de un 10% de colonias obtenidas en los diferentes
medios selectivos y diferenciales segun el procedimiento que se describe en la
patente Procedimiento para la deteccidon e identificacién especificas de

bacterias |acticas y bifidobacterias en leches fermentadas

La principal aplicacion industrial del procedimiento desarrollado es el andlisis
microbiolégico cuantitativo de diferentes especies de bacterias lacticas y
bifidobacterias en yogures y leches fermentadas que contengan cultivos mixtos
de estas bacterias, con el objeto de determinar los niveles de viabilidad en el
producto que respondan, por un lado, a los valores requeridos por la legislacion
para las bacterias del yogur y, por otro lado, a los recomendados para las

bacterias probidticas.
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Descripcion detallada del contenido de las figuras.
- Breve descripcidn del contenido de las figuras.
La Fig. 1 muestra las diferencias de morfologia entre las colonias de L.
bulgaricus, L. acidophilus y B. lactis. La Fig. 2 muestra las diferencias de

morfologia entre las colonias de L. acidophilusy L. casei.

Figura 1: diferencias de morfologia entre las colonias de L. bulgaricus, L.
acidophilus y B. lactis. Se muestran las colonias obtenidas a partir de una
dilucion de la mezcla de S. thermophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus, L. casei
y B. lactis sembrada en profundidad y después de su incubacion en agar MRS
con fructosa durante 72 h a 45 °C y en anaerobiosis. Las colonias
corresponden a L. bulgaricus con morfologia de lenteja y tamafio superior a 2
mm de diametro, L. acidophilus que forma colonias rugosas y tamano superior
a2 mmy a colonias puntiformes correspondientes a B. lactis.

Figura 2: diferencias de morfologia entre las colonias de L. acidophilus y
L. casel.

Se muestran las colonias obtenidas a partir de una dilucién de la mezcla de S.
thermophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus, L. casei y B. lactis sembrada en
superficie y después de su incubacion en agar MRS con maltosa durante 72 h
a 37 °C y en estufa de CO,. Las colonias transparentes y rugosas de al menos
2 mm de didmetro corresponden a L. acidophilus y las colonias redondas vy

blancas de tamano superior a 2 mm corresponden a L. casei.

EJEMPLO DE REALIZACION DE LA INVENCION:

Ejemplo de cuantificacién selectiva y diferencial de S. thermophilus, L.
bulgaricus, L. acidophilus, L. casei y B. lactis en leche fermentada
analizada durante 28 dias de conservacion a 4 °C.

El procedimiento para el recuento selectivo y diferencial de la mezcla de estas
cinco especies se ha aplicado a una leche fermentada comercial que indicaba

en la etiqueta que contenia dichas especies.
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La muestra de leche fermentada (1 ml) se homogeneizé con 9 ml de solucién

Ringer, que contenia 0,5 g/L de cisteina, para obtener la primera dilucién

decimal a partir de la cual se hicieron diluciones decimales seriadas y se

inocularon tres diluciones y por duplicado en las siguientes condiciones:

S. thermophilus: siembra de 1 ml en profundidad de las diluciones
apropiadas en placas Petri a las que se anadieron 15 ml de agar M-17
(Conda) que contenia 5 g/L de lactosa. Las placas se incubaron 24 h en
aerobiosis a 45 °C. El medio es selectivo y se cuentan todas las colonias,
cuyo aspecto es de lenteja de tamano igual o superior a 2 mm.

L. bulgaricus: siembra de 1 ml en profundidad de las diluciones apropiadas
en placas Petri a las que se afadieron 15 ml de agar MRS para
fermentacion (Conda) que contenia 10 g/L de fructosa, 8 g/L de
casaminodcidos, 2 g/L de Tween 80 y 0,5 g/L de cisteina. Las placas se
incubaron 72 h en anerobiosis a 45 °C. El medio es diferencial y se cuentan
las colonias con forma de lenteja y tamano igual o superior a 2 mm,
perfectamente diferenciables de las colonias rugosas de tamano superior a
2 mm correspondientes a L. acidophilus y de las colonias puntiformes
correspondientes a B. lactis (ver foto de Fig. 1).

L. acidophilus: siembra de 0,1 ml en superficie de las diluciones apropiadas
en placas Petri que contenian 15 ml de agar MRS para fermentacion
(Conda) al que se anadieron 5 g/L de maltosa, 8 g/L de casaminoacidos y
0,5 g/L de cisteina. Las placas se incubaron 72 h en estufa de CO, a 37 °C.
El medio es diferencial y se cuentan las colonias rugosas y traslucidas de
tamafno igual o superior a 2 mm, perfectamente diferenciables de las
colonias redondas y blancas de tamano igual o superior a 2 mm
correspondientes a L. casei (ver foto de Fig. 2).

L. casei: siembra de 1 ml en profundidad de las diluciones apropiadas en
placas Petri a las que se afnadieron 15 ml de agar MRS para fermentacion
(Conda) que contenia 5 g/L de glucosa. Las placas se incubaron 72 h en
aerobiosis a 30 °C. El medio es selectivo y se cuentan todas las colonias,

cuyo aspecto es de lenteja de tamano igual o superior a 2 mm.
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e B. lactis: siembra de 1 ml en profundidad de las diluciones apropiadas en

placas Petri a las que se anadieron 15 ml de agar MRS para fermentacién
(Conda) que contenia 5 g/L de rafinosa, 8 g/L de casaminoacidos, 0,5 g/L

de LiCl y 0,5 g/L de cisteina. Las placas se incubaron 72 h en anerobiosis a

45 °C. El medio es selectivo y se cuentan todas las colonias, cuyo aspecto

es de lenteja de tamafio igual o superior a 2 mm.

Los recuentos que se obtuvieron de leches fermentadas en diferentes etapas

de conservacion (inicio, medio y fin de caducidad) aparecen en la Tabla 1.

Tabla 1. Recuentos de S. thermophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus, L. caseiy

B. lactis en leche fermentada etiquetada que contiene estas especies y

analizada hasta su fecha de caducidad (conservacion a 4 °C durante 28 dias).

Recuentos (ufc/ml) en leche fermentada conservada a 4 °C

Especie
1 semana 2 semanas 3 semanas 4 semanas
S. thermophilus 2,12 x 10° 1,51 x 10° 1,73 x 10° 1,67 x 10°
L. bulgaricus 3,01 x10" 1,77 x 10’ 4,30 x 10’ 6,42 x 10°
L. acidophilus 1,65 x 10" 1,61 x 10’ 8,03 x 10° 3,79 x 10°
L. casei 3,24 x 10° 3,55 x 108 3,19 x 10° 3,27 x 108
B. lactis 1,24 x 108 1,21 x 108 1,02 x 108 1,35 x 108
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REIVINDICACIONES:

1.

Procedimiento para diferenciar y cuantificar bacterias lacticas vy
bifidobacterias en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches
fermentadas a partir de una muestra de leche o de cultivo caracterizado
por emplear medios de cultivo con componentes especificos y
libres de antibidéticos en combinacion con condiciones de
crecimiento especificas para S. thermophilus, L. bulgaricus, L.
acidophilus, L. caseiy B. lactis1 tanto se encuentren en mezcla de las
cinco especies como en las diferentes combinaciones binarias,
ternarias o cuaternarias obtenidas a partir de las cinco especies, de
modo que el medio, condiciones de cultivo y morfologia de las
colonias determinan la especie y la cuantificacién se realiza por
diluciones decimales.

Procedimiento para diferenciar y cuantificar bacterias lacticas vy
bifidobacterias en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches
fermentadas a partir de una muestra de leche o de cultivo segun la
reivindicacion 1 caracterizado porque los componentes especificos
del medio de cultivo comprenden fuentes de carbono por los que
las especies indicadas presentan diferente capacidad fermentativa.
Procedimiento para diferenciar y cuantificar bacterias lacticas vy
bifidobacterias en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches
fermentadas a partir de una muestra de leche o de cultivo segun las
reivindicaciones 1 y 2 caracterizado porque las condiciones de
cultivo comprenden las condiciones ambientales de incubacion
relativas a duracidén, temperatura y porcentaje de oxigeno en la
atmosfera.

Procedimiento para diferenciar y cuantificar bacterias lacticas vy
bifidobacterias en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches
fermentadas a partir de una muestra de leche o de cultivo segun las
reivindicaciones 1 a 3 caracterizado porque se utilizan tres
diluciones de la muestra para la siembra por duplicado en los
medios especificos.
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5. Procedimiento para diferenciar y cuantificar bacterias lacticas y
bifidobacterias en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches
fermentadas a partir de una muestra de leche o de cultivo segun las
reivindicaciones 1 a 4 caracterizado por comprender

a. Laidentificacion y cuantificacion de colonias con forma de
lenteja y tamano igual o superior a 2 mm correspondientes
a S. thermophilus al incubar la muestra en medio con
lactosa y en condiciones de cultivo de aerobiosis, durante
24 h y aunatemperatura de 45 °C.

b. Laidentificacion y cuantificacion de colonias con forma de
lenteja y tamano igual o superior a 2 mm correspondientes
a L. bulgaricus al incubar la muestra en medio con
fructosay 2 g/L de Tween 80 en condiciones de cultivo de
anaerobiosis, durante 72 h y aunatemperatura de 45 °C.

c. La identificacion y cuantificacion de colonias rugosas y
traslucidas y con tamafo igual o superior a 2 mm
correspondientes a L. acidophilus al incubar la muestra en
medio con maltosa y en condiciones de cultivo de 20% de
CO,, durante 72 h y a una temperatura de 37 °C.
Indistintamente se podrian identificar y cuantificar
colonias rugosas de tamano igual o superior a 2 mm
correspondientes a L. acidophilus del caso b.)

d. La identificacion y cuantificacion de colonias con forma de
lenteja de tamafo igual o superior a 2 mm correspondientes a
L. casei al incubar la muestra en medio con glucosa en
condiciones de cultivo de aerobiosis, durante 72 h y a una
temperatura de 30 °C. Indistintamente se podrian
identificar y cuantificar colonias redondas y blancas de
tamano igual o superior a 2 mm correspondientes a L.
casei del caso c.)

e. Laidentificacion y cuantificacion de colonias con forma de
lenteja de tamarno igual o superior a 2 mm correspondientes a

B. lactis al incubar la muestra en medio con rafinosay 0,5
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g/L de LiCl en condiciones de cultivo de anaerobiosis,
durante 72 h y a una temperatura de 45 °C.

6. Procedimiento para diferenciar y cuantificar bacterias lacticas y
bifidobacterias en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches
fermentadas a partir de una muestra de leche o de cultivo segun las
reivindicaciones 1 a 4 caracterizado por comprender

a. Laidentificacion y cuantificacion de colonias con forma de
lenteja de tamano igual o superior a 2 mm
correspondientes a S. thermophilus al incubar 1 ml de la
dilucién de la muestra en 15 ml de agar M-17 conteniendo
5 g/L de lactosa mediante siembra en profundidad y en
condiciones de cultivo de aerobiosis, durante 24 h y a una
temperatura de 45 °C

b. La identificacion y cuantificacion de colonias con forma de
lenteja y tamano igual o superior a 2 mm correspondientes
a L. bulgaricus al incubar 1 ml de la dilucidén de la muestra
en 15 ml de agar MRS para fermentacién conteniendo 10
g/L de fructosa, 8 g/L de casaminoéacidos, 0,5 g/L de
cisteina y 2 g/L de Tween 80 mediante siembra en
profundidad y en condiciones de cultivo de anaerobiosis,
durante 72 h y a una temperatura de 45 °C.

c. La identificacion y cuantificacion de colonias rugosas vy
traslucidas y con tamano igual o superior a 2 mm
correspondientes a L. acidophilus al incubar 0,1 ml de la
dilucion de la muestra en 15 ml de agar MRS para
fermentacion conteniendo 5 g/L de maltosa, 8 g/L de
casaminoacidos y 0,5 g/L de cisterna mediante siembra en
superficie y en condiciones de cultivo de 20% de COa,
durante 72 h a una temperatura de 37 °C en estufa de CO..
Indistintamente se podrian identificar y cuantificar
colonias rugosas de tamano igual o superior a 2 mm

correspondientes a L. acidophilus del caso b.)
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d. La identificacion y cuantificacion de colonias con forma
lenteja de tamano igual o superior a 2 mm
correspondientes a L. casei al incubar 1 ml de la dilucién
de la muestra en 15 ml de agar MRS para fermentacién
conteniendo 5 g/L de glucosa mediante siembra en
profundidad y en condiciones de cultivo de aerobiosis,
durante 72 h y a una temperatura de 30 °C. Indistintamente
se podrian identificar y cuantificar colonias redondas y
blancas de tamafo igual o superior a 2 mm
correspondientes a L. casei del caso ¢.)

e. Laidentificacion y cuantificacion de colonias con forma de
lenteja y tamano igual o superior a 2 mm correspondientes
a B. lactis al incubar 1 ml de la dilucién de la muestraen 15
ml de agar MRS para fermentacién conteniendo 5 g/L de
rafinosa, 8 g/L de casaminoécidos, 0,5 g/L de LiCly 0,5 g/L
de cisteina mediante siembra en profundidad y en
condiciones de cultivo de anaerobiosis, durante 72 h y a

unatemperaturade 45 °C

Procedimiento para diferenciar y cuantificar bacterias lacticas vy
bifidobacterias en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches
fermentadas a partir de una muestra de leche o de cultivo segun las
reivindicaciones 1 a 6 caracterizado porque se ha validado siguiendo
recomendaciones de la Norma ISO/TR 13843:2000.

Procedimiento para diferenciar y cuantificar bacterias lacticas vy
bifidobacterias en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches
fermentadas a partir de una muestra de leche o de cultivo segun la
reivindicacion 7 caracterizado porque la recuperacion relativa en
todas las especies es superior al 90% de la cuantificacidén obtenida.
Procedimiento para diferenciar y cuantificar bacterias lacticas vy
bifidobacterias en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches
fermentadas a partir de una muestra de leche o de cultivo segun la

reivindicacion 7 caracterizado porque la cuantificacién selectiva es
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10.

11.

12.

13.

15
efectiva (al 100%) cuando se combinan todas las especies al mismo
nivel de inéculo (1 x 107 ufe/ml).
Procedimiento para diferenciar y cuantificar bacterias lacticas y
bifidobacterias en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches
fermentadas a partir de una muestra de leche o de cultivo segun la
reivindicacion 7 caracterizado porque la cuantificacién selectiva es
efectiva (al 100%) cuando se evalua cada una de las especies en
leche acidificada a pH 4,6 (efecto matricial) a dosis baja (1 x 10*
ufc/ml) combinada junto con el resto de las otras cuatro especies,
cada unaadosis alta (1 x 10° ufc/ml).
Procedimiento para diferenciar y cuantificar bacterias I|acticas vy
bifidobacterias en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches
fermentadas a partir de una muestra de leche o de cultivo segun la
reivindicacion 7 caracterizado porque la cuantificacién no difiere de
los métodos de referencia segun el analisis de comparacién T de
Student, n-1 grados de libertad y 95% de nivel de confianza, su
desviacion estandar relativa es igual o inferior a 0,2 unidades
logaritmicas y porque es mejor que la obtenida de una distribucidn
de Poisson.
Procedimiento para diferenciar y cuantificar bacterias lacticas vy
bifidobacterias en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches
fermentadas a partir de una muestra de leche o de cultivo segun la
reivindicacion 7 caracterizado porque cuando se estudia el efecto
matricial, la desviacién estandar relativa de reproducibilidad de los
resultados, obtenidos por dos operarios, es igual o inferior a 0,02
unidades logaritmicas cuando se analiza cada una de las especies
en leche acidificada a pH 4,6 a dosis baja (1 x 10% ufc/ml).
Procedimiento para diferenciar y cuantificar bacterias lacticas y
bifidobacterias en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches
fermentadas a partir de una muestra de leche o de cultivo segun la
reivindicacion 7 caracterizado porque cuando se estudia el efecto
matricial, la desviacidn estandar relativa de reproducibilidad de los

resultados, obtenidos por dos operarios, es igual o inferior a 0,02
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unidades logaritmicas cuando se analiza cada una de las especies

en leche acidificada a pH 4,6 a dosis alta (1 x 10° ufc/ml).
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son reivindicaciones dependientes y no estdn redactadas de conformidad con los pérrafos segundo y tercero de la regla 6.4(a).

Recuadro III  Observaciones cuando falta unidad de invencién (continuacién del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la Buisqueda Internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:
Ver pagina adicional

1. |:| Dado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
buisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda.

2. Dado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de btisqueda podrian serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracién no requirié el pago de tasas adicionales.

3. [ Dado que tan s6lo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de busqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones n°:

4. |:| Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de bisqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones,
cubierta por las reivindicaciones n*:

Indicacidn en cuanto a la protesta |:| Se acompaiié a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

Se acompaiié a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagé en el plazo establecidopara ello.

L] ri pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (2)) (Abril 2007)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional n®

PCT/ES 2007/070123

C (continuacién).

DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria* Documentos citados, con indicacidn, si procede, de las partes relevantes Relevante para las
reivindicaciones n°®
A GUEIMONDE M. et al. Viability and diversity of 5,6
probiotic Lactobacillus and Bifidobacterium
populations included in commercial fermented
milks. Food Research International. Abril 2004,
Vol. 37, paginas 839-850. ISSN 0963-9969.
A HARTEMINK R. et al. Raffinose-Bifidobacterium 5,6

(RB) agar, a new selective medium for
bifidobacteria. Journal of Microbiological

Methods. 1996, Vol. 27, paginas 33-43. ISSN 0167-
7012.
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CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD

CI2N 1/20 (2006.01)
CI2R 1/46 (2006.01)
CI2R 1/225 (2006.01)
CI2R 1/23 (2006.01)
CI2R 1/245 (2006.01)
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La presente solicitud tiene por objeto la identificacién y cuantificacién de los microorganismos
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei y Bifidobacterium lactis en leches fermentadas y cultivos iniciadores de leches
fermentadas. Con tal fin, se procede a la siembra y cultivo de la muestra en cinco medios de cultivo
diferentes con distintas condiciones de cultivo, siendo cada una de las cinco variantes la Sptima para la
deteccién de una de las especies anteriormente citadas. Para que la invencién tenga unidad de invencidn,
el método de deteccién de los cinco microorganismos ha de comprender al menos una etapa o
caracteristica comun a los cinco. Dado que de la descripcion se desprende que la deteccidn de cada uno de
ellos se realiza en condiciones especificas para el mismo y de manera independiente al resto, no se puede
apreciar ninguna relacion técnica que integre la deteccion de los cinco microorganismos bajo un tnico
concepto inventivo general segun la regla 13.1 del PCT. En consecuencia, la Administracién encargada de
la busqueda internacional considera que hay cinco invenciones cubiertas por las siguientes
reivindicaciones:

Invencién 1% Procedimiento de identificacién y cuantificacion de Streptococcus thermophilus que
comprende la siembra de la muestra en profundidad en agar M-17 conteniendo 5 g/l de lactosa e
incubdndose en condiciones de aerobiosis durante 24 h a 45 °C (reivindicaciones 5a, 6a y parte de la 10).

Invencién 2% Procedimiento de identificacién y cuantificacién de Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus que comprende la siembra de la muestra en agar MRS con 10 g/l de fructosa, 8 g/l de
casaminodcidos, 0.5 g/l de cistefna y 2 g/l de tween 80 mediante siembra en profundidad y en condiciones
de cultivo de anaerobiosis, durante 72 h a 45 °C (reivindicaciones 5b, 6b y parte de la 10).

Invencién 3* Procedimiento de identificacién y cuantificacion de Lactobacillus acidophilus que
comprende la siembra de la muestra en agar MRS con 5 g/l de maltosa, 8 g/l de casaminodcidos y 0.5 g/l
de cisteina, efectudndose la siembra en superficie y en condiciones de cultivo de 20% de CO2, a 37 °C
durante 72 h (reivindicaciones Sc, 6¢ y parte de la 10).

Invencién 4% Procedimiento de identificacién y cuantificacion de Lactobacillus casei que comprende la
siembra en profundidad de la muestra en agar MRS con 5 g/l de glucosa y en condiciones de cultivo de
aerobiosis, durante 72 h a 30 °C (reivindicaciones 5d, 6d y parte de la 10).

Invencién 5* Procedimiento de identificacion y cuantificacién de Bifidobacterium lactis que comprende la
siembra de la muestra en profundidad en agar MRS con 5 g/l de rafinosa, 8 g/l de casamino4cidos, 0.5 g/l
de LiCl y 0.5 g/l de cisteina, en condiciones de cultivo de anaerobiosis, durante 72 h a 45 °C
(reivindicaciones 5e, 6e y parte de la 10).
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