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RESUMEN

La relacion entre el hospedador y los microorganismos que colonizan el tracto
gastrointestinal (GIT) es importante y fundamental para mantener un buen estado de salud,
ya que se ha observado que la baja diversidad microbiana intestinal esta asociada con el
riesgo de enfermedades. Debido a esto, se han empleado diferentes técnicas para identificar
y caracterizar bacterias con propiedades probidticas que puedan usarse como ingredientes
en alimentos funcionales y de esta manera permitir el restablecimiento de las comunidades
microbianas del GIT (aumento de la diversidad) o simplemente para mantener su buen
funcionamiento. El principal objetivo de este trabajo ha sido la creacion y caracterizacion
de una coleccidon de cepas probidticas, pertenecientes a los gBifetokacteriumy
Lactobacillus propiedad de Laboratorios Ordesa, a partir de muestras bioldgicas que
incluyeron leche materna y heces de madre-bebé lactante. El uso de técnicas dependientes
e independientes de cultivo, incluida la amplificacion y secuenciacion de un fragmento del
gen 16S rARN Yy diferentes test bioquimicos (API 50CH y APl ZYM) permitio identificar

288 cepas, dondgifidobacteriumfue el género predominante, representado por un 93.8%

de todos los aislados, comparado con el géhaaiobacillus (6,3%). Ademas de la
identificacion de las cepas aisladas, se realizaron analisizo para evaluar diferentes
propiedades funcionales, que incluyeron la capacidad de produccion de acidos conjugados
a partir de acido linoléico (LA) y acido linolénico (LNA), la actividad antimicrobiana
frente a tres patdgenos relacionados con la mastitis en la lactancia y la produccion de &cido
gama-aminobutirico (GABA) a partir del Monoglutamato de Sodio (MGS). De acuerdo a
los resultados obtenidos, se encontré que una cepaatebacillus gasser{ORD0529)

fue capaz de inhibir el crecimiento 8&aphylococcus aure3ECT4013, microorganismo
causante de la mastitis en la lactancia. En cuanto a la produccién de CLA y CLNA, se
encontraron 10 cepas buenas productoras de estos acidos grasos conjugados, siendo
mayoritariamente bacterias del géneBifidobacterium y diferentes especies como
Bifidobacteriumlongum subsp.longum (ORDO0084),Bifidobacteriumpseudocatenulatum
(ORDO0105), Bifidobacterium breve (ORD0123, ORDO0124, ORDO0128, ORD 0134,
ORDO0138 y ORD0294) Rifidobacteriumbifidum (ORD0202); y del géneroactobacillus

solo se obtuvo una cepa pertenecient@ctobacillusoris (ORD0255). Todas estas cepas
fueron patentadas y depositadas en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) bajo el
namero WO 2014/096352 A2, excepto la ORD0084 y ORD0105. Respecto a la produccion



de GABA, sélo se detectd la presencia de la enzima GAD en 7 cepas del género
Bifidobacterium concretamente en especiesBigdobacteriumadolescentifORD00106,
ORDO0119, ORD208, ORD0410, ORD0459 y ORDO0465Biffdobacteriumangulatum
(ORDO0026), sin embargo solo 6 de ellas fueron capaces de exportar el GABA. Los
resultados obtenidos sugieren que estas cepas podrian ser tenidas en cuenta, para emplearse

como ingredientes en productos alimentarios y/o complementos.



SUMMARY

The relationship between the human host and microorganisms that colonize the gut is
important and fundamental to maintain a healthy balance and several research suggest that
a gut microbiota with low diversity may have negative consequences for health. Because of
that, different techniques have been employed to identify and characterize bacteria with
probiotic properties that could be used as food ingredients. The aim of this work has been
created an Ordesas’s strain collection, belongin@ifidlobacteriumand Lactobacillus
genera, from human milk and feces of breast feeding babies and their mothers. A total of
288 lactic acid bacteria from these samples were identified through several molecular
biology techniques including partial amplification of 16S rRNA gene and also biochemical
tests (APl 50CH and API ZYM)Bifidobacterium was the most prevalent genus,
representing 93,8% of the isolates followedlagtobacillus(6,3%). Functional properties

were evaluated byn vitro assays, including production of conjugated fatty acid from
linoleic acid (LA) and linolenic acid (LNA), antagonistic activity against three different
pathogens related with lactational mastitis and production of gamma-aminobutyric acid
(GABA) from Monosodium Glutamate (MGS). According to the results, a strain of
Lactobacillus oris(ORD0529) was able to inhibit the growth $faphylococcus aureus
CECT4013, microorganism that cause lactational mastitis. Regarding the production of
CLA and CLNA, 10 strains were the best producers of these conjugated fatty acids, being
mostly of theBifidobacteriumgenus and different species suclBédglobacteriumlongum

subsp. longum (ORDO0084), Bifidobacterium pseudocatenulatum (ORDO0105),
Bifidobacterium breve (ORD0123, ORDO0124, ORD0128, ORD 0134, ORDO0138 and
ORDO0294) andBifidobacterium bifidum (ORD0202); and only a strain belonging to
Lactobacillusoris (ORD0255) was obtained from the geriectobacillus All of these
strains were patented and deposited in the Spanish Type Culture Collection (ATTC),
except the ORD0084 and ORDO0105. Regarding the production of GABA, only some
bacteria of theBifidobacteriumgenus had the GAD enzyme and were able to export
GABA, including species ofBifidobacterium adolescentifORD0106, ORDO0119,
ORDO0410, ORD0459 and ORDO0465) aBdidobacterium angulatunfORDO0026). The
GABA production was strain-dependent. The results obtained in this work provide novel
opportunities for the development of functional foods.
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1. INTRODUCCION



Introduccion

1. INTRODUCCION.

1.1. Microbiota intestinal.

El término microbiota humana, se refiere a la poblacién de microorganismos que
colonizan un lugar en particular del cuerpo humano, dicha poblacién no solo incluye
bacterias, sino también otros microorganismos tales como hongos, eucariotas de una
sola célula, virus y protozoos (Sekiret al, 2010). Esta microbiota, se asocia con el
hospedador de dos maneras: la primera, es de tipatualista produciéndose una
relacionsimbidtica, donde el hospedador ofrece un medio rico en nutrientes obteniendo
un beneficio; y la segunda, es de tqmmensaldonde se establece una relacion neutral
(Romero Cabello, 2008) (de Almadgal, 2015)

De esta manera, nos referimos anfécrobiota intestinal como el conjunto de
microorganismos que colonizantedcto gastrointestinal (GIT) y que actualmente se
considera un componente importante del organismo, ya que se le atribuyen funciones de
gran interés interviniendo en procesos de digestidon, respuesta inmune e incluso en
procesos neurologicos. Diversos estudios realizados con anigma&sidticos han
demostrado que la ausencia de esta microbiota intestinal tiene un gran impacto, ya que
estos animales presentan defectos tanto en estructura como en la funcionalidad de los
diferentes organos. Por esto, el uso de dichos modelos animales, son una excelente
herramienta de investigacion, ya que han permitido dilucidar el mecanismo de accién
que ejercen algunas comunidades microbianas que conformainrébiota humana

(Sekirov et al, 2010).

Durante décadas el término empleado en la literatura médica para describir la
microbiota intestinal ha sido "microflora intestinal” o "flora", pero actualmente el uso de
esta alusion botanica es incorrecta, ya que los microorganismos que ha@Gitannel

estan relacionadas con las plantas y en términos taxonOmicos, pertenecen a reinos
totalmente diferentes entre si (Isolaeti al, 2004), si bien, entre la poblaciéon sin

formacion microbioldgica estos términos incorrectos adn son utilizados.

Un tema muy debatido ha sido si la microbiota intestinal es una entidad definida; pero
diversas investigaciones indican que la microbiota comprende una rde#sidca de
microorganismos, cuya composicion cambia a lo largo del tiempo @ldeldesde el

lumen hasta la mucosa. Teniendo en cuenta que la microbiota de la mucosa esta en
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contacto cercano con el sistema inmunitario del hospedador, la composicion y la
actividad de esta microbiota, priori, parece ser mas relevante que la microbiota del
lumen (Isolauri et a] 2004).

Al observar las diversas regiones @G&T en detalle, se percibe una diferencia marcada

en diversidad y nimero de bacterias (Jandhgtadd, 2015). A lo largo deGIT existen
diversas condiciones cambiantes, como la motilidad normal del intestino (peristalsis y la
actividad motora propulsiva), los efectos antimicrobianos de los acidos gastricos y
biliares, y las secreciones pancreaticas e intestinales, que crean ambierda@gon
concentraciones de bacteriagn ciertas zonas d@lIT; es el caso del estébmago v el
duodeno, que a pesar de su bajo pH y de la presencia de enzimas digestivas, no son
organos estériles, albergando un niamero reducido de microorganismos que se adhieren
a la superficie de la mucosa o estan en transito (Guarner & Malagelada, 2003) (Quigley,
2013). De hecho, investigaciones realizadas por el grupo deyRganen 2008, han
aislado del estbmago humano, microorganismos pertenecientes al igéctetmacillus

con propiedades probioticas.

El nimero de microorganismoaumenta progresivamente a medida que nos
acercamos al colon, desde alrededor deURLC/g en el yeyuno hasta 10FC/g de
contenido en el extremo ileal, donde existe un predominio de aerobios Gram negativos
y algunos anaerobios obligad&treptococcugparece ser el género dominante en el
esofago distal, duodeno y yeyuno, mientras que Helycobestergénero dominante en

el estbmago, determinando la composiciébn de la microbiota gastrica, es decir, si
Helycobacter pylorihabita el estbmago como microorganismo comensal, existe una
amplia biodiversidad constituida por otros géneros dominantes, &braptococcus
(dominante)Prevotella,Veillonella yRothia, pero esta biodiversidad cambia cuaddo

pylori adquiere su fenotipo patogénico (Jandhyala.ef@l5).

En el colon, el trnsito es lento y esto facilita la colonizacién de los microorganismos,
ya que pueden fermentar los sustratos no digeribles, provenientes de la dieta o de la
secrecion enddégena (Conlon & Bird, 2015). Por lo tanto, es en el colon donde se
localizan aproximadamente 0% de todos los microorganismos encontrados en el
cuerpo y los recuentos pueden llegar hast¥ LOFC por gramo de contenido,
compuestos basicamente por bacte@asierobias estrictas o facultativas, como
Bacteroides Porphyromonas Bifidobacterium Lactobacillusy Clostridium con un
predominio de bacterias anaerobias sobre las aerobias con una relacion que puede ir de

100 a 1000:1. Este predominio de anaerobios, se debéaaaconcentracion de
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oxigeno en el colon y que posiblemente la microbiota se adapta para habitar bajo estas
condiciones (Quigley, 2013). Enfég. 1, se muestra la distribucion de poblaciones a lo
largo del GIT.

Esophagus pH
< 4.0

Bacteroides, Gemella,
Megasphaera, Pseudomonas,
Prevotelia, Rothia sps.,
Streptococcus, Veillonella

Stomach pH
2

Streptococcus, Lactobacillus,
Prevotelia, Enterococcus,
Helicobacter pyiori

Colon pH
5-5.7

Bacteroides, Clostridium,
FPrevotella, Porphyromonas,
Eubacterium, Ruminococeus,
Streptococcus, Enterobacterium,
Enterococcus, Lactobadiius,
Peptostreptococcus, Fusobacteria

Small intestine pH
57

Bacteroides, Clostridium,
Streptococcus, Lactobacillus,
y-Proteobacteria, Enterococcus

Cecum pH
5.7

Lachnospira, Roseburia,
Butyrivibrio, Ruminococcus,
Fecalibacterium, Fusobacteria

Figura 1. Distribucion normal de la microbiota del tracto gastrointestinal (GTI) hur@daptado de
Jandhyalaetal., 2015).

La regiébn mas estudiada del intestino esodbn distal y en adultos, se estima que las
heces pueden contener de*1@ 13* microorganismos, con aproximadamente unas
1000 especies prevalentes y al menos 160 especies diferentes por individuo (Johansson
etal., 2011). Los resultados deroyecto Microbioma Humano, muestran que miles

de microorganismos diferentes pueden habitar colectivamente el intestino humano,
confirmando que existe ualto grado de variacién en la composicion de estas
poblaciones entre individuos (Conlon & Bird, 2015).

Se estima que la microbiota humana conti@b® veces mas genes que el genoma
humano, sin embargo, sélo cerca de 50 especies pertenecientes exclusivamente a cinco
0 seis géneros y dgshylumrepresentan el 99% de la biomasa, sieBdoteroides
Bifidobacteriumy Eubacteriumlos géneros mas importantes numeéricamente, pudiendo
representamas del 60% de las bacterias cultivablepresentes en las heces humanas.
Asimismo, otros géneros come@lostridium Enterobacteriaceaey Streptococcus
también son importantes, aunque son menos numerosos. De esta manera, casi todas las
bacterias en el intestino humano (aproximadamet€90%) se pueden asignar

principalmente a dophylum Firmicutes y Bacteroidetes aunque las proporciones
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relativas de estos dgshylum dominantes varian y pueden estar influenciados por
diversos factores (Conlon & Bird, 2015).

Aparte de los microorganismos pertenecientes a estophydism el colon humano
también alberga algun@atdgenos primarios, por ejemplo Salmonebaterica, Vibrio
cholerae Escherichia coliy Bacteroides fragilislos cuales se encuentran en una baja
proporcion (0,1% o menos, del total de la microbiota intestinal) (Huttenhower &
Human Microbiome Project Consortium, 2012).

Un alto predominio de géneros corBacteroides Prevotella yRuminococcuy una

baja concentracion de microorganismos pertenecientephy@um Proteobacteria
sugiere unamicrobiota saludable (Jandhyalaet al, 2015). Aunque usualmente la
relacion Firmicutes.Bacteroidetesha estado implicada en la predisposicion de estados
patoldgicos, diversos estudios han observado que existeatiabilidad significativa,

tanto en individuos sanos como en los que padecen la patologia, por lo que la relevancia
de esta ratio aun sigue siendo discutible (Legt.e2006).

Ademas de esta diferencia longitudinal en la composicién y biodiversidad de la
microbiota, también existe una diferenaddal desde el lumen hasta la superficie de la
mucosa del intestino. Mientras que los géneieacteroides Bifidobacterium
Streptococcus Enterobacteriacae Enterococcus Clostridium Lactobacillus y
Ruminococcuson predominantes en maicrobiota luminal (pueden ser identificados

en heces), sol€lostridium Lactobacillus Enterococcusy Akkermansia son géneros

gue predominan en llmucosa y estan asociados al moco (detectados tanto en la capa
mucosa como en las criptas epiteliales del intestino delgado) (Jandhyal2@1%).

Otra manera de clasificar Iaicrobiota intestinal, fue propuesta por el Consorcio
EuropeoMetaHit y se basa en la propuesta de la existencia desmtesotipos que
difieren en su composicion microbiana. Por lo tanto, la microbiota de la mayoria de los
individuos puede ser categorizada dentro tdes variantes o “"enterotipos:
"enterotipo 1", alta abundancia dBacteroides "enterotipo 2", alta abundancia de
Prevotella; y enterotipo 3", alta abundancia d@uminococcusTodos estos enterotipos

son independientes de edad, sexo, nacionalidad e indice de masa corporal (IMC)
(Quigley, 2013). Eknterotipo 1 Bacteroide} obtiene energia de los carbohidratos y
proteinas de la dieta ya que tienen un alto poder sacarolitico y se evidencia por la
presencia de enzimas como proteasas, hexoaminidasas y galactosidasastgo 2
(Prevotella) actta principalmente como degradador de las glicoproteinas de mucina que
recubren la capa de la mucosa intestinal; yemterotipo 3 (Ruminococcus esta

18

——
| S—



Introduccion

asociado a la degradacion de la mucina, ademas del transporte de azlcares a través de
las membranas. Losefterotipos' también tienen otras funciones metabdlicas
especificas, por ejemplo, la sintesis de biotina, riboflavina y ascorbato es mas abundante
en el enterotipo 1, mientras que la tiamina y sintesis de folatos son mas predominantes
en el enterotipo 2 (Jandhyala et 2015).

Teniendo en cuenta todo lo anterior, es importante tener en cuentamiceolsiota

intestinal se va modificando a lo largo de la vida, por lo que cada individuo consta de
unamicrobiota Unica, formada por una combinacion de diferentes especies a las que se

pueden encontrar en otro individuo (Claesson.ef@afl1).

1.1.1. Adquisicion y composicion de la microbiota.

Hasta hace poco, se pensaba que el bebé al nacer era estéril, su primer contacto con los
microorganismos se creia que se producia en el momento del nacimiento y
dependiendo del tipo de parto (natural o cesarea), podia adquirir un tipo de microbiota u
otra (Nuriel-Ohayoret al, 2016). Pero diversos grupos de investigacion, empleando
técnicas dependientes de cultivo, han conseguido aislar microorganismos del liquido
amnidtico, entre los que se encuentfgrococcus viridansStaphylococcus aureus
Staphylococcus capitis Enterococcus faecium Propionibacterium acnes 'y
Streptococcus epidermidiBearfieldet al, 2002; Jiméneet al, 2005).Conjuntamente,

el grupo de Wang col. en 2013, empleando técnicas dependientes y no-dependientes
de cultivo, consiguieron aislar e identificar microorganismos de liquido amniético,
cordon umbilical y sangre de recién nacido, tales cdiocoli, Streptococcus
agalactiae Fusobacterium nucleatuny Ureaplasma. Por otro lado, el grupo de
Aagaard y co) en 2014, empleando técnicas de secuenciacion directa, determinaron que
la placenta alberga una microbiota de baja abundancia pero metabdlicamente rica,
compuesta por microorganismos comensales no patogénicos, que inclupegllos
Firmicutes Tenericutes Proteobacteria,Bacteroidetesy Fusobacteria, siendo muy
similar a la microbiota encontrada en la cavidad dtigl. 2.).

Estos resultados indicarian queclkalonizaciéon microbiana del feto ocurre desde el
comienzo mismo del desarrollo, existiendteraccionesentre el feto y la microbiota
presente en la placenta y el corddén umbilical. Sin embargo, los cambios relacionados en
la microbiota, ocasionados por las fluctuaciones hormonales vy fisicas ocurridas durante

la gestacion, también pueden servir para inocul@l€l del bebé (Princet al, 2014)

19

——
| S—



Introduccion

(Nuriel-Ohayonret al, 2016). El grupo de Chyicol en 2017, a partir de los resultados
obtenidos en sus investigaciones, han planteado la hipotesis de que el bebé va
adquiriendo su microbiota semarea#es del nacimiento (a partir de la semana 32) y

gue parte de esta microbiota procede de la placenta, proceso que al parecer esta
modulado por la dieta materna durante el embarazo.

A medida que comenzamos a comprender los cambios que se producen en la microbiota
durante el embarazo, un tema a tener en cuenta es el papel de esta microbiota en la
regulacion del momento del parto, y sobretodo del parto prematuro. Aunque
actualmente se cree que el nacimiento prematuro es iniciado por una infeccién
ascendente de la cavidad vaginal a la placenta, estudios recientes han demostrado que la
entrada de patdgenos de la cavidad oral pueden alcanzar la placenta y posteriormente
propagarse a la circulacion fetal, estimulando de esta manera una respuesta
inmune/inflamatoria fetal que esta caracterizada por la produccion de anticuerpos IgM
contra los patdgenos y una secrecion de niveles elevados de mediadores inflamatorios,
lo que podria causar abortos o partos prematuros. Por lo tanto, no es sorprendente que la

microbiota de la placenta se asemeje a la de la cavidad oral (Maeliatp2013).

TERM PRETERM/VLBW
Oral Q Oral
Non-pregnant: ) " Fusobacterium nucleatum
Firmicutes Bergeyella spp

Actinobacteria SSELNE Streptococcus spp

Bacteroidetes /

Protecbacteria / )

Fusobacteria _
Vagina N / Vagina
Majority Lactobacillus spp. Majority Lactobacillus crispatus
Increased stability Decrease in species richness
Amniotic Fluid?
Amniotic Fluid
Majority mono-microbial
Escherichia coli
Ureaplasma parvum
Fusobactarium nucleatur
Cord Blood? Cord Blood

Magority mono-microbial
Escherichia coll

Ursaplasma parvum
Fusobacterium nucieaturm

Placenta

Placenta Roseovas
4Streptosporangium tPaenibacillus
ARoseovarius tBurkholderia
4Paenibacillus ‘TAnaeromyxobacier
1Burkholderia
4Anaeromyxobacter

15T WEEK 15T WEEK

POST-NATAL (Stool): POST-NATAL (Gastroesophageal):

Highly diverse Majority Firmicutes

Majority Bacteriodetes and and Tenericutes

Actinobaceria (Bifidobacterium) Minority Proteobacteria

Minority Firmicutes and Actinobacteria

and Proteobacteria

Figura 2. Comparaciéon de la microbiota oral y vaginal presente en mujeres con parto a #smino
prematuro Adaptado de Princeet al, 2014.
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Asi como la placenta y el feto, eleconio (primeras heces del bebé), también era
considerado estéril. Sin embargo, diversas investigaciones han mostrado mediante el
uso de técnicas dependientes e independientes de cultivo, la presepaidad®nes
bacterianas incluyendo Enterococcus Escherichia, Leuconosctac Lactococcusy
StreptococcugGosalbeset al, 2013; Hanseret al, 2015; Jiménezt al, 2008).
Comparado con muestras de heces adultas, el meconio muestrajaitiversidad
bacteriana, una alta variabilidad entre sujetos y un enriquecimieRitimbacteria a
expensas de una reducciéon del numerddeteroidetesencontrando de esta manera

una correlacion entre la edad gestacional del recién nacido y la composicion microbiana
del meconio (Nuriel-Ohayon et al., 2016).

Por lo tanto, se podria especutpre independientemente del tipo de parto, no son
bacterias ascendentes del tracto vaginal o contacto con bacterias del tracto vaginal
durante el parto, los Unicos o incluso los colonizadores mayoritarios del recién nacido
(Prince et al, 2014). E mecanismo por el cual los microorganismos entranele
compartimento fetal placentario y llegan a colonizar el feto, aun no es del todo claro.
Pero se ha sugerido que las bacterias llegan a la placenta a través del torrente sanguineo
después de ldranslocacion del epitelio intestinal y aunque la barrera epitelial
intestinal, generalmente impide la entrada microbiana en el sistema circulatorio, las
células dendriticas (DCs) pueden penetrar activamente en el epitelio intestinal,
absorber las bacterias del lumen intestinal y transportarlaas en todo el cuerpo a

medida que migran a los 6rganos linfoides (Rodriguez,2Gl5).

Otro aspecto importante en la adquisicion y desarrollo de la microbiota intestinal del
nifio, es el tipo de alimentacion que recibe el bebé durante los primeros meses de vida.
Tiempo atras se consideraba quéelzhe materna humana era estéril, pero el uso de
técnicas dependientes de cultivo han confirmado la presencia de microorganismos en
este fluido. La mayoria de los microorganismos aislados de la leche materna pertenecen
a los géneros bacterianosStaphylococcys Streptococcus Lactobacillus y
Bifidobacterium(Fernandez et gl2012).

Aparte de la importancia de la microbiota de la leche materna, también lo es la
abundancia de oligosacaridos complejos con activigiabiotica, que al no ser
asimilados por el bebé, pueden ser utilizados como fuente de energia por grupos

especificos de bacterias, como es el caso deifidsbacterias, dandoles una ventaja
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competitiva sobre otras especies bacterianas (Nuriel-Ohatyah, 2016). Diversos
estudios han demostrado que existe difexencia marcada, referida a la compaosicion

de la microbiota deGIT, entre los nifios que son alimentados con leche matsrihas
alimentados con leche de férmula, por lo que cada tipo de alimentacion durante este
periodo repercute de manera diferente en el desarrollo de la microbiota intestinal del
recién nacidoKig. 3) (Guaraldi & Salvatori, 2012).

(e )

Factors influencing
Human milk microbiome

Infant gut
microbiota

W

Balanced

Microbiota

Lrisk of dysbiosis

L microbial diversity Healthy status

1 Bifidobacterium
I Lactobacillus

Mode of
delivery ‘
& (- ( | Human milk 4> \
ol 2

microbiota ?3 °
1 Medicines & / ™
Lasctatlon Antibjolics Staphylococcus ".’“ Unbalanced
tage Pseudomonas Microbiota
Gestalional P Edwa;_dsr:e”a Risk af disease
oo antoea, Treponema, Infant gut _
Streptoccocus and microbiota ( 3
Health status Compylobacter Allergy
i Lactobacillus I risk of dysbiosis

Maternal Diel =~

. Akkermonsic T microbial diversity < Bacteroidetes

& Lifestyle \ Others s ﬂh T Bacteroides A Lactobaciilus
T Clostridium

™ E. coli : | :

Geneti | Bifidobacterium Obesity |
et ® < microbial
diversity
g A4 1 Firmicutes
\ / \ -l-Bifidobacteria )

Figura 3. Composicién de la leche humana y comparacion entre la microbiota de bebés alimentados con
leche maternas leche de formulaAdaptado de Gomez-Galleget al, 201§.

El origen de las bacterias presentes eledae materna humana ha llegado a ser un
tema muy controvertido en los ultimos afos. Tradicionalmente, se creia que las
bacterias que se encontraban en la leche materna humana eran el resultado de la
contaminacion con bacterias de la piel de la madre o de la cavidad oral del bebé
(Fernandezt al, 2012). Y aunque algunos géneros presentes en la piel de la madre
como StaphylococcysCorynebacteriuny Propionabacteriuntambién son comunes en

la leche materna, algunas investigaciones han reportado que los lactobacilos y
enterococos presentes en este fluidogamotipicamente diferentesle los aislados de

la piel del adulto (Gaet al, 2007). Adicionalmente, las bifidobacterias pertenecen a un
género estrictamente anaerobico y por lo tanto, la piel es una fuente poco probable para
aislar este tipo de microorganismos (Gueimoeidal, 2012). Asi pues, varios trabajos

de investigacibn han confirmado la existencia de wm@a enddégena (entero-
mamaria), la cual también involucra a las DCs y los macréfagig. @) (Jiménezet

al.,, 2008). Dichos procesos entero-mamarios implican el establecimiento de
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interacciones especificasentre las células del epitelio intestinal, las bacterias
intestinales y las células del sistema inmunitario del tejido linfoide asociado a la mucosa
(MALT) (Rodriguezet al, 2008). Ademas, se sabe que durante el embarazo y el
periodo de lactancia, existe una acumulacion selectiva y masiva de células del sistema
inmunitario de origen intestinal en la glandula mamaria, regulada por las hormonas

lactogénicas (Fernandez et, &012).

Breast skin
microbiota
e

ﬁsﬁ‘.

Gut bacteria

= _ Infant oral
« 8 microbiota

—

Enterocytes

Entero-mammary
Lathnay Mammary gland

L}'mphl{attﬂood
Mesenteric | _¢'rewiation
Iymph node

Colostrum/

B milk
microbiota
Mammary
microbiota s
Maternal gut ) T;* =\
Infant gut

Figura 4. Ruta enddgena mediante la cual, la microbiota del intestino de la madre, llega a la leche
materna/Adaptado de Fernandezt al, 2012)

Después del destete, la diversidad de la microbiota intestinal se incrementa y la
introduccion de alimentos sdlidos potencian una colonizacion @@l por
microorganismos productores de butirato, que incluyen especiddacteroidesy

ciertas especies delostridium El butirato es la principal fuente de energia para los
colonocitos y un compuesto relevante en la modulacion de la funcion intestinal. Asi
pues, al final del primer afio de vida, los bebés poseen un perfil microbiano
individualmente distinto. De modo que desde los 2 a los 5 afios de enacholaiota
intestinal se asemeja a la de un adulto, en términos de composicion y diversidad
(Rodriguez et a) 2015).

Hacia laedad adulta, la composicion de esta microbiota es relativamesttbley es
alterada exclusivamente por factores externos que incluyen la dieta, el medioambiente,
la administracién de medicamentos y el estilo de vida. Sin embargo, la estabilidad de
esta microbiota se reduce al llegar a la vejez y la caracteristica mas notable en la

microbiota de las personas mayores es una alteracion en las proporciones relativas de

23

——
| S—



Introduccion

Firmicutesy BacteroidetesSe ha observado que en las heces de las personas mayores
hay una alta proporcion dgacteroidetesmientras que en adultos jovenes hay una alta
proporcion de Firmicute@Mariat et al, 2009).
En lafigura 5, se observa de manera resumidaadquisicion de la microbiota a lo
largo de la vida y los principales géneros que se encuentran en cada etapa.

s

* Caorynebacterium
* Propionibacterium spp.

= | Bacterial numbers «Diet
) « Antibiotics
Weaning «lllness
C-section

| Birth /(0
Vaginal Unstable Stable Unstable
delivery
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* Lactobacillus Diet - = Fusobacterium
« Prevotella / . Bacteroides « Clostridium
. ,; top o:fum Clostridium = Eubacterium
: :
neathia sp- (o rrmula-fed Breast-fed Rg ”E’ nECoLCUs 2 ;ac't"'tigt‘{e s e.rt‘;bes
* rroteo IC activy
More complex || ifidobacterium | ,=ubacterium
M B-fragilis Ruminococcus
K ol Coprococcus
- COML Dorea * Bacteroides
N C. difficile Alisti  Bifidobacterium
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Prebiotic/probiotic Roseburia
supplementation Faecalibacterium
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“ . ’
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Figura 5. Principales géneros bacterianos que componen la microbiota a lo largo de(l&déataado
de Poweret al.,2014).

1.1.2.Funciones de la microbiota intestinal.

Las bacterias del GIT pueden ser: de tiptransitorio, que son aquellas que se
establecen y colonizan sin producir ningun tipo de enfermedad, pero que tienden a ser
excluidas por competencia o por factores inmunoldgicos; y dedgdente que son

las que se encuentran presentes de manera invariable durante semanas o meses en un
lugar particular. Las bacterias de tipo residente se pueden clasificapeguondiciales

o promotoras de la salud estas Ultimas pertenecen mayoritariamente a los géneros
Bifidobacteriumy Lactobacillus(Fig. 6) (Romero Cabello, 2008) (Isolaeti al., 2004).

Asi pues, el equilibrio entre los grupos microbianos intestinales (microorganismos no
patdgenosvs. microorganismos patdégenos) es esencial para el mantenimiento de la
salud, pero una vez interrumpido este equilibrio, la relacion entre el hospedador y los

microorganismos puede llegar a una condigi@tologica (de Almada et 312015).
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Harmful/pathogenic effects Health promoting functions

2
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Figura 6. Esquema general de la composicion y los efectos en la salud de la microbiota intestinal humana
predominant¢Adaptado de Gibsonret al, 1995).

De esta manera, el correcto equilibrio entre las poblaciones microbianas presentes en el
GIT, permite el desempefio de importantes funciones metabdlicas, inmunoldgicas y de

proteccion intestinal en el individuo sano.

1.1.2.1. Metabolismo de nutrientes.

La dieta suministra nutrientes tanto parehespedadorcomo para lapacterias del

GIT, pero muchas de las enzimas necesarias para romper la estructura de los
carbohidratos de origen vegetal (almiddn resistente, celulosa, hemicelulosa, inulina,
azucares y alcoholes no absorbidos), no estan codificadas en el genoma de los
mamiferos. La microbiota intestinal tiene una amplia coleccion de enzimas
degradativas y exhiben un rango amplio de capacidades metabdlicast(&lin2012).

La fermentacion de estos carbohidratos no digeribles da como resultado la produccion
de acidos grasos de cadena coB&KAs) como el butirico, propidnico y acético, los
cuales son fuentes de energia tanto para las células epiteliales, como para los
microorganismos. Ebutirico es, en su mayor parte, metabolizado por el epitelio
intestinal, aportandole entre un 60 y 70% de toda la energia necesarogi@hico es
transportado hasta el higado yaegtico pasa a la circulacién periférica, llegando al

musculo esquelético y cardiaco (Prydel., 2002).
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Los SCFAs que se producen, desempefan funciones importantes tanto dooalel
(intestinal), comasistémico; y actualmente se considera que pueden contribuir a la
funcidon barrera o protectora del epitelio intestinal; modificar el metabolismo de los
acidos biliares y los lipidos (Sanz et al., 2004).

- Funcion barrera o protectora del epitelio intestinah acidificaciéon del medio debida

a la fermentacion de los carbohidratos no digeribles, inhibe el desarrollo y la
colonizacion de patégenos, asi como la produccidn de elementos toxicos derivados de
su metabolismo (amonio, compuestos fendlicos, aminas, etc.). Ademas, el acido butirico
constituye la principal fuente de energia para los colonocitos, estimulando la
proliferacion celular y regulando la apoptosis y la composicion del moco. De este modo,
contribuyen globalmente a estabilizarflacion barrera del intestino (Hoopeet al.,

2002).

- Modificacién del metabolismo del nitrégeno. La acidificacion del medio también
favorece la protonacién del amoniaco a ion amonio, limitando su difusion a la sangre y
aumentando su excrecion fecal, disminuyendo de esta manera la uremia (Tebgland
al., 2002).

- Absorcién de mineraled.os SCFAs favorecen la absorcién de minerales (calcio,
magnesio y hierro), que son clinicamente relevantes para el tratamiento y prevencion de
ciertas enfermedades, como la osteoporosis y la anemia. Los efectos se producen como
consecuencia de la reduccion del pH luminal, aumentando la solubilidad de los
minerales y favoreciendo la absorciéon por difusion pasiva (Teitelleaain 2002).

- Metabolismo de los lipidos y &cidos biliaresl acido propiénico disminuye la
expresion de enzimas lipogénicas en el higado, las cuales estan implicadas en la sintesis
denovo de triglicéridos y acidos grasos, reduciendo asi los niveles de colesterol (Sanz et
al., 2004). Por otro lado, la acidificacién del medio intestinal inhibe la transformacion

de las sales biliares primarias en secundarias, que se consideran un factor de riesgo para

el desarrollo de cancer de colon (Tungland et al., 2002).

1.1.2.2. Proteccidon antimicrobiana.

La estabilidad en lanicrobiota intestinal de un individuo en condiciones normales se
debe alequilibrio que se mantiene entre las especies residentes y esta condicion ejerce
un fuerte efecto protector frente a la colonizacion por patégenos oportunistas. Uno de
los mecanismos mas simples de proteccion antimicrobiana@ ets la presencia de

unabicapa de moco, constituido por glicoproteinas de mucina, las cuales mantienen los
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microorganismos del lumen lejos del contacto epitelial (Jandkyallg 2015). La capa
interna es densa y no contiene ningun tipo de microorganismo, mientras que la capa
externa es mas dinamica y provee glicanos como fuente de nutrientes para los
microorganismos (Johansson et al., 2011).

La microbiota intestinal ejerce su funcion de proteccion contra patégenos compitiendo
por nutrientes y receptores. La adherencia de las bacterias al epitelio intestinal y al
moco es propia de cada cepa, por lo que algunas bacterias pueden unirse al epitelio
intestinal, ya sea de formsspecifica o inespecifica, bloqgueando de esta manera la
union de patdgenos y potenciando el efecto barrera. Los mecanismos de adhesion
inespecificosestan ligados a interacciones electrostaticas o hidrofébicas, por contra, los
mecanismosespecificos de adhesion, dependen de interacciones ligando-receptor
mediante polisacaridos extracelulares, proteinas y/o acidos teicoicos. (Nativalad

2013).

1.1.2.3. Inmunomodulacion.

Tanto el sistema inmuri@nato como eladaptativo, son dependientes de una Optima
colonizacion temprana; de ahi la importancia que tienen tanto la alimentacion que recibe
el bebé al nacer, como la salud y la alimentacion de la madre durante el embarazo, ya
que son estos dos factores los que determinaran, de fowngaimportante, la
composicién de lanicrobiota inicial del bebé (Natividad et al2013).

La mucosa intestinal es la mayor interfaz entre el sistema inmunitario y el medio
externo, lo que hace comprensible que la microbiota intestinal juegue un papel
importante en el desarrollo y maduracion del tejido linfoide asociado a la mucosa
intestinal GALT , Gut associated lymphoid tisqueEl GALT representa el mayor
organo del sistema inmune humano y contiene mas del 80% de las células
inmunocompetentes de un adulto sano (alrededor del 60% de las inmunoglobulinas
producidas diariamente se secretan e@Glél). La respuesta inmunitaria caracteristica

de la mucosa intestinal es la produccion de inmunoglobulinas A secretigrds (ue

son producidas por las células plasmaticas y posteriormente transportadas a través de la
capa de células epiteliales hasta la luz intestinal. Una vez alli, reaccionan con antigenos
especificos impidiendo la interaccion fisica de los agentes nocivos con la superficie de
la mucosa, previniendo de esta manera las reacciones inflamatorias que podrian dafar

su integridad Kig. 7). Por tanto, lamicrobiota intestinal determina el desarrollo del
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sistema inmunitario actuando como regulador esencial de la respuesta inmune
(Jandhyalat al, 2015; Natividad et a12013; Ruiz Alvarez et gl2010).
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Figura 7. La barrera intestinal. La figura muestra los diferentes niveles de defensa con los que esta
equipada para evitar la translocacion luminal de un antigedap{ado de Natividadetal., 2013.

1.1.3 Métodos de estudio de la composicion de la microbiota intestinal.

Se ha descrito &6IT como un ecosistema complejo y dinamico, el cual contiene una
coleccion diversa de microorganismos (Gerritsgral, 2011). Para poder determinar,
caracterizar y analizar estas comunidades microbianas, existen diversos métodos que
pueden ser divididos fundamentalmente metodos dependiente® independientes

de cultivo. Un analisis de datos de estos métodos pueden proporaiormacion

sobre lariqueza (numero de especies) y tagularidad (abundancia relativa de cada
especiele diferentes microorganismos en una muestra,sept@ndo de esta manera la
diversidad microbiana (Gerritsen et al.,, 2011) Estos calculos de diversidad
microbiana se pueden realizar tanto dentro de una Unica muaiétraliyersidad)
determinando que y cuantos microorganismos hay en la muestra; como entre diferentes
muestras l{eta-diversidad), observando que tan diferentes son entre ellas. Asimismo,
se han desarrollado métodos adicionales para evaluar los roles microbianos y funciones
como lo son la metatranscriptomica, metabolémica y el uso de modelos gnotobidticos
(Nuriel-Ohayon et aJ 2016).
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1.1.3.1. Métodos dependientes de cultivo.

Tradicionalmente, l@omposiciénde la microbiota intestinal se ha analizado mediante

el empleo de técnicas de cultivo, las cuales utilinaedios diferenciales para
seleccionar poblaciones especificas de bacterias que se basan en los requerimientos
metabolicos. Entre los medios de cultivo mas empleados para el aislamiento de las
principales poblaciones de ihaicrobiota intestinal se encuentran: de Man Rogosa &
Sharpe (MRS), agar Tomato y Rogosa para los lactobacilos; MRS modificado o Medio
selectivo paraBifidobacterium(BSM), Agar clostridial reforzado par@lostridiumy
McConkey para enterobacterias (Montesial, 2005; Palomaet al, 2014). Aunque

estos métodos son economicos y reproducibles, estan limitados en su capacidad para
distinguir entre diferentes grupos filogenéticos bacterianos y no se consigue recuperar la
totalidad de los microorganismos presentes. Se estima que alrede@@dele la
microbiota intestinaho puede sercultivada bajo condiciones de laboratorio, debido a

sus exigentes requerimientos nutricionales (Eckbtieg, 2005).

Asi pues, la diversidad de la microbiota @¢T esta influenciaddirectamente por el

método que se emplea para estudiarla, por ejemplo, empleando tanto técnicas
dependientes como independientes de cultivo, existe una mayor recuperacion del
phylum Firmicutespor el contrario, el uso de métodos moleculares en comparacién con
los métodos que implican el aislamiento en medios de cultivo, permite una mayor

recuperaciéon del phylum Bacteroidetde Almada et al., 2015).

1.1.3.2. Métodos independientes de cultivo.

Considerando las limitaciones de los métodos dependientes de cultivo, se han
desarrolladdécnicas molecularegjue tienen la ventaja de proporcionar una visibn mas

representativa de la microbiota intestinal y su diversidad (West @04b).

1.1.3.2.1. Métodos de "next generation sequencNGS).

Los estudios filogenéticos basados en la secuetniat@l gen 16s rARN, permiten
estudiar la composicion de la microbiota . Dicho gen, tiene como funcion la iniciacion y
extension de la sintesis de proteinas. Los genes rARNatérente conservadon

las especies bacterianas, si bien contienen regiones lo suficientemente variables para
producir una sefal filogenética, Gtil para poder realizar una identificacion bacteriana. De

los tres genes bacterianos del rARN, el genl@&8 es pequefio (tamafio de 1,5 Kb) y
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altamente conservado. Posee 9 sitiogervariables, suficientes para diferenciar
especies bacterianas y que pueden ser relativamente faciles de amplificar nr€tiante
empleando los cebadores adecuados (Woese, 1987). Las regiones comunes para la
identificacién y clasificacion bacteriana basados en el gen 16S gdRNa V3, V4, V6

y V8 (Jandhyalat al, 2015). El empleo de esta técnica facilita la caracterizacion y el
seguimiento de gran variedad de grupos microbianos, inclustadirias no
cultivables, pudiendo conocer en profundidad la poblacion bacteriana (Fealadr,

2012).

En cuanto a biodiversidad bacteriana se refiere, paestras complejagpor ejemplo,
muestras de heces), actualmente se emplean técnicas de secuenciacion bB€a8as en
que permiten obtener una mayor cantidad de informacién aunque de peor calidad, ya

que el fragmento obtenido es mas pequefio.

1.1.3.2.2. Métodos de huella dactilar (“fingerprimgl’).

Los métodos dehuella dactilar generan un perfil dADN de las comunidades
microbianas en cada muestra y posteriormente permite una comparaciéon entre las
muestras, basada en las diferencias observadas entre sus "huellas" g&ehiicaset

al., 2010)

-Amplificacién aleatoria de ADN polimorficoRAPD): son fragmentos de ADN

procedentes de la amplificacion por PCR de segmentos aleatorios de ADN genomico
mediante el uso de uimico cebador generalmente de 10-20pb. La amplificacion se
lleva a cabo mediante una PCR y los fragmentos amplificados son separados realizando
una electroforesis en gel de agarosa, obteniéndose de esta manera un patron de bandas
caracteristico. Debido a su sensibilidad a las condiciones de reaccion, la principal
desventaja de esta técnica eslmja reproducibilidad, por lo que se requieren
protocolos experimentales estandarizados. Los RAPD requieren generalmente ADN de
alto peso molecular purificado y es necesario trabajar cuidadosamente, ya que al
emplearse cebadores aleatorios cortos que son capaces de amplificar fragmentos de
ADN en una gran variedad de organismos, se pueden contaminar las muestras (Kumari
et al, 2014).

- Electroforesis en gel de gradiente desnaturakiz@EGE) vy electroforesis en gel de

gradiente de temperaturd GGE): son una serie de herramientas que permiten

comparar los fragmentos de ADN en una muestra. Basicamente son formas de
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electroforesis, las cuales usan un gradiente de temperatura o quimico (mezcla de urea y
formamida) respectivamente, para desnaturalizar las muestras a medida que se mueven
a través de un gel de agarosa o poliacrilamida, segun la técnica empleada. Las muestras
analizadas por estos métodos, corresponden a fragmentos de ADN previamente
extraidos directamentede comunidades microbianas, sin necesidad de realizar pasos
previos de pre-enriquecimiento y luego una amplificaciéon por PCR. De acuerdo a su
contenido en guanina y citosin&(Q), los productos de PCR migran en el gel y se
observan unos patrones de bandas diferenciados, que representan la diversidad
microbiana en una muestra. Estas técnicas pueden ser usadas para analizar la comunidad
total o especifica de poblaciones y/o grupos dentro de una muestra, asimismo han sido
usadas para el estudio de la complejidad y dinamica de la microbiota fecal humana. Sin
embargo lgrincipal limitacion es la deteccidn de moléculas heteroduplex, que pueden
resultar en una sobre-estimacion de la comunidad microbiana real y por tanto llegar a

conclusiones imprecisas (de Almastaal, 2015).

- T-RFLP. es una técnica basada erfregmentacion de los amplicones del gdi6S

rARN por el uso de endonucleasas de restriccidon, que originan un fragmento de
longitud variable marcado con fluorescencia terminal. Se usa principalmente para
determinar la diversidad de comunidades microbianas, para realizar comparativas y
también para evaluar la variabilidad en la microbiota intestinal. Esta técnica es
semicuantitativa, rapida y barata, pero su principal limitacion es que no permite la

identificacion filogenética (Fraher et a2012)

-RISA: es una técnica relativamente nueva, usada para el analisis de la microbiota
(Rogeret al., 2010) El método implica la amplificacion mediante PCR,utheespacio
intergénico entre los genes débSy 23S rARN, usando un cebador marcado con
fluorescencia en el extremo 5 que puede ser detectado por un secuenciador de capilar,
produciendo una huella de los espacios intergénicos ribosorRafscfeados por el

grado de heterogeneidad de longitud en la muestra (Sekiady 2010). Aparte de ser

una técnica rapida y barata, tiene una buena resolucion y limite de deteccién. Sin
embargo, la aplicacién del método puede estar limitadaaadencia de una base de
datos extensiva que comprendaagonomia RIS para microorganismos que habitan el

GIT (de Almada et a) 2015).
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1.1.3.2.3. Sondas de hibridacion.

Estas técnicas se basan enilailacion de sondas especificas de oligonucleétidos, con
secuencias diana sobre el ADN bacteriano, siendo complementarias a grupos Yy/o
especies taxonomicas especificas. Incluyen técnicas como la FISH, gPCR y microarrays
de ADN. Los principales usos de las sondas de hibridacion son la identificacion
filogenética y la cuantificacion de las especies presentes en la meatraret al.,

2012)

-Microarrays de ADN La tecnologia del microarray de ADN es una poderosa

herramienta con alto rendimiento y tiene el potencial de generar informacion acerca de

la patogénesis de diversas enfermedades infecciosas y no infecciosas. Muestra una
buena relacion coste-beneficio, buenos niveles de sensibilidad y selectividad, y requiere

poco tiempo para el desarrollo del andlisis. Pero uno de sus principales inconvenientes

es el bajo limite de deteccion y la incapacidad para identificar nuevas especies y cepas
(Sekirov ¢ al., 2010)

-FISH y gPCR (PCR cuantitativa)a técnicaFISH usa sondas de oligonucleétidos

marcadas con fluorescencia, disefladas para hibridarse con secuencias Unicas del gen
16S rARN de los grupos bacterianos a estudiar. Dependiendo de las sondas disefiadas,
la FISH puede ser usada para amplios grupos de bacterias (clasificacion a nivel de
phylun) o puede ser mas especifica (clasificacion a nivel de género o especie). Otra
técnica que se puede usar para detectar grupos especificos de bacterias en una mezcla
compleja es la gPCR, donde las sondas de oligonucledétidos utilizadas también tienen un
marcaje especial. Asi como en la FISH, los cebadores empleados en la gPCR pueden ser
disefiados para ser especificos 0 generales, segun sea el caso. Sin embargo, en algunos
casos los cebadores empleados para amplificar un grupo de bacterias, también
amplifican para otros miembros relativamente cercanosFIB& y la gPCR son

técnicas que pueden usarse en combinacion para confirmar los resultados obtenidos
(Sekirov ¢ al., 2010)de Almada eal., 2015).

1.2. Disbiosis y patogenia.

El estado normalde una microbiota intestinal se define comgreldominio de los
microorganismos beneficiosos sobre los potencialmente perjudiciales, lo que se

denominanormobiosis (homeostasis) (Doré, 2010). Por el contrario, denominamos
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disbiosis cuando ocurre un desequilibrio en la composicion taxondmica de la
microbiota intestinal. Esta pérdida del equilibrio se puedendierenciada por varios
factores, como lo son la administracién frecuente de antibioticos, la dieta, la edad y
factores tanto medioambientales como genéticos (de Almada 20Hb).

Diversas lineas de investigacion sugieren que en adultos, una microbiota intestinal con
una baja diversidad puede tener consecuencias negativas para la salud y asimismo
estas alteraciones pueden jugar un papel importante eatdgénesisde un amplio

rango de enfermedaddsiq. 8) (de Almadaet al, 2015). Asimismo, se ha demostrado

gue las bacterias comensales son capaces de ejercer acciones bioldégicamente cruciales
en los tejidos del hospedador que comprenden desde regulaciones metabdlicas hasta
inmumoduladoras. Cualquiedesequilibrio entre el hospedador y las bacterias
comensales conduciria al paso del contenido luminal a los tejidos subyacentes y por
tanto al torrente sanguineo. De esta manera, se estaria provocando una activacion de la
respuesta inmune y la posterior inflamacion intestinal, contribuyendo al desarrollo de
diversas enfermedades que incluyen diarrea asociada a antibid#do} enterocolitis
infecciosa NEC), enfermedad inflamatoria intestindBD), sindrome de intestino
irritable (BS), intolerancias alimentariascdliaquia), manifestaciones atdpicas
(alergiag), trastornos neuroldgicoalftismo), entre otros (Lin et 312017).

Antibiotics Lifestyle

r:ysperimmu nity Immunodeficiency
3 Altered intestinal microbiota > | NOD2

IL-12 IL-10

TNF
Chronic *—————  Metabolic
inflammation dysfunction

Hygiene

Figura 8. Factores que pueden generar una alteracion en la composicién de la microbiota intestinal
(Sommeret al, 2013).
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- Diarrea asociada a antibidticos (AAD).

La importancia del equilibrio de la microbiota delGIT se observa rapidamente
cuando se tienen en cuenta algunas de las secuelas perjudiciales que deja el tratamiento
con antibioticos, siendo la diarrea asociada a antibiotigedD] una de las
complicaciones mas comunes por el uso de estos medicamentos. Las secuelas de la
administracion de antibiéticos, a menudo, duran mucho tiempo después de la
interrupcién o finalizacion del tratamiento, lo que sugiere que se induacksfimacion
prolongada en el balance de la microbiota intestinal del hospedador. Varios estudios,
tanto en modelos animales como en humanos, han demostradfieckos adversosjue

tiene la toma frecuente de antibi6ticos sobre la microbiota inte¢8e#irov et al.,

2010) Se cree que los mecanismos por los cuales loBi@itos causan diarrea se
deben afectos directossobre la mucosa intestinal y a la reducciéon de la concentracion
de microorganismos anaerobios que forman parte de la microbiot&l@el Esta
disminucién de anaerobios genera una reduccién del metabolismo de los carbohidratos,
gue a su vez provoca diarrea osmotica, disminucion de la tasa de descomposicion
primaria de acidos biliares y un crecimiento excesivo de microorganismos patdégenos
(Varughes et a) 2013).

Existen dos formas de AAD Una de ellas es ldiarrea asociada aClostridium
difficile, que constituye del 20 a 30% de los casos y es la que tiene una evolucién y
consecuencias con mayor trascendencia clinica. El segundo tipaiasréa simple
asociada a antibioticos en el que se han involucrado microorganismos como
Clostridium perfringens Klebsiella oxytoca, y algunas especies @andida y
Salmonella (Weitz et 312013).

En el contexto clinico, todos los estudios sefalanplegros inherentesal uso
excesivo de antibidticos, ya que la administracion de estos medicamentos crea una
perturbacion en las comunidades microbianas intestinales, teniendo el potencial de
afectar negativamente la funcién de multiples sistemas y 6rganos del hospedador,
durante un periodo prolongado. Este hecho ocasiona, que la comunidad microbiana
tarde tiempo en regresar a status quo inicial Asimismo, la exposicion de la
microbiota intestinal a diversos antibiéticos es probable que genere el desarrollo de
diversos patrones de resistencia, lo que puedapedir el retorno del equilibrio
después de la administracion repetida del mismo tratam{S&atirov et al., 2010)
(Quigley, 2013).
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La coadministracion de probidticos a pacientes que reciben tratamiento con
antibidticos, ha mostrado una reduccion de la incidencia de diarrea asociada al
tratamiento en nifios y en adultos. Se han evaluado diferentes cepas, incluyendo
Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), Lactobacillus acidophilus Lactobacillus
bulgaricusy la levaduraSaccharomyceboulardii. Asimismo, dos estudios de meta-
analisis han concluido que Igsobioticos pueden ser usados pagreevenir la AAD

(Gill et al., 2004).

- Enterocolitis infecciosa.

Se han reportaddaliferencias en la microbiota intestinal de los recién nacidos
pretérmino diagnosticados de enterocolitis necrotizaC], respecto a los que no la

han padecido, tanto en el momento del diagndstico como antes del desarrollo clinico. La
microbiota comensal, los patdgenos y los estimulos inflamatorios inducen una respuesta
exagerada decitoquinas proinflamatorias en las células epiteliales intestinales
comparadas con las del adulto, justificando de esta manera la susceptibilidad de los
prematuros para esta complicacion. En todos los bebés pretérmino se obséaja una
diversidad microbiana y antes de desarrollar la NEC se comprueba un
sobrecrecimiento dgdhylum Proteobacteria, comparado con los recién nacidos que no
la padecen. Esta condicidn sugiere que la composicion microbiana puede ser un

marcador de esta enfermedad (Stewart et 2012).

- Enfermedad inflamatoria intestinal.

En algunas situaciones, cuando se alterant@raccion entre la microbiota y el
hospedador el cuerpo comienza a reconocer los constituyentes normales de la
microbiota comoenemigos generando una respuesta inflamatoria inapropiada que en
opinion de algunos, puede conducir a condiciones tales como la enfermedad
inflamatoria intestinal IBD) (Quigley, 2013). Las IBD incluyen, la enfermedad de
Crohn CD) y la colitis ulcerosalC). La CD se caracteriza por una inflamacién que
puede afectar cualquier parte delT, causando una inflamacion discontinua del
revestimiento epitelial, con una formacion de Ulceras profundas; mientrasdGecka

una afeccion inflamatoria cronica que solo afecta al colon y el recto y se caracteriza por
una inflamacién mucosa continua y formacion de Ulceras superficiales (Gestitden
2011)(de Almadat al, 2015) . Durante la ultima década, diversos estudios, mediante el

uso de métodos independientes de cultivo, han comparado la microbiota intestinal entre
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personas que padecen IBD e individuos sanos y se ha observadaligb®oksen esta
microbiota tiene un papel en la patogénesis de esta enfermedad (Getrdke2011).

Hasta el momento, los cambios observados, a nivehgdem en pacientes con IBD no

han sido del todo consistentes, pero en general se ha observatisminacion de la
diversidad microbiana y la estabilidad de la microbiota intestinal (Poeteal., 2014).

Se ha reportado una disminucion de comunidades microbianas pertenecighyéisnal
Firmicutes la cual en algunos casos coincide con un incremento phgum
Bacteroidetes/ el de anaerobios facultativos cofaoterobacteriacea¢Hansenet al.,

2012). Ademds, Joossepscol en 2011, identificaron un conjunto de cinco especies
bacterianas que caracterizaron la disbiosis predominante en paciente€Dcon
comparado con los individuos sanos. Entre estas cinco especies, se encuentra en bajas
proporciones aDialister invisus una especie no caracterizada del grupo XlIVa de
Clostridium Faecalibacterium prausnitzij Bifidobacterium adolescentisy por el
contrario una alta proporcion uminococcugravus(Joossenst al, 2011). De estas
especiesk. prausnitziise ha relacionado por tener propiedades anti-inflamatorias y ser
menos abundante en pacientes €C@nhque en individuos sanos (Solatlal, 2009). La
microbiota intestinal de los pacientes ¢BD produce cantidades reducidasS{eFAs

en particular butirato, mientras que se observa un aumento de las bacterias sulfato-
reductoras (Gerritseet al, 2011). La importancia de las interacciones microbiota-
hospedador en el IBDambién se apoya en los diferentes estudios genéticos que existen
hasta el momento, los cuales han identificado una serie de cambios en los genes que
codifican las moléculas implicadas en el reconocimiento bacteriano, la interaccion
hospedador-bacteria y la cascada inflamatoria resultante (van Limbergerz@1 d).

Los cambios observados a nivel funcional y de composicién en pacientéBxpn
sugieren que la microbiota intestinal juega un papel importante en la causa y
patogénesis de esta enfermedad. Pero hasta la fecha, no esta del todo claro si la disbiosis
es una causa directa debida a la inflamacion producida {®Dlao simplemente es el

resultado de un ambiente desequilibrado en el GIT (Gerritsen 204l).

- Sindrome de intestino irritable.

El IBS es un trastorno funcional del intestino que se caracteriza por dolor o molestia
abdominal recurrente, movimientos intestinales irregulares y alteracion en los patrones
intestinales, tales como estrefiimiento o diarrea (Gerrg$ead., 2011). En muchos
estudios, los pacientes ctBS han sido clasificados en diferentes subtipos, basados en
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los criterios de Roma IV para el diagnéstico de este sindrome: IBS con diarrea
predominantelBS-D), IBS con estrefiimiento predominantB®{-C), IBS con patrones

de intestinales alternado86-A) o IBS donde los patrones no pueden ser clasificados
dentro de ninguna de las categorias anteridBS-(J) (Domingo J., 2017); y en los
diferentes grupos se han observado cambios en la composicion de la microbiota
comparado con individuos sanos (Gerrite¢ral, 2011). En particular, los pacientes

con IBS-D han sido asociados con niveles significativamente altos de
Enterobacteriaceag niveles bajos dE. prausnitzii vsindividuos sanos, lo que sugiere

un desequilibrio de bacterias intestinales oportunistas y potencialmente perjudiciales
(Carroll et al, 2012).

Este sindrome puede ser dificil de diagnosticar, debido a la falta de marcadores
biolégicos o patogénicos (Powet al, 2014). Aunque se contempla que existen
diversos factores implicados en el desarrolloIB& que juegan un papel importante,

gue incluyen la mala fermentacion de ingredientes que se encuentran en los alimentos,
la composicion de la microbiota intestinal, disfuncion motora y sensorial intestinal,
mecanismos inmunes, factores psicologicos y deterioro en la comunicacion del eje
intestino-cerebro (MGB) (Power et a2014).

A pesar de que la fisiopatologia dBIS no esta del todo comprendida, lo que si esta
claro es que existen diferencias en la composicion de la microbiota intestinal entre
personas sanas personas que padecen esta patologia. Se ha observado un incremento
en la relacionFirmicutesBacteroidetes existiendo una reduccion de dos géneros
especificos dgbhylumBacteroidetegBacteroidesy Alistipe9 (Jefferyet al, 2012). Sin
embargo, asi como ocurre conBD, no es posible decir con certeza si las alteraciones
en la composicion de la microbiota intestinal observada en los pacient&Scson la

causa de la enfermedad o simplemente el resultado de la disrupcion de la motilidad del
intestino u otra caracteristica del IBSower et al 2014).

- Obesidad.

La obesidades una enfermedad compleja caracterizada por el exceso de acumulacion
de grasa corporal y se ha propuesto que cambios en la composicion de la microbiota
intestinal pueden ser una posible causa de esta enfermedad (Btikigr2013). Varios
mecanismos se han propuesto para explicar la habilidad de la microbiGH dehra

influenciar esta enfermedad, los cuales incluyen:
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(1) alteraciones en la permeabilidad intestinaton un aumento en la translocacion de
productos bacterianos como el lipopolisacarideS), dando como resultado un nivel

bajo de inflamacion sistémica cronica (Mizock, 2015). La obesidad y su desorden
metabdlico asociadaliabetes tipo 2, se relacionan generalmente, con una inflamacion
cronica de grado bajo y el LPS bacteriano al ser un componente altamente inflamatorio,
se considera como un posible iniciador de este deterioro metabdlico. En estudios en
animales y humanos que consumen una dieta alta en grasa, se han detectado niveles
plasmaticos de LPS altos, por lo que se cree que, o bien el LPS se toma con las grasas
de la dieta en forma de quilomicrones, o bien el LPS alcanza la circulacion porque el
intestino es mas permeable, debido a la ruptura de las proteinas ddighigunction)

(Power et al 2014).

(2) la capacidad de los SFCAs, como el acetato y propionato, para sefializar a través de
receptores epiteliales intestinales (Mizock, 2015). Se ha descrito que estos dos SFCAs
son ligandos de los receptores acoplados a la proteina G (GPCRs): Gpr4l y Gpr43,
expresados fundamentalmente por las células enteroendocrinas del epitelio intestinal. Se
ha encontrado que los GPCRs inhiben la expresion del péptido YY, un factor producido
por las células enteroendocrinas y el sistema nervioso central y periférico que
normalmente tiene efecto anorexigeno, acelera en transito intestinal y reduce la
extraccion de energia de la dieta (Revisi gt2410).

(3) la recuperacion calorica por algunos microorganismos de la microbi@#ldeue

son mas eficientes en la obtencién de energia disponible de los alimentos (Mizock,
2015). La microbiota de personas obesas, proporciona al hospedador una mayor
capacidad para recuperar energia a partir de la dieta, que la microbiota de los individuos
no obesos. Por lo que una dieta rica en carbohidratos y reducida en proteinas y grasas
produce una microbiota intestinal canenos representacion deFirmicutes, lo

contrario a lo que sucede en personas obesas (Million et al., 2013; Powe2@1 4).

Se ha descrito que ciertpbylumy clases de bacterias mejorantiansferencia de

calorias de la dieta al hospedador, lo que conlleva cambios en el metabolismo del
hospedador de las calorias que han sido absorbidas. Los microorganismos que se
encuentran en &IT fermentan los polisacaridos de la dieta@osacaridos y SCFAs,

esto permite la extraccion de calorias de los polisacaridos no digeribles de la dieta. Uno
de los mecanismos por el cual se puede afectar el metabolismo del hospedador es por la

supresion delfasting-induce adypocite factor el cual es un inhibidor de la
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liproproteinlipasa, que contribuye a la acumulacién de triglicéridos en adipocitos
(Million et al., 2013).

Estudios realizados por Ley col en 2006 observaron que existe una abundancia
relativa deFirmicutesy reduccién deBacteroidetestanto en estudios con animales
como en humanos, pero investigaciones llevadas a cabo posteriormente, han obtenido
resultados variables con respecto a los cambios de composicién en la microbiota de
personas obesas, no siendo posible confirmar los resultados obtenidos por este grupo.
Esto sugiere que en lugar de cambios a nivggdum existen cambios mas sutiles en

la composicion de la microbiota intestinal asociados con el desarrollo de la obesidad.
Asimismo es evidente que la ingesta (excesiva) de alimentos tiene una influencia sobre
el peso del cuerpo (Gerritsen et 2011).

Se han descrito altos niveles de algunas especieaatigbacillusen pacientes obesos,
especificamente un alto nivel de reuteriy bajos niveles dé&. caselparacaseiy L.
plantarum(Million et al, 2013). De la misma forma, varios estudios han investigado la
asociacion entre especies bacterianas especificas y la obesidad, donde niteles de
prausnitziison significativamente mas altos en dichos individuos. Este microorganismo,
se ha identificado como uno de los miembros funcesmalave de la microbiota del

GIT que mas influyen en el metabolismo del huésped, responsable de una proporcion
significativa de fermentacidon de carbohidratos no absorbidos por el hospedador
(Balamuruganteal., 2010).

- Celiaquia.

La enfermedad celiaca (CD) es un desorden inflamatorio intestinal desencadenado por

el consumo degluten. La fase activa de la enfermedad se caracteriza por una pro-
inflamacién intestinal resultante de una respuesta inmune exagerada debido al consumo
de gluten, junto con una mayor permeabilidad intestinal que puede favorecer el paso de
antigenos luminales a la submucosa (De Pa&ia, 2010). Sin embargo, aun no esta

del todo claro si la alteracion de la permeabilidad intestinal es una causa primaria o0 una
consecuencia de la CD y también si esta alteracion es inducida por el gluten en si, por
alteraciones de la microbiota o por la combinacién de ambas. Hasta la fecha, el Unico
tratamiento para la CD es t@mpleta exclusiénde granos y cualquier alimento que
pueda contener gluten (de Sousa Mosdes., 2014).

Esta enfermedad es comdn tanto en nifilos como en adultos, aunque el conocimiento

acerca de la microbiota intestinal de los adultos@Dres escasa, ya que no es a partir
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del afio 2012 cuando empiezan a realizarse estudios que caracterizan la microbiota en
adultos con esta enfermedad. Un estudio realizado tanto en niflos como en adultos,
obtuvo como resultado una ligera diferencia respecto a los porcentajes de los principales
phylumentre los pacientes y también un perfil mas diverso en cuanto a la composicién
de la microbiota bacteriana a nivel duodenalpistlumFirmicutesfue mas abundante

en personas adultas c@D, mientras que gdhylumProteobacteria estaba presente en
nifos con CD. Un phylum que compartian tanto adultos como nifios €D,
pertenecian @acteroidetesy Actinobacteria. En cuanto a géneros bacterianos, los
adultos tenian un mayor numero t#ycobacterium sp. yMethylobacterium sp.,
mientras quéNeisseria sp. Ylaempophilus sp. fueron mas abundantes en nifio€bon

(de Sousa Moraest al., 2014). Por otro lado, un estudio realizado en nifios observo que
la microbiota intestinal de los pacientes celiacos tenian una mayor diversidad que los
sujetos control, con una alta proporcion del grBpoteroidesPrevotella y una relacion
significativamente reducida de bacterias Gram-positivas:Gram-negativas en pacientes
con CD. Asimismo Bifidobacterium Clostridium histolyticum Clostridium
lituseburenseg F. prausnitziifueron menos abundantes en pacientes celiacos (De Palma
et al, 2010). El hecho de que el paciente tratado con dieta sin gluten presente una
microbiota diferente a la del sujeto sano abre la investigacién sobre un biomarcador de

la enfermedad, asi como la posible actuacion terapéutica (de Sousa Maiaez014).

-Alergias.

Este tipo de enfermedades son causadas por una exagerada y desequilibrada respuesta
inmunologica al ambiente y a antigenos inofensiabdrgenog. Aunque los factores
genéticos son importantes en la patogénesis de este tipo de enfermedades, no puede
explicarse el rapido incremento que han tenido durante los Gltimos afios (de Atmada

al., 2015). En particular, las alergias se han incrementado en paises desarrollados con el
paso de los afos y han sido atribuidas a cambios en el estilo de vida como el aumento
del estrés, exposicion a contaminantes, consumo de medicamentos y cambio en la
nutricion (Abrahamssoat al, 2015). Asimismo, la exposicion a una baja diversidad de
bacteriasen los primeros dias de vida, puede retrasar la maduracion del sistema inmune
de la mucosa, incrementando el riesgo de una respuesta inmune irregular, pudiendo
ocasionar alguna enfermedad alérgiggpétesis del exceso de HigiengThomaset

al., 2014). Bajo esta hipotesis, el hecho que paises en via de desarrollo tengan menos
tasas de alergias puede ser debido al tamafio de las familias, un gran porcentaje de la
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poblacién viviendo en ambientes rurales con escasas condiciones sanitarias y el bajo
uso de antibiéticos (Clemente et, &012).

Se han descrito diferencias en la microbiota intestinal temprana entre los lactantes que
mas tarde desarrollan una enfermedad alénggcdos que no. Algunos estudios han
encontrado asociaciones entre bajas tasas de bifidobacterias o colonizacién de
lactobacilos durante la infancia y posterior desarrollo de la alergia (Rodegywatz

2015). Otros estudios, usando métodos dependientes de cultivo han concluido que una
reduccion de ciertos grupos de microorganismos que forman parte de la microbiota
intestinal, estan correlacionados con los sintomas de alergia en la edad temprana, donde
los nifios alérgicos tenian menos niveleBdeteroidesy Bifidobacteriumy una mayor
cantidad deS. aureusy C. difficile. Estudios recientes han indicado que @iz
diversidad de la microbiota del GIT es mas importante que la prevalencia de un grupo
especifico de microorganismos (Abrahamssbnal, 2014). Sin embargo, existen
inconsistencias entre los resultados obtenidos en los diferentes estudios y grandes
diferencias en la técnicas microbiologicas que han sido empleadas (Rodtigalez

2015).

Asimismo, es importante tener en cuenta que los analisis de las muestras de heces
reflejan la microbiota luminal del colon y no necesariamente la colonizacién del
intestino delgado, donde se encuentra la mayor parte del sistema inmune intestinal
(Rodriguez et a) 2015).

-Autismo.

El trastorno del espectro autistSD) es un desorden complejo del desarrollo neuronal.

Los principales signos y sintomas afectan la comunicacion, las interacciones sociales y
las conductas repetitivas. Hasta el momento, se conoce muy poco sobre las causas del
autismo y no estan del todo claras; se sabe que hagmponente hereditario muy
importante, pero los genes involucrados no han sido, aun, totalmente identificados.
También se ha planteado la hipdtesis de qumitaobiota esta involucrada en las
formas de apariciéon tardia (o regresiva) en este tipo de trastornos, el cual se presenta
habitualmente en nifios mayores I mesesEstas formas de aparicidén tardia estan
asociadas con una combinacion de manifestaciones conductuales y gastrointestinales
que incluyen hinchazén, malestar abdominal y alteraciéon en los patrones intestinales
(Collins et al, 2012). El vinculo entre la microbiota intestinal y el autismo se apoya en
las siguientes observaciones: 1) el inicio de la enfermedad a menudo sigue a la terapia
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con antibioticos; 2) las anormalidades gastrointestinales estan a menudo presentes en el
inicio del autismo y con frecuencia persisten; y 3) los sintomas del autismo, algunas
veces, se han reducido por el tratamiento oral con vancomicina, con una posterior
recaida debida al cese del tratamiento. Estas observaciones han sido apoyadas usando
técnicas dependientes de cultivo y gPCR para identificar los perfiles de la microbiota
presente en estos pacientes, indicando que ciertos grupissiedium spp. estaban
presentes en un nUmMetO veces mayoen muestras de heces de nifios con auti®no

nifios sanos. Asimismo se planteaba que no era coincidencia que la exposicion a los
antibioticos trimetropim/sulfametoxazol precediera al diagndstico de autismo, ya que
estos antibidticos no son efectivos cor@tastridiumspp., proponiendo de esta manera

que dichos medicamentos podrian favorecer un sobrecrecimiento de estos
microorganismos, contribuyendo de esta manera al desarrollo del autismo (®&kirov

al., 2010). Igualmente, se observdé que la administracion oral de vancomicina,
medicamento activo contra microorganismos Gram positivos, incluido Clostragipm
producia una mejora tanto a nivel gastrointestinal como conductual en los pacientes que
recibian el tratamiento, sin embargo al cesar el tratamiento se producia una recaida en
los pacientes tratados. Por lo tanto, se plantedé que las esporas de los clostridios que
permanecian vivas, eran las responsables de esta recaida (Sekaby 2010).
Asimismo, mediante el uso de técnicas moleculares, un estudio encontré que un amplio
rango de microorganismos, incluyendo varios grupos QGlestridium spp. y
Desulfovibrio spp. son mas comunes en heces de nifios que sufren autismo comparados
con los sujetos control (Collinst al, 2012). LosDesulvibrio son microorganismos
reductores de sulfato y en gran parte son responsables de la anormalidad en el
metabolismo del azufre y cominmente los pacientes con autismo, tienen bajos niveles
de azufre en la sangre y alta excrecidn urinaria (Finegjadd, 2012). También se han
encontrado bajos niveles dgifidobacterium spp. y deAkkermansiamuciniphila
(especie que puede predisponer una translocacion bacteriana y favorecer una disfuncion
en el GIT) (L. Wang et al, 2011). Estudios metagendémicos han observado una
reduccion del phylurBacteroidete¢dando como resultado un incremento en la relacion
FirmicutesBacteroidetep asi como un incremento en bacterias del geBertterella
comparado con individuos sanos. Estos perfiles microbianos se asocian con una mala
adsorcion de los carbohidratos, planteando varias posibilidades con respecto a la
disbiosis y las manifestaciones gastrointestinales y de comportamiento del autismo de
aparicion tardia (Williams et al2012).
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Una situaciéon de normobiosis acompafna al estado de salud, por el contrario, una
estructura anormal de la microbiota o disbiosis esta asociada con el riesgo de
enfermedades caracterizadas por Wwea diversidad microbiana intestinal y
asimismo una situacion de inflamacion intestinBhla 1). La administracion de
probioticos, puede corregir este desequilibrio en la microbiota y de este modo,
contrarrestar la inestabilidad inmunolédgica, mejorando de esta manera el curso de la

enfermedad o consiguiendo su prevencion (Pewal, 2014).

Patologia Disbiosig' Referencia
Enterocolitis necrotizante 4 Proteobacterigorevio al inicio de la (Mai et al, 2011; Y.
(NEC) enfermedad Wanget al, 2009).
Enfermedad inflamatoria  y a diversidad (Michalil etal., 2012)
intestinal (IBD) v Bacteroidesy Firmicutes (Hanseret al, 2012)
4 Gammaproteobacteria (Kosticet al, 2014)

v Faecalibacterium praustitzii
v Clostridia, Rumminococcaceae,
Bifidobacterium Lactobacillus

Presencia d&scherichia coly Fusobacterium

Sindrome de intestino 4 RelaciorFirmicutesBacteroidetes (Jefferyet al, 2012)
irritable (IBS) v Bacteroidetey Alistipes
Obesidad v Bacteroidetes Lactobacillus (Leyet al, 2006)
v RelaciérFirmicutesBacteroidetes (Pflughoeftet al,
v Faecalibacteriunprausnitzii 2012)
(Balamurugaret al,
2010)
Celiquia (CD) v Relacion bacterias Gram-positivas:Gram- (De Palmaet al, 2010)

negativas
v Proporcién del grupBacteroidesPrevotella
v Bifidobacteriumy Clostridiumhistolyticum
v Clostridiumlituseburense

v Faecalibacteriunprausnitzii
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Patologia Disbiosis Referencia

Alergias v Lactobacillusy Bifidobacterium (Sjogrenet al, 2009)
v Bacteroides (Watanabeet al., 2003)
4 Clostridium difficile4 Staphylococcus (Woodcocket al,
aureus 2002)

Autismo v Bifidobacterium spp. (L. Wanget al, 2011)
v Akkermansia muciniphila (Williams et al, 2012)
4 Clostridium sp§. Desulfovibrio spp. (Finegoldet al, 2012)

4 RelaciérFirmicutesBacteroidetes
4 Sutterella

Tabla 1. Cambios en la microbiota intestinal asociada a diversas enfermetlatiesaciones respecto a
individuos sanos.

1.3. Eje intestino-cerebro.

Durante los ultimo afios, se han llevado a cabo investigaciones que han demostrado la
comunicaciénque existe entre el cerebro y el intestino; mostrando de esta manera,

que la microbiota intestinal juega un papel esencial en esta comunicacion, llegandose
incluso a definir como dsicobidtico” a los microorganismos vivos que cuando son
ingeridos en cantidades adecuadas, producen un beneficio saludable en pacientes que
padecen trastornos psiquiatricos (Patteesoal, 2014). Recientemente, a la definicion

se han incluido a los prebidticos, ya que estimulan el crecimiento de la microbiota
comensal. Aunque actualmente existen gran cantidad de estudios pre-clinicos que
respaldan este concepto, los datos de ensayos clinicos son escasos, sin embargo, poco a
poco el numero de estudios clinicos va aumentando (Dinan & Cryan, 2017).

Las primeras evidencias de la relacion entre el intestino y el cerebro datan de finales del
siglo XIX, cuando William James y Carl Lange en 1880, proponen una de las primeras
hipétesis de la comunicacion bidireccional entre estos dos 6rganos, sugiriendo que el
estimulo fisiologico desencadenaba una respuesta emocional y que el cerebro estaba
reaccionando a la informacion recibida del cuerpo. Esta teoria fue bastante criticada y
en los afos siguientes, mediante el uso de modmlawales gnotobibticos se
demostr6 el impacto que tenia la microbiota intestinal en el comportamiento mediante la
activacion del mecanismomuno-neural. Sin embargo, no ha sido hasta el siglo XXI,

que mediante estudios meta-genomicos se ha evidenciado el papel clave de la

microbiota intestinal en funciones del sistema nervioso cef8MC), dando lugar al

44

——
| S—



Introduccion

concepto conocido como eje Microbiota-Intestino-CereMGB axis) (Cryan, 2016).

Es por esto que las alteraciones en la interaccion bidireccional intestino-cerebro se han
relacionado con desordenes @4T y recientemente se han implicado como un posible
mecanismo en la patofisiologia de diversos desordenes mentales incluidos autismo,
enfermedad de Parkinson y desordenes en el estado de &nimo @¥iayer2015).
Asimismo, teniendo en cuenta que el ambiente intrauterino no es estéril, se podria
especular que los metabolitos de la microbiota intestinal de la madre, posiblemente
ejercen algun tipo de influencia en el desarrollo cerebral del feto. Sin embargo, la
posibilidad de que la microbiota de la etapa pre y post-natal pueda afectar el desarrollo
del cerebro aun no esta clara, ya que no existe hasta el momento ningun estudio en
humanos que caracterice el efecto de la microbiota materna en el desarrollo cerebral del
feto y algun tipo de secuela de dicha modulacion (Metal, 2015).

Para estudiar el efecto modulador de la microbiota intestinal emtEscciones
intestino-cerebro, se han usado diferentes enfoques experimentales, como la
manipulacion de la microbiota con antibiéticos, transplante de microorganismos fecales
y modelos de animales gnotobiéticos. En 2004, el grupo deysoadlg observo que la
ausencia de microbiota en animales gnotobioticos podia tener un efecto significativo en
la respuesta ante el estrés y que dicha alteracion podia ser invertida parcialmente, por la
colonizacion del intestino. Sin embargo, el uso de este tipo de modelos animales tiene
ciertas limitaciones y es importante no realizar extrapolaciones a humanos (Mayer et al
2015).

En situaciones de estrés, el cerebro reacciona y envia sefiales a diversas partes del
cuerpo incluyendo el intestino, donde se encuentran localizadas tanto células nerviosas
como el 60% de las células inmunes. La sefal enviada puede hacerse mediante diversas
viasdirectas o indirectas, que incluyen la via endocrina (cortisol), inmune (citoguinas)

y neuronal (sistema nervioso entérico y nervio vagj. (9). En sentido inverso, la
microbiota intestinal puede alterar los niveles circulantes de citoquinas y esto puede
tener un impacto en las funciones del cerebro. Tanto el nervio vago como la modulacion
de los niveles de triptofano sistémico, estan fuertemente implicados en la transmision de
la influencia de la microbiota intestinal al cerebro. Ademas, los SCFAs pueden tener
propiedades neuroactivas e influir en la modulacion del cerebro y el comportamiento
(Dinan & Cryan, 2017).

Se ha descrito que la microbiota intestinal produce diversidaguetransmisoresy

neuromoduladores metabolitos bioactivos que tienen un impacto en la salud mental
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del hospedador y aunque solo algunos de estos se han logrado demostrar enrestudios
vivo, podrian ser usados para el tratamiento de desérdenes del SNC, tales como la
ansiedad o la depresion (Pattersgiral, 2014). Asimismo, se ha demostrado que el
nervio vago y la sefializacion inmunologiestan implicados en la comunicacion entre

el ejleMGB (Cryan & Dinan, 2015). El &cido gama-aminobutiriGABA) es el mayor
neurotransmisor inhibidor del SNC de los vertebrados y tiene varias funciones
fisiologicas, por ejemplo, efectos diuréticos y tranquilizantes; es hipotensivo; mejora la
sintesis de proteina en el cerebro y su disfuncién ha sido implicada en trastornos
neurologicos. Cuando la concentracion de GABA disminuye por debajo de un
determinado umbral en el cerebro, pueden ocurrir varios trastornos que incluyen
epilepsia, convulsiones y enfermedad de Parkinson €¢Chb, 2007). Es por esto, que

el GABA se ha llegado a clasificar como componepi@activo en alimentos y
medicamentos (Dhakal et. a2012).
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Figura 9. Mecanismos involucrados en la sefializacion entre el eje microbiota-intestino-cerebro (MGB)
(Adpatado de Cryan & Dinan, 2015.
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Un gran numero de microorganismos, entre los que se encuentran bacterias, hongos e
incluso algunas levaduras son capaces de producir GABA, pero el grupo con mayor
interés son las bacterias acido lacticBal(), ya que aparte de producir unos altos
niveles de GABA, también pueden ser usadas como ingredibitastivos en
complementos alimentarios. Diversos grupos de investigacion han encontrado que
ciertas cepas deactobacillusy Bifidobacterium son capaces de producir y secretar
GABA, usando la misma via biosintética que la empleada por el tejido neuronal,
involucrando la conversién del glutamato por la accion de la enzima glutamato
descarboxilasaGAD) y el cofactor fosfato de piridoxal (PLP) o vitaming Ba GAD

es una enzima intracelular y su induccion para la posterior sintesis de GABA parece ser
debida a una respuesta ante el estrés al acido al que se ven sometidds jael
proceso de descarboxilacion, provee energia a la bacteria (Li & Cao, 2010). La
capacidad de produdBABA por lactobacilos y bifidobacterias de origen humano esta
muy poco estudiada. De hecho, solo unas pocas ce@ifidtbacteriumdentium B.

infantis B. adolescentisy L. brevis han mostrado su capacidad para prodGABA

(Barrett et al, 2012).

1.4. Alimentos funcionales.

La manipulacién de la composicion de la microbiota intestinal a través de la dieta
constituye una alternativa idegbara fomentar las propiedades funcionales derivadas de
ésta en beneficio del hospedador (Sahal., 2004). Por ello, ha surgido un nuevo
concepto de alimentacion que ademas de aportar nutrientes, promueven especificamente
la salud, los llamadosalimentos funcionales(AF). Los AF se han definido como
"alimentos similares en apariencia a los alimentos convencionales, que con
independencia de aportar nutrientes, han demostrado cientificamente que afectan
beneficiosamente una o varias funciones del organismo, proporcionando un mejor
estado de salud y bienestar". Asimismo, estos alimentos también ejercen un papel
preventivo, ya que reducen los factores de riesgo que provocan la aparicion de

enfermedades (European Commission, 2010).

Las estrategias desarrolladas para el disefialideentos funcionalesorientados a
manipular la microbiota del consumidor, se basan principalmentefrestrategias
gue son (Sanz etl., 2004):
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- Adicion de cepas seleccionadpsopidticos).
- Adicion de ingredientes alimentarios no digeriblpselfidticos), que favorezcan el
desarrollo de una microbiota deseable.

- Combinacion de probiéticos y prebiodticanfbidticos).
1.4.1. Probiéticos.

La palabraprobidtico proviene del griego que significa "a favor (pro) de la vida
(bidtico)" (un anténimo de la palabra antibiético) (Hamilton-Mikral, 2003). Elli
Metchnikoff es considerado el padre del concepto probidtico y en su libro "La
Prolongacion de la vida" (1907), propuso que las bacterias presentes en el colon jugaban
un papelesencialen la vejez y en la enfermedad en adultos ("la muerte comienza en el
colon™); él, creia que el consumo ldagctobacillusproducia un impacto favorable sobre

el tracto gastrointestinal, ademas de prevenir la putrefaccion de los alimentos y
disminuir a su vez, la actividad toxica microbiana. Por este motivo, forengtro en
recomendar el consumo de microorganismos como cultivos vivos, en los alimentos
(Mercenieret al., 2003).

Posteriormente, Kollath en 1953, empled este término para describir la recuperacion de
los pacientes que padecian malnutricion, mediante el uso de diferentes suplementos
organicos e inorganicos. Un afio después, en 1954, Vergin propuso que el desequilibrio
microbiano en el cuerpo causado por el tratamiento con antibibticos, podria
restablecerse por una dieta rica en probi6ticos. Sucesivamente, Lilly y Stillwell en 1965,
describieron los probiéticos como sustancias producidas por un microorganismo, que
estimulaban el crecimiento de otros microorganismos. Similar a esta definicion, Sperti
en 1971 y Fuji y Cook en 1973, describieron los probiéticos como compuestos que
estimulaban tanto el crecimiento microbiano, como una mejora en la respuesta inmune
del hospedador. En 1974, Parker los defini6 como organismos y sustancias que
contribuian al balance de laicrobiota intestinal, definicion que se asemeja a la
descripcion mas reciente de los probidticos. Sin embargo, esta definicion fue discutida
por muchos autores, ya que el empleo de la palabra sustancia, podria incluir a los
antibioticos. Asi pues, a finales de los 80 y principios de los 90, surge un aumento de las
definiciones de probidticod &bla 2); y aunque todos los autores estaban de acuerdo en
qgue los probidticos incluiamicroorganismos vivos Salmineny col, en 1999 dieron

su punto de vista, incluyendo bacterias no vivas en la definicion. Actualmente y de

acuerdo con ld&ood and Agriculture Organization of the United NatioRAQ), la
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palabra probiético se define como microorganismagvos, que administrados en
cantidades adecuadas, confieren efectos beneficiosos en el individuo (Vastljalic
2008).

Existendos motivos principalespara el consumo de probiéticos;peimero, es el uso

en individuos sanos para mantener un estado saludable y disminuir el riesgo de
enfermedad; y elsegundo, es el uso de probidticos como modalidad de
tratamiento/terapéutico dirigido a una enfermedad en concreto (FRavetr 2014).

Debido a la creciente demanda del consumo de alimentos saludables existen muchos
estudios enfocados a entender las propiedades favoral#des probioticos en la salud

humana, lo que genera que cada vez los conocimientos sean mas detallados y extensos

(Saarela eal., 2000).

Year Description Source

1953 Probiotics are commaon in vegerable food as Kollath
vitamins, aromatic substances, enzymes and
possibly other substances connected with vital
processes

1954 Probiotics are opposite of antibiotics Vergin

1955  Deleterious effects of antibiotics can be Kolb
prevented by probiotic therapy

1965 A substance secreted by one microorganism Lilly and Stiliwell
which stimulates the growth of another

1971 Tissue extracts which stimulate microbial Sperti
growth

1973  Compounds that build resistance to infection Fujii and Coolk
in the host but do not inhibit the growth of
microorganisms in vitro

1974 Organisms and substances that contribute to Parker
intestinal microbial balance

1992  Live microbial feed supplement which Fuller
beneficially affects the host animal by
improving microbial balance

1992  Viable mono- or mixed culture of live Havenaar and Huis
microorganisms which, applied to animals or int'Veld
man, have a beneficial effect on the host by
improving the properties of the indigenous
microflora

1996  Live microbial culture or cultured dairy Salminen
product which beneficially influences the
health and nutrition of the host

1996  Living microorganisms which, upon ingestion Schaafsma
in certain numbers, exert health benefits
beyond inherent basic nutrition

1999  Microbial cell preparations or components of Salminen,
microbial cells that have a beneficial effect on Ouwehand, Benno
the health and well-being of the host and Lee

2001 A preparation of or a product containing viable, Schrezenmeir and de
defined microorganisms in sufficient numbers,  Vrese
which alter the microflora (by implantation or
colenization) in a compartment of the host and
by that exert beneficial health effect in this
host

2002  Live microorganisms that when administered FAD/WHO

in adequate amount confer a health benefit on
the host

Tabla 2. Compilado de algunas definiciones de la palabra probiético, por diversos autores, a lo largo de

los afioJAdaptado de Vasiljevicet al, 2008).
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1.4.1.1. Mecanismos de accion de los probidticos.

Los probioticos ejercen sus beneficios en el hospedador a través de diferentes
mecanismos de acciorl) interferencia con bacterias patégenas compitiendo con
nutrientes y sitios de adhesié®) mejora de la funcion barrera del revestimiento
epitelial, 3) inmunomodulacion W) influencia en otros 6rganos del cuerpo a través del
sistema inmune y la produccién de neurotransmisores (como el GABA o la serotonina),
sintesis de acidos grasos conjugados o aporte de vitaminas mediante biosintesis o
acumulacionKig. 10) (Sancheet al, 2016). Sin embargo, es importante resaltar que el
mecanismo de accidn de los probidticosresdtifactorial y cepa dependientgPower

et al, 2014).

¢ /7 ) inhibition of

ol pathogen adhesion
(1) Enhancement of the
wpihelial bindey (8) Competitive exclusion of
pathogenic microorganisms
Mucins and defensins {5) Production of
anti-microorganism
substances g 4
Probiotics Pathogens &
SSRGS T men B ICS S

Hestnaimuecss . '@ '@ GJC ¢ ¢ ¢ ¢ 0 @

1l IECs

e
£
Lamina propra I
- wl
e

10 | TGFp (6) Modulation of the
wNoas v immune system
Ly | -
-39".* o :
immature DC n;. % -.pl = Macrophage
PAE '
[ . |
p'f b
LILIL NN )
0 q 'a 0 Thy Thy Thyy

Figura 10. Esquema de los diferentes mecanismos por los cuales los probitticos pueden influir en la
microbiota intestinal y/o inducir respuestas beneficiosas en el hospe@adaptado de Bermudez-
Brito et al, 2012)

- Incremento de adhesidn a la mucosa intestinal e inhibicion de adhesién de patdgenos.

Una de las caracteristicas mas importantes cuando se define si un microorganismo es
apto para ser empleado como probiotico exapacidad de adhesionya que esta

propiedad se relaciona con una mayor persistencia @ileldebido a la eliminacion
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por peristalsis 0 motilidad intestinal. De este modo, se incrementan las probabilidades
de que el microorganismo tenga actividad inmunomoduladora o metabdlica y que exista
una mayor colonizacion por parte de la bacteria (Saaetralg 2000)(Bermudez-Brito et

al., 2012).

Las BAL presentan varias moléculas de superficie que estan involucradas en su
interaccion con las células epiteliales intestindlE€$) y el moco. LaslECs secretan
mucina, una mezcla de glicoproteinas que es el principal componente del moco,
evitando asi la adhesion de bacterias patégenas (Cadladb, 2005). Ademas, el
bloqueo de los receptores de membrana por las proteinas de sup&efayel( de
algunas bacterias probidticas genera que las bacterias patdgenas no puedan adherirse,
provocando de esta manera @xalusion competitiva (Van Tassed#it al, 2011). Se ha
demostrado que varias proteinad_detobacilluspromueven la adhesion a la mucosa y

las bacterias presentan adherencias superficiales que median la fijacibn a la capa
mucosa (Bucket al, 2005). Este proceso esta mediado principalmente por proteinas,
aungue también pueden estar implicados restos de polisacéaridos y acidos lipoteicoicos.
El ejemplo mas estudiado de adhesinas bacterianas dirigidas al niMtiiBe@@roteina

de unién al moco) producida pbactobacillusreuteri. Las proteina$iUB contienen
dominios funcionales repetidos, nombrados por diversos autores como dominios Mub,
los cuales son responsables de las propiedades de adhesion de las proteinas. Los
dominios Mub han sido considerados desde entonces, un miembro de la familia del
dominio MucBP. Se han encontrado diversas proteinas con dominios homodlogos a
MUB y MucBP, exclusivamente dBAL y predominantemente en lactobacilos, que se
encuentran de manera natural enG&l . Esto sugiere, que proteinas que contienen
dominios MucBP podrian jugar un papel importante en el establecimiento de
interacciones hospedador-probiético en el intestino (Van Tassell.egafll).

El proceso de adhesion tanto de lactobacilos como bifidobacterias, incluyen fuerzas
pasivas, interacciones electroestaticas, interacciones hidrofébicas, acidos lipoteicdicos y
estructuras especificas, como anexos externos recubiertos por lectinas (Servin, 2004).
Se han caracterizado diversidad de moléculas que son mediadoras de la adhesiéon de
bacterias patogénicas. Sin embargo, la comprensién de los factores que median la
adhesion pardactobacillus, es limitada; por lo que hacen falta estudios adicionales
para la identificacion y analisis de la diferenfiiacional de los componentes de las

capas mucosas, asi como las interacciones complejas de las capas mucosas, la
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microbiota (incluidos los probiéticos) y las células epiteliales (Bermudez-&riéd,
2012).

- Mejora de la barrera epitelial.

La barrera intestinal es el mayor mecanismo de defensa usado para mantener la
integridad epitelial y proteger dlospedador (Bermudez-Britoet al, 2012). Las
defensas de la barrera intestinal consisten en la capa mucosa, péptidos antimicrobianos
(defensinas), slgA y las uniones fuertes intercelulares (Olelaald 2010). Una vez se

altera la funcion de la barrera, lastigenos bacterianogpueden alcanzar la submucosa

e inducir una respuesta inflamatoria, lo que puede resultar en un desorden intestinal,
como es el caso del IB@e Almada et a) 2015).

El consumo deprobidticos puede contribuir a la funcién de la barrera intestinal y se
han estudiado ampliamente por estar implicados en restablecer y mantener la integridad
de dicha barrera. Investigaciones realizadas por el grupo de ¥yoek en 2007
indicaron que los probidticos pueden iniciarflacion barrera después de haberse
ocasionado una alteracién, como es el caso Hedali Nissle 1917 (EcN1917), que no

s6lo previene la ruptura de la barrera mucosa pét tli enteropatogénica sino que
también restaura la integridad de la mucosa en células T84 y CaCO-2, efecto mediado
por un incremento en la expresion y redistribucion de las proteinas de unién (ocludinas)
y la proteina quinasa C (PKC) (Zyrek et 2007).

Por otro lado, logprobidticos pueden aumentar la expresion de genes involucrados en

la sefializacionde las uniones intracelulares y promover la secrecion de moco mediante
las mucinas (principales moléculas que forman parte de la capa de mucosa intestinal)
para mejorar la funcion de la barrera intestinal y la exclusion de bacterias
potencialmente patégenas (de Almadal, 2015). Muchas especies dactobacillus
incrementan la expresion de mucinas en lineas celulares humanas; sin embargo, este
efecto de proteccion es dependiente de la capacidad de adhesion a la monocapa celular
(Van Limbergen et al 2011).

- Exclusidn competitiva de microorganismos patdgenos.

Se denominaéxclusion competitivd al escenario en el que una especie bacteriana
compite por lositios de unidonde la mucosa intestinal de forma mas vigorosa que otra,
evitando de esta manera su crecimiento a dicho nivel. Los mecanismos usados por un

microorganismo para excluir o reducir el crecimiento de otra especie son variados y
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pueden estar divididos amatro tipos: creacion de un microclima hostil; eliminacion

de sitios receptores bacterianos disponibles; produccion y secrecion de sustancias
antimicrobianas y metabolitos selectivos; y agotamiento competitivo de nutrientes
esenciales (Bermudez-Brito et,&012).

Las propiedades de adhesion debidas a la interaccidn entre las proteinas de superficie y
las mucinas pueden inhibir la colonizacion de bacterias patdégenas y son el resultado de
la actividad antagonista de algunas cepas probidticas contra la adhesion de patégenos
gastrointestinales. Algunos lactobacilos y bifidobacterias han mostradpdaidad de

inhibir un amplio rango de patdgenos tanto de origen bacteriano como de origen
virico, incluidosE. coli, Salmonella,H. pylori, Listeria monocytogeneg Rotavirus
(Sanchez et al., 2016).

La exclusion competitiva se basa enrieraccion bacteria-bacteria mediada por la
competicion de los nutrientes disponibles y por los sitios de adhesién de la mucosa. Para
obtener una ventaja competitiva, las bacterias pueden modificar su ambiente para
hacerlo menos adecuado a sus competidores. La produccidon de sustancias
antimicrobianas, como el acido lactico y acético son ejemplos de este tipo de

modificacion (Bermudez-Brito et al2012).

- Produccioén de sustancias antimicrobianas.

Uno de los mecanismos involucrados en los beneficios saludables aportados por los
probidticos, incluye la formaciéon de compuestos de bajo peso molecular (<1000 Da),
como acidos, y la produccion de sustancias antimicrobianas, denominadas
bacteriocinas (> 1000 Da) (Bermudez-Briteet al, 2012). Los microorganismos
probioticos son capaces de producir determinadmos organicoscomo acido acético

y lactico, capaces de producir una disminucién del pH local en la mucosa digestiva,
ocasionando un efecto inhibitorio sobre el nimero de bacterias, especialmente frente a
bacterias Gram negativas. Ademas algunos lactobacilos y bifidobacterias comparten
sitios de union especificog carbohidratos y esto hace que las cepas compitan con
patdgenos especificos, por los receptores en las células del hospedador (Walker, 2008).
CiertasBAL producen péptidos antibacterianos, incluilasteriocinasy/o pequefias
proteinas antimicrobianas. Dentro del grupo de las bacteriocinas, existen las que tienen
un espectro de actividad estrecho y actian Uunicamente contra bacterias estrechamente
relacionadas; mientras que otras bacteriocinas son activas frente a patégenos

alimentarios. EI mecanismo de accidon de estas bacteriocinas se badsisnd& la
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bacteria diana mediante la formacion de un poro y/o la inhibicidén de la sintesis de la
pared celular (Hassat al., 2012).

Algunos ejemplos de bacteriocinas soraetanina, producida pot. acidophilus la
plantaricina, producida porL. plantarum la reuterina, producida potL. reuteriy la
gassericinaA, producida potk. gasseri También se han identificado proteinas de bajo
peso molecular, como la producida frlongumBL1928, denominad®IF, activa

frente a bacterias Gram negativas (Bermudez-Brito. €2@12).

- Modulacién del sistema inmune.

El sistema inmune esta formado por el sistemato y adaptativo. El sistema inmune
adaptativo responde a antigenos especificos y consiste en linfocitos B y T, factores
humorales e inmunoglobulinas. Por otro lado, el sistema ininaa¢o (primera linea

de defensa) responde a estructuras comunes llamadas Patrones Moleculares Asociados a
Patogenos RAMPs) compartidos con la gran mayoria de patdgenos. La respuesta
primaria a los patdgenos es activada por los receptores de reconocimiento de patrones
(PPR), que se unen a |loBAMPs (Bermudez-Britoet al, 2012). Asimismo, las
bacterias probidticas tienen la habilidad ideeractuar con las células epiteliales y
dendriticas (DCs), con los monocitos/macréfagos y linfocitos (Bermudez-d®rab,

2012).

El sistema inmune innato y adaptativo trabajarc@aboraciony su activacion puede

ocurrir debido a la competicién de nutrientes, a los sitios de colonizacion, produccion de
sustancias antimicrobianas, cambios en el pH intestinal, entre otros (de Attalda

2015).

- Sintesis de acidos grasos conjugados (CFA).

Algunos microorganismos que forman parte de la microbiota intestinal también pueden
producir una amplia variedad deidos grasos promotores de la salydomo es el

caso del acido linoléico conjugadGLA) y el acido linolénico conjugaddCLNA).
Diversos ensayos vitro e in vivo, han evidenciado losfectos en la saludtanto

locales como sistémicos, que tienen estos CFAs; incluyendo actividades
anticancerigenas, antidiabéticas, antiadipogénicas y antiinflamatorias. Esta bien descrito
que la formacion, tanto de CLA como de CLNA, ocurre durante la biohidrogenacion de
los acidos grasos en el rumen, debido a la accion deolaerasasde las bacterias. La

primera bacteria que fue descrita por ser capaz de convertir LA a ClBufyevibrio
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fibriosolvens siendo la enzima linoleato isomerasa, la responsable de este proceso
(Gorisseret al, 2010). Es por esto, que la carne derivada de rumiantes y los productos
lacteos, tradicionalmente han sido dmente primaria de consumo de CLA en la dieta

para los seres humanos. Existen diversidad de isomeros del CLA, per6,¢tans-11

CLA es considerado, como unos de los principales isonigoastivos ya que es el
predominante en la dieta, constituyendo ma®9ae del contenido d€LA en la grasa

de la leche. La cantidad de LA disponible para la produccion de CLA en el intestino
grueso varia dependiendo, tanto de la cantidad ingerida, como de la eficacia de la
absorcion en el intestino delgado. Sin embargo, se estima que los seres humanos
excretan aproximadamente 20,0 mg de acido linoléico de forma diaria (Whegtzm

2000; Belury, 2002a).

La absorcion intestinal de acidos grasos de cadena larga en el colon es minima y es
probable que eCLA y el CLNA microbiano formado en el colon, sirva de mediador,
principalmente en efectos beneficiosos a nivel local. Sin embargo los aumentos
sistémicos de estos acidos grasos conjugados, también se han atribuido a la actividad de
la isomerasa microbiana en el colon. De hecho, han estado implicados previamente en la
actividad inmunomoduladora beneficiosa local y en los efectos anticancerigenos, asi
como efectos sistémicos, tales como la contribucion al mantenimiento de la homeostasis
metabolica. Por lo tanto, se podria sugerir que la produccion microbiaGaAley

CLNA dentro del intestino puede ser un factor contribuyente a estos efectos (€&'Shea
al., 2012)(Gorissen et al2010).

Se han observado variaciones considerables entre diferentes especies de bifidobacterias
para las producciones tanto de CLA como de CLNA. Aurgjfidobacterium brevéa

sido identificado como uno de los productores efagentes, entre las diferentes cepas

gue se han estudiadBifidobacterium bifiduny Bifidobacteriumdentium también han
demostrado buenos indices de convergidvitro. Se ha comprobado que las cepas de
bifidobacterias productoras de CLA y CLNA gque se han testadanstabolicamente

activas en el GTI de ratones y cerdos. Ademas, la administraci@ deeveNCIMB

702258 en combinacion con LA, dio como resultado modulacién de la composicion de
acidos grasos de tejido, aumentando significativamente los niveleis-@letrans-11

CLA en el higado tanto de ratones como de cerdos (Patterson2éxidl).

Por otro lado las bacterias probidticas son capaces de producir los |laaAcatius

biliares desconjugados los cuales son derivados de las sales biliares. Los éacidos

biliares desconjugados, muestran una fuacterzidad antimicrobiana comparada con
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la sintesis de sales biliares por los organismos. Este mecanismo de desconjugacion
podria explicar como los probidticos se protegen de las sales biliares, que afectan la
estabilidad de la membrana celular, e incluso de sus propios metabolitos bactericidas
(W. Allan Walker, 2008).

- Aporte de vitaminas mediante biosintesis 0 acumulacién

Algunas de laBAL gque se emplean conpoobidticos, son capaces de producir/liberar

y/o incrementar compuestos especificos beneficiosos en los alimentos. Estos
ingredientes funcionales son descritos, muchas veces, cwiracéuticos Este

término fue utilizado por primera vez por Stephen DeFelice en 1989, para describir “un
alimento (o parte de un alimento) que aporta beneficios médicos o saludables, que
incluyen la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad”. Estos ingredientes pueden
ser macronutrientes, micronutrientes (como las vitaminas) o0 compuestos no nutritivos,
pudiendo estar presentes de manera natural en ciertos alimentos o ser afladidos durante
el proceso (LeBlanet al, 2011).

Las vitaminas sommicronutrientes esencialespara el metabolismo de todos los
organismos vivos. Se encuentran como precursores de coenzimas intracelulares, que son
necesarias para regular reacciones bioquimicas vitales en la célula; pero los humanos
somosincapaces de sintetizata mayoria de las vitaminas, siendo necesario obtenerlas

de manera exégena (LeBlanc et aD13).

Dentro de lawitaminas del grupo B se encuentran: la biotina, cobalamina (Vitamina

B12), acido folico (Vitamina B), piridoxina (Vitamina B), riboflavina y tiamina. Cada

una de estas vitaminas es quimicamente diferente y act@ameegia para mantener la
homeostasis del cuerpo, jugando roles importantes en procesos metabdlicos como la
produccion de energia y la formacion de globulos rojos. Normalmente estan presentes
en muchos alimentos, pero se eliminan facilmente o destruyen durante la cocciéon y el
procesamiento de los alimentos, por lo que es comdn que en muchas sociedades exista
unaingesta insuficiente Por esta razén, muchos paises han implantado leyes para
hacer cumplir la fortificacion de ciertos alimentos con vitaminas y minerales
especificos. Sin embargo, en otros paises no se han adoptado programas de
implementacion, por posibles efectos secundarios no deseados (LeB#n2011).

Asimismo, algunos microorganismos comensales de la microbiota intestinal humana,
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entre los que se encuentraifidobacterias y lactobacilos tienen la habilidad de
sintetizar ciertas vitaminas del grupo B (Deguethal, 1985).

El acido fdlico (Vitamina By)) estd involucrado enfunciones esencialesdel
metabolismo celular como la replicacion celular, reparacion y metilacion, y sintesis de
nucledtidos. Las propiedades de los folatos biosintéticos producidos por las
bifidobacterias han sido verificados y ademas la biosintesis parece ser restrictiva a
ciertas especies/cepas, donde se clasifican segun su nivel de proddicbiidumy B.

longum subsp. infantis son cepas que tienen un alto nivel de produccién de esta
vitamina, mientras quB. breve B. longumsubsp longumy B. adolescentison cepas

gue tienen un bajo nivel de produccion (Pongial, 2007). Estos resultados han sido
confirmados mediante estudios vivo, donde la administracion de cedgmente
productoras de folato, causaron un incremento de los niveles de folato fecal, tanto en
ratas como en humanos. Por otro lado, algunas B#dortantes a nivel industrial como
Lactococcuslactis y Streptococcughermophilustienen lahabilidad de sintetizar
folato. Esto explica, porque algunos productos lacteos fermentados como el yogurt,
contienen altas cantidades de folato, comparados con leches no fermentadas @ieBlanc
al., 2013). Lavia biosintética del acido fdlico enBAL incluye siete pasos
consecutivos, en la cual se necesitan diferentes precursores, como la 6-hidroximetil-7,8-
dihidropropterina pirofosfato (DHPPP) y el &cido p-aminobenzoico (pABA).
Actualmente, existe informacion acerca de ciertos parametros como el pH externo, la
tasa de dilucién y la concentracion de pABA, dquftuyen en la produccion diolato

tanto en BAL, como en cultivos iniciadores utilizados en la produccion de yogurt,
productos lacteos probidticos y quesos (Pompei c2@D7).

La cobalamina (vitamina B,) es la mas grande y compleja de todas las vitaminas,
siendoesencialpara el funcionamiento normal del cerebro, del sistema nervioso y para
la formacién de varias proteinas. Normalmente estd implicada en el metabolismo del
cuerpo humano, especialmente ersilatesis y regulacion del ADN también en el
metabolismo de los aminoacidos, de los acidos grasos y de los glucidos; por lo que su
deficiencia, esta asociada a problemas neuroldgicos, desérdenes hematolégicos y otras
condiciones relacionadas a la salud, incluyendo desarrollo cognitivo pobre vy
enfermedad de Alzheimer (Capozi al, 2012). Animales, plantas y hongos son
incapaces de producir esta vitamina que esxclusivamente sintetizada por

microorganismos, particularmenémaerobios Sin embargo, los humanos tienen que
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absorber la coenzima de fuentes naturales como carne animal, pescado y huevos;
aungue tienen un proceso complejo para la absorcién gastrointestinal de la cobalamina y
su biodisponibilidad depende significativamente de la salud de la absorcion del sistema
gastrointestinal (Capozeit al, 2012). La biosintesis de la cobalamina fue identificada
primero en Propionibacterium freudenreichij que actualmente se usa para la
produccion comercial de dicha vitamina. Pero mas adeldaietpbacillus reuteri
CRL1098 fue laprimera BAL, capaz de producir compuestos parecidos a la
cobalamina, con un espectro de absorcion similar a la cobalamina estandar (le¢Blanc
al., 2013). Se han identificado una serie 3fk genesque estan involucrados en la
biosintesis de esta vitamina, los cuales pueden estar presentes en diferentes especies de
BAL; lo que sugiere, la posibilidad de encontrar diversas cepas y especies de BAL

productoras de cobalamina (Capozzi et2012).

Teniendo en cuenta lo anterior, el usonderoorganismos productores de vitaminas
pueden ser una alternativa viable, econ6mica y mas natural, que la fortificaciébn con
pseudo-vitaminas quimicamente sintetizadas, permitiendo de esta manera la produccién
de alimentos coelevadasconcentraciones de vitaminas con menor propension a causar

efectos secundarios no deseados (LeBlaat,2011).

1.4.1.2. Efecto de los probidticos en la microbiota intestinal o en la salud
humana.

Desde la era de Metchnikoff, se han atribuido a los productos que contienen
microorganismogprobiodticos, una serie de beneficios para la salud. Algunos de estos
efectos han sido bien documentados y establecidos por emsajtos e in vivo y hasta

el momento existen diversos estudios clinicos que respaldan algunos de estos efectos
producidos (Tripathi & Giri, 2014).

La evidencia a favor de lefectos beneficiososjercidos por los probidticos, incluyen

el aumento de la respuesta inmune, la prevencion y el tratamiento de trastornos del GIT
tales como la AAD, gastroenteritis, el IBS, las IBD, la NEC, la infecciorHpwlori,

asi como alergias, intolerancia a la lactosa, reduccion de los niveles de colesterol y
disminucién de la presion arteri&ig. 11) (Mahajan & Singh, 2014).

Estas propiedades saepa-especifica por lo que es importante resaltarrgquindas

las BAL ejercen un efecto probidtico. La variabilidad fenotipica y genotipica que se

observa entre los diferentes aislamientos pertenecientes a una misma especie, hace
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imposible generalizarla eficacia probiotica (Merceniet al, 2003). En la actualidad,

las cepad.. rhamnosusGG (Valio), SaccharomyceserevisiaeBoulardii (Biocodex)L
caseiShirota (Yakult) yB. animalisBb-12 (Chr. Hansen), son losltivos probiéticos

con mas datos de eficacia, en salud humana. Los efectos beneficiosos que producen los
lactobacilosson una combinacion darios factores como la acidificacion del medio,
coagregacion con bacterias patdgenas, exclusion competitiva, produccion de peroxido

de hidrégeno, bacteriocinas o biosurfactantes (Felis,e2G7).

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentare=$A) reconocié los beneficios
saludables de diferentes probidticos como componentes de alimentacion animal,
mientras que para humanos (la poblacion en generalpiebd beneficio reconocido

hasta el momento es la digestion de la lactosa, por parte de los microorganismos del
yogurt. Sin embargo, se esta acumulando evidencia cientifica que muestra que cepas
probioticas especificas o la combinacion de ellas, pueden ser beneficiosas para tratar
diferentes enfermedades. Los efectos pueden dserctos de la propia bacteria
probidtica oindirectos a través de la interaccion con la microbiota comensal (8tott

al., 2015).

Prevention | Prevention Preventionof | Prevention Support
of AAD of 18S Arthritis and of IBD Innate
AIDS Immunity

Préventiodn BALANCED INTESTINAL IMMUNOMODULATION \ Ihcreased |
MICROBIAL COMPOSITION | eg. Enhance the production of Food
Traveller's Inhibition of pathogens. IgA and defensin, Prevention of Aligery
Diarrhoea Production of antimetabolites coytokine induced apoptosts, [ symptoms
eg. Bacteriocins, acids and H,0, reduces inflammation JJ ininfants
— - I ~ - _
\—//
. I MECHANICAL PROPERTIES j METABOLIC EFFECTS | Reduce
REd"lcnt_'ID" eg. Aggregation, Competition for eg. Lactose hydrolysis, Bile salt ‘ serum
n adhesion, binding sites, | secretion, Provide SCFA and Cholesterol
nutrients and space. ! vitamins to the epithelium level
| |
< J/ 4
Reduction in ControlOral Health Lowers risk Correct
URTI eg. Dental Caries, factor for Colon | Lactose
Periodontal Disease, Cancer Intolerance

Haliotosis

Figura 11. Efectos beneficiosos de los probiéticos y posibles mecanismos empl@atigdado de

Mahajan and Singh, 2014)
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1.4.1.3. Géneros empleados como probidticos.

Teniendo en cuenta la definicion de probioticos, el nimero de especies microbianas que
pueden tener efectos probidticos es considerable. Algunas de las especies mas
representativas se muestran en la tabla 3 (Kechagia, @0413).

Los microorganismos probidticos pertenepeincipalmente al grupo de la8AL, que

forman parte de la microbiota intestinal. Los génémsobacillusy Bifidobacterium

son los dos géneros bacterianos que actualmente cuentan con un mayor numero de
cepas probidticas en el mercado y aurigifidobacteriumformalmente no es una BAL,
tradicionalmente se le ha incluido en este grupo. Un gran numero de cepas
pertenecientes a estas dos especies, se consideran no perjudiciales para la salud, ya que
segun su histdérico de consumo no generan ningun riesgo para la persona a la que se le
administra, contando con slatus"Generally Regarded As SafeGRAS) de la Food

and Drug AdministrationKDA) o el "Qualified Presumption of SafetyQPS) de la

EFSA. Aunque el listado de los organismos GRAS o QPS es revisado regularmente, es
posible que una nueva cepa quiera ser afladida a este listado, por lo que es necesario
realizar la solicitud al organismo correspondiente (FDA o EFSA), aportando evidencias
cientificas que respalden la consideracion de asddus Las BAL participan
principalmente en fermentaciones de carbohidratos, dando lugar a la formacién de acido
lactico y en el caso del génemifidobacterium usan una via diferente para la
fermentacion de estos (Felis & Dellaglio, 2007)(Tripathi et2912).

Microorganisms considered as probiotics

Lactobacillus species Bifidobacterium species
L. acidophilus
L. casei .
: B. adolescentis
L. crispatus e
. 1 B. animalis

L. gallinarum .

. B. bifidum
L. gasseri

. " B. breve
L. johnsonii . .
. B. infantis
L. paracasei .2
B. lactis

L. plantarum B. loneum
L. reuteri H1ong
L. rhamnosus
Other lactic acid bacteria Nonlactic acid bacteria
Enterococcus faecalis'
E. faecium Bacillus cereus var. toyoi'
Lactococcus lactis’ Escherichia coli strain nissle
Leuconostoc mesenteroides Propionibacterium freudenreichii
Pediococcus acidilactici® Saccharomyces cerevisiae
Sporolactobacillus inulinus' S. boulardii

Streptococcus thermo philus3

Tabla 3. Microorganismos considerados como probidticos. Aplicacién principal en alimentacién'animal
Recientemente reclasificado coBoanimalissubsplactis’. Poco conocimiento acerca de las propiedades
probiéticad (Adaptado de Holzapfelet al, 2001)
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1.4.1.3.1. Género Lactobacillus

Los Lactobacillus son miembros pertenecientes al grupo deBlAk con forma de

bacilo y pared celular de tipo Gram-positivo; catalasa y oxidasa negativos (Bergey,
2009). Se caracterizan por la formacioradalo lactico como productprincipal de la
fermentacion, haciendo que el pH del medio disminuya, evitando el crecimiento de
microorganismos patdgenos (Holzapfel et 2001). Representan el géneras amplio

dentro de laBAL, con mas del00 especies caracterizadas hasta el momento. Se
caracterizan por ser un género muy heterogéneo donde se engloban especies con
diferencias sustanciales entre si, ya sea a nivel fenotipico, bioquimico, fisiolégico o
genotipico. Comunmente se encuentran en la naturaleza en medios ricos en
carbohidratos o proteinas, aparte de ser miembros habituales de la microlBiia gel
vaginal. Presentan un contenido en Guanina-Citosina (GC) comprendido entre el 32-
54% y muestran requerimientos nutricionales altos. Se dividen en funcion del tipo de
fermentacion que realizan, que puede ser homofermentativa obligada,
heterofermentativa obligada y heterofermentativa facultativa (Eeled., 2007). Los
lactobacilos homofermentativos obligados (comunmente denominados grupo
metabodlico A), fermentan las hexosas a acido lactico mediante la via de Emben-
Meyerhof-Parnas (EMP) o glucdlisis, mientras que las pentosas y el gluconato no
pueden ser fermentadas por falta de enzimas fosfocetolasas en estos lactobacilos. Las
especieheterofermentativas facultativas(grupo metabolico B) fermentan las hexosas

a acido lactico a través de la via EMP y son capaces de degradar las pentosas y
gluconato, mediante la via pentosa-fosfato (PP) al tener una fosfocetolasa inducible,
produciendo de esta manera acido aceético, etanol y acido formico. Y por ultimo, los
lactobacilosheterofermentativos obligados(grupo metabdlico C) poseen aldolasas,
pero no fosfocetolasas, que metabolizan las pentosas y hexosas mediante la via
fosfogluconato (correspondiente a la primera parte de la via PP), produciendo acido
lactico, etanol (o acido acético) y €@elis & Dellaglio, 2007; Salvetti et.alk012).

La utilizacion delLactobacilluses comun por parte de la industria alimentaria para la
elaboracion de alimentos fermentados como vegetales, soja, pan y gran variedad de
productos derivados de la leche, ya que se caracterizan por ser microorg&ieh$s

0 QPS(Vasiljevic & Shah, 2008).
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1.4.1.3.2. Género Bifidobacterium

El géneroBifidobacterium, pertenece al grupo de las bacterias de tipo Gram-positivo,

no formador de esporas y anaerobios estrictos. Su nombre hace alusidén a su morfologia
en forma de "Y" o bacteria bifida, sin embargo se pueden encontrar en formas de
bastén, en V, en estrellas, con los extremos espatulados o formando redes; estas
morfologias se generan cuando las condiciones de crecimiento no son 6ptimas y la
bacteria esta bajo estrés. Tradicionalmente, este género ha sido incluido dentro del
grupo de lasBAL, aunque filogenéticamente no son muy cercanos con los demas
grupos que se incluyen y taxondmicamente se encuentran en la subdivision
Actinomyceteslebido a su contenido €C (55-67% mol) (Vasiljevic & Shah, 2008)
(Schell et al, 2002).

Las bifidobacterias presentan un mecanismo de degradacion de las hexosas que difiere
del resto, llamadobifid shunt' correspondiente a la ruta fructosa-6-fosfato, mediante la
enzima fructosa-6-fosfocetolas&6fPPK). Esta via de fermentacion permite a las
bifidobacterias producir acido acético, aparte del acido lactico, en una proporcion molar
de 3:2 (Vasiljevic & Shah, 2008). Son bacterias no moéviles y no filamentosas, catalasa
y oxidasa negativas. Para crecer en condiciones éptimas, requieren una temperatura
dentro del rango de 37-41°C, existiendo un crecimiento nulo por debajo de los 20°C y
por encima de los 46°C. El géneBifidobacteriumes considerado acido-tolerante,
aungue el pH optimo se encuentra entre 6.5-7.0, presentando un crecimiento nulo por
debajo de 4.5 y por encima de 8.5 (Felis gt24l07).

1.4.1.4. Pautas para la seleccién de las cepas probioticas

El 1 de Julio de 2007 entr6é en vigorRe#glamento (CE) n° 1924/2008el Parlamento
Europeo sobre las declaraciones ptepiedades saludables y nutricionalesle los
alimentos. Los principalesbjetivos de este Reglamento han consistido en garantizar un
alto nivel de proteccion a los consumidores, un funcionamiento eficaz del mercado, la
competencia leal dentro de la industria alimentaria y la proteccion de las innovaciones
(van Loveren et al 2012).

En el Reglamento, los términos utilizados en las declaraciones de propiedades
saludables se clasifican en tres categorias diferentefa primera categoria, la
llamada declaracion saludable del articulo 13.1, o también denomidedaracion

funcional”, que se refiere al) el papel de un nutriente u otra sustancia en el
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crecimiento, desarrollo y las funciones del organisr@p fnciones psicolégicas y/o
conductuales y3) reduccion o control de peso referente al aumento de la saciedad o
reduccion de la energia disponible de la dieta&elgunda categoria, formada por las
declaraciones del Articulo 13.5, que incluye declaraciones establecidas en areas nuevas
y no implantadas hasta el momento, es decir, las afirmaciones son nuevas y se basan
posiblemente en productos patentados, métodos o procesosergdea categoria,

incluye las siguientes areas para las propiedades saludables del Articulg 14: (
declaracién sobre riesgo de enfermedadi )ydgeclaraciones referentes al desarrollo y
salud de los nifios (Ferreira et,&010).

En el caso de los probidticos, el principal beneficio para la salud se basa en el equilibrio
de la barrera intestinal, la integridad de la mucosa y la exclusidon competitiva de
patogenos y virus. Ciertos probioticos también pueden estar asociados con otros
beneficios para la salud que incluyen la modulacion de la intolerancia a la lactosa, la
prevencion de la diarrea y el alivio de los sintomas, la respuesta inmune y alérgica, la
absorcion de minerales y la inhibicion de la activacion de enzimas procarcinogénicas
(van Loveren et al 2012).

Respecto a las declaraciones de propiedades probidticas y saludables de una cepa que
potencialmente quiere ser usada como probidtico, existen tres areas importantes que

requieren evaluarse:

(1) Caracterizacion de la cepa probidtica: una identificacion y nomenclatura
apropiada de los microorganismos constituye el punto de partida de dicha evaluacion.
Una correcta identificacion mediante el uso de métodos adecuados, permite confirmar la
identidad de la cepa para su uso comercial, lo que también es necesario para el adecuado
etiquetado de los productos que los contienen (Eéla., 2007). Esta identificacion
permite la vinculacién del microorganismo con la informacion que ya se conoce,
respecto al grupo microbiano al que corresponde y la prediccion de algunas de sus
propiedades. Durante los ultimo afios, se han desarrollado técnicas para reemplazar o
complementar los métodos fenotipicos tradicionales. Sin embargo, los andlisis de las
secuencias del gen 16s rARN, son los que se usan comunmente para la identificacion de
especies bacterianas. En general, los microorganismos que comparten una homologia
del gen 16s rARN superior al 97%, se consideran miembros de la misma especie
(Ferreira et al, 2010). A pesar de la disponibilidad de diversas técnicas de

identificacion, la electroforesis en gel de campo pulsante (PFGE) y la hibriddaidn
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ADN siguen siendo consideradas las mejores para diferenciar cepas, sin olvidar que la
presencia de plasmidos y otros elementos extracromosomicos puede estar asociada a
propiedades que las diferencie frente a otras de la misma especie. La secuenciacion del
genoma completo (incluyendo dichos elementos extracromosémicos) es la mejor
informacion posible para la identificacion de una especie/cepa, ademas de proporcionar
informacion muy valiosa sobre su seguridad, funcionalidad y propiedades de interés
tecnoldgico (utilizacion preferente de sustrato, resistencia a condiciones ambientales,
presencia de fagos, entre otras) (Rodriguez J.M., 2015).

Un proyecto financiado recientemente por la Bogafe ha concluido que los test
bioquimicos no deberian ser usados cam&todo Unico para la identificacion de
cultivos probidticos y recomiendan el andlisis de las secuencias del gen 16s rARN como
la mejor herramienta para la identificacion rutinaria de microorganismos, debido a su
alta reproducibilidad e intercambio de datos. Sin embargo, en algunos casos la
resoluciéon de la secuencia del gen 16s rARN es limitada y puede ser insuficiente para
discriminar especies estrechamente relacionadas (Felis 20@i).

Es importante sefialar, que cuando se compara una secuencia de este gen con las que se
encuentran en las bases de datos, la calidad de las secuencias depositadas tienen un alto
impacto para una identificacion precisa. En este aspecto, el proyecto Prosafe sefialé que
en las bases de datos existen secueme@smpletas o poco fiablespor o que es
necesario realizar una lista de secuencias del gen 16s rARN validas para una correcta
identificacién. Por lo tanto, establecer la identidad correcta de un microorganismo es el
primer paso para la evaluacion de su seguridad y eficacia, ya que existen diversas
investigaciones que han reportado que la identidad de los microorganismos aislados de
productos que contienen probidticos, frecuentemente no corresponden a la informacion
en la etiqueta del producto. Respecto a eststadlisQPS establecido por la EFSA,
considera la identificacion de los microorganismos comareher pilar en la
evaluacion de la seguridad y asimismo indican que se debe tener en cuenta que los
efectos probidticos son especificos de cada cepa, siendo necesaria una identificacion a
nivel de cepa (van Loveren et.aP012).

La EFSA recomienda que las cepas deben ser depositadasaieasadn de cultivos
reconocida internacionalmente. Esto es importante ya que permite a las autoridades el
acceso a la cepa, su seguimiento y a la informacion relacionada, cuando sea necesario
(Ferreira et al 2010).
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(2) Seguridad de uso de la cepa probidtica: los microorganismos propuestos como
probioticos, tienen un largo historial de uso seguro en productos de alimentacion. Los
probioticos, principalmente del géneloactobacillus y Bifidobacterium no han
mostrado ninguna caracteristica de patogenicidad; y con la excepdiimnedecoccus

los lactobacilos y bifidobacterias han sido raramente involucradas en infecciones. La
mayoria de cepas pertenecientes a estos geéneros estan incluidas en la lista de
microorganismos que tienensthtusQPS para su uso en alimentacion y por esta razon,

la valoracion de seguridad no es un aspecto en la evaluacion de las declaraciones de
propiedades saludables (Paetlal, 2012). Sin embargo, debido a la importancia de
este aspecto, se requiere una evaluacion rigurosa de seguridad de los nuevos
probioticos, en particular los probidticos que no tienen antecedentes de uso seguro y
aquellos pertenecientes a especies, las cuales no se puede hacer una suposicion general
de seguridadFig. 12) (Ferreira et al 2010).

(3) Efectos sobre la salud humana: a diferencia de Japén, donde las declaraciones de
propiedades saludables se basan en la evidencia elgpdeimentaciéon animal en
Europa, son necesarios leasayos clinicogara respaldar estas declaraciones, razon
por la cual las opiniones sobre probidticos publicadas hasta el momento por la EFSA,
no han sido favorables. Antes de realizar un ensayo clinico, es importante obtener
informacion acerca de la identidad de la cepa y de sus propiedades pre-clinicas (van
Loverenet al, 2012).

Probiotic
safety

History of Qars

safe use (Europe)

— identity : — Europe - QPS assessment

characteristics Strain elsewhere and classification
properties (EFSA)

— lack of virulence factors — GRAS petition
— lack of antibiotic resistance (FDA)

Figura 12. Principales aspectos para la evaluacién de seguridad de nuevos probiiegtsdo de
Ferreira et al, 2010).

Los ensayos clinicos se deben realizar en la poblaciéon a la cual ird dirigido el
probiotico, empleando el mismo nivel de dosis que se usara en el producto final y

haciendo especial énfasis en el caso de las declaraciones relacionadas con la reduccion
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del riesgo de enfermedad o las destinadas a la salud en nifios. Estos ensayos se deben
llevar a cabo siguiendo las directrices internacionales y deben proporcionar informacion
de marcadores o factores importantes o marcadores intermedios asociados con puntos
finales claros de la enfermedad o del area de salud del que se quiere declarar el efecto
(Fig. 13) (Ferreiraet al, 2010).

Probiotic
efficacy
Strain or
combination
specific
= rationale Preciini — Prevention/
eclinical Human
- concept : 3 2
a data interventions treatment
pharmaceutia
mechanism Risk reduction

nutritional modulation
— food

Figura 13. Principales factores que respaldan las declaraciones saludables de un probiotico especifico
(Adaptado de Ferreiraet al, 2010).

La especificidadde la cepa se extiende mas alla de su aspecto funcional, ya que la
eleccion de la cepa a emplear también depende de varias condiciones tecnoldgicas, por
ejemplo las relacionadas al proceso de fabricacion industrial y la posibilidad de
garantizar una vida media Optima bajo condiciones de almacenamiento, medianamente
faciles (Foligné et al., 2013).

Aunque una cepa cumpla con los requisitos de seguridad y criterios funcionales, los
aspectos relacionados congeoduccion del probiético y syrocesado también son
importantes (Tripathet al, 2014). Entre los aspectos que tienen que ser considerados
para la seleccién de la cepa, se incluyen (Mattila-Sandholm 20ar):

(1) Buenas propiedades sensoriales,

(2) Resistencia a fagos,

(3) Viabilidad durante el proceso,

(4) Estabilidad en producto y durante el almacenamiento.

En cuanto al producto final, Bosis de probiotico debe basarse en las concentraciones
que fueron eficaces en los ensayos clinicos que se realizaron previamente, por lo que las
UFCs /g o ml es un parametro importante a tener en cuenta. Aunque la informacion de

la concentracién minima efectiva es aun insuficiente, esta generalmente aceptado que
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los probiéticos en producto deben tener corcentracién minima de 1®UFC/g o ml

y que un total de £oa 10 UFC deben ser consumidos diariamente para que el efecto
probiotico pueda ser conseguido en el consumidor (Kecleagig 2013), aunque esto
deberia de cambiar en funcién de la evidencia obtenida en los ensayos clinicos
realizados, para cada cepa en concreto.

1.4.1.5. Propiedades industriales de los probiéticos.

Méas de500 productos alimentarios se han introducido al mercado global durante las
tltimas dos décadas y la lista est4 en continua expansion (Markets & Markets, 2015).
Los alimentos que contienen probidticos estan hechos a basefetmdamtacion de
cereales, frutas, vegetales y productos carnicos; asi como en el area de productos
derivados de la leche como los yogurts y quesos, que fueron con los que se comenzo su
uso. Para el desarrollo de estos alimentos, los probiéticos se afiaden artificialmente
dentro del alimento. La mayoria de los cultivos estdn disponibles comercialmente en
formasaltamente concentradasy muchas de ellas estan disefiadas para su aplicacion
directa (Direct Vat Set O0VS)), ya sea como cultivos congelados altamente
concentrados o en forma liofilizada (Tripathi et 2014). Asimismo, los cultivos deben

ser envasados bajo atmosfera controlada y en envases que lo protejan de la luz y la
humedad. Usualmente los cultivos congelados contienen masdéFD/g, mientras

que los liofilizados contienen generalmente1@FC/g. La concentracién de
microorganismo por gramo o ml de producto, varia con el cultivo y con el tipo de
microorganismo usado (Saarelzal, 2000).

La viabilidad es por definicibn unpre-requisito para la funcionalidad de los
probioticos y de esta manera potenciar sus mecanismos de accién, entre los cuales estan
la adherencia, reduccion de la permeabilidad intestinal y la inmunomodulacién, por lo
gue esto constituye un reto industrial. Sin embargo, algunos estudios han demostrado
que la viabilidad no es necesaria para todos los efectos de los probiéticos, porque en
algunos probioticos, los componentes de la pared celular o el ADN de la bacteria
pueden tener efectos saludables (Kechepa, 2013).

Se han realizado diversos intentos para mejorar la viabilidad de los probi6ticos en
diferentes productos alimentarios durante su produccion y hasta el momento de su
consumo. Asi pues, la aplicacion de probidticos en matrices alimentarias dependen de
una serie de factores que pueden influir en la viabilidad del microorganismo probi6tico

(Fig. 14), entre los que se encuentarametros alimentarios (pH, acidez valorable,
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oxigeno molecular, actividad de agua, presencia de sales, azucar y quimicc
peroxido de hidrégeno @@.), bacteriocinas, sabores artificiales y agentes colora
parametros de procesamieni (tratamiento de calentamiento, temperatura
incubacién, tasa de enfriamiento del producto, materialeenvase métodos de
almacenamientoy escala de produccion); parametros microbiolégicos (cepas
probioticas, tasde crecimientcy concentracion de indculo (Foligeéal., 2013).

En productos que contienen probiodticos, cdas féormulas infantileses importante qu
las condiciones de formulacion mantengan la actividad y viabilidad del probidti
largos periodos de tiempTeniendo en cuenta ques probibticos se usan cor
ingredientegara esta clase de productos, usualmente no se multigpor lo tanto es
importante asegurar que la concentracion de bacterias se mantiene a lo largo d«
El almacenamiento a temjatura ambiente, comun en edsfipo de productos,
representan un gran rebodustrial. Sin embargo,ctualmente este problema ha s
solventado,mediante el uso de Imicroencapsulacigntratamiento que mejora
viabilidad y estabilidad de las cepas poticas en producto (Mattil§andholmet al,
2002). Lamicroencapsulacior es una técnica, que consiste en recubrir la célule
una sustancia adecuada, de manera que resulte en la liberacién apropiada de |
en el medio intestinal. Este proceso aparte de ayudar a mantener la
metabolicamente activadurante su almacenamiento, también hace que el prok
pueda resistir a las condiciones gastricas y por tanto mejorar su habilidad para c

el tracto gastrointestinéMizock, 2015).

Condiciones de fermentacion
- Medio de cultivo
— - pH y acidez
- Temperatura
- Oxigeno disuelto

s [ Ingredientes alimentarios ]

Viabilidad de los probidticos

[ Microencapsulacion
en productos alimentarios

__ [ Agentes protectores ]

Procesos de fabricacion
— | (Secado, congelacion
/descongelacion

Figura 14. Principales factores qu
_[ Envase y condiciones de ] afectan la viabilidad de los probidtic
almacenamiento (Adaptado deTripathi et al, 2014).
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1.4.1.5.1. Factores que afectan la supervivencia de los probiéticos durante el
procesado.

- Condiciones de fermentacion la temperatura de la fermentaciéon es uno de los

factores importantes que afectan la viabilidad del probidtico y otros parametros
cualitativos de los productos de la fermentacion probidtica. El rango de temperatura de
crecimiento de la mayoria de probiéticos se encuentra entre 37-43°C, ya que
temperaturas mas altas pueden afectar de manera negativa al microorganismo. Cuando
se trata de probidticos anaerobios estrictos, el oxigeno presente en la fermentacion
también puede afectar la viabilidad de la bacteria; para bajar los niveles del contenido
de oxigeno, uno de los mejores métodos que se emplean es fermentacién bajo atmdsfera
modificada o de nitrégeno. Por otro lado, la resistencia de las bacterias probioticas al
estrés por calor, puede ser aumentado realizando un tratamiento térmico leve antes de su
uso. La aplicacion de un choque térmico no letal, permite que las bacterias toleren un

segundo estrés térmico de mayor intensidad (McDougall, 2011).

- Operaciones de congelacion y descongelacidons probidticos tienen una duracion

prolongada en productos congelados. Sin embargo, las membranas celulares de los
probioticos pueden dafarse durante el proceso de congelacion, debido a los cristales de
hielo que se forman en el medio externo o en el interior de la célula, lo cual causaria la
reduccion o interrupcion de su actividad metabdlica. La descongelacion también tiene
efectos nocivos en la célula, debido a que la célula es expuesta a efectos osmoticos asi
como a altas concentraciones de factores perjudiciales, como iones de hidrogeno y

acidos organicos, entre otros (Tripathi et al., 2014).

- Secado algunos probidticos empleados en los alimentos, son secados con el fin de
incrementar su vida media til y asi reducir el coste de mantenerlos en congelacion; su
facil almacenamiento, manejo, transporte y subsecuente uso en la aplicacion de los
alimentos funcionales, hacen que esta técnica sea una buena opcion. Existen diferentes
técnicas de secado, aunqudiddilizacion es dentro de todos los métodos que existen,

la que mejor mantiene la viabilidad del probidtico a pesar de su alto coste. La tasa de
supervivencia del probidtico durante el proceso de secado, también depende de la
composicion del medio de cultivo y la presencia de carbohidratos, los cuales juegan un
papel importante en este aspecto. Una estrategia para ayudar a la proteccion de la
viabilidad de la célula es la adicion de protectamaslares, que son sustancias que se
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afiaden al medio antes de realizar el proceso de secado, como la leche descremada en
polvo, glicerol, proteina de suero, betaina, adonitol, lactosa y polimeros como los

dextranos y el polientilenglicol (Hubalek, 2003).

- Rehidratacion _de los alimentos funcionales deshidratadodos productos que

contienen probidticos, en algunos casos, son necesarios reconstituirlos, con lo cual la
tasa de recuperacion de los probibticos se ve influenciada por las condiciones de
rehidrataciéon (temperatura, volumen del medio de rehidratacion y el tiempo de

rehidrataciéon), propiedades fisicas del material a ser rehidratado, asi como las
propiedades de osmolaridad, pH y energia nutricional de la solucion rehidratante
(Poirier et al, 1999).

1.4.1.5.2. Factores que pueden afectar la viabilidacante el almacenamiento.

La composicion del alimento, el material de envaselag condiciones de
almacenamiento (temperatura, contenido de humedad, contenido de polvo, humedad
relativa, contenido de oxigeno y exposicion de luz, entre otros) tiene una influencia

significativa en la supervivencia de los probidticos (Mattila-Sandholm, 2G)2).

- Ingredientes alimentarios y aditivos los ingredientes en los alimentos pueden ser,

protectores, neutrales o perjudiciales, por lo que la compatibilidad de los ingredientes
del producto con los probidticos juega un papel muy importante. Los aditivos, que
generalmente se usan en la industria alimentaria, incluyen tipos de azlcares,
edulcorantes, sales, compuestos aromaticos, sabores naturales o artificiales, agentes
colorantes, entre otros. Se han encontrado ciertos derivados de proteinas, como proteina
de suero concentrada e hidrolizados de caseina y triptona, que promueven el
crecimiento de los probidticos, ya que le proveen nutrientes a la célula, reducen el
potencial redox del medio e incrementan la capacidad tamponadora del medio, que en

algunos casos resulta en pequeios descensos de pH (Mortazavian et al., 2010).

- Contenido de oxigeno y potencial redoel oxigeno puede afectar de tres maneras a

los probidticos: toxicidad directa para algunas células, produccién de peroxidasas
todxicas en presencia de oxigeno y produccién de radicales libres de la oxidacién de
algunos componentes del producto, por ejemplo grasas del producto en el que se
encuentran (Tripathiet al, 2014). El grado de sensibilidad al oxigeno varia

considerablemente entre diferentes especies y/o cepas probioticas, siendo mas afectadas
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las anaerobias estrictas como es el caso, del g@iédobacteriumspp. Existen
diferentes métodos que se han empleado para reducir el contenido de oxigeno durante el
envasado y almacenamiento de los alimentos funcionales. Estos incluyen, envasado al
vacio, adiciébn de antioxidantes y control del proceso de produccién para que la
exposicion y entrada de oxigeno, sea minima (Mani-Lopez, @0414).

- pH: valores de pH bajos, incrementan la concentracion de acidos organicos disociados
en productos fermentados, aumentando el efecto bactericida de estos acidos. Bebidas
como zumos de frutas con pH bajo (zumo de naranja) representan un desafio importante

para los probiéticos (Tripathi et.aR014).

Teniendo en cuenta lo anterior, la seleccion de la cegseesialen el desarrollo de los
alimentos funcionales y aquellas cepas que pueden permanecer viables con una vida
media aceptable, son las que deben usarse para garantizar beneficios reales al

consumidor (Tripathi et al., 2014).

1.4.1.6. Seqguridad de los probioticos

La mayoria de los probidticos se comercializan como ingredientes en alimentos,
suplementos o medicamentos, por lo quedguridad de los probidticoses de vital
importancia. Los probidticos que actualmente son comercializados tienen un historial de
seguridad amplio. Sin embargo, puede haber un riesgo minimo que en ciertas
situaciones se relaciona con la calidad del producto, en lugar de con el prqi@oteo
(Mizock, 2015).

En la practica, se han reportado casos de sepsis con probidticos que contienen
lactobacilos y bifidobacterias, pero son muy raros. La administracion de probioticos a
personas inmunosuprimidas (por ejemplo, VIH, prematuros, ancianos y enfermedad
inflamatoria del intestino) ha sido un tema de preocupacion, pero incluso en este
contexto, la incidencia de sepsis es bastante baja (Mizock, 2015). Por otro lado, se han
documentado varios casos de fungemia asociados al probiBticerevisiae (S.
boulardii), los cuales fueron preparados en la habitacion donde se encontraba el
paciente. La investigacion de estos casos, indicé que la infeccién fue debida a la
contaminacion de los catéteres, por lo que se recomendd que los probidticos en polvo,
como S. cerevisiae deben prepararse en condiciones higiénicas para evitar

contaminaciones de este tipo (Borriello ef 2003).
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El uso indiscriminado de antibidticos en humanos, ha generado que la resistencia a los
antibioticos sea una caracteristica cada vez mas comun en los microorganismos,
causando de esta manera serios problemas al momento de tratar enfermedades
infecciosas. Por esta razon, el perfil de resistencia a antibiéticos de la cepa probidtica es
un factor importante en el proceso de seleccion. Esta prueba debe incluir una amplia
variedad de antibiéticos comunes y posteriormente debe confirmarse que no se
transfieren ni los genes de resistencia al antibidtico, asi como los plasmidos de
virulencia. Lo ideal es que el probidtico no sea capaz de transmitir resistencia a
antibiéticos a otras bacterias (Del Piagtoal, 2006). La resistencia a antibiéticos en
bacterias puede ser, intrinseca o adquiridanitanseca, es una caracteristica propia de

la cepa, mientras que kdquirida, se deriva de mutaciones o adquisicion de ADN
extrafio de otras bacterias. Respecto a esto, los lactobacilos muestran un amplio rango
de resistencias naturales a antibidticos, pero en la mayoria de los casos, no son

transmisibles (Saare al, 2000).
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Objetivos del trabajo

Los objetivos generales de este trabajo son:

1. Aislar, identificar y caracterizdracterias conpropiedades probioticasa partir de
muestras de origen humano, que permitan la futura aplicacion de las mismas en la

elaboracion de productos alimentarios y/o complementos con propiedades funcionales.
Los objetivos especificos planteados para este objetivo son:

i) Establecer una metodologia adecuada de aislamiento y caracterizacién, que
permita la recuperacion de bacterias probitticas de las muestras analizadas,
principalmente bacterias pertenecientes a los géndrastobacillus y
Bifidobacterium.

i) Construccion del cepario de bacterias probidticas, propiedad de Laboratorios
Ordesa.

iii) Identificar y caracterizar genotipicamente y fenotipicamente las diferentes cepas
probidticas aisladas, mediante el uso de técnicas moleculares y test bioquimicos.

iv) Andlisis de la biodiversidad de las bacterias probidticas identificadas, para
realizar su clasificacion parcial y realizar una comparativa respecto a las
existentes en las bases de datos, mediante andlisis filogenéticos utilizando un

software bioinforméatico adecuado.

2. Realizar cribados dectividad funcional en las cepas probibticas aisladas y

caracterizadas.
Los objetivos especificos planteados para este objetivo son:

i) Evaluacion de la capacidad de las diferentes cepas probidticas aisladas, de
producirin vitro acido linoléico conjugado (CLA) y acido linolénico conjugado
(CLNA).

i) Evaluacién de la capacidad antimicrobiaimavitro de las diferentes cepas
aisladas frente aStaphylococcus aureusStaphylococcus epidermidiy

Streptococcus mitis
iii) Evaluacion de la capacidad de produccién de acido gamma-aminobutirico

(GABA) in vitro de las cepas probioticas aisladas.

74

——
| —



3. MATERIALESY METODOS



Material y métodos

3.1. Obtencion y procesamiento de muestras.

Las muestras empleadas para el desarrollo del trabajo eran de origen humano,
concretamente, leche materna y heces de madres lactantes y sus respectivos bebés. Para
la obtencion de las muestras se contd con la participacion voluntaria de madres que
habian dado a luz recientemente, o bien, estaban en las Ultimas semanas de gestacion e
interesadas en participar en el estudio cuando dieran a luz.

Antes de la toma de cada una de las muestras, se procedio a explicar a cada una de las
madres participantes, el objetivo del estudio y el procedimiento que debia seguir para la
recoleccion de cada una de las muestras, obteniendo en todos los casos el
correspondiente formulario de consentimiento informado firmado. Teniendo en cuenta
los diferentes factores que pueden afectar la microbiota intestinal, en el momento de
obtener las muestras cada voluntaria detallaba mediante el cumplimento de un
formulario, la dieta que seguia diariamente. Como requisito fundamental para participar
en el estudio, la alimentacion del bebé tenia que ser exclusivamente leche materna, la
madre no debia consumir ningun tipo de alimento o suplemento que tuviera probidticos,

ni recibir tratamiento con antibiéticos, con el fin de evitar que estos factores pudieran
repercutir en la composicion de la microbiota natural de cada una de las madres y de sus
bebés. El cuestionario y el material para la recoleccion les fue entregado a las madres el
dia en que accedieron a participar en el estudio.

Tras la recoleccidon de las muestras en los botes estériles, se pusieron en jarras de cultivo
anaerobico con sobres de Anaerocult® (Merck) y en refrigeracion, para asi generar un
ambiente anaerébico y conservar la mayor cantidad de microbiota bacteriana anaerdbica
presente en las muestras, mientras estas llegaban al laboratorio. Las muestras fueron
procesadas tan pronto llegaron al laboratorio y el tiempo transcurrido desde la toma de
muestra hasta su procesamiento no supero los 30 minutos, de esta forma se evitaba en la
medida de lo posible, el crecimiento de bacterias aerébicas no deseadas y la

disminucion de bacterias anaerdbicas en las muestras.

3.2. Aislamiento de microorganismos de las muestras
obtenidas.

Las diferentes muestras fueron manipuladas bajo condiciones de esterilidad con el fin de
no alterar la carga microbiana presente y de esta manera proceder a realizar el

aislamiento de los microorganismos presertEssjjema 1).
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Las muestras de heces, tanto maternas como de bebé, fueron homogenizadas para su
andlisis en el StomaclfeB0O Biomaster (Seward). Para esto, se introdujeron en bolsas

de plastico estériles (Stomache80 Biomaster Bags) y se afadieron 10 ml de caldo
MRS (Merck) estéril a cada una. El uso de este equipo, permiti6 que las muestras se
disgregaran perfectamente, permitiendo una mayor recuperacion de los
microorganismos que pudieran estar presentes en estas muestras; se llevdo a
homogenizar durante 60 segundos o hasta observar que la muestra estaba totalmente
homogénea y mezclada con el caldo MRS. Una vez terminado este proceso, se
realizaron diluciones decimales seriadas en caldo MRS para cada una de las muestras,
considerando la dilucion 0 la muestra homogenizada que se encontraba en la bolsa
estéril. De las Gltimas dos diluciones® 10° se tomaron 100 pl y se sembraron en
superficie por triplicado, con ayuda de un Asa “Digralsky” desechable, en placas de
agar. Para las muestras de leche materna, el procedimiento de analisis fue un poco
diferente, en este caso no se hizo uso del Stomacher 80, ya que al ser una muestra
liquida no fue necesario realizar una homogenizacion previa. Por lo tanto, la dilucién O
fue la muestra de leche materna y se realizaron diluciones decimales seriadas en caldo
MRS hasta 18, sembrando tres réplicas de cada una de las diluciones en los diferentes
medios de cultivo. Las diluciones sembradas, garantizaban la obtenciéon de placas con

colonias aisladas comprendidas entre 30-300 colonias/placa.

1004 1004l 100l 100 4l 1004l

¥ £MYMYCYCY MY

— 7 = - - - - -
et r\i“"/r\am:
ﬁ —

10 ml de calde MRS Homagenizar
(Stomacher) 10 ml de heces 9mide 9Imlde 9mlde 9mide 9 mlde 9 mlde
homogenizadas caldo MRS caldo MRS caldoMRS caldeMRS caldoMRS caldo MRS

if
o 3§
[

(Dil.0) (Di.-)  (Dik-2) (DIL-3) (DiL4) (DIL5) (DiL6)

l'lﬂﬂp\l
3/ Bl
_—h ) 4
37°C, 48h
Seleccién de colonias(3 64)

an

Leche materna 10 ml de Imide 9 mide 9mlde
muestra caldo MRS caldo MRS caldo MRS

(Dil. 0} (Dil-1) (Dil.-2) (Dil_-3)

lmop\ l
(x3) —
37°C,48h ]
Selecrién de calonias(3 64)

Esquema 1Procesamiento de las muestras empleadas para el aislamiento de las bacterias probidticas.
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Para la recuperacién de los microorganismos presentes en las muestras, se emplearon
seis medios de cultivo diferentes, algunos de ellos selectivos para el tipo de bacterias
que queriamos buscar en este trabajo; pero también optimos para recuperar otro tipo de
bacterias que pudieran ser de interés, en otros estudios futuros. Los diferentes medios
empleados, los géneros aislados en cada uno y las condiciones de incubacion se detallan
en latabla 4. A todos los medios empleados en estos aislamientos, se les ajusté el pH

mediante adicion de NaOH o HCI, de acuerdo a las instrucciones dadas por el

fabricante.
MEDIOS DE CULTIVO GENEROS AISLADOS CONDIClONE,S P&
INCUBACION
Agar MRSc (Merck) Lactobacillus/Bifidobacterium Anaerobiosis, 37°C, 24 h
Agar Tomato (BD) Lactobacillus Anaerobiosis, 37°C, 24 h
Agar RCM (Merck) Clostridium Anaerobiosis, 37°C, 48 h
Agar BHI (Merck) Microorganismos exigentes Anaerobiosis, 37°C, 48 h
Agar Rogosa (Merck) Lactobacillus Anaerobiosis, 37°C, 24 h
Agar BFM (Nebreetal., 1999) Bifidobacterium Anaerobiosis, 37°C, 48 h

Tabla 4. Medios empleados para el aislamiento de los diferentes microorganismos, géneros aislados y
condiciones de incubacion. MRSc: Medio MRS con adicién de 0.25% de L-Cys HCI. * La condicion de
anaerobiosis se generd6 mediante el uso de cabina de anaerobiosis MAC 500 Workstation (Don Whitley
Scientific), con una mezcla de gases8i%, CQ 10%, H 10%.

3.2.1. Identificacion fenotipica de las colonias

Transcurrido el tiempo de incubacion, se obtuvieron diferentes tipos de colonias y se
procedié a seleccionar las que presuntamente, podrian pertenecer a los géneros

Lactobacilluso Bifidobacterium

3.2.1.1. Analisis macroscoépico de las colonias.

Las caracteristicas macroscopicas que se evaluaron para todas las colonias obtenidas
fueron las siguientes:

- Forma: circular, irregular o filamentosa.

- Borde: ondulado, en sierra, dentado o liso.

- Superficie de la colonia: plana, convexa, umbilicada.
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- Color: crema, blanca o pigmentada (en algunos casos, el medio contiene algin
compuesto que ocasiona que el microorganismo al crecer adopte algun tipo de
pigmentacion especifica).

- Comportamiento frente a la luz: brillante u opaca.

- Consistencia: mucosa, lisa o rugosa.

- Grosor de la colonia

De cada uno de los medios, se seleccionaron 3 6 4 tipos de colonias que tuvieran
diferencias macroscopicas marcadas y propias de los géneros que buscabamos, se
aislaron por el método de agotamiento en estria en placas de agar MRSc (Medio MRS
con adicion de 0.25% de L-Cys HCI) y se llevaron a incubar bajo condiciones de
anaerobiosis a 37°C, durante 48 horas. Posterior al crecimiento, se seleccion6 una
colonia aislada de cada placa sembrada en estria y se realizé un cultivo liquido de cada
una de ellas en caldo MRSc incubandose bajo las mismas condiciones, explicadas

anteriormente.

3.2.1.1.1. Almacenamiento y conservacion de cepas.

Las cepas fueron conservadas en forma de glicesndeld mL, preparados a partir de

0,5 mL de disolucion glicerol (Prolabo)-agua destilada al 60-40% y 0,5 mL de cultivo
overnight quedando la bacteria en una disolucion de glicerol al 30%. Se realizaron 6
réplicas de cada cepa, conservando 3 replicas a -24°C y las otras a -80°C. Las cepas se
identificaron mediante el prefijo ORD seguido de cuatro digitos, comenzando por el
0001.

Para una manipulacion mas segura de las cepas durante el trabajo experimental y evitar
un excesivo niumero de pases en los viales base, se construyé un cepario de trabajo

donde cada una de las cepas se encontraba por cuadruplicado.
3.2.1.2. Caracteristicas microscopicas.

La tincion de Gram permite la clasificacion de las bacterias, en Gram positivas 0 Gram
negativas segun la presencia o no de peptidoglicano en su pared y asimismo, se puede
determinar la morfologia celular de las bacterias.

Para realizar esta tincion, se empleé el kit de tincion Gram-color modificado (exento de
fenol) para la tincibn de Gram (Merck). La preparacion del frotis se llevd a cabo

mediante el uso de un asa de Kolle de plastico desechable, extendiendo una gota de
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cultivo liquido sobre un portaobjetos, dejandola secar al aire y posteriormente fue fijada
a la llama mediante el uso de un mechero Bunsen. Luego se dej6 enfriar y se tifio

siguiendo el protocolo descrito a continuacion:

Portaobjetos con frotis fijado
REACTIVO PROCEDIMIENTO TIEMPO DE ACTUACION
Solucién de cristal ) ) .
] Cubrir completamente y dejar actuar 1:30 minutos
violeta
Agua destilada Enjuagar con cuidado 5 segundos
Solucién de yodo ) ) ]
- Cubrir completamente y dejar actuar 3 minutos
estabilizado
Agua destilada Enjuagar con cuidado 5 segundos
Solucién decolorante Cubrir completamente 10 segundos
Agua destilada Enjuagar con cuidado 5 segundos
Fucsina en solucion Cubrir completamente y dejar actuar 1 minuto
Agua destilada Enjuagar con cuidado 5 segundos
Dejar secar completamente el portaobjetos al aire.

Finalizado este procedimiento, el portaobjetos se cubrié con una laminilla cubreobjetos
y se observo en el microscopio mediante el uso de aceite de inmersion (Merck) bajo el
objetivo de 100X. Los microorganismos Gram positivos presentaron un color violeta

oscuro, mientras que los Gram negativos presentaron un color rosa intenso.

3.2.1.3. Prueba bioquimicas.

3.2.1.3.1. Prueba de la catalasa.

Mediante el uso del test Bactid®ntatalasa (Merck), se determiné la presencia o
ausencia de esta enzima, que al ser una propiedad taxondmica puede ser usada para la
diferenciacion e identificacion de los microorganismos. Para ello, se tomé una colonia
aislada mediante el uso de un asa de Kolle, se llevo a un portaobjetos y posteriormente
se aplico una gota del reactivo sobre la colonia. La producciéon o no de burbujas

indicaba la presencia o no de la enziffig.(15).
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Reaccién negativa

g

1

Reaccidn positiva

Figura 15. Interpretacion visual de la prueba bioquimica de la catalasa.
3.2.1.3.2. Prueba de la oxidasa.

Es otro tipo de prueba que se utiliza para ideatfiin de cepas bacterianas,
determinando si la bacteria produce citocromo oxidasa (y por lo tanto utiliza oxigeno en
la cadena de transporte de electrones). Para realizar esta prueba se usé el tesf Bactident
oxidasa (Merck) que consistia en el uso de tiras reactivas colorimétricas. De un cultivo
liquido fresco de cada una de las cepas, se tomaron 200 ul y se llevaron a un eppendorf
estéril. Este tubo se centrifugé a maxima velocidad durante 3 minutos y se descart6 el
sobrenadante. El pellet resultante se resuspendié en 200 pl de agua MiliQ estéril y
posteriormente se introdujo una de las tiras reactivas en el eppendorf, de tal manera que
la zona de reaccion quedara completamente sumergida en la suspension. Pasados 60
segundos, la tira se compar6 con la tabla colorimétrica incluida en el test y un color en
la zona de reaccién de azul o azul-violeta, indico la presencia de esta dngima)

Reaccion

)

Reaccion
- negativa

Figura 16. Interpretacion visual de la prueba bioquimica de la oxidasa (Adaptado de
https://sites.google.com/a/goumh.umh.es/practicas-de-microbiologia/indice/identificacion-
bacteriana/oxidasa).
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3.2.1.3.3. Prueba de la aminopeptidasa.

Para esta prueba se emplearon las tiras reactivasstieBactiderit Aminopeptidasa
(Merck) y se realizé como prueba complementaria para la Tincién de Gram. Esta prueba
consistia en la deteccion de la enzima L-alanino aminopeptidasa, la cual esta localizada,
exclusivamente, en la pared celular de las bacterias Gram-negativas. De un cultivo
liquido fresco de cada una de las cepas, se tomaron 200 ul de dicho cultivo y se llevaron
a un eppendorf estéril. Este tubo se centrifugd a maxima velocidad durante 3 minutos y
se descart6 el sobrenadante. El pellet resultante se resuspendio en 200 ul de agua MiliQ
estéril y posteriormente se introdujo una de las tiras reactivas en el eppendorf, de tal
manera que la zona de reaccién quedara sumergida completamente en la suspension.
Posteriormente, este tubo se llevé a incubar a 37°C durante 10 minutos (maximo 30
minutos) y la tira reactiva de compar6 con la escala colorimétrica incluida en el test.
Una coloracion amarilla de la suspensién bacteriana, indicd6 cepas aminopeptidasa
positiva (Gram negativasirig. 17).

Reaccién negativa

Figura 17. Interpretacion visual de la prueba bioquimica de la amonipeptidasa.

3.2.1.3.4.Prueba de la deteccion de la enzima fructosa-6-fosfato-fosfocetolasa
(F6PPK).

Para identificar las cepas pertenecientes al g@iédobacterium se realizé la prueba

de la fructosa-6-fosfocetolasa (F6PPK), enzima propia de este género al tener una ruta
especial para la fermentacion de hexosas, conocida como “bifid shunt”.

Para la realizacion de este protocolo, se emplearon los siguientes reactivos:

Reactivo 1: KHPO, 0.05M + L-Cisteina 0.05% p/v (pH 6.5)
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Reactivo 2: KHPQO, 0.05M + L-Cisteina 0.05% p/v + Triton X-100 0.25% v/v (pH 6.5)
Reactivo 3: Fluoruro de Sodio (6 mg/ml) + lodoacetato de Sodio (10 mg/ml)
Reactivo 4: Fructosa-6-fosfato (80mg/ml)

Reactivo 5: Hidroxilamina clorhidrato (13.9 g/ml), pH 6.5

Reactivo 6: Acido Tricloroacético 15 % p/v

Reactivo 7: HCI 4M

Reactivo 8: Cloruro férrico (Fe€bH,0) 5 % p/v en acido clorhidrico 0.1M

A partir de un cultivo fresco de 10 ml, se pasé 1 ml de este cultivo a un eppendorf
estéril y después de centrifugarlo a 3990 rpm durante 4 minutos, el pellet se lavé dos
veces con 1 ml de reactivo 1. Se descart6 el sobrenadante y resuspendié en 200 pl de
reactivo 2 durante 2 min y se dejé incubar durante 10 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se afiadio 50 pl de reactivo 3 y 50 ul de reactivo 4 y se llevo a incubar a
37°C durante 60 min. Transcurrido este tiempo, se afiadieron 300 ul de reactivo 5 y se
dejé a temperatura ambiente durante 10 min. Inmediatamente, se afiadieron 200 ul de
reactivo 6, 200 ul de reactivo 7 y 200 pl de reactivo 8. Una coloracioén rojo-violeta de la
mezcla, se interpret6 como resultado positivo e indicaba la presencia de la enzima
F6PPK Fig.18).

Figura 18. Interpretacién visual de la prueba bioquimica de la deteccién de la F6PPK.

3.2.1.3.5. Prueba API 50CHBiomerieux).

Esta prueba es un sistema estandarizado que comsist) pocillos, los cuales
contienen diferentes hidratos de carbono y derivados (heterosidos, polialcoholes, acidos
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urénicos) Tabla 5) permitiendo estudiar la fermentacién de estos sustratos, por parte de
los diferentes tipos de microorganismos. Para cada cepa probidtica aislada, se inoculd
una galeria APl 50CH en combinacién con el medio APl 50 CHL, para la

caracterizacion del género Lactobaciljusiicroorganismos préximos.

Pocillo  Carbohidrato (sustrato) Pocillo Carbohidrato (sustrato)

0 Control 25 ESCulina citrato férrico

1 GLlicerol 26 SAlLicina

2 ERltritol 27 D-CELobiosa

3 D-ARAbinosa 28 D-MALtosa

4 L-ARAbinosa 29 D-LACtosa (origen bovino)
5 D-RIBosa 30 D-MELibiosa

6 D-XILosa 31 D-SACarosa

7 L-XlILosa 32 D-TREhalosa

8 D-ADOnitol 33 INUlina

9 Metil-BD-Xilapiranosa 34 D-MelLeZitosa

10 D-GALactosa 35 D-RAFinosa

11 D-GLUcosa 36 AIMID6N

12 D-FRUctosa 37 GLIcoGéno

13 D-MamNosA 38 XiLiTol

14 L-SorBosA 39 GENTtiobiosa

15 L-RHAmMnosa 40 D-TURanosa

16 DULcitol 41 D-LIXosa

17 INOsitol 42 D-TAGatosa

18 D-MAN:itol 43 D-FUCosa

19 D-SORbitol 44 L-FUCosa

20 Metil-aD-Manopiranosa 45 D-ARabinoL

21 Metil-aD-Glucopiranosa 46 L-ARabitoL

22 N-AcetilGlucosamina 47 GlucoNaTo potasico
23 AMlgdalina 48 2-CetoGluconato potasico
24 ARButina 49 5-CetoGluconato potasico

Tabla 5. Sustratos presentes en cada uno de los pocillos de la galeria APT.50CH

Para el desarrollo de esta prueba se sigui6 el siguiente protocolo:

- Preparacién de la galerigada galeria estaba constituida por 5 filas, conteniendo cada

una 10 pocillos numerados y que posteriormente se puso dentro de una camara de
incubacion. La preparacion de esta camara, se realizd antes de inocular la galeria,
repartiendo aproximadamente unos 10 ml de agua desmineralizada (o cualquier agua sin
aditivos, ni susceptibles a liberar gases), en los alveolos del fondo de la camara para
crear una atmosfera hiumeda.

- Preparacion del inécul&@e realizé un cultivo liquido de cada microorganismo en 10

ml de caldo MRSc, pasado el tiempo de incubacion, cada tubo se centrifugé a 3990 rpm
durante 15 minutos, se descartd el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 4 ml de
medio 50 CHL para realizar un lavado de las células y retirar el medio de cultivo

remanente. Se centrifugd nuevamente a las mismas condiciones empleadas
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anteriormente y se descarté el sobrenadante. El pellet obtenido se resuspendio
afadiendo 10 ml de medio 50 CHL y se utilizé de inmediato para inocular los diferentes
pocillos de la galeria.

- Inoculacion de las galeriade la suspension bacteriana, se inocularon unos 120 pl

aproximadamente en cada uno de los pocillos de la galeria, evitando la formacién de
burbujas y que la muestra no rebasara el limite superior del mismo con el fin de evitar
derrames de la misma y que pudiera mezclarse con la muestra del siguiente pocillo.
Como control negativo, en el pocillo 0, se inoculd medio 50 CHL sin microorganismo.
Posteriormente cada galeria se introdujo en las cadmaras de incubacién preparadas
anteriormente y se llevé a incubar a 37°C bajo condiciones de anaerobiosis durante 48
horas.

-Lectura e interpretaciénranscurrido el tiempo de incubacion, la fermentaciéon en cada

pocillo se interpreté en un cambio de violeta a amarillo, debido a una produccién de
acido en anaerobiosis, revelada por el indicador de pH del medio elegido. Mientras que
los azlcares que no fueron fermentados mantuvieron su color violeta después de la
incubacion Fig. 19).

Reaccién negativa

~Reaccion dudosa

= .

Figura 19. Interpretacién visual de los resultados de la prueba APISOCH
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3.2.1.3.6. Prueba API ZYMBiomerieux).

Esta prueba, es un método semicuantitativo que stensn 20 pocillos, los cuales
contienen diferentes substratoBala 6), permitiendo evaluar simultaneamente la

presencia de diferentes actividades enzimaticas a partir de pequefias cantidades de

muestra.
1 Control
2 Fosfatasa alcalina 2-naftil fosfato
3 Esterasa (C 4) 2-naftil butirato
4 Esterasa Lipasa (C 8) 2-naftil caprilato
5 Lipasa (C 14) 2-naftil miristato
6 Leucina arilamidasa L-leucil-2-naftilamina
7 Valina arilamidasa L-valil-2-naftilamina
8 Cistina arilamidasa L-cistil-2-naftilamina
9 Tripsina N-benzoil-DL-arginina-2-naftilamida
10 a-quimotripsina N-glutaril-fenilalanina-2-naftilamida
11 Fosfatasa acida 2-naftil fosfato
12 Naftol-AS-BI-fosfosfohidrolasa Naftol-AS-BI-fosfato
13 a-galactosidasa 6-Br-2-naftilb-galactopiranosido
14 B-galactosidasa 2-naftil-3D-galactopiranosido
15 B-glucuronidasa Naftol-AS-BI-glucuronido
16 a-glucosidasa 2-naftikD-glucopiranésido
17 B-glucosidasa 6-Br-2-naftpD-glucopirandsido
18 N-acetil$-glucosamina 1-naftil-N-acetpb-glucosaminido
19 a-manosidasa 6-Br-2-naftil-aD-mannopiranosido
20 a-fucosidasa 2-naftitL-fucopiranosido

Tabla 6. Sustratos y enzimas estudiadas en cada pocillo de la galeria APL ZYM

Para el desarrollo de esta prueba se sigui6 el siguiente protocolo:

- Preparacién de la galerieada galeria estaba constituida por 1 fila que contenia 20

pocillos y posteriormente se puso dentro de una cadmara de incubacion. La preparacion
de esta camara se realiz6 antes de inocular la galeria, repartiendo aproximadamente
unos 5 ml de agua desmineralizada (o cualquier agua sin aditivos, ni susceptibles a
liberar gases) en los alveolos del fondo de la camara para crear una atmosfera himeda.

- Preparacion del inécul&e realizé un cultivo liquido de cada microorganismo en 10

ml de caldo MRSc, pasado el tiempo de incubacion, cada tubo se centrifugé a 3990 rpm
durante 15 minutos, se descarto el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 4 ml de
agua destilada estéril para realizar un lavado de las células y retirar el medio de cultivo
remanente. Se centrifugd nuevamente a las mismas condiciones empleadas
anteriormente y se descarto el sobrenadante. El pellet obtenido se resuspendid
nuevamente en 4 ml de agua destilada estéril y se utilizé de inmediato para inocular los

diferentes pocillos de la galeria.
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- Inoculacién de las galerfade la suspensién bacteriana, se inocularon unos 65 pl

aproximadamente en cada uno de los pocillos de la galeria. Como control negativo, en
el pocillo 0, no habia ningun tipo de sustrato. Posteriormente cada galeria se introdujo
en las camaras de incubacién preparadas anteriormente y se llevé a incubar a 37°C bajo
condiciones de anaerobiosis durante 4 a 4:30 horas. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se agrego una gota del reactivo ZYM A y 1 gota del reactivo B en cada
pocillo. Se dejo actuar durante 5 minutos como minimo. Después, cada galeria se
expuso durante 10 segundos bajo la radiacion de una lampara de 1000W a una distancia
de 10 cm. Este procedimiento tenia por objeto, eliminar el fondo amarillo debido al
exceso de Fast Blue BB que no habia reaccionado y pudiera dar reacciones negativas
incoloras.

-Lectura e interpretaciémas reacciones producidas durante el periodo de incubacion se

tradujeron en cambios de color que se revelaron mediante la adicién de los reactivos
para cada pocillo. Esta lectura, se realizé con la ayuda de la Tabla de LEahlaar]

que venia adjunta a la pruelbag( 20).

Reaccién
Pocillo
Positiva Negativa
Incolora o color de la muestra
1 segun importancia de la
coloraciéon
2 Violeta
3 Violeta
4 Violeta
5 Violeta
6 Naranja
7 Naranja
8 Naranja
9 Naranja
10 Naranja Incolora o
11 Violeta amarillo muy
12 Azul palido
13 Violeta
14 Violeta
15 Azul
16 Violeta
17 Violeta
18 Marrén
19 Violeta
20 Violeta

Tabla 7. Tabla de lectura de cada una de las reacciones de la galeria AB] ZYM

87

——
| S—



Material y métodos

Figura 20. Interpretacion visual de los resultados de la prueba APfZYM

3.3. Identificacion genotipica y caracterizacion de las cepas
seleccionadas.

Las pruebas bioquimicas primarias (bacterias catalasa negativa, oxidasa negativa,
aminopeptidasa negativa y formas bacilares o bacilos pleomoérficos Gram positivos)
junto a la presencia/ausencia de la F6PPK fueron resultados clave para determinar que
cepas serian seleccionadas para su posterior identificacion y caracterizacion genotipica
y fenotipica.

3.3.1. Obtenciébn de extractos celulares y extraccion de ADN
cromosomico.

Para obtener los extractos bacterianos, las cepas seleccionadas se crecieron en cabina de
anaerobiosis durante 48 horas en caldo MRSc. Posteriormente, una alicuota de 1 ml se
llevé a un eppendorf, se centrifugd durante 5 minutos a maxima velocidad y se retirg el
sobrenadante a cada uno de los tubos. El pellet obtenido, se lavdé con agua grado
biologia molecular o Mili-Q, para retirar cualquier tipo de resto de caldo de cultivo que
pudiera quedar remanente, se centrifugd bajo las mismas condiciones empleadas
anteriormente y se descart6 el sobrenadante. Para la extraccion de ADN cromosémico
se empled el kit MAgGMAX™ Total Nucleic Acid Isolation (Applied Biosystem). Este

kit emplea una disrupcibn mecanica de la muestras, mediante el uso de bolitas de
zirconia las cuales se encuentran en una solucién de tiocianato de guanidinio, dicha
mezcla libera rapidamente los &cidos nucléicos (AN), mientras que simultdneamente
inactiva nucleasas que pueden estar presentes en la muestra. Posteriormente la muestra
es diluida afiadiendo isopropanol y la adicibn de unas bolitas paramagnéticas con
superficie de unién a los AN. La mezcla bolitas + AN son inmovilizadas mediante el

uso de unos imanes y lavadas para remover proteinas y otros contaminantes. Finalmente
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los AN se eluyen usando una pequefia cantidad de buffer con baja concentracién de sal
y las muestras resultantes se conservaron a - 24°C hasta su uso. Para observar la pureza
de las extracciones de ADN, todas las muestras de las diferentes cepas, se cargaron en
geles de agarosa (BIO-RAD) al 0.4% en buffer TAE 1X (BIO-RAD), para esto se
emplearon cubetas de electroforesis (BIO-RAD) y se corrieron las muestras a 90V
durante una hora y media, aproximadamente. Para tefiir el gel se empleo el colorante
SYBR Safe (Invitrogen), afiadiendo 1 pl por cada 10 ml de gel. Las muestras se

cargaron en paralelo con dos marcadores de peso molecular (100 y 1000pb).

3.3.2. Amplificacion parcial del gen 16S rARN y secuenciacion.

La solucién de ADN cromosomico obtenida para cada una de la cepas aisladas, fue
empleada para amplificar por PCR un fragmento del gen que codifica el gen del 16S
rARN mediante dos pares diferentes de cebadores. La identificacion de bifidobacterias
se realizé mediante un resultado positivo de la prueba de la F6PPK y para realizar una
identificacién a nivel de especie, se emplearon los cebadores-YGG CTC AGG

ACG AAC GCT GGC GGC-3e Y2 (B-CCT ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT-

3) (Younget al., 1991). La region que se amplifica es de unas 348pb, se encuentra
comprendida desde la base 50 a la 400 segun la numeradircdg y contiene las
regiones variables V1 y V2 del gen 16s rARN. Para la identificacion de lactobacilos, se
emplearon los cebadores 16sla (5°- AAT ACA TGC AAG TCG AAC GA -3") y 16s1b
(5"- TTA ACC CAA CAT CTC ACG AC -3") (Marshakkt al, 1999). El tamafio de la
banda amplificada era de 1004 pb. Como control positivo de PCR se uso la cepa
Bifidobacterium longunsubsp. infantisCECT7210, junto a un control negativo el cual

no contenia muestra de ADN.

La PCR se realizé en un termociclador “MyCycler” (BIO-RAD). La reaccion se llevé a
cabo en un volumen final de 50 ul, dicha mezcla contenia 10X de Buffer KOD Hot
Start, 25mM MgS@ 2mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), MOge cada

uno de los cebadores, 1U deTlagDNA Polymerase (Novagen, Merck) y se completd

el volumen a 50 pl afiadiendo agua grado biologia molecular.
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Las condiciones de la PCR para los cebadores Y1faer@n las siguientes:

1ciclo Desnaturalizacion 95°C 3 minutos

Desnaturalizacion 95°C 2:30 minutos

30 ciclos Anillamiento 68°C 30 segundos
Extension 70°C 45 segundos
1 ciclo Extensién 70°C 7 minutos

Y para los cebadores 16slay 16sl1b fueron las siguientes:

1ciclo Desnaturalizacién 95°C 2 minutos

Desnaturalizacién 95°C 1 minuto

30 ciclos Anillamiento 62°C 30 segundos
Extension 72°C 1:30 minutos
1 ciclo Extension 72°C 10 minutos

Los fragmentos amplificados fueron examinados mediante electroforesis en geles de
agarosa (BIO-RAD) al 2% en buffer TAE 1 X (BIO-RAD) usando las mismas

condiciones que la electroforesis del ADN cromosémico.

Los productos de PCR fueron purificados, siguiendo el protocolo descrito para el Kit
PCR Cleanup (QIAGEN) y para verificar el producto purificado se realizd6 una
electroforesis en gel de agarosa al 2%, empleando las mismas condiciones que las
descritas previamente. A continuacion se enviaron a secuenciar a Secugen S.L.
(www.secugen.es); la mezcla de cada muestra contenia 10 pl de agua grado biologia

molecular, 0.75 pul de cada primer y 5 pul de la muestra del producto de PCR purificado.

Para la identificacion de cada una de las cepas, se realizd un alineamiento de la
secuencia obtenida con los diferentes cebadores usando el programa EMBOSS Needle
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/nucleotide.html) y de esta manera
obtener la secuencia consenso depurada para el fragmento conseguido en cada caso. El
uso de una secuencia consenso de doble cadena, permite mejorar la calidad de la misma
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ya que se tiene comprobaba tanto en sentido forward como en reverse y asimismo se
pueden resolver indeterminaciones que se tengan en algunas de ellas. Con el fin de
determinar a qué microorganismo pertenecia dicha secuencia consenso, se realizé una
comparacion con las presentes en las bases de datos publicas ( “BLAST”
https://blast.ncbi.nim.nih.gow Ribosomal Database Project: https://rdp.cme.msy.edu/

3.3.3. RAPD-PCR.

La técnica de RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) se empled para obtener

un patron de bandas de las diferentes cepas identificadas y a partir de este patron poder
establecer diferencias, entre cepas de la misma especie. A partir de las extracciones de
ADN obtenidas previamente, se realizaron PCRs independientes empleando el cebador
RapdBif (5"- AGT CAG CCA C -3'jTynkkynenet al, 1999).

La reaccion se llevé a cabo en un volumen de 50 pl, dicha mezcla contenia 10X de
Buffer KOD Hot Start, 25t MgSQ,, 2mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), 10uM del primer, 1U de lAagDNA Polymerase (Novagen, Merck); y se

completo el volumen a 50 pl afladiendo agua grado biologia molecular.

Las condiciones de la RAPD-PCR fueron las siguientes:

1ciclo Desnaturalizacion 95°C 5 minutos

Desnaturalizacién 94°C 1 minuto

35 ciclos Anillamiento 32°C 2 minutos
Extension 72°C 2 minutos
1 ciclo Extension 72°C 10 minutos

3.4. Analisis de la biodiversidad de las cepas probibticas
aisladas.

Previo a realizar los diferentes arboles filogenéticos, se realizd6 un BLAST entre las
secuencias consenso de las diferentes cepas aisladas y se identific6 que cepas,
pertenecientes a la misma especie y misma muestra, mostraban un porcentaje de
identidad entre el 97 al 100%, para de esta manera identificar que cepas eran iguales
entre si.
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A partir de esta informacién, se construyeron los diferentes arboles filogenéticos

mediante el uso del software Geneious 10.1, creando una base de datos propia con las
secuencias consenso del gen 16S rARN de las cepas previamente seleccionadas y las
secuencias de algunas cepas comerciales 0 que pertenecieran a colecciones de cultivos

tipo (ATCC, CECT o JCM). Las cepas de referencia empleadas para la creacién de los

arboles se detallan enTabla 8.

CEPA ACCESION NUMBER (GenBank)
B. pseudocatenulatudCM5820 AB116329.1
B. pseudocatenulatudCM7041 AB507135.1
B. catenulatundCM7130 AB116295.1
B. catenulatunATCC27539 M84784.1
B. longumsubsplongumJCM7060 AB116320.1
B. longumsubsplongumJCM7054 AB507114.1
B. longumsubsp.infantisCECT7210 HM118564.1
B. longumICM11660 AB507124.1
B. breveATCC15700 AB006658.1
B. breveJCM1192 AB116288.1
B. bifidumJCM1209 AB507076.1
B. bifidumDSM20456 NR_117764.1
B. animalis lactiBb12 FJ169944.1
B. animalissubspanimalisJCM7117 AB507072.1
B. angulatumCM1252 AB507068.1
B. angulatumATCC27535 M84775.1
B. adolescenti§CM1251 AB116268.1
B. adolescenti&a TCC15703 NR_074802.1
Gardnerella vaginalis AF458075
L. gasseriDSM20243 AB008209
L. acidophilusLA5 JQ580993
L. acidophilusbSMZ20079 KMO096595
L. rhamnosu$iN0OO1 ABWJ01000068
L. rhamnosu$sG GU550100
L. orisJCM11028 LC097079
L. caseiLc-10 AFYT01000013
L. caseistrain:Shirota AB531131
L. paracaselLAB13 JNO039359
Bacillus cereusATCC14893 AJ310098

Tabla 8. Cepas de referencia usadas para la construccion de los arboles filogenéticos.
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Para observar la distancia filogenética que existia entre las secuencias se realizd un
alineamiento multiple, usando el algoritmo MUSCLE (Multiple Sequence Comparison

by Log-Expectation). A partir de este alineamiento, se realizé un arbol filogenético
empleando el método ddeighborjoining, que determina la pareja de secuencias mas
cercanas entre si, uniéndolas mediante un nodo y este proceso se repite con el resto de
secuencias hasta que quedan todas unidas por nodos internos que minimizan la longitud
de cada una de las ramas internas. Para validar la robustez de cada uno de los arboles, se
empleo el método dBootstrap,realizando los replicados 1000 veces y posteriormente

se obtuvo el consenso de cada arbol filogenético.
En eldiagrama 1, se resume la metodologia empleada para el procesamiento y analisis

de las muestras empleadas en el estudio y las diferentes actividades funcionales

realizadas para las diferentes cepas aisladas:
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| Aislamiento . caracterizacion e identificacion de

nueves probidticos conp funcionales.
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Diagramal. Descripcion del procedimiento general realizado para el desarrollo de este trabajo.
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3.5. Evaluacion de propiedades funcionales.

3.5.1. Evaluacion de la produccionin vitro de acidos grasos
conjugados: acido linoléico (CLA) y acido linolénico (CLNA).

3.5.1.2. Crecimiento de las cepas en presencia de acido linoléico (LA).

Las diferentes cepas probidticas aisladas se cultivaron en 10 ml de caldo MRS + L-
cisteina-HCI (Prolabo) 0.05% (MRSm) + Tween 80 (Prolabo) al 0.2% para realizar una
activacion de la cepa. Estos cultivos se llevaron a incubar a 37°C bajo condiciones de
anaerobiosis durante 48 horas. Transcurrido este tiempo, cada tubo se dividié en dos
alicuotas de 5 ml para realizar dos ensayos en paralelo. Con la primera alicuota se
realizd un subcultivo al 2% en 10 ml del mismo medio con y sin adicion de LA (Sigma-
Aldrich) (0.5g/l). Se llevé a incubar en condiciones de anaerobiosis a 37°C durante 48
horas.

La segunda alicuota se centrifugd durante 15 minutos a 3990 rpm, se descartd el
sobrenadante y el pellet obtenido se lavé dos veces con solucion Ringer. Luego el pellet
fue resuspendido en 10 ml de Medio Minimo de Norris (MM). Se llevé a incubar a 37°C
durante 48 horas bajo condiciones de anaerobiosis y transcurrido este tiempo, se realizd
un subcultivo al 2% en MM con y sin adicion de LA (0.5g/l). Todos los tubos que
contenian este medio fueron incubados recubiertos con papel aluminio, ya que este
medio al contener riboflavina, es fotosensible.

Al transcurrir el tiempo de incubacion, a las dos alicuotas se les midi6 la densidad
optica (DO) mediante un espectofotometro (SmartSpec Plus- BioRad), a una longitud

de onda de 600 nm para el MRSm y a 530 nm para el MM.

Para calcular el crecimiento en presencia de LA expresado en porcentaje, se empleo la

siguiente formula:

(DOr—DOy)
% de crecimiento = x 100
DOi)

Siendo, DQ la absorbancia obtenida del crecimiento de la cepa en medio MRSm o
MM; y la DO la absorbancia obtenida del crecimiento de la cepa en los medios con

adicion de LA.
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La composicién del MM y las cantidades de cada componente, se describéabdm la
9. Este medio fue esterilizado durante 10 min a 121°C 15psi, finalizado este proceso se
mantuvo en agitacion hasta su enfriamiento. Posteriormente, la botella que contenia el

medio se protegio de la luz, mediante el uso de papel de plata.

Componente \ Cantidad por litro \
Adenina (Prolabo) 17,4 mg
Alanina (Prolabo) 200 mg
Acido p-aminobenzoico (pABA) (Sigma-Aldrich) 10 mg
Acido ascorbico (Prolabo) 1lg
Asparragina (Prolabo) 100 mg
Biotina (Prolabo) 5ug
Pantotenato de calcio (Prolabo) 200 pg
Cisteina-HCI (Prolabo) 200 mg
Sulfato Ferroso (FeSQ 7H,0) (Prolabo) 10 mg
Acido félico (Prolabo) 10 pg
Guanina(Prolabo) 12,4 mg
Lactosa (Prolabo) 35¢
Sulfato de magnesio (MgS@®7H,0) (Prolabo) 200 mg
Sulfato de manganeso (MnS©7H,0) (Prolabo) 6,7 mg
Acido nicotinico (Prolabo) 600 pg
N-Z-Cas€’ (Sigma-Aldrich) 59
Fosfato dipotéasico (KHPQO,) (Prolabo) 259
Piridoxina hidrocloruro (Prolabo) 1,2 mg
Riboflavina (Prolabo) 200 pg
Acetato de sodio anhidro (Prolabo) 25¢
Cloruro de sodio (Prolabo) 10 mg
Tween 80 (Prolabo) 0,5 ml
Tiamina hidrocloruro (Sigma-Aldrich) 200 pg
Triptéfano (Sigma-Aldrich) 200 mg
Uracilo (Sigma-Aldrich) 10 mg
Xantina (Sigma-Aldrich) 10 mg

Tabla 9. Composicion del Medio Minimo de Norris (pH ajustado a 68! acido ascérbico al ser
termolabil, fue esterilizado mediante filtraciéon y afiadido al medio luego de autoclavarlo (121°, 15 min,
15psi).

La solucion de LA empleada, se preparé tomando 30mg/ml al 2% de Tween 80 en agua

destilada y se esterilizé mediante filtracion de 0.22 micras (Sartorius). Se realizaron

alicuotas de 1.5 ml y se mantuvieron en nevera hasta su uso, envueltas en papel de plata.

3.5.1.3. Determinacion de la produccion de acido linoléico conjugado (CLA)

y acido linolénico conjugado (CLNA).

Una vez seleccionadas las cepas capaces de crecer en presencia de CLA. El analisis de
la produccion de CLA y CLNA fue llevado a cabo en el Departamento de bioactividad y
andlisis de alimentos, por el grupo de biomarcadores Lipidicos en alimentacion y salud

del Instituto de Investigacion en Ciencias de la Alimentacion (CIAL), siguiendo el
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protocolo que se describe a continuacion. Se realizé un cultivo de las diferentes cepas
bacterianas seleccionadas, en 10 ml de caldo MRS + L-cisteina-HCI 0.05% (MRSm) +
Tween 80 al 0.2% para realizar una activacion de la cepa, posteriormente estos cultivos
se llevaron a incubar a 37°C bajo condiciones de anaerobiosis durante 24 horas. A
continuacion, se realizé un subcultivo al 2% en 10 ml de caldo MRS + L-cisteina-HCI
0.05% (MRSmM) + Tween 80 al 0.2% con y sin adicion de 0.5mg/ml de LA o 0,5mg/mi
de LNA y se incubaron a 37°C, durante 48 horas bajo condiciones de anaerobiosis. Para
determinar el CLA y CLNA producido por las diferentes cepas, se empled un método de
transesferificacion directa (Castro-Gonetzal, 2014) y a las muestras se les adicioné
acido heptadecanoico (C17:0; Sigma-Aldrich), como estandar interno. Los esteres
metilicos de acidos grasos (FAMES) se disolvieron en n-hexano y se cuantificaron por
cromatografia de gases (GLC) en un Clar&0 (Pelkin Elmer, Beaconsfield)
equipado con una columna VF-23 de 30m de largo (30m x 0,25nm, x 0,25um, Varian,
Middelburg). Las condiciones de la cromatografia de gases fueron las siguientes: la
temperatura inicial fue de 80°C. Luego la temperatura se incrementd 30°min hasta
170°C, se mantuvo durante 3 minutos y posteriormente se incrementé 30°C/min hasta
230°C y mantenida durante 7 minutos. El gas portador fue Helio a una presion de 15 psi
y una relacién de separacion 1:50. El volumen de inyeccion fue 0,5ul y el tiempo de
analisis 15 minutos.

Los picos se identificaron mediante la comparacion de los tiempos de retencion del
Tonali® usado como estandar para el CLA. La identificacién de los isémeros del
CLNA fueron analizados por cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC/MS)
y los resultados de la produccion de CLA y CLNA se expresaron en pg/ml usando los
estandares internos. Para la evaluacion de produccion de CLA y CLNA en leche
desnatada y leche de formula Blemil Plus Forte-1, los medios fueron suplementados con
L-cisteina-HCI 0.05% y casaminoacidos 0.8% (p/v). Las condiciones de crecimiento e
incubacion fueron las mismas que en el experimento previo y la determinacion de CLA

y CLNA se analizo posterior a la fermentacion bacteriana.

3.5.2. Evaluacion de la capacidad antimicrobianan vitro de las
diferentes cepas aisladas frente a Staphylococcus aureus
Staphylococcugpidermidisy Streptococcusnitis.

A partir del glicerinado de cada una de las cepas probitticas a evaluar, se realiz6 un
cultivo liquido al 1% en caldo MRS y se llevo a incubar en condiciones de aerobiosis a
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37°C durante 24h. Posteriormente, los cultivos de las cepas se centrifugaron a 3990 rpm
durante 15 minutos, el pellet descartado y los sobrenadantes se neutralizaron a pH 7,0 £
0,2 con NaOH 1M. Luego los sobrenadantes se filtraron usando filtros de 0,2 micras
para esterilizarlos y se almacenaron a -24°C hasta su uso. En el caso de los patdégenos,
se realiz6 un cultivo liquido ON al 1% en 10 ml de caldo CASO que llevo a incubar en
condiciones de aerobiosis con una agitacion de 220 rpm durante 24 h, el dia previo a
realizar el ensayo.

Las pruebas de inhibicion se llevaron a cabo en tubos con 34 ml de caldo CASO y 6 ml
de sobrenadante neutralizado (correspondiente a un 15%) procedente de las diferentes
cepas probidticas seleccionadas. El control negativo de la prueba correspondié a un tubo
con 34 ml de caldo CASO y 6 ml de caldo MRS; mientras que el control positivo se le
afnadio un 15% de sobrenadanteld®dtobacillussalivariusCECT5713 o Lactobacillus
fermentumCECT5716.Posteriormente, cada uno de estos tubos se inoculé con 400 pl
(1%) del cultivo ON de cada patdgeno y se incubaron en condiciones de aerobiosis a
220 rpm, 37°C. La curva de inhibicidon de crecimiento se realizé mediante la evaluacion
de dos parametros: medicién de la DO a 600 nm y recuento de UFC/ml. Cada una de
estas medidas se realiz6 a los tiempos 0 (correspondiente al momento en que se realizd
el inéculo), 3, 6, 8 y 24 h. Las diluciones para determinar las UFC/ml se realizaron en
solucion Ringer, sembrando cuatro placas por dilucion. Se incubaron en aerobiosis,
37°C durante 24 h. Las diluciones sembradas fueron las apropiadas para obtener
colonias entre 30-300 UFC/ placa. Para el calculo de las UFC, se empled la siguiente

féormula:

UFC/ml = Numero de colonias * factor de dilucién * 10

Donde el factor de dilucion corresponde a la dilucion sembrada y el numero 10, un
factor de correccion que se debe aplicar a las muestras que se siembran en superficie, ya

gue la cantidad sembrada corresponde a la décima parte de un mililitro.

La actividad antimicrobiana se realiz6 frente a tres patdogenos difer&ntasireus
CECT4013, S. epidermidisCECT231 y S. mitis ATCC49456, microorganismos
involucrados en causar la mastitis en la lactancia.

Las cepas probioticas que se evaluaron fueron la ORD0529, ORD0713 y ORDO0714,

todas ellas pertenecientesLa gasserj ya que esta especie ha sido descrita en la
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bibliografia por tener un efecto inhibitorio frente a estos patdgenos. Como control
positivo se usd. salivariusCECT5713 yL. fermentumCECT5716, cepas disponibles
comercialmente que tienen actividad antimicrobiana demostrada frente a diversos
patdgenos, entre ellos algunas cepasStwhylococcuspp. causantes de la mastitis
durante la lactancia (Jiménez et 2008; Olivares et 312006 ).

Previo a la utilizacion de los controles positivos, se realiz6 una identificacién de cada
uno de ellos para de esta manera, asegurar que se estaba trabajando con un cultivo puro
del microorganismo. La identificacion se llevdo a cabo mediante PCR, usando los
cebadores 16sla y 16slb y posteriormente realizando el BLAST de la secuencia
consenso obtenida del gen ribosomal 16S rARN, mediante el uso de un software
adecuado.

Para las unidades formadoras de colonias (UFC) y la densidad éptiga) (B®el
experimento cors. aureusCECT4013 se ha ajustado un modelo de analisis de varianza
con medidas repetidas con variable dependiente al logaritmo natural de UFC y DO. Se
ha realizado analisis grafico del Ln(UFC) y del Lndg{pfrente a tipo de sobrenadante.
Todos los datos se han gestionado y analizado con SAS 9.4 y SAS Enterprise Guide 7.1
(2002-2010) by SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). En el casdsdepidermidis
CECT231 yS. mitis ATCC49456 se han realizado graficas del Ln(UFC) y del
Ln(DOgp) para cada concentracion de bacterias por separado. El tratamiento de los
datos fue realizado con ayuda de la empresa MIXeSTAT Solutions.

3.5.3. Produccion de acido gamma-aminobutirico (GABA).

3.5.3.1. Deteccion de presencia de la enzima Glutamato Decarboxilasa
(GAD).

Se realiz6 un crecimiento mediante cultivo liquido y en este caso, dependiendo si eran
lactobacilos o bifidobacterias el medio empleado y las condiciones de incubacion fueron
diferentes. Los lactobacilos se inocularon (1ml) en 10 ml de caldo MRS y se incubaron

a 37°C durante 24 horas bajo aerobiosis, mientras que las bifidobacterias se inocularon
(Iml) en 10 ml de caldo MRSc (caldo MRS+L-Cys HCI 0,25%) y se incubaron durante

48 horas a 37°C bajo condiciones de anaerobiosis. Para realizar esta prueba se empled
un control positivo E. coli ATCC25922) y un control negativoS( aureus
ATCC25923). De cada una de las cepas control, se realiz6 un cultivo liquido,
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resuspendiendo una colonia de cada microorganismo en 10 ml de caldo CASO y se
llevd a incubar a 37°C, 200 rpm en aerobiosis durante 24 horas.

Pasado el tiempo de incubacion, los cultivos, tanto de los controles como de las cepas a
evaluar, se llevaron a centrifugar a 3990 rpm durante 15 min y se descartdé el
sobrenadante. El pellet obtenido se resuspendio en 10 ml de Solucion Salina al 0.85%
(SS) para realizar un lavado de las células y retirar el resto de medio que pudiera quedar
presente. Los tubos se llevaron a centrifugar nuevamente bajo las mismas condiciones
descritas anteriormente y el pellet obtenido se resuspendié en SS llevando todos los
cultivos a un patron de turbidez entre 0.2-0.4, el cual se midi6 mediante el uso de un
espectofotémetro (SmartSpec Plus- BioRad) a una longitud de onda de 600nm.

A continuacion, de cada uno de los tubos se tomaron 500 ul y se mezclaron con 200 pl
del reactivo GAD (ver composicion entibla 10) en un tubo de 2 ml, se mezclé por
inversion y se llevo a incubar a 37°C bajo condiciones de aerobiosis, realizando lecturas
cada hora durante 4 horas y finalmente a las 24 horas.

La interpretacién de la prueba se realiz6 mediante la observacién de cambio de color,
considerando la presencia de la enzima GAD (prueba positiva) como el cambio de color

de la suspension de amarillo a aZtig( 21).

Reaccion
negativa

Figura 21. Interpretacion visual de la prueba de la presencia de la enzima GAD.

Componente Cantidad por100 ml

Glutamato monoacidico comercial (Sigma-Aldrich) 0.1g
Verde de bromocresol (Prolabo) 0.005¢g
Cloruro de Sodio (NaCl) (Prolabo) 94¢g
Na,EDTA (Prolabo) 37 mg

Tabla 10. Composicion del reactivo GAD. pH: 3,4 ajustado con HCI. Este reactivo fue esterilizado
mediante filtracidon por 0.22 um en un frasco ambar y mantenido en nevera un maximo de 2 meses.
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3.5.3.2. Analisis y determinacion de la produccion de GABA.

Una vez se determinG que cepas tenian la enzima GAD, se realizé un inoculo (1%) de
cada una de estas cepas positivas en 10 ml de caldo MRSm (Caldo MRS+L-Cys HCI
0.5%). La incubacion se realiz6 durante 14 horas, a 37°C bajo condiciones de
anaerobiosis, para obtener un cultivo over-night (ON). Transcurrido el tiempo de
incubacion, se mezclaron bien los tubos y se realizé un subcultivo de cada uno de estos
cultivos ON, manteniendo el mismo volumen de medio y concentracion de inéculo y se
llevaron a incubar bajo las mismas condiciones descritas previamente. Posteriormente,
de cada uno de estos ON, se inocularon 200 pl en 20 ml de caldo MRSm +
Monoglutamato de Sodio (MGS) (Sigma-Aldrich) a diferentes concentraciones (0, 20,
30 y 50 mg/ml) y se llevaron a incubar a 37°C bajo condiciones de anaerobiosis durante
72 horas. Finalizado el tiempo de incubacién, los cultivos se llevaron a centrifugar a
3990 rpm durante 15 min. Se descarto el pellet y el sobrenadante fue filtrado mediante
filtros de 0.22 um y almacenado a -24°C hasta su analisis.

El analisis para determinar la concentracion (mg/ml) de GABA producido y &cido
glutdmico consumido por cada una de las cepas fue llevado a cabo por la Unitat de
Técniques Separatives i Sintesi de Peptids de los Centres Cientifics i Tecnologics de la
Universitat de Barcelona, quienes emplearon la técnica de espectrometria de masas
mediante el uso del sistema UPCL Acquity (Water Chromatography) acoplado a un
sistema AB Sciex API 3000. Para ello, se preparé una curva estandar de GABA desde
20 ppb (ng/ml) hasta 100 ppb usando agua MiliQ con 0.1% de acido formico (Fluka). El
estandar interno empleado estaba a 500 ppb.

Se realizaron dos andlisis independientes, donde cada muestra (sobrenadante) fue
diluida 1/10000 y analizada por triplicado. En un primer analisis, las muestras fueron
diluidas 1:100 con agua MiliQ y nuevamente 1:100; mientras que para el segundo
analisis, las diluciones de las muestras fueron diluidas 1:10 con agua MiliQ (1 ml de
muestra en 10 ml) y luego diluidas tres veces mas 1:10. Esto permitié disminuir el error
acumulado que normalmente se obtiene al realizar diluciones, obteniendo de esta

manera unas SD, dentro de las mediciones de una misma muestra, mucho mas bajas.

Para el segundo analisis, las cepas y condiciones de cultivo, fueron las mismas que se
emplearon en el ensayo anterior y las determinaciones se hicieron soOlo para la
produccion de GABA, mientras que en el primer analisis de determino tanto produccion

de GABA como &cido glutdmico.
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4.1. Aislamiento de microorganismos en las muestras.

El dltimo trimestre del embarazo esta influenciado por sefiales hormonales asi como
cambios significativos en la microbiota intestinal de la madre y es el momento en el que
las bacterias intestinales aparecen en el conducto mamario. Dichos cambios estan
ocasionados por un aumento en la presidén de las arterias mesentéricas, ejercido por el
feto, que como consecuencia produce un incremento en la translocacién de bacterias del
intestino de la madre hacia el torrente sanguineo y las glandulas mamarias (Fernandez et
al., 2012). Teniendo en cuenta esto y que la concentracion de bacterias decrece durante
la lactancia, los tiempos de muestreo que se realizaron en este estudio, fueron a la
semana, a los 15 y 30 dias y finalmente a los tres meses de dar a luz. Asimismo, las
muestras de heces de pareja madre-hijo, fueron recogidas el mismo dia en que se
recolecto la leche materna.

Las personas que accedieron a participar como donantes de muestras fueron 7 madres
lactantes, aunque sélo de una madre (S1), fue posible recoger las cuatro muestras de

leche y sus respectivas heces madre-hijo, mientras que de las otras madres se obtuvieron

ciertas muestras de leche o solamente sus heces o las de su bebé. En total, se recogieron
un total de 32 muestrasgbla 11).

Muestra Leche materna \ Heces de madre Heces de bebé
12 2 43

12 2a 3a 4a a 3a 14 28 3a 4a
S1 v v v v v v v v v v v v
S2 v v
S3 v v v v v v
S4 v v v v v v v v v
S5 4
S6 v
S7 v

Tabla 11. Muestras recolectadas para este estudio. El prefijo (S=sujeto) se refiere a las diferentes madres
que accedieron a participar en este estudio, seguido de un nimero para diferenciarlas. Los nimeros 12, 22,
32y 423 corresponden a los tiempos de muestreo: 7 dias, 15 dias, 30 dias y 3 meses después de dar a luz,
respectivamente.

El aislamiento de bacterias a partir de muestras naturales se realiza, en la mayoria de los
casos, mediante el crecimiento de colonias aisladas en cultivos sdlidos. De esta manera,
todos los medios que se emplearon para el aislamiento primario de los microorganismos
fueron efectivos, consiguiéndose aislar un total de 461 c&paBda 1). Es importante
destacar, que de algunas muestras no fue posible obtener crecimiento de colonias en

algunos de los medios de cultivo empleados, ya que muchos microorganismos presentes
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en este tipo de muestras son no cultivablees necesario el usde técnicas
independientes de cultivoara podeidentificarlos (Gueimonde &ollado, 2012). En
este caso en particulatomo el objetivcde este trabajera aislar microorganismea
partir de estamuestras y no determinar la cantidad y prevaleenla composiciérde
la microbiota de cada un ellasse decidid el uso de técnicas dependientes de ct
Por otro lado, e el agar BFM, el crecimiento de las colorfue demasiado lento y a [
48 horas de incubacion las coloniasestabario suficientemente grandes para pc
realizar su aislamientopplo que las placas tenianque dejar incubandhasta las 72
horas La explicacion a esto, puede €l hecho que se trate de un medio sele, lo
que puede ocasionam retraso € la tasa de crecimiento de l@sicroorganismc
presentes. En algunosscs, elpaso de cultivo denedio solido a liquido, dificulto |
recuperacion de algunas ce (0,26%), una posible explicacion a esto, da
sensibilidad que tienen ciertos microorganisra los cambios de fase de medio
cultivo, por lo quecualquier tipo de alteracion en sus condiciones de cultivo, afec

forma negativa sarecimientc

Heces de Bebé

Heces de Bebé

S5 | S6 | S7
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Heces matemasw
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Gréfica 1. Namero de aislamientos obtenidos en los diferentes medios empleados para cada

muestras. Las madres participantes en el estu simbolizan con el prefijo $sujeto) seguido de
namero para diferenciarlas.
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Las variaciones en la diversidad bacteriana (microbiota variable) pueden estar
explicadas por factores externos como la nutricién, el sistema inmune y el estado
fisiologico del hospedador, asi como otros factores de estilo de vida y ambientales
(Bergmannet al, 2014). Esto puede explicar la notable diferencia de recuperacion de
cepas, tanto inter como intraindividual, ya que la carga microbiana no es la misma, a
pesar de ser del mismo tipo de muestra, pero no el mismo donante (S). La obtencion de
una cantidad diversa de muestras, nos permitié aislar y conseguir una mayor
biodiversidad de especies, representativa de cada una de las muestras analizadas.

Las diferencias generales respecto a las cepas bacterianas que se aislaron, también
podrian ser causa de los métodos usados para determinar las bacterias presentes en las
muestras (Bergmanat al, 2014), que en este caso, el usar medios selectivos, que
estimulan el crecimiento de ciertas especies de microorganismos e inhiben el desarrollo
de otras, tuvieron una relacion directa en la cantidad y prevalencia de ciertos
microorganismos.

Es importante tener en cuenta que el objetivo del trabajo era el aislamiento de bacterias
pertenecientes a los génemisidobacteriumy Lactobacillus,por lo que se dirigio la
metodologia del estudio para conseguir el aislamiento de estos géneros bacterianos. En
la figura 22 se observan las colonias recuperadas en agar MRS, donde se diferencian
dos tipos de morfologias, las colonias pequefias opacas de color beige, de borde liso y
regular correspondientes a bifidobacterias y por otro lado colonias de tamafio un poco

mas grande, con borde liso, brillantes y con un halo alrededor, pertenecientes al género

Lactobacillus

Figura 22. Colonias aisladas
en  agar MRSc  (agar
MRS+0.25% L-Cys-HCl),

provenientes de una muestra
de leche materna
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Como primer paso para la clasificacion de los diferentes aislados de las muestras, se
cre0 una base de datos en Exéeglgxo | -formato digital), donde se introdujeron los

datos correspondientes a la informacion de origen de cada una de las cepas. Un cédigo
consecutivo precedido por el prefijo ORD fue asignado a cada cepa, iniciando por el
codigo 0001 y posteriormente se introdujo el medio de donde provenia, la muestra de la
cual habia sido aislada, el sujeto al que pertenecia la muestra, el nimero de toma de la
muestra y seguidamente el resultado de las diferentes pruebas bioquimicas primarias
(oxidasa, catalasa y aminopeptidasa), F6PPK y la tincion de Gram.

En base a los resultados obtenidos de las pruebas bioquimicas primarias, se realizé una
primera seleccion de cepas. Los resultados de las pruebas de la oxidasa, que en todos los
casos fue negativa, y la catalasa, en la que sdOlo se obtuvieron unos pocos positivos, no
fueron de mucha utilidad a la hora de discernir con que cepas se continuaba el estudio,
por lo que pruebas bioquimicas primarias mas diferenciales y relevantes fueron las que
se tuvieron en cuenta para realizar la seleccion.

Se aplico un primer filtro de acuerdo a los resultados de la prueba de la aminopeptidasa
y la tincion de Gram, de esta ultima prueba se realizé una fotografia de la morfologias
observadas al microscopio y fueron utiles para realizar una clasificacion presuntiva de
las posibles BAL aisladas. En las observaciones realizadas bajo el microscopio de las
diferentes cepas, se observaron formas bacilares, bacilos en forma de “Y” curvos y
cocos en racimos o0 en cadeR#y( 23) Respecto a la prueba de la aminopeptidasa se
usé como prueba complementaria, debido a que la tincion de Gram puede variar
dependiendo de la edad del cultivo y los tiempos empleados en la tincion, evitando de
esta manera descartar microorganismos que pudieran ser Gtiles para el estudio.

Pese a que la enzima F6PPK no permite la distincion a nivel de especie, es considerada
una herramienta taxonomica para la identificacion del géBiéidobacterium(Felis &
Dellaglio, 2007; Ventur&t al, 2004). Por lo tanto, con los resultados obtenidos de esta
prueba se realiz6 una clasificacion preliminar y presuntiva de los microorganismos

pertenecientes a este género.
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Figura 23. Diferentes morfologias observadas bajo el microscopio. Cocos Gram-positivos
(ORD0233). B. Bacilos en forma de Y Gram-positivos-morfologia tipica de una bifidobacteria
(ORD0454).C. Bacilos alargados Gram-positivos-morfologia tipica de un lactobacilo (ORD0185).

En lagréfica 2, se muestran de manera integrada los resultados de estas tres pruebas
(Tincion de Gram, F6PPK y aminopeptidasa). De un 3,9 % del total de las cepas
aisladas, no fue posible obtener resultados de las pruebas bioquimicas primarias, ya que
al realizar los cultivos liquidos a partir de los viales de stock realizados previamente, no
se obtuvo ningun tipo de crecimiento. Esto evidencia las condiciones especiales de
crecimiento que tienen las BAL provenientes de este tipo de muestras (dMaatin

20009).

Respecto a las muestras de leche materna, se aislaron un total de 121cepas, donde un
59,5% correspondié a cocos Gram positivos, un 25,62% a bacilos Gram positivos y un
1,66% a bacilos Gram negativos. El 13,22% restante, fueron las cepas a las que no fue
posible realizarle las pruebas bioquimicas primarias. Se obtuvo un porcentaje muy
elevado de cocos Gram positivos, resultado que coincide con los reportados por Martin
y col. en 2003, Jost yol. en 2013 y Sotoy col, en 2014, quienes aislaron e
identificaron gran cantidad de cocos Gram positivos, pertenecientes a dos géneros

anaeroébicos facultativos que forman parte de la microbiota comensal de la leche
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materna,Staphylococcusg/ StreptococcusAsimismo, la presencia de estos gén
evidencia que las comunidades bacterianas de la pibién pueden ser otra fuente
las bacterias presentes en la leche y que dicha interaccion, permite su crecimit
hora de aislar microorganismos de la leche mai(Huntet al, 2011).Al no ser objeto
de interés los cocos Gram positivos no fueron identificados genotipice Respecto
a los bacilos Gram positivos aislados, segun los resulobtenidos d la prueba de la

F6PPK, un 24,6% pertenecian al gérBifidobacterium
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HBacilos Gram-) ®Bacilos Gram (+) 4 Cocos Gram (+) ENo crecimient

Grafica 2. Resultados obtenidos de las tres pruemas representativgsara la primera seleccion
bacterias aisladas. ND: cepas que no presentaron crecimiento al momento de reultivo.

En cuantoa las heces de bebé, se aisl 180 cepas, donde un 18,3% fueron cc
Gram positivoshecho que no es extrafio ya durante las primeras semanas de \
la microbiota gastrointestinal del bebé se asela la microbiotavagina, en el caso de
parto natural; ode la piel de la mad, en caso de parto por cesi como lo son
Enterococcusy Streptococct (Arrieta et al, 2014)y un 80,56% correspondieron
bacilos Gram positivoddé los cuales u78,9% pertenecian al génadidobacteriun).
Una razén ddnaber aislad una mayor cantidad de BAL en heces de bebé qleche
materna,puede ser consecuencia de la diferencia decentraciones de bacteri
viables que tienen estas muestras ' UFC/g en hecess<10® UFC/ml en lech
materna) (Martin et 312009.
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De las muestras de heces maternas, se aislaron un total de 160 cepas, donde un 9,38%
eran cocos Gram positivos y un 90% bacilos Gram positivos, todos correspondientes al
géneroBifidobacterium resultado a esperar ya que este género pertengtglaim
Actynobacteria, que después @&érmicutes y Bacteroidetes es el siguiente mas
abundante en la microbiota de las personas adultas (Rodrigug261.8).

De acuerdo a los resultados obtenidos de las pruebas bioquimicas primarias, que nos
fueron Utiles para seleccionar las cepas que pasarian a la siguiente fase del estudio para
ser identificadas, se observo que los medios de cultivo no siempre fueron selectivos
para cada grupo de microorganismos para el cual estaban indicados, ya que en el medio
RCM obtuvimos crecimiento de bifidobacterias siendo este medio indicado
principalmente para el géne@ostridium del mismo modo que se obtuvo crecimiento

de cocos Gram positivos en los demas medios indicados para el crecimiento de
bifidobacterias y lactobacilos. Este hecho también fue observado por el grupoye Jost
col., en 2013, quienes obtuvieron crecimiento de microorganismos en medios selectivos

indicados para otras especies diferentes (Jost, @0413).

4.2. ldentificacion y caracterizacion de las posibles cepas
probidticas aisladas.

Una vez realizado el anadlisis de los datos obtenidos en todas las pruebas, se
seleccionaron 288 cepas que cumplieron con los criterios primarios de seleccion para
ser BAL y fueron a las que posteriormente se les realizé la amplificacion del fragmento
del gen 16s rARN para realizar la identificacion a nivel de género y especie y en
algunos casos, a nivel de cepa, si era posible; usando los dos pares de cebadores Y1/Y2
(348pb) y 16sla/16slb (1004pb). Dichos cebadores amplifican regiones conservadas
del gen 16s rARN en bifidobacterias y lactobacilos respectivamente. En las figuras 24 y
25, se observan las electroforesis de los productos de PCR empleando los cebadores

Y1Y2 y 16slal6slb, respectivamente.
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Figura 24. Amplificacion de las
muestras ORD0127-ORD0144 con los
cebadores Y1Y2. Los carriles M1 y M2,
corresponden a los  marcadores
moleculares de 100pb y 1 Kb,
respectivamente

Figura 25. Amplificacion de las muestras
ORDO0679-ORDO0685 con los cebadores 16slay
16s1b. Los carriles M1 y M2, corresponden a
los marcadores moleculares de 100pb y 1 Kb,
respectivamente.

Se identificaron un total de 304 cepas, donde un 94,7% correspondié a bacterias acido
lacticas (BAL) y un 5,3% a otro tipo de microorganismos (enterococos Yy estafilococos),
evidenciando de esta manera que los criterios de pre-seleccidon antes de la secuenciacion
fueron adecuados. De las BAL identificadas un 8% correspondié a cepas aisladas de
leche materna, un 44% a heces de bebé y un 48% a heces mé&ieidaagraficas 3A,

B y C, se observa la distribucion de las cepas, en porcentajes, identificadas en las
diferentes muestras.

En las muestras de leche mater@adfica 3A), solo fue posible aislar 23 cepas, donde

la especie que se aisld6 mayoritariamenteBuéongumsubsp.longum(61%), seguida

de B. bifidum (31%), B. breve (4%) y por ultimoL. oris (4%). La baja proporcion de
aislamientos obtenidos a partir de estas muestras, coinciden con los reportados por el
grupo de Martiny col, en 2009, Jost col, en 2013 y Soty col, en 2014 quienes
también obtuvieron una baja abundancia relativa tantolLae&obacillus como

110

——
| S—



Resultados y discusion

Bifidobacterium, hecho que no es extrafio debido a las exigentes condiciones de
crecimiento de estos microorganismos y a la baja concentracion de bacterias viables en
la leche materna (< 3 log UFC/ml), lo que hace que se encuentre cercano al limite de
deteccion cuando se emplean métodos dependientes de cultivo (Marti2 @ 2).

En general, las especies aisladas a partir de las muestras de leche materna, coinciden
con las encontradas por diversos grupos de investigacion, confirmando de esta manera
que la leche materna es una fuente natural de BAL vivas, que ayudan a formar la
microbiota del bebé mediante la lactancia, ejerciendo efectos beneficiosos para su salud,
pudiéndola considerar, un alimento simbidético (Martin et28103).

Respecto a las cepas identificadas de heces maternas y d&hkag 3B y 30, la
biodiversidad que se obtuvo fue mucho mayor, tanto en bifidobacterias como
lactobacilos, esto es debido en gran parte, a la alta concentracion de bacterias que existe
en las heces, lo que hace en cierta medida mas facil el aislamiento de microorganismos
de estas muestras. Tanto en heces maternas como de bebé se iderBifizargam
subsplongum(37%vs 16%),B. bifidum (14%vs 24%),B. adolescentig26%vs. 3%),

B. catenulatum(3% vs 5%) y B. pseudocatenulatunfl7% vs 15%). AunqueB.
catenulatumy B. pseudocatenulatumse clasificaron por separado de acuerdo al
BLAST realizado con la secuencia consenso obtenida; estas dos especies deberian ser
tratadas como miembros del grugo catenulatum debido a su similaridad en la
fermentacion de carbohidratos, tipo de mureina, en las secuencias del gen 16s rARN y
la cercana homologia ADN-ADN (70-76%) que tienen (Matsuki.efl8b8).

Por otro lado, en las heces de bebé, se identificaron tanto lactobacilos como
bifidobacterias, pero estas Ultimas se encontraron en mayor proporcién, ya que
generalmente, este tipo de microorganismos llegan a ser dominantes en el intestino del
bebé al cabo de una semana después del nacimiento y esa tendencia se mantiene, hasta
el destete (Makinet al, 2011), ya que la presencia de oligosacaridos bifidogénicos en

la leche materna, estimulan el crecimiento de este tipo de microorganismos (Gueimonde
et al, 2012). En cuanto a los lactobacilos identificados, coinciden con los encontrados
por Rubioy col. en 2014, quienes también aislaron e identificarorgasser; L.
rhamnosusy L. casei/paracaseia partir de heces de bebés lactantes, aunque las

proporciones de aislamiento fueron diferentes.
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A. Leche matern: B. Heces de betk

C. Heces materna

H B. longum subsp. longum & B. bifidum & B breve
i B. adolescentis H B. catenulatum M B. pseudocatenulatum
M L. gasseri W L. casei/paracasei & L. rhamnosus

B, angulatum & B. animalis L. oris

Grafica 3. Distribucién, mostrada en porcentajes, de las cepas identificadas a partir de las diferentes
muestras analizadas en este estullid.eche maternd3. Heces de beb€&. Heces maternas.

Un inconveniente de usar cebadores que amplifican regiones conservadas del gen 16S
rARN (cebadores universales) es que no permiten la diferenciacion de especies
estrechamente relacionadas, como es el cado daseiy L. paracasei Aunque la
taxonomia de estos dos microorganismos ha sido muy debatida, un estudio realizado por
Ward y Timmins en 1999, tras realizar un alineamiento de la region V1 del gen 16s
rARN de estas dos especies, encontraron diferencias entre las dos regiones, razén por la

gue disefiaron cebadores especificos para cada una de ellas, siendo capaces de
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diferenciarlas entre si. A pesar de esto, en 2002, Delkagiad., propusieron que estas

dos especies deberian ser miembros del mismo taxon por lo que tendrian que estar
unidas bajo el nombre de casei Sin embargola Comision Judicial rechazo esta
propuesta, razén por la que en la actualidad estas dos especies se siguen considerando
diferentes. Hoy en dia, una de las vias mas empleadas para identificar lactobacilos, asi
como bifidobacterias y bacterias en general, es la secuenciacion parcial o completa del
gen 16S rARN. Sin embargo, se debe tener en cuenta que la identificacion basada en
este gen no puede ser del todo precisa si se analizan especies estrechamente
relacionadas, ya que este gen no es capaz de revelar diferencias significativas entre
especies divergentes como es el casb.dasej L. rhamnosug L. paracasei En este

caso, el analisis de la secuencia del gen 16S rARN puede indicar solo la pertenencia a
un grupo, no a una especie definida (Felis & Dellaglio 2007). Por lo tanto, el uso de
genes gue codifican proteinas altamente conservadas, como es el leg360ggheS y

tuf, podrian ser utiles para identificar y diferenciar este tipo de especiest (2

2012).

Respecto a la identificacion de cepas correspondieritegasseri es comun en este

tipo de muestras, ya que se ha evidenciado que durante el parto la microbiota vaginal se
ve alterada, existiendo un incremento en las poblaciones de lactobacilos, especialmente
L. gasseri L. vaginalis L. crispatusy L. jenseniiy por tanto, en el momento del
nacimiento, estos lactobacilos vaginales pueden colonizar el GIT del bebé (Rbdmero

al., 2014).

El consumo de la leche materna introduce al bebé diversidad de bacterias, entre las que
se encuentran tanto lactobacilos como bifidobacterias, que tienen una ruta directa al GIT
del bebé mediante la lactancia. Esto podria explicar porqué la composicion de la
microbiota del GIT del bebé alimentado con leche materna estd estrechamente
relacionada a la encontrada en la leche materna de su respectiva madre y también, el
porqué el desarrollo de una microbiota mas diversa, coincide con el periodo de destete.
Esta riqueza de bacterias, es un factor que podria contribuir a la diferencia de la
microbiota fecal entre nifios alimentados con leche materna y leche de formula (Roger
et al, 2010). Asimismo, es importante destacar que los oligosacaridos de la leche
materna (HMOs), también juegan un papel clave en la conduccién de la diversidad de la
microbiota del GIT del bebé. Los HMOs son el tercer componente mas grande de la

leche materna, y aunque su complejidad estructural las hace no digeribles para el
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huésped, son susceptibles a las enzimas hidroliticas de la microbiota presente en el
colon del bebé, actuando de esta manera como prebiotico, permitiendo el crecimiento de
lactobacilos y bifidobacterias (Fernandsizal, 2012). Por otro lado, los lactobacilos
presentes en la leche materna llegan a colonizar facilmente el GIT del bebé, ya que
parametros, como el pH y el tiempo de vaciado, son menos drasticos en el estbmago del
bebé que en el adulto (Martat al, 2012). El pH gastrico en los bebés es menos acido
comparado con el de los adultos y esto ha sido determinado por diversos estudios,
donde se ha observado que después de dos horas de haber ingerido el alimento, el pH
gastrico en los bebés permanece entre 4-5, mientras que en adultos es inferior a 2, si
bien en la fase intestinal, tanto bebés como adultos tienen un pH similar en el intestino
delgado (Nguyen et al2015). Por otro lado, los bebés tienen un tiempo de vaciado bajo

o reducido (12-70 min) y solo alcanza los valores de un adulto después de los 6 meses
de edad (Kaye, 2011), por lo que las bacterias estdn menos tiempo sometidas al pH
acido del estbmago.

Se observo que varias de las especies identificadas estaban presentes tanto en heces de
madre como de su respectivo bebé y en algunos casos en la leche materna; estos
resultados sugieren de alguna manera, que no soOlo existe una transferencia vertical
madre-hijo mediante la lactancia materna, sino que también los microorganismos
predominantes en el intestino de la madre embarazada (cepas especificas de
Bifidobacteriun) se transfieren al intestino del bebé, incrementando su nimero poco
después del nacimiento y posteriormente llegan a colonizar (Midaahj 2012). Este

hecho fue estudiado y confirmado por el grupo de Makimol., en 2011, quienes
encontraron cepas idénticas Bldongumsubsplongumen heces de madres (muestras
tomadas antes del parto) y sus bebés (meconio, 3, 7, 30 y 90 dias después del

nacimiento) (Makino et al2011).

Las cepas identificadas en las diferentes muestras analizadas en este trabajo, han sido
detectadas mediante técnicas dependientes de cultivo por otros grupos de investigacion,
pero es importante tener en cuenta que las proporciones que dichos grupos han
encontrado no son las mismas que las obtenidas en este trabajo, ya que su objetivo era
determinar e identificar la cantidad y tipo de microorganismos que componen la
microbiota de estas muestras y no exclusivamente el aislamiento de bacterias con un
posible potencial probiético, como es el caso de este trabajo. Asimismo, el empleo de

diversos medios para lograr una mayor recuperacion de todos los microorganismos
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presentes, tiene una influencia directa en los diferentes porcentajes de recuperacion

obtenidos.

4.2.1. RAPD-PCR.

La técnica RAPD-PCR es sensible y especifica porque usa de base el genoma completo
del microorganismo para generar un perfil de ADN y la variacion genomica entre
especies bacterianas puede ser identificada por la diferencia en el nimero y tamafio de
los fragmentos de ADN obtenidos (Vincettal, 1998). Aunque en muchos casos esta
técnica se emplea para identificar cepas a nivel de especie y de cepa, en este estudio, la
técnica fue empleada para caracterizar, mediante el perfil de bandas obtenido, la
similitud que existia entre cada una de las cepas de la misma especie, aisladas
previamente, teniendo en cuenta ademas la muestra de donde se habian aislado. Para
realizar las electroforesis y la posterior comparativa entre los diferentes perfiles
obtenidos se uso el equipo Experion™ (BIO-RAD). El software de este equipo permitio

realizar una comparativa de 40 perfiles de bandas, de forma simultanea.

En los RAPD obtenidos de las cepas Rlecatenulatumse observaron diferentes
patrones de bandas, encontrandose que las cepas del carril 1 al 3 (recuadro rojo)
presentaban un patrén de bandas similar; y las cepas de los carriles 6 y 7 (recuadro
verde), también presentaban una similitud en sus patréies26). En este caso, las

cepas identificadas fueron aisladas de muestras de heces maternas (M3) y heces de bebé
(B1), muestras que no tienen ninguna relacion madre-hijo, con lo cual es coherente que

no presentaran perfiles de bandas parecidos entre si.

B1 M3 Bl

1
<
/

Figura 26. RAPD comparativos de las cepas de
B. catenulatum aisladas de las diferentes
muestras.L. marcador 1,5Kb1. ORD0341.2.
ORDO0345. 3. ORDO0356. 4. ORDO0132. 5.
ORDO0137 6. ORD0159. 7. ORDO0164. 8.
ORDO0263. 9. ORDO0340. 10. ORDO0352. 11
ORDO0192. Los recuadros de cada color
significan que son cepas que comparten un perfil
de bandas similar. Las muestras se simbolizan en
la parte de arriba de cada carril, siendo B: heces
de bebé, M: heces maternas y el nuamero
corresponde al donante de la mue




Resultados y discusion

En cuanto a los perfiles RAPD de las cepas identificadas Bofm@ve se observé una
variedad mas amplia de patrones de banda, llegando a observar hasta 9 grupos con
perfiles de bandas parecidos entre las 26 cepas identificadas. Las cepas se aislaron de
tres muestras diferentes, heces de bebé (B2 y B3) y leche materna (L3). Se observé que
la cepa aislada de leche materna (carril 19-perfil 9) tenia un perfil parecido con la cepa
aislada de las heces de bebé que fue alimentado con esa leche materna (carril 16-perfil
9), pudiendo suponer que son cepas iguales o parecidas (recuadros rojos-perfil 9). Hubo
cepas aisladas de las muestras de heces de bebé recogidas a los 15 dias (carril 15,21-
perfil 8) y 30 dias (carril 18- perfil 8) que compartieron el mismo perfil de bandas
(recuadros azules), pudiendo suponer que son cepas que han evolucionado a partir de la

misma cepa de bifidobacterigig. 27).

B2 B3 L3 B3
a@ :Z_a:(@ 3
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Figura 27. RAPD comparativos de las cepasBléreveaisladas de las diferentes muesttasnarcador

1,5Kb 1. ORD0051.2. ORD0050.3. ORD00594. ORD00485. ORD0092.6. ORD0030.7. ORD0035.

8. ORD0036.9. ORD0038.10. ORD0134.11. ORD0138.12. ORD0156.13. ORD0160.14. ORD0165.

15. ORDO0124.16. ORD0125.17. ORD0128.18 ORDO0294.19. ORD0129.20. ORD0307. 21
ORDO0123.22. ORD0151.23. ORD0153.24. ORD0127.25. ORD0291.26. ORD0296. Los corchetes o
recuadros de cada color significan cepas que tienen un patron de bandas similar. Las muestras se
simbolizan en la parte de arriba de cada carril, siendo B: heces de bebé, L: leche materna; y el nimero
corresponde al donante de la muestra.

De los perfiles obtenidos d8. animalis (Fig. 28A), se observé que las tres cepas
aisladas presentaron un perfil de bandas muy similar, hecho que no es extrafio ya que

fueron aisladas de la misma muestra (heces maternas del individuo 1 (M1)). En cuanto a
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B. angulatum(Fig. 28B), se obtuvieron dos perfiles bien diferenciados entre las dos
cepas identificadas, caso que es muy coherente, ya que cada cepa fue aislada de una
muestra de heces maternas totalmente diferente, confirmando de esta manera que cada

individuo tiene una microbiota propia y caracteristica.

Figura 28. RAPD comparativos de las cepasAleB.
animalis L. marcador 1,5Kb.1. ORDO0051. 2.
ORDO0050. 3. ORD0059 y B. B. angulatumL.
marcador 1,5Kb.4. ORDO0351. 5. ORDO0026. El
recuadro de color significa que son cepas que
comparten un patron de bandas similar. Las muestras
e — se simbolizan en la parte de arriba de cada carril,
siendo M: heces maternas y el nimero corresponde al
— donante de la muestra.

En los RAPD comparativos de rhamnosugFig. 29A) se observé que todas las cepas
aisladas tuvieron el mismo patron de bandas, hecho similar que ocurrié con las cepas de
L.caselparacasei(Fig. 29B). Esto podria indicar que se trata de una misma cepa, ya
gue estas dos especies de lactobacilos se aislaron de la misma muestra (heces de bebé,
B7). Los cebadores usados 16S1a/16slb, no permitieron distinguir todas las cepas

aisladas, pertenecientes a estas dos especies.

A B7 B B7

@ @ Figura 29. RAPD comparativos de las cepas
de A. L. rhamnosusL. marcador 1,5Kbl.
ORDO0685. 2. ORD0692. 3. ORDO0689 4.
ORD0680. 5. ORD0683. y B. L.
caselparacasei L. marcador 1,5Kb. 1.
ORDO0681. 2. ORD0682. 3. ORD0686. 4.
ORDO0687. 5. ORD0690. 6. ORDO0691. 7.
ORDO0694. 8. ORD0679.9. ORDO0688. Los
recuadros de cada color indican cepas que
tienen un patron de bandas similar. Las
muestras se simbolizan en la parte de arriba de
cada carril, siendo B: heces de bebé y el
namero corresponde al donante de la muestra.
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De los perfiles obtenidos de gasseri(Fig. 30A), las dos cepas fueron aisladas de dos
muestras de heces de bebé diferentes (B1 y B6), este hecho unido a que se obtuvieron
patrones de bandas muy diferentes entre si, apuntan a que podrian tratarse de cepas
diferentes. En el caso de las bandas obtenidas de ld cepa(Fig. 30B), no se pudo

realizar ninguna comparacion, ya que solo se aislé una cepa correspondiente a esta

especie.

= m
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RN

— Figura 30. RAPD comparativos de las cepas Alel.
gasseriL. marcador 1,5Kbl. ORD01852. ORD0529. y

B. L. oris.L. marcador 1,5Kbl. ORD0255. Las muestras

se simbolizan en la parte de arriba de cada carril, siendo
B: heces de bebé, M: heces maternas, L: leche materna; y
el nimero corresponde al donante de la muestra.

(i

En cuanto a la comparacion de los perfiles obtenidos por las diferentes cdpas de
adolescentigFig. 31), hubo un patrén de bandas muy variado, a pesar de que las cepas
no han sido aisladas de tantas muestras como perfiles diferentes se observaron. En este
caso, solo se consiguieron identificar 4 patrones iguales entre dos o mas cepas, cada una
correspondiente a cepas aisladas de la misma muestra y en ninguno de los casos, cepas
encontradas en diferentes muestras coincidieron en tener patrones de bandas similares.
Asi pues, de las 17 cepas totales que fueron identificadas Boradolescentisy

aisladas de las muestras de heces maternas del individuo 1 (M1) se encontraron diversos
perfiles de bandas y solo tres cepas presentaron perfiles de bandas similares (recuadros
1y 3). En las muestras de heces maternas del individuo 3 (M3), se observé algo similar,
ya que de las 15 cepas identificadas a partir de estas muestras, solo cuatro cepas
compartian perfiles de bandas similares entre si (perfiles 2 y 4). Es importante decir, que
las cepas fueron identificadas de muestras de heces de cuatro individuos diferentes (M4,
M1, M3, B5) y pertenecen a diferentes tiempos de muestreo, observandose de esta
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manera que al cabo del paso del tiempo, tanto el bebé como la madre van adquiriendo

un aumento en diversidad de las cepas.dalBlescentis

M4 M1 M4 M3 M1 B5 M1 M3 B5 M4

JORNNE ON ©

N/
L1 2 3 45 6 7 8 9 1011 1213141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 24 35 36 37 38 39

Figura 31. RAPD comparativos de las cepasRleadolescentigisladas de las diferentes muestias.
marcador 1,5Kbl. ORD0410.2. ORD0368.3. ORD0378.4. ORD0226.5. ORD0408.6. ORD0259.7.
ORDO0270.8. ORD0257.9. ORD0152.10. ORD0266.11. ORD0272.12. ORD0274.13. ORD0275.14.
ORDO0215.15. ORD0216.16. ORD0360.17. ORD0210.18. ORD0005.19. ORD0106.20. ORD0119.

21. ORDO0098.22. ORDO0073.23. ORD0456.24. ORD0458.25. ORD0227.26. ORDO0109. 27.
ORDO0208.28. ORD0212.29. ORD0010.30. ORD0281.31. ORD0264.32. ORD0265.33. ORD0169.

34. ORD0285.35. ORD0301.36. ORD0284.37. ORD0459.38. ORD0465.39. ORD0391. Los recuadros

de cada color significan cepas que tienen un patron de bandas similar. Las muestras se simbolizan en la
parte de arriba de cada carril, siendo B: heces de bebé, M: heces maternas; y el nimero corresponde al
donante de la muestra.

En el caso de las cepas Be pseudocatenulatumambién se obtuvieron mdltiples
perfiles entre las cepas identificadas de las diferentes mudsga82) y varias cepas
presentaron perfiles parecidos ya que fueron aisladas de las mismas muestras. Se
observé también que algunas cepas aisladas de heces de bebé (B1) presentaron perfiles
parecidos con algunas cepas aisladas de las heces maternas (H1) (recuadro 5), hecho
gue podria confirmar de alguna manera la teoria, de que no sélo existe una transferencia
vertical madre-hijo mediante la leche materna, sino que también los microorganismos
predominantes en el intestino de la madre embarazada (cepas especificas de
Bifidobacteriun) se transfieren al intestino del bebé, incrementando su nimero poco

después del nacimiento para posteriormente colonizarlo (Mikamj 80aR).
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Figura 32. RAPD comparativos de las cepasBieoseudocatenulatuaisladas de las diferentes muestras.

L. marcador 1,5Kbl. ORD0037.2. ORD0105.3. ORD0027 4. ORD0066.5. ORD0387.6. ORD0139.

7. ORD0140.8. ORD0186.9. ORD0220.10. ORD0194.11. ORD0205.12. ORD0206.13. ORD0200.

14. ORDO0203.15. ORD0229.16. ORD0224.17. ORD0080.18. ORD0346.19. ORDO0041. 20.
ORDO0070.21. ORD0189.22. ORD0190.23. ORD0187. 2. ORD0211.25. ORD0209.26. ORD0188.

27. ORDO0230.28 ORDO0461.29. ORD0228.30. ORD0122.31. ORD0097.32. ORD0221. 33.
ORDO0335.34. ORD0339.35. ORD0110.36. ORD0343.37. ORD0392.38. ORD0223.39. ORD0130.

40. ORDO0166. Los recuadros de cada color significan cepas que tienen un patron de bandas similar. Las
muestras se simbolizan en la parte de arriba de cada carril, siendo B: heces de bebé, M: heces maternas y
el nimero corresponde al donante de la muestra.

Teniendo en cuenta qu8. longum subsp. longum fue una de las especies
mayoritariamente aisladas, los diferentes patrones de bandas obtenidos se muestran en
tres RAPD comparativos diferentdsquras 33, 34 y 35). En general, se observé que
algunas cepas aisladas de una misma muestra de heces maternas (M3) y heces de bebé
(B3) presentaron perfiles de bandas similares, asi como cepas aisladas de heces de
pareja madre-hijo comparten perfiles parecidos. Se observo que cepas aisladas de heces
de bebé (B1) y leche materna (LEjgura 35-perfiles 11 y 14), compartian el mismo

perfil de bandas, confirmandose de esta manera que la leche materna es una fuente
potencial de bacterias probidticas con capacidad de influenciar la colonizacion inicial
del GIT del bebé (Sotet al, 2014), tal y como se ha observado también en este estudio
paraB. brevey B. bifidum Asimismo, cepas aisladas de heces de pareja madre-hijo y
leche materna tuvieron un perfil de bandas parediap35-perfiles 12), corroborando

la existencia de la ruta entero-mamaria que algunos postulan y que permitiria la
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translocacién de las bacterias probidticas intestinales hacia la leche materna, que

posteriormente se transmiten al bebé mediante la lactancia.

M B M B M B M B M
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Figura 33. RAPD comparativos de las cepas Blelongumsubsp.longumaisladas de las diferentes
muestrasL. marcador 1,5Kbl. ORD0069.2. ORD0131.3. ORD0258.4. ORD0269.5. ORD0276.6.
ORDO0277.7. ORD0279.8. ORD0260.9. ORD0261.10. ORD0262.11. ORD0136.12. ORD0271.13.
ORDO0145.14. ORD0148.15. ORD0141.16. ORD0157.17. ORD0118.18. ORD0117.19. ORD0108.

20. ORDO0100.21. ORDO0112.22. ORD0113.23. ORDO0111.24. ORDO0086.25. ORDO0031. 26.

ORDO0078. Z. ORD0071.28 ORD0033.29. ORD0057.30. ORD0197.31. ORD0267.32. ORD0268.

33. ORDO0198.34. ORDO0154.35. ORDO0042.36. ORD0232.37. ORD0213.38 ORDO0167. 39.
ORDO0144.40. ORDO0162. Los recuadros de cada color significan cepas que tienen un patron de bandas
similar. Las muestras se simbolizan en la parte de arriba de cada carril, siendo B: heces de bebé, M: heces
maternas; y el nimero corresponde al donante de la muestra.

M3 B3 ZA Zﬂ YI ? M1
y - e * Figura 34. RAPD comparativos de las
cepas de B. longum subsp longum
@ aisladas de las diferentes muestrds.

ORDO0282.2. ORD0283.3. ORD0280.4.
ORDO0306.5. ORD0310.6. ORD0314.7.
ORD0286.8. ORD02979. ORD0308.10.
T ——~—— ORDO0348.11. ORD0393.12. ORDO0115.
13. ORDO0455. 14. ORDO0342. 15.
ORDO0355. 16. ORD0354.L. marcador
1,5Kb. Los recuadros de cada color
significan cepas que tienen un patron de
bandas similar. Las muestras se
simbolizan en la parte de arriba de cada
carril, siendo B: heces de bebé, M: heces
maternas; y el ndmero corresponde al
s s m o meomow ¥ donante de la muestra.
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Figura 35. RAPD comparativos de las cepas Blelongumsubsp.longumaisladas de las diferentes
muestrasL. marcador 1,5Kbl. ORD0002.2. ORD0015.3. ORD0018.4. ORD0021.5. ORD0025.6.
ORDO0034.7. ORD0040.8. ORD0001.9. ORD0064.10. ORD0046.11. ORD0076.12. ORD0084.13.
ORDO0087.14. ORD0090.15. ORD0099.16. ORD0102.17. ORD0135.18. ORD0334.19. ORD0011.

20. ORD0012.21 ORD002322. ORD0003.23. ORD0004.24. ORD0067. Los recuadros de cada color
significan cepas que tienen un patrén de bandas similar. Las muestras se simbolizan en la parte de arriba
de cada carril, siendo B: heces de bebé, M: heces maternas, L: leche materna; y el nimero corresponde al
donante de la muestra.

La especieB. bifidumfue la segunda méas representativa en todas las muestras y los
perfiles de bandas de las cepas aisladas se muestran en dos RAPD comparativos
diferentes FFiguras 36 y 37). Se observl que cepas aisladas tanto de muestras de heces
de bebé y heces maternas, presentaron perfiles de bandas similares. La prevalencia de
perfiles de bandas similares entre heces de pareja madre-hijo y de leche materna y heces
de bebé alimentado con esa leche materna fue mas frecuente en este caso. Esto confirmo
una vez mas la transferencia vertical de bacterias probitticas que existe entre la madre y

el lactante.
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Figura 36. RAPD comparativos de las cepas Blebifidum aisladas de las diferentes muestias.

marcador 1,5Kb1l. ORD0202.2. ORD0158.3. ORD0353.4. ORD0372.5. ORD0363.6. ORD0337.7.
ORDO0350.8. ORD0344.9. ORD0201.10. ORD0053.11. ORD0149.12. ORD0146.13. ORD0161.14.
ORDO0163.15. ORD0168.16. ORD0089.17. ORD0068.18. ORD0049.19. ORD0072.20. ORD0085.

21. ORDO0278.22. ORDO0312.23. ORDO0155.24. ORD0150.25. ORDO0196.26. ORD0247.27.
ORDO0244.28. ORD0242.29. ORD0193.30. ORD0219.31. ORD0103.32. ORD0336.33. ORD0299.

34. ORDO0302. 35. ORD0290. 36. ORD0295.37. ORD0091.38 ORDO0104.39. ORD0143. 40.

ORDO0142. Los recuadros de cada color significan cepas que tienen un patrén de bandas similar. Las
muestras se simbolizan en la parte de arriba de cada carril, siendo B: heces de bebé, M: heces maternas,
L: leche materna; y el nimero corresponde al donante de la muestra.
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Figura 37. RAPD comparativos de las cepas Blebifidum aisladas de las diferentes muestias.
marcador 1,5Kb1l. ORD0417.2. ORD0422.3. ORD0388.4. ORD0386.5. ORD0389.6. ORD0390.7.
ORDO0419.8. ORD0454.9. ORD0457.10. ORD0460.11. ORD0412.12. ORD0471.13. ORD0472.14.
ORDO0474.15. ORD0473.16. ORD0013.17. ORDO0088. Los recuadros de cada color significan cepas
que tienen un patrén de bandas similar. Las muestras se simbolizan en la parte de arriba de cada carril,
siendo B: heces de bebé, M: heces maternas; y el nimero corresponde al donante de la muestra.
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La aparicion de bandas o no en cepas de la misma especie aisladas de la misma muestra,
puede justificarse debido a la pérdida de regiones gendmicas que experimentan las
bacterias. Esto fue demostrado por J. ieeol en 2008, quienes detectaron que el
hecho de realizar subcultivos de una misma bifidobacteria, generaba delecién de
regiones gendémicas que permitia a la bacteria adaptarse mas rapidamente al medio de
cultivo de fermentacion. Esta adaptacion sugiere que las deleciones que experimenta
dicha bacteria pueden generar perdidas de sus habilidades competitivas en el tracto
gastrointestinal, ya que el medio de fermentacion es muy diferente al medio tamponado

y anaerobico que existe en el colon (Lee gt24108).

En la grafica 4, se representan el numero de patrones de bandas similares que se
observaron dentro de cada una de las especies identificadas en este estudio y aisladas de
las diferentes muestras. La espdsielongumsubsp.longumfue la que presentd un

mayor numero de patrones similares entre algunas de las cepas (14 en total),
correspondientes a heces maternas, heces de bebé, leche materna, heces de pareja
madre-hijo, heces de bebé-leche materna, y en un caso heces de pareja madre-hijo-leche
materna. Asimismd. longumsubsp.longumfue la especie mas abundante, tanto en
namero de cepas como en numero de muestras de las que fueron aisladas. Respecto a la
especieB. bifidum se encontraron 6 patrones de bandas similares entre algunas de las
57 cepas identificadas y aisladas de las diferentes muestras, correspondientes a heces de
bebé, heces maternas, heces de pareja madre-hijo y heces de bebé-leche materna. En
cuanto a la especk breve de las 26 cepas identificadas, se encontraron 9 perfiles de
patrones de bandas similares, sélo entre algunas de las cepas, correspondientes a heces
de bebé y heces de bebé-leche materna. Para las cepas de la 8specie
pseudocatenulaturse observaron 7 perfiles de bandas similares entre algunas de las 40
cepas identificadas, correspondientes a heces pareja madre-hijo, heces de bebé y heces
maternas. En relacion a las cepas identificadas &radolescentissolo se observaron

4 patrones de bandas similares entre algunas de las 39 cepas identificadas,
correspondientes a heces maternas. Para las cepas identificad&s cataoulatumse
observaron dos perfiles de bandas similares entre algunas de las 10 cepas identificadas,
correspondientes a heces maternas y heces de bebé. Por el contrario, solo se identificd
un unico patrén de bandas similar para las cepas de cada una de las siguientes especies
B. animalis L. casei/paracasey L. rhamnosusEs importante tener en cuenta, que la

similitud de los patrones de bandas relacionados en la gréafica dentro de las diferentes

124

——
| S—



Resultados y discusi

especies, no fupara el total de las cepas aislaencada una de las muest sino que
por el contrario, soldueronalgunas cepas las gpeesentaron un patrén similicaso
contrario que si ocurri6 para las especB. animalis L. casei/paracas' y L.

rhamnosus dondeel mismo paién de bandas fue observado para la totalidad d
cepas aisladas, en cada uno de los ¢

En general, la técnica fue Gtil para evidenciar que, algunas cepas aisladas tanto

de parejas madrdajo, leche materr-heces maternas, leche mateheges de bebé

leche matern&eces pareja mac-hijo presentaron perfiles de bandas simile
sumniendo de esta manera que podrian tratarse de la misma cepa o ser prover
la misma cepa, corroborando de esta manera la teoria de que existe una transfe
bacterias a través de la leche materna y de la madre ¢
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Grafica 4. Numero de atrones de bandas similaiobservados dentro de cada especies identil. Los
ndmeros que se encuentrantre paréntes junto a casa especie, corresponde al nimero de
identificadas en este estudioad.letras y nameros en cada barra correspandemuestra de la q
fueron aisladas las cepas, siendo M:heces maternas, B: heces de bebé y L: leche materna y I
corresponden al donante de la mue

125

——
| S—



Resultados y discusion

4.2.2 Perfil de fermentacion de carbohidratos y actividades
enzimaticas.

Posterior a la identificacion de las cepas mediante técnicas moleculares, a cada una de
ellas se les realizé el perfil de fermentacion de azucares, empleando el sistema API
50CH®, y la determinacién de actividades enziméticas hidroliticas, empleando el
sistema APl ZYNM, ambos sistemas de la compafiia Biomerieux.

Aunque el sistema APl 50CHpuede ser usado para identificar fenotipicamente
especies del génerbactobacillus existe una limitacion por parte de este método
bioquimico, lo que hace necesario realizar métodos moleculares para una correcta
identificacibn de este tipo de microorganismos (Melo Brolato al, 2011).
Basicamente, el desarrollo de estas pruebas fueron tenidas en cuenta Unicamente para
caracterizar fenotipicamente las cepas aisladas y los resultados obtenidos en cada uno de
estos dos test, fueron introducidos y registrados en la base de datos creada inicialmente,
obteniéndose de esta manera toda la informacion completa correspondiente a cada una
de las cepas aisladas.

En la interpretacion de los resultados del sistema APl 580Gkl emplearon cuatro
calificaciones: (-) no existe fermentacion, (+) fermentacion baja, (++) fermentacion
media y (+++) fermentacién alta. El criterio utilizado para determinar si una cepa era
capaz de fermentar un carbohidrato en concreto, fue que la cepa realizara una
fermentacion media y alta (++ y +++) en el sistema API 50 hecho que una cepa
tuviera una fermentacion baja, indic6 de alguna manera que la presencia de
determinados carbohidratos no eran favorables y por tanto su tasa de crecimiento era
mucho mas lenta. En cuanto a los resultados obtenidos, la cantidad de carbohidratos
fermentados tanto por bifidobacterias como lactobacilos, variaron dependiendo de cada
cepa y asimismo hubo variaciones entre cepas que pertenecian a la misma especie. Los
resultados se muestran de acuerdo a los valores ++ y +++ que predominaron en cada
una de las especies identificad@alfla 12).

Respecto a la fermentacion de los carbohidratos, se ha descrito que los lactobacilos
emplean dos vias para metabolizar las hexosas: una via homofermentativa (usando la
via de Emden-Meyerhof-Parnas (EMP) o glicélisis), en la cual el acido lactico es el
producto principal y una via heterofermentativa (usando la via del 6-fosfogluconato) en

la cual se producen acido lactico, £ @cido acético y/o etanol (Makaroggtal, 2006).
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En cuanto a niveles enzimaticos, los lactobacilos heterofermentativos poseen
fosfocetolasas, pero no fructosa-1,6-difosfato (FDP) aldolasas, mientras que los
homofermentativos poseen FDP, pero no fosfocetolasas (Pqt2214).

Por otro lado las bifidobacterias, son capaces de metabolizar las hexosas, como la
glucosa y la fructosa, para la produccion de energia mediante la via "bifid shunt", la
cual involucra la fructosa-6-fosfato fosfocetolasa (F6PPK), enzima clave para esta via
(Mattarelli & Biavati, 2014). Asimismo, se ha determinado que las bifidobacterias
poseen una gran variedad de genes para la utilizacion de carbohidratos complejos,
permitiendo de esta manera la supervivencia de las bifidobacterias en dicho entorno,
con lo cual la capacidad de las bifidobacterias para fermentar una amplia diversidad de
carbohidratos, que no son absorbidos debido a la falta de capacidad digestiva y
enzimatica del hospedador, juega un papel importante en su colonizacion del colon
(Fushinobi, 2010).

Teniendo en cuenta lo anterior, es posible que el tipo de azlcar influya en la
composicion y abundancia de especies a lo largo del GIT. En este contexto, bacterias
como los lactobacilos son prevalentes en el GIT superior, donde fermentan mono, di y
tri-sacaridos simples, mientras que las bacterias activas en el colon, como las
bifidobacterias, probablemente derivan su adquisicidn ecoldgica especifica, de su
capacidad para metabolizar carbohidratos complejos (Vegitaia 2007).

De manera general, la mayoria de las cepas, tanto de bifidobacterias como lactobacilos,
fermentaron D-Galactosa, D-Glucosa, D-Fructosa, D-Maltosa, D-Lactosa, D-Melibiosa,
D-Sacarosa, D-Rafinosa, Gentiobiosa y D-Turanosa. Pero es importante destacar que
todas las cepas, previo a realizar esta prueba, presentaron un buen crecimiento en caldo
MRS (que contiene glucosa, como fuente de carbono), pero al realizar la prueba no fue
posible que todas fermentaran la D-glucosa, confirmando una vez mas que el sistema
APl 50CH® no es apropiado para realizar la identificaciénLeetobacillusu otros
microorganismos por su falta de reproducibilidad.

Se ha descrito que los lactobacilos pueden utilizar una variedad de carbohidratos que
refleja la disponibilidad de nutrientes en sus respectivos ambientes. Este hecho se
observd con los resultados obtenidos, ya que hubo carbohidratos que fueron
fermentados Unicamente por cepas de lactobacilos, como fue el dasoridgoara D-

arabitol yL. gasseripara D-tagatosa. Respecto a esto, trabajos realizados por Azcarate-
Peril y col. en 2008 describieron que diversas cepals. dmsserifueron capaces de
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fermentar gran variedad de hexosas y disacéridos, incluyendo la manosa, galactosa,
tagatosa, gentibiosa, maltosa, amigdalina, arbutina y salicina, observando que los grados
de fermentacidn eran diferentes entre cepas de la misma especie, mientras que ninguna
cepa fue capaz de fermentar las pentosas, polialcoholes ni desoxiazUcares, resultados
similares a los obtenidos para las cepa&.dgasseriaisladas en este trabajo. Por otro

lado, el hecho que L. orlsaya sido capaz de fermentar el D-arabitol no es sorprendente,

ya que trabajos realizados por Farrow & Collins, ya describieron en 188®rss,

como una especie capaz de producir acido a partir de la L-arabinosa, D-arabitol, D-
fructosa, D-galactosa, D-glucosa, lactosa, maltosa, melibiosa, rafinosa, D-ribosa,
sucrosa y D-xilosa, pero incapaz de fermentar carbohidratos como el L-arabitol, D-
arabinosa, adonitol, dulcitol, eritriol, D-fucosa, L-fucosa, glicerol, glicogeno, inositol,
D-lixosa, y xilitol.

El transporte de carbohidratos en la mayoria de los lactobacilos se realiza mediante
transportadores PTS (sistema fosfotransferasa). En este sistema de transporte basado en
fosfotransferasas, los azucares son fosforilados mientras atraviesan la membrana
celular, donde el fosfoenolpiruvato (PEP) es un compuesto clave en el transporte de
estos azUcares y su posterior metabolismo. Los trasportadores PTS estan estrechamente
vinculados a la via EMP vy, por lo tanto, no son comunes en lactobacilos
heterofermentativos, en los cuales, la glucosa puede ser transportada mediante sistemas
secundarios usando permeasas (Endo & Dicks 2014).

Respecto a las bifidobacterias, se ha descrito que son bacterias capaces de degradar
polisacaridos complejos a oligosacéaridos de bajo peso molecular, que posteriormente
son degradados a monosacaridos y convertidos a intermediarios de la via usada para la
fermentacion de las hexosas (llamada también via de la fructosa-6-folitatiosbuny,

los cuales finalmente producen acidos grasos de cadena corta (SCFAs) y otros
compuestos organicos, proporcionando efectos beneficiosos para el hospedador.
Existiendo de esta manera, una relacion mutualista, donde el hospedador gana energia a
través de la absorcion de estos SCFAs (Pokusaeva et al., 2011) (Ventyra0&t7l

Asimismo, la capacidad para metabolizar carbohidratos puede variar considerablemente
entre diferentes cepas, ya que se ha descrito que las enzimas de la via empleada por las
bifidobacterias Hifid shunj para fermentar los carbohidratos, no se expresan al mismo
nivel en todas las especies de bifidobacterias, lo que podria explicar la razéon de la
preferencia por diferentes carbohidratos dentro de este género (Palétaata2003)

(Pokusaeveet al., 2011). Esto se evidencio en los resultados obtenidos, ya que solo
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algunas cepas d&. longumsubsp.longumy deB. brevefueron capaces de fermentar
algunos carbohidratos en particular, entre ellos D- arabinosa, L-xilosa, L-sorbosa,
Dulcitol, L-rhamnosa, Inositol, L-fucosa, Xilitol, MetiD-Manopiranosa, Inulina, D-

Lixosa, hecho que no es sorprendente ya que se ha descrito que en estos
microorganismos se puede predecir un enorme potencial de degradacién y utilizaciéon de
carbohidratos a partir de sus genomas, incluyendo una variedad de glicosil hidrolasas
que se requieren para la utilizacion de diversas fibras dietéticas o carbohidratos
complejos producidos por el hospedador, donde mas del 8% de los genes andsados de
breveUCC2003 y B. longuraubsp. longutNCC2705 codifican las enzimas implicadas

en el metabolismo de los carbohidratos (Ventura.e2@07).

El transporte de carbohidratos en las bifidobacterias ocurren via permeasas y se dividen
en cuatro clases: las glicosil-hidrolasas (GPH); transportadores de azucar ABC,;
componentes PEP-PTS (PEP-fosfoenolpiruvato; PTS- fosfotransferasa); y sistemas
MFS (major facilitator family) (Parchet al, 2007). De acuerdo con Schgllcol

quienes en 2002 realizaron un andlisis del genomd.d®ngum subsp.longum
NCC2705, encontraron que dicha cepa tenia todos los genes homaologos necesarios para
fermentar fructosa, N-Acetilglucosamina, N-Acetilgalactosamina, arabinosa, xilosa,
ribosa, sucrosa, lactosa, celobiosa y melibiosa, dentro de la via de la fructosa-6-fosfato,
por lo que no es extrafio que algunas cepas identificadas en este traba mmgam
subsp.longum hayan sido capaces de fermentar carbohidratos que otras especies no
asimilaron. Asimismo, se ha descrito que una proporcion significativa del genoma de
B.breveestd dedicado al metabolismo de los azlcares, teniendo mas de 40 glicosil-
hidrolasas cuyos sustratos representan una amplia gama de di, tri y oligosacaridos mas
complejos, donde sdOlo una pequefia cantidad de estas glicosidasas se encuentran de
manera extracelular, mientras que el resto estan presentes como enzimas citoplasmaticas
(Venturaet al, 2007) (Pokusaewet al., 2011). Trabajos realizados por Bottagimol.

en 2014, compararon los perfiles de fermentacion de nueve cepB8s kieve
encontrando que todas estas cepas eran capaces de fermentar glucosa, lactosa, lactulosa,
maltosa y rafinosa, mientras que la fermentacion de otro tipo de azucares como
galactano, sorbitol, manitol, fructosa, melezitosa, celobiosa, xilosa y ribosa variaban
entre las diferentes cepas. Por otro lado ninguna de las cepas evaluadas, fueron capaces
de utilizar la inulina, arabinosa, maltulosa, manosa, trealosa y galactosa. Sin embargo,
nuestros resultados mostraron que algunas cepBs lkeveaisladas en este trabajo,
fueron capaces de fermentar algunos de estos azucares y de hecho, la fermentacién de
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algunos polialcoholes fueron exclusivos para cepas de esta especie, como fue el caso del
dulcitol, inositol y xilitol. Respecto a esto, y teniendo en cuenta que en las
bifidobacterias los genes involucrados en la utilizacion de un determinado carbohidrato
se encuentran organizados frecuentemente en clusters, conteniendo genes que codifican
una o mas glicosil hidrolasas y otros sistemas de transporte asociado, Bpttatian

2012 identificaron un cluster de genes en algunas cep& besveque codifican
elementos para la regulacion, transporte y metabolismo de los polialcoholes, como el
sorbitol. Este locus abarca un gen que codifica para una alcohol deshidrogenasa seguido
de un gen que codifica para un transportador de azucar ABC especifico y que
aparentemente es el responsable de la internalizacion de este carbohidrato.

La secuenciacion del genoma &e breve UCC2003 yB. longum subsp.longum
NCC2705 son un buen ejemplo de la adaptacion intrinseca al nicho intestinal (Ventura
et al, 2007) y los resultados obtenidos en esta prueba, confirman en cierta parte este
hecho. Asimismo, otra adaptacién que se ha descrito Bhabmeve UCC2003 es su
capacidad de utilizar hidratos de carbono que contienen acido sialico, los cuales estan
presentes en la leche materna (Wanhgl, 2001), hecho que de alguna manera se pudo
evidenciar en este trabajo, logrando aislar una gran canticBdodeve(23%) en heces

de bebé lactante. Sin embargo, se debe tener en cuenta que los métodos empleados al
ser dependientes de cultivo, no representan toda la microbiota presente en estas
muestras.

Para la interpretacion de los resultados del APl 2Y8& asignaron, valores de 0 a 5,

en funcién de la intensidad de color de cada reaccion, siendo 0 ausencia de color y 5
intensidad de color alta. En este caso, el criterio utilizado para determinar si una cepa
tenia la capacidad enzimética testada, fue que las cepas puntuaran entre 3 y 5
(correspondientes a una intensidad de color medio a alto, respectivamente). Los
resultados se presentan de la misma manera que para el APP,5e€Hdecir, los
valores maximos que predominaron en cada CEgplalg 13).

En general, la mayoria de las cepas mostraron actividad leucina arilanida$a,
galactosidasa; yy y B glucosidasa. Estos dos ultimos grupos de enzirnesah parte

de las glicosil hidrolasas, que parecen ser el grupo mas critico de enzimas para las
bifidobacterias, ya que les permiten adaptarse y colonizar al hospedador mediante la
hidrolisis de carbohidratos complejos provenientes de la dieta (Pokuetaay&011).

La presencia de diversas enzimas en algunas cepas del Bé#idwbacteriumpuede

explicar su capacidad para degradar los oligosacéaridos de la leche materna (HMOs),
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considerados por tener un efecto bifidogénico que promueve el crecimiento selectivo de
las bifidobacterias, y por tanto esto podria explicar su mayor proporcion en heces de
bebés alimentados mediante lactancia materna. En este caso, ninguna de las cepas
presento actividad lipasa (C14) yghicuronidasa, hecho importante, ya que esta Gltima

esta involucrada en la formacion de compuestos toxicos y carcinogénicos en el intestino
delgado (Edwardst al, 2002). En cuanto a kafucosidasa, no se evidencié ninguna

cepa con este actividad, a pesar que ciertas cepshdevetuvieron la capacidad de

fermentar la L-fucosa.

B. B E E B. B. E B. longum L L Toal
Biftdum | Breve L catenulanum | preud, wi | animalic | angularum | subsp longum | oviz | gasseni | gemeral
Niamearo de capas 57 2 40 10 41 3 2 81 1 2 163
Gliceral 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Eritrial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
D-arabinosa 0 6 0 0 0 0 0 3 0 0 9
L- arabinosa 2 7 16 g 33 2 2 30 1 0 152
D-Ribosa 1 25 18 8 37 3 2 33 1 0 128
D-Xilosa 1 7 10 4 27 1 2 50 1 0 133
L-Xilosa 0 0 0 0 0 0 [ 1 1] 0 1
D-Adonitol 0 0 0 o o 0 0 0 o 0 0
Metil fD-Xilopiranosida 0 0 0 0 0 0 0 0 1] 0 0
D-CGalactosa 42 26 26 10 38 0 2 20 1 2 227
D-Clucosa 57 26 32 10 38 3 2 30 1 2 251
D-Fructosa 56 26 16 10 37 0 2 67 1 2 217
D-Mamnosa 0 22 10 3 22 0 0 45 0 2 106
L-Sorbosa 0 1 0 ¢ ¢ 0 0 2 ¢ 0 3
L-Rhamnaosa 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Dulcitol 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Inositol 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
D-Manitol 0 8 1 1 2 0 0 10 o 0 22
D-Sorbital 3 g 11 g 35 0 2 g 0 0 78
Metil-oD-Manopiranosida 0 5 0 o 0 0 0 7 o 0 12
Metil-uD-Glucopiranosida 1 24 17 3 29 1 1 36 0 0 117
N-acetilzlucosamina 17 21 1 1 1 0 1] 5 0 2 43
Amigdalina 1 21 18 4 35 3 1 10 0 2 100
Arbutina 1 22 3 3 25 1 1 11 [i] 2 78
Esculina citrato férrico 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Salicina 1 25 12 2 33 3 2 25 [i] 2 114
D-Celobiosa 2 20 4 3 17 1 2 14 0 2 63
D-Maltosa 3 26 30 10 35 3 2 78 1 2 154
D-Lactosa 36 26 32 10 38 1 2 76 1 2 244
D-Melibiosa 7 26 31 10 35 3 2 30 1 0 189
D-Sacarosa 7 25 20 g 38 3 2 i 1 2 185
D-Trehalosa 0 14 0 4 16 0 1 g 0 2 46
Inulina 0 2 0 0 0 0 0 3 0 0 3
D-Melezitosa 0 11 1 1 0 0 0 35 0 0 4§
D-Rafinosa 4 26 30 10 40 3 2 78 1 0 154
Almidon 2 16 21 & 26 0 1 1 0 2 75
D-Glicogeno 2 16 22 6 21 0 1 0 1] 0 58
Xilitol 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Gentiobiosa 38 23 24 2l 33 3 1 4 0 1 136
D-Turanosa 4 24 28 3 37 1 2 0 1 0 175
D-Lixosa 0 0 0 0 0 0 [ 3 0 0 3
D-Tagatosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2
D-Fueosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L-Fucosa 0 13 0 ¢ ¢ 0 0 0 o 0 13
D-Arahital 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
L-Arahitol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gluconato potasico 0 5 1 1 2 0 1 1 1 0 12
2-CetoGluconato potisico 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1
5-CetoGluconato potisico 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Carbohidratos fermentados| 5 21 11 19 21 10 23 12 14 16

Tabla 12.Consenso de resultados positivos de la prueba API 80IGts celdas resaltadas en color rosa,

son los carbohidratos fermentados por mas del 50% de las cepas evaluadas. Las celdas resaltadas en color
ambar se refieren a los carbohidratos que fueron fermentados por ciertas c8pdendgimsubsp.

longumy/o B. breve

Las glicosil hidrolasas parecen ser el grupo de enzimas mas critico en las

bifidobacterias, ya que les permite adaptarse y existir en el GIT del hospedador
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mediante la hidrdlisis de carbohidratos provenientes de la dieta o producidos por el
hospedador. Entre las glicosil hidrolasas actualmente caracterizadas en bifidobacterias,
se encuentran lg$-galactosidasas que representan el grupo mas casilicomo el

mas estudiado de las glicosil hidrolasas de las bifidobacterias con actividad
transglicosilica, la cual puede usarse para la sintesis de sustancias prebidticas a partir de
la lactosa. Esta actividad es esencial para las bifidobacterias, ya que les permite crecer
en la leche o sustratos derivados de la leche, (trans) galacto oligosacéaridos derivados de
la lactosa que contienen enlagegalactosidicos (Pokusaeeial., 2011). Teniendo en

cuenta esto, no es extrafo que la mayoria de las cepas aisladas hayan presentado
actividad p-galactosidasa. Asimismo, se observd que una al@poprion de
bifidobacterias presentaron actividadjlucosidasa, hecho que tampoco es sorprendente

ya que se ha descrito que esta actividad enzimatica es coniBifidedacteriumsp.
(Pokusaeva et al2009).

Los resultados obtenidos en estas dos pruebas son utiles a la hora de considerar el uso
de estas cepas como ingredientes en alimentos funcionales. El hecho que una cepa
muestre un amplio rango de fermentacién de diversos carbohidratos, la hace mejor
candidata para ser empleada como probidtico, ya que una vez en el intestino su
actividad y colonizacion, estara fuertemente influenciada por carbohidratos aportados
por la dieta. Por otro lado, la combinacién con diferentes prebiéticos, sean
oligosacaridos o polisacéaridos, puede ser beneficiosa si la cepa a utilizar posee las
enzimas necesarias para hidrolizarlo y posteriormente puede favorecer el crecimiento y

colonizacion de la bacteria en el hospedador.

Es posible que esta prueba no haya revelado completamente la verdadera capacidad de
las cepas evaluadas porque los sistemas enzimaticos inducibles pueden no haber sido
reflejados adecuadamente. Ademas un enisayiro no llega a mostrar la complejidad

de la comunidad de microorganismos presentes en el GIT asi como la mezcla de

diferentes células y azlicares (Hedberg .e28l08)
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B. B. B. B. B. B. B. B. Iongum L. L Total
bifidum | breve | adolescentis | catenulaium |pseudocatenulatum | animalis | angulatum | subsp. longum | oris | gasseri | general
Niumero de cepas evaluadas 57 26 40 10 41 3 2 g1 1 2 263
Fosfatasa alcalina 35 2 0 0 1 0 0 ] 1 ] 39
Esterasa (C4) 2 4 0 3 2 0 2 12 0 0 25
Esterasa Lipasa (C8) 1 1 ] 0 3 1 2 2 0 0 10
Lipasa (C14) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ] 0
Leucina arilamidasa 57 26 40 10 40 3 2 B0 1 2 261
Valina arilamidasa ] 0 0 0 2 0 4 0 0 22
Cistina arilamidasa 19 21 1 2 4 3 0 18 0 1 69
Tripsina 11 0 ] 0 0 0 ] 0 0 11
u-gquimiotripsina 0 ] 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fosfatasa dcida 46 13 4 9 31 3 2 58 1 1 168
Naftol-AS-BI- 1 1 0 0 2 3 1 0 1 2 11
a-galactosidasa 4 26 39 10 39 3 2 64 1 2 190
p-galactosidasa 37 26 39 10 40 3 2 FE; 1 0 251
p-glucuronidasa 0 0 0 0 0 0 0 ] 0 0 0
a-glucosidasa 19 26 39 10 40 3 2 67 1 0 207
p-glucosidasa 0 26 29 10 39 3 2 50 0 1 160/
N-acetil-f-glucosaminidasa 19 0 0 0 0 0 0 0 0 ] 19
o-mannosidasa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a-fucosidasa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ] 0

Actividades enzimidticas 4 (1] 5 (1] (1] 9 0 1] 7 (1]

Tabla 13Consenso de resultados positivos de la prueba API“Z\Mds celdas resaltadas en color rosa son las actividades enzimaticas que predominaron en el 50% de las
cepas evaluadas. Las celdas resaltadas en color ambar se refieren a las actividades enzimaticas que tuvieron Unicamente ciertas cepas de una especie.
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4.3. Analisis de la biodiversidad de las cepas probioticas
aisladas.

La mayoria de los arboles filogenéticos se construyen a partir de datos moleculares:
ADN o secuencias de proteinas, cuyo objetivo es "estimar" las relaciones entre las
especies representadas, a partir del alineamiento de las diferentes secuencias. Para la
construccion de un arbol filogenético son necesarios 4 pasos: 1) identificar y adquirir las
diferentes secuencias de ADN o proteinas, segun sea el caso; 2) alinear dichas
secuencias; 3) estimar un arbol de las secuencias alineadas, y 4) presentar de una
manera clara, la informacion relevante que este arbol representa (Hall, 2013).

En este trabajo, se emplearon las secuencias consenso del gen 16S rARN y para su
alineamiento se empleo el método MUSCLE, ya que es el mas usado por su alta
precision y rendimiento (Edgar, 2004) y posteriormente se aplico el algoritmo de
Neighborjoining, para la construccion de cada uno de los arboles filogenéticos. El uso
de este algoritmo produce un arbol sin raiz, con lo cual es necesario agregar un
outgroup, que corresponde a una especie que se sabe que esta distante filogenéticamente
con cada una de las especies restantes entre si (Duabii@38).

El gen 16S rARN es el gen mas comun en estudios de diversidad bacteriana, ya que es
considerado un marcador universal bien conservado con funciones constantes, que no se
ve afectado por presiones ambientales. Estos hechos, junto con el tamafio del gen, lo
convierte en un buen reloj evolutivo (Mohania et 2008).

En el caso del arbol filogenético del gén@&ifidobacterium(Fig. 38), el arbol fue
enraizado corGardnerellavaginalis y aunque se ha reportado que cuando se usan
secuencias del 16S rARN es dificil una diferenciacion entre ellas, el hecho que el
porcentaje de G+C d&. vaginalis (42%) sea significativamente mas bajo que en
Bifidobacterium(55-65%), permitié en este caso, la formacién de una rama diferenciada

de las cepas de Bifidobacteriudentificadas.

Es necesario tener en cuenta, que en este trabajo se emplearon dos pares de cebadores
diferentes para la correcta identificacion, tanto de bifidobacterias como de lactobacilos.
Mientras que los cebadores 16sla/16slb, amplifican una region de 1004pb y fueron
usados para la identificacion de los diferentes lactobacilos; los cebadores Y1/Y2,
amplifican una region mas pequefa (348pb) pero mas precisa para la identificacion de
las bifidobacterias, permitiendo una identificacion a nivel de cepa en muchos de los

casos.
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Asimismo, es importante tener presente, que para la construccion de un arbol
filogenético es necesario contar con secuencias de un tamafio similar o idéntico, ya que
una vez realizado el alineamiento multiple entre las diferentes secuencias, éste también
debe editarse, de tal forma que las secuencias alineadas no difieran en su tamafo, algo
que podria generar un arbol filogenético erroneo o de mala calidad. Para la edicion de
las secuencias alineadas, se debe tener en cuenta la cantidad de bases a descartar,

evitando eliminar demasiados pares de bases, dejando secuencias muy cortas.

Teniendo en cuenta lo anterior y a pesar de que las secuencias empleadas para el disefio
del arbol de las cepas identificadas coBifidobacteriumsp. eran demasiado cortas
(300pb aprox.), se observd que todas las especies identificadas se agrupaban entre si
(cada una, diferenciada por colores); esto se pudo observar por la formacion de una
rama independiente para cada una de las especies identificadas y por los valores de
bootstrap obtenidos (> de 50). Las cepas identificadas ddmeatenulatumy B.
pseudocatenulaturse ubicaron dentro de un mismo grupo, ya que se ha establecido que
sus secuencias del gen 16S rARN son similares y que por tanto deben ser tratadas como
bacterias pertenecientes al grupa&enulatumMatsuki et al, 1998).

Sin embargo, hubo algunas cepas aisladas que no se agruparon de manera correcta, esto
pudo deberse al hecho de tener una secuencia demasiado corta y su posterior recorte,
generando secuencias aun mas cortas. Asimismo, se observo que la longitud de las
ramas entre cepas de la misma especie eran de tamafo similar y la formacién de nodos
fue muy baja, hecho que también puso estar ocasionado por el empleo de secuencias
demasiado cortas y que posiblemente el porcentaje de G+C era parecido entre las
secuencias, generando ramas de la misma longitud.

Por otro lado se observd, que algunas cepas de referencia, en cBnemegulatum
ATCC27535 yB. catenulatumATCC27539, no se agruparon junto con las cepas
identificadas a cada una de estas especies. Esto de alguna manera corrobora, lo que el
proyecto Prosafe sefiald acerca de las bases de datos que contienen secuencias del gen
16S rARN, mostrando que existen secuencias incompletas o poco fiables y que por lo
tanto es necesario realizar una lista de secuencias validas de dicho gen, para una
correcta identificacion cuando se compara una secuencia de este gen con las que se
encuentran en las bases de datos, ya que la calidad de las secuencias depositadas tienen

un alto impacto para una identificacion precisa (van Lovetrah, 2012).
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w GrupoB. catenulatum
B. adolescentis

B. angulatum

B. animalis

B. longumsubsp longum

B. bifidum

Figura 38. Arbol filogenético basado en las secuencias consenso del gen 16S rARN, representando la
relacion entre las diferentes bifidobacterias aisladas de las muestras y algunas bifidobacterias que existen
en las colecciones de cultivo. El arbol fue enraizado@artdnerella vaginalisy construido usando el
métodoneighbor-joiningcon valores déootstrapcalculados de 100 arboles. Cada nimero en las ramas
indica el nimero de veces (de cada 1000) que el nodo fue respaldado por los resultados de analisis de
bootstrap. Cada uno de los colores, representa cada grupo de las diferentes especies identificadas.

Para la construccion del arbol filogenético de los lactobadiigs 89), se emplearon

las secuencias amplificadas con los primers 16sla/16sl1b (950pb aprox.) lo que permitid
una diferenciacion mas evidente entre las especies aisladas e identificadas asi como con
las cepas de referencia, ya que las ramas fueron de diferente longitud y hubo formacion
de nodos entre cepas de una misma especie, permitiendo establecer distancias
filogenéticas entre una cepa y otra. deitgroup con el que se enraiz6 el arbol fue
Bacillus cereus al ser una especie diferente a nivel filogenético del género
Lactobacillus (valor de bootstrap=100). En este arbol, se observo claramente, la
formacion de dos grandes grupos, el primero de ellos conformado por dos nodos

principales. En el primer nodo, se logran diferenciar dos clusters, uno conformado por
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las cepas de referencla caseiy de L paracasei y por ultimo la cepa ORD0679
(identificada comdL.. caseiparacase), que en este caso estd mas relacionada.con
paracasej aunque no se puede descartar su relaciorLcoaseiya que este grupo de
bacterias salen del mismo nodo. De acuerdo a este cluster, se observé, que estas dos
especies aparecian agrupadas entre si y a pesar de que se ha propuesta incluir
paracaseidentro de la especle casei(Dellaglio et al,2002), el arbol mostré que
paracaseiformd un grupo derivado de. caseicon un valor debootstrap elevado
(valor=92) indicando que se encuentran bien diferenciadas una especie de otra.
Respecto al segundo cluster, estuvo conformado por las cepashd@nnosusdonde

también estaban incluidas las cepas ORD0680 y ORDO0683 (identificadasLcomo
rhamnosus)y la cepa de referencla rhamnosusGG (LGG), pero en este caso no se
evidencio ninguna diferencia filogenética aparente entre estas cepas, ya que la longitud
de las ramas dentro de este cluster fue la misma. Por otro lado, |a. ckpennosus

HNOO1 tambiéen fue empleada como cepa de referencia, ya que actualmente es la cepa
gue se usa en las leches infantiles producidas por Laboratorios Ordesa, con lo cual era
interesante comparar a nivel filogenético, las cepas aisladas en este trabajo e
identificadas comd.. rhamnosudrente a esta cepa. Al realizar la busqueda en la base

de datos de la secuencia del gen 16S rARN de esta cepa, se observd que habia sido
retirada de la base de datos a principios de este afio, con lo cual se trabajo con la
secuencia contig de este gen, que se encontraba disponible. Sin embargo, cuando se
construy6 el arbol se observé que dicha secuencia, referenciada en el arbadl. como
rhamnosusHNOO1 (Database), no se agrupaba con los démédsmnosussino que
formaba una rama totalmente independiente del resto de lactobacilos. Este hecho, nos
llevé a realizar un aislamiento de esta cepa a partir de un lote de liofilizado que fue
solicitado al proveedor de dicha cepa; a partir de este liofilizado se realiz6 la extraccion
de ADN vy luego se amplific6 mediante PCR un fragmento del gen 16S rARN
empleando los mismos cebadores que se usaron para la identificacion de los lactobacilos
aislados en este trabajo (16slay 16sl1b). Al determinar la secuencia consenso y realizar
el BLAST, no se identific6 comd.. rhamnosusHNOO1, ya que como se dijo
anteriormente dicho genoma fue retirado de la base de datos, pero si se identificO como
una cepa dé. rhamnosusgy asimismo se visualizé en el arbol, ya que en este caso, esta
secuencia si se agrup6 con los demnahamnosusreferenciada en el arbol corho
rhamnosusHNOOL1. Cabe anotar que no es extrafio Queasej L. paracaseiy L.
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rhamnosusaparezcan formando un mismo grupo, ya que se ha descrito que estas tres
especies forman parte del grupo L. cgBelis & Dellaglio 2007; Salvetgt al, 2012).

En el segundo grupo del arbol se encuentran agrupados en un nodo principal, los
acidophilusy L. gasserj hecho que no es sorprendente ya que estas dos especies
pertenecen al grupo dectobacillus delbrueckiiEl cluster formado por las cepaslde
gasserj mostré que la ORD0529 era mas cercaha gasseriDSM20243 ya que se
agruparon entre si al mismo nivel, sin embargo la cepa ORD0185 a pesar de estar
relacionada con estas cepas, ya que fue identificadalcogasseri formo parte de una

rama independiente, suponiendo de esta manera que difiere filogenéticamente de la
ORDO0529, hecho que no es sorprendente, ya que estas dos cepas fueron aisladas de
individuos diferentes. El segundo nodo principal, estuvo conformado por el cluster de
las cepas de. oris, que no estuvo agrupado con ninguna otra especie de lactobacilos,
teniendo en cuenta que pertenece al grupo de Lactobacillus ré&irtesste caso, la cepa
ORDO0255, identificada comb. oris se agrup6 al mismo nivel que con la céparis
JCM11028.

La principal discrepancia en la taxonomia del géreaotobacilluses la falta de
correlacion entre la ubicacion filogenética y las propiedades metabdlicas. De acuerdo a
su perfil de fermentacion, los lactobacilos pueden ser clasificados en tres grupos
diferentes: homofermentativos obligados, heterofermentativos facultativos vy
heterofermentativos obligados (Felis & Dellaglio 2007). En este caso, se observo que el
arbol filogenético construido en este trabajo, separé las diferentes cepas de
Lactobacillusde acuerdo a su perfil de fermentacion reportado en la bibliografia, donde
en el grupo 1 se agruparon los lactobacilos heterofermentativos facultativos l(grupo
case) y en el grupo 2, se agruparon en dos nodos diferentes los homofermentativos
obligados (grupd.. delbruecki) y los heterofermentativos obligados (grupaeuter.

Sin embargo es importante anotar, que las especies identificadas que se agruparon en un
mismo nodo junto a las cepas de referencia, no siempre compartieron los mismos
patrones de fermentacion de azlcares, hecho que también fue observado powy Salvetti
col. en 2012 quienes al recopilar datos taxonomicos de diferentes especies de
lactobacilos vieron que los grupos previamente definidos y los recientemente definidos
eran fenotipicamente heterogéneos con respecto al contenido de GC, el isbmero de
acido lactico producido, el tipo de peptidoglicano en la pared y lo mas importante, el
pérfil metabdlico, definido en términos de tipos de azucares fermentados y productos

finales de fermentacion (Salvetti et,&012).
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Heterofermentativos
facultativo:

DEM20245

Homofermentativo\
facultativos

Figura 39. Arbol filogenético basado en las secuencias consenso del gen 16S rARN, representando la
relacién entre los diferentes lactobacilos aislados de las muestras y algunos lactobacilos comerciales. El
arbol fue enraizado coBacillus cereusy construido usando el métodeighbor-joiningcon valores de
bootstrapcalculados de 1000 arboles. Cada nimero en las ramas indica el nUmero de veces (de cada
1000) que el nodo fue respaldado por los resultados de anéllzi®iderap @ indica la formacion de

los nodos principales en los grupos. Cada elipse simboliza los diferentes perfiles de fermentacion
presentes en los lactobacilos que se encuentran en el arbol filogenético.

El analisis de la biodiversidad basada en los consensos obtenidos de un fragmento del
gen 16S rARN fueron Utiles para observar el grado de divergencia de las cepas aisladas
frente a bacterias probiodticas de la misma especie y que actualmente son empleadas en
productos o se encuentran depositadas en la colecciones de cultivos reconocidas. Sin
embargo, con base en estos analisis, no es apropiado decir que dos cepas son idénticas
ya que no se estan considerando los diferentes genes funcionales, ni tampoco diferentes
propiedades fenotipicas que pueden tener las cepas a la hora de realizar los arboles

filogenéticos.
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4.4. Evaluacion de propiedades funcionales.

4.4.1. Evaluacion de la produccion de acido linoléico conjugado (CLA)
y acido linolénico conjugado (CLNA).

En el esquema 2, se representa la metodologia que se ha seguido para la evaluacion de
la produccién de estos dos acidos grasos conjugados.

Evaluacion de la produccion de
CLAy CLNA

Precribado de 273 cepas probicticas para ‘

determinar su capacidad de creceren
l presencia de LA

Medio MRS sin Medio MRS con Medio minimo Medio minimo (MM)
LA LA(D,5mg/ml) (MM} sin LA con LA (0,5mg/ml)

65 cepasprobidticas capaces de crecer
en presenciade LA

Determinacién de la concentracion de CLA v CLNA producida por
estas cepas enmedio MRSm con LAy LNA |

I _

10 cepas seleccionadas
Determinacion de produccion de CLA Determinacicén produccién de CLA v
v CLNAen RSM con adiciondeLA o CLNA en Blemil Plus Forte-1 con
LNA | adicion deLA o LNA

Esquema 2 Metodologia empleada para la evaluacién de la produccion de CLA y CLNA de las cepas
probidticas aisladas en este trabajo.

4.4.1.1. Crecimiento de las cepas en presencia de acido linoléico (LA).

Se ha evidenciado que ciertas especies de lactobacilos y bifidobacterias del GIT pueden
producir acidos grasos conjugados, como el CLA (acido linoléico conjugado) y CLNA
(acido linolénico conjugado), a partir de acidos grasos libres, como el acido linoléico

(LA) y el &cido linolénico (LNA). Sin embargo, se ha descrito que estos acidos grasos
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tienen propiedades antimicrobianas, alterando la permeabilidad de la membrana
plasmatica de algunas bacterias, especialmente las Gram-positivas (Nieman, 1954).
Debido a esto, se decidio realizar un precribado para evaluar la resistencia que tenian las
distintas cepas aisladas por Laboratorios ORDESA frente a este acido graso, teniendo
como hipaotesis, que aquellas cepas que pudieran crecer en presencia de este acido graso,
potencialmente podrian conjugarlo, puesto que se ha postulado la conjugacion como un
mecanismo de detoxificacion que tienen estas bacterias para protegerse del efecto
nocivo de este acido graso. Para ello, se decidi6 medir por densidad éptica (DO) el
crecimiento de estas bacterias en presencia de LA, calculando el porcentaje de
crecimiento en base a la diferencia del crecimiento del microorganismo en medio con y
sin LA.

En este precribado, se evaluaron 273 cepas realizandose el crecimiento en dos medios
diferentes, MRSm (caldo MRS+L-Cys HCI| 0.5%)+0.2% Tween 80 y MM (Medio
Minimo de Norris), con el fin de valorar, como afectaba la composicion del medio al
crecimiento de las cepas en presencia de LA. En estudios anteriores, el MM ya habia
sido empleado para crecer BAL y en general las cepas presentaron un buen crecimiento,
descartando de esta manera que la composicién del medio minimo, pudiera influir en
los resultados de estos ensayos. La adicion de Tween 80 en uno de los medios, se
realizo para neutralizar la actividad antimicrobiana del LA libre y mejorar la solubilidad

de este &cido graso en un medio acuosoet@ih, 2003).

Como se observa en ¢aéafica 5, todas las cepas evaluadas, crecieron tanto en MRSm
(caldo MRS+L-Cys HCI 0.5%)+0.2% Tween 80, como en MM (Medio Minimo de
Norris) sin LA libre, indicando que los dos medios fueron favorables para el
crecimiento de estas BAL, descartandose por tanto que la composicién del medio de
cultivo afectara a los resultados. En MM con LA crecieron el 26% del total de cepas
cultivadas en este medio por contra en el MRSm con LA crecieron el 15,4% de las
cepas cultivadas. Este resultado podria suponer, que en un medio minimo (MM) el
mecanismo ante el estrés esta mejor activado que en un medio rico (MRSm) y esto
podria explicar el porqué, muchas cepas Bitdobacteriumy Lactobacillus son
capaces de crecer en MM con adicibn de LA comparado con el MRSm con LA.
Asimismo, es probable también que la adicién de Tween 80 pueda generar un exceso de

potenciales cepas con capacidad de conjugar LA (falsos positivos).
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En general,el nimero y biodiversidad de cepas cfueron capaces de crecer
presencia de LAn ambos medicfue considerable, seleccionande esta manel 65

cepas, que incluyeron todas las especies identific

87 87 #CRECIMIENTO EN MRSm @ CRECIMIENTO EN MRSm + L/
" 4 CRECIMIENTO EN MM # CRECIMIENTO EN MM + LA
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Gréfica 5. Crecimiento de cepas en MR (Caldo MRS+LEys HCI 0.05%)+0.2% Tween y MM
(Medio Minimo de Norrisys MRSm +LA y MM + LA. Los nimeros en la parte superior de cada |
indican el nimero de cepas que crecieron en el medio correspol

4.4.1.2. Determinacion de produccién de CL (acido linoléico conjugado) y
CLNA (&cido linolénico conjugado de las cepas seleccionadas.

Los estudios para la determinacion de la produccion de los acidos grasos cor
fueron realizados en el Departamento de bioactividad y analisis de alimentos,
grupo de biomarcadores lipidicos en alimentacion y salud del Instituto de Invest
en Ciencias de la lfnentaciér (CIAL-CSIC). Teniendo en cuenta los resulta
obtenidos previamente, se seleccionars cepas con mejores crecimiel (65 cepas),
en presencia de Lfacido linoléico en ambos medios de cultivenviada en tubos con

glicerol al 30% para sposteriorevaluacion.

4.4.1.2.1. Produccion de CI (acido linoléico conjugado) ewcaldo MRSm (caldo
MRS+L-Cys HCI 0.5%)+0.2% Tween .

Se realizo un crecimiento de las cepas seleccior en caldo MRSn{caldo MRS+L-

Cys HCI 0.5%)+0.2% Tween ¢ con adicion de LA (0.5mg/ml)para evaluar su
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capacidad de producir CLA a partir de LA libre y realizar la cuantificacion mediante el
meétodo de metilacion directa que combina metilato de sodio y acido sulfarico (Castro-
Gobmezet al, 2014), que permite una identificacidon rapida de las bacterias productoras
de este tipo de lipidos bioactivos. De las 65 cepas seleccionadas, solamente 10 cepas
fueron capaces de convertir eficientemente el LA en CLA, siendo mayoritariamente
bacterias del génerBifidobacteriumy pertenecientes a diferentes especies cBmo
longum subsp. longum(ORDO0084), B. pseudocatenulatunfORDO0105), B. breve
(ORD0123, ORD0124, ORD0128, ORD0134, ORD0138 y ORD0298) pifidum
(ORD0202) Del géneroLactobacillus sélo se obtuvo una cepa productdra,oris
(ORDO0255) Tabla 13). Todas estas cepas, excepto la ORD0084 y la ORD0105, fueron
depositadas en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) con los siguientes
nimeros de acceso: CECT8241, CECT8242, CECT8239, CECT8243, CECT8244,
CECT8246, CECT8245 y CECT8240, respectivamente. Los resultados obtenidos,
coinciden con los reportados por otros grupos de investigacién, quienes también
realizaron cribados para identificar bacterias productoras de CLA y/o CLNA en
diferentes medios de cultivo, como caldo MRS, leche desnatada, leche de bufalo, entre
otros (M. Coakley et al 2003; Gorissen et.al2010; Soo et al2008).

CcODIGO CEPA Origen de aislamiento Produccion CLA (ug/ml)
ORDO0010 B. adolescentis Heces mama
ORDO0013 B. bifidum Heces bebé
ORDO0021 | B. longumsubsplongum Heces mama
ORDO0025 | B. longumsubsp longum Leche materna
ORDO0026 B. angulatum Heces maternas
ORDO0030 B. breve Heces de bebé
ORDO0036 B. breve Heces de bebé
ORD0045 B. animalis Heces maternas
ORD0048 B. breve Heces de bebé
ORDO0050 B. breve Heces de bebé
ORD0052 B. animalis Heces maternas
ORDO0053 B. bifidum Heces de bebé
ORDO0056 | B. longumsubsplongum Heces maternas
ORDO0066 B. pseudocatenulatum Heces de bebé
ORDO0067 | B. longumsubsplongum Heces de bebé
ORDO0072 B. bifidum Leche materna
ORDO0077 B. animalis Heces maternas
ORDO0080 B. pseudocatenulatum Heces maternas
ORDO0084 | B. longumsubsp longum Leche materna
ORDO0085 B. bifidum Heces de bebé
ORDO0086 | B. longumsubsplongum Heces maternas
ORDO0088 B. bifidum Heces de bebé
ORDO0090 | B. longumsubsp longum Leche materna
ORDO0091 B. bifidum Leche materna
ORD0092 B. breve Heces de bebé
ORDO0097 B. pseudocatenulatum Heces maternas
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CODIGO CEPA Origen de aislamiento Produccién CLA (ug/ml)
ORDO0099 | B. longumsubsp longum Heces de bebé -
ORDO0102 | B. longumsubsp longum Leche materna -
ORDO0104 B. bifidum Heces de bebé -
ORDO0105 B. pseudocatenulatum Heces maternas +
ORDO0108 | B. longumsubsp longum Heces maternas -
ORDO0111 | B. longumsubsplongum Heces maternas -
ORDO0123 B. breve Heces de bebé +++
ORDO0124 B. breve Heces de bebé +++
ORDO0128 B. breve Heces de bebé +++
ORDO0134 B. breve Heces de bebé +++
ORDO0138 B. breve Heces de bebé +++
ORDO0142 B. bifidum Heces maternas -
ORD0185 L. gasseri Heces de bebé -
ORDO0202 B. bifidum Heces de bebé +++
ORDO0213 | B. longumsubsp longum Heces maternas -
ORDO0219 B. bifidum Heces de bebé -
ORD0221 B. pseudocatenulatum Heces maternas -
ORD0232 | B. longumsubsp longum Heces maternas -
ORDO0255 L. oris Leche materna ++
ORDO0258 | B. longumsubsp longum Heces maternas -
ORDO0260 | B. longumsubsplongum Heces maternas -
ORDO0261 | B. longumsubsplongum Heces maternas -
ORDO0262 | B. longumsubsplongum Heces maternas -
ORDO0269 | B.longumsubsplongum Heces maternas -
ORDO0271 | B. longumsubsplongum Heces maternas -
ORDO0277 | B.longumsubsplongum Heces maternas -
ORD0278 B. bifidum Heces maternas -
ORDO0280 | B. longumsubsplongum Heces maternas -
ORD0294 B. breve Heces de bebé +++
ORDO0295 B. bifidum Heces de bebé -
ORDO0302 B. bifidum Heces de bebé -
ORDO0308 | B. longumsubsplongum Heces de bebé -
ORDO0310 | B. longumsubsplongum Heces de bebé -
ORDO0334 | B. longumsubsp longum Heces maternas -
ORD0339 B. pseudocatenulatum Heces maternas -
ORD0343 B. pseudocatenulatum Heces maternas -
ORDO0363 B. bifidum Heces de bebé -
ORDO0393 | B. longumsubsplongum Heces maternas -
ORDO0460 B. bifidum Heces de bebé -

Tabla 13. Lista de las 65 cepas seleccionadas y su capacidad de produccion de CLA (acido linoléico
conjugado) en medio MRSm (caldo MRS+L-Cys HCI 0.5%)+0.2% Tween 80. (+) produccién de CLA <
50 ug/ml, (++) produccion de CLA de 50 a 1Q/ml, (+++) produccion de CLA 100ug/mly (-) no

hay produccién.

Las concentraciones de CLA producidas variaron dependiendo de la especie, pero en
general, los resultados obtenidos en este prueba mostraron que las cBpaseste
tienden a ser las mejores productoras de CLA en caldo MRSm, encontrando rangos
desde 108,8 a 163 pg/ml de CLA Bn breve(ORD0123) yB. breve(ORD0138).
También se observd quB. bifidum (ORD0202) tenia una buena capacidad para
producir CLA (113,9 pg/ml)., mientras q&e longumsubsplongum(ORDO0084) yi..

oris fueron productores moderados con concentraciones de 59, 6 pg/mly 78,6 pg/ml de
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CLA, respectivamente. Por ultimB, pseudocatenulatuf®©RDO0105), fue la cepa con

menor capacidad de produccion de CLA, con valores de 31,2 |(gyaiica 6).

2501
2001
150 1
100 1

:f:f; 78.6

501 B

Concentration of CLA (pg/ml)

>y B. breve -| Lactobacillus oris

B. pseudocatenulatum n B. hifidum

Grafica 6. Produccién de CLA (&cido linoléico conjugado) de las cepas seleccionadas en caldo MRSm
(caldo MRS+L-Cys HCI 0.5%)+0.2% Tween 80. Los valores corresponden a los promedios y la
desviacion estandar (SD) de tres experimentos.

Los RAPDs comparativos de las diferentes especies, también fueron utiles para
observar la similitud de los patrones de bandas de las cepas produstdess no
productoras de CLA, para cada una de las especies. En el caso de las d@pas de
pseudocatenulatunB. bifidumy B. longumsubsp.longum se observé que no existia

una similitud en el perfil de bandas entre la cepa positiva de produccion desdbé

otras cepas evaluadas de la misma especie. Por otrB.l&tdeve especie qupresento

varias cepas positivas para la produccion de CLA (6 cepas), se observo en la
comparativa de sus RAPDSs, que algunas cepas productoras de CLA tenian perfiles de
bandas similares entre ellas, pero ninguna tenia perfiles similares con las que no fueron
capaces de producir CLAFIg. 40). El encontrar perfiles de bandas similares entre
algunas de las cepas productoras no es sorprendente, ya que todas estas cepas fueron
aisladas de la misma muestra (heces de bebé, B3) y al realizar un aislamiento a partir de

observaciones macroscépicas, en muchos casos se puede aislar la misma colonia.

De esta manera, los resultados obtenidos evidencian que la capacidad de conversién
para formar isbmeros de CLA es cepa dependiente y por tanto, no puede ser

generalizado a nivel de especie (Gorissen.efall0).
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B2 B3

<0k
28 o

=j=t Figura 40. RAPD comparativo de las cepas seleccionadas para
evaluar su produccion de CLA (acido linoléico conjugado) en
— —— MRSm (caldo MRS+L-Cys HCI 0.5%)+0.2% Tween 80,
pertenecientes a la espede breve L. marcador 1,5Kbl1.

N0 — ORDO0050. 2. ORD0048. 3. ORDO0030. 4. ORDO0036. 5.

—— ORDO0134. 6. ORD0138. 7. ORD0124. 8. ORD0128. 9.
ORDO0294.10. ORD0123. EIl recuadro verde indica las cepas
productoras de CLA en caldo MRSm y los nimeros en la parte
superior de los carriles, indican las cepas que comparten un
perfil de bandas similar. Las muestras se simbolizan en la parte
de arriba de cada carril, siendo B: heces de bebé y el nimero
corresponde al donante de la muestra.

Es importante destacar que a pesar de que todas las cepas evaluadas fueron capaces de
crecer en medio con adicion de LA (4cido linoléico), no todas fueron capaces de
producir alguna cantidad detectable de CLA mediante el método empleado. Asimismo,
en algunas ocasiones, el CLA producido se puede encontrar en la membrana celular de
la bacteria como lipidos estructurales, y en este caso, al ser analizado solo el
sobrenadante, para realizar una primera seleccion de cepas productoras, no fue posible
determinar dicho acido conjugado (Oh ef 2a003).

Trabajos realizados por Kimg col, en 2002, han descrito que es probable que la
produccion de CLA dependa mas de la densidad celular que de las concentraciones de
LA presentes en el medio. Por lo tanto, es posible que al no haber determinado la
concentracion celular inicial de las cepas al realizar el subcultivo en medio con adicion
de LA, no se haya sido posible detectar la produccion de CLA. Asimismo, trabajos
recientes llevados a cabo por Regesol en 2017 han comprobado que el tiempo de
incubacién es un factor importante a considerar en la produccién de CLA por BAL, con

lo cual es posible que un tiempo de incubacion mas prolongado causara un incremento

en los niveles de CLA producido por las cepas.

Se realizé el calculo del porcentaje de conversion de LA, empleando la férmula
(CLA/(CLA+LA))*100. Los porcentajes de conversion variaron entre las 10 cepas,
obteniendo un rango amplio de valores, desde 17,8% hasta 79,1 %. También se observo,

146

——
| S—



Resultados y discusion

que todas las cepas &e brevetienden a realizar una conversion de LA a CLA mas
eficiente comparado con las otras especies, resultados que coinciden con los obtenidos
por el grupo de Gorissgncol en 2010, quienes reportaron porcentajes de conversiéon
de cepas dB. brevedentro de un rango de 19,5 hasta 53, 5% en caldo MRS (Gorissen
et al, 2010). De hecho, en nuestro estudio los resultados obtenidos mostraron que las
cepas deB. breveevaluadas, tenian porcentajes de conversibn mas altos que los
obtenidos por este grupo, con rangos de conversion que van del 59,4 hasta 79,1%
(Tabla 14).

0, 0, i 0,
Cepas Hg l(\:/IIEQAS/ ml tor/?irfflgl Conv/(:rsic')n ur%lcl\;l_ gg‘/ tr/;r::ésli Conv/grsi(’)n
de LA cisl5 de LNA
|§hé%nn%gr;sgg§§4 590.6+10.3 765+3.3 304+49 1161+6B7.3+1.4 68.0 £47.0
B. psegg%:f(t)%””'at”m 312+33 695+13 17.8+38 183.1£53 80.3+20 96.7+0.4

B. breveORD123  108.8 +28.9 74.3+13.3 59.4+18.1 209.0+56 88.8+0.5 98.8+0.1
B. breveORD124  135.1+7.4 827+1.8 725+7.3 197.8+587.7+0.8 98.7+0.2
B. breveORD128  142.4+83 795+1.4 724+99 208.9+7222+20.8 99.2+0.3
B. breveORD134  148.1+13.0 81.4+2.8 73.3+7.0 198.0+5386.1+0.9 98.9+0.4
B. breveORD138  163.0+£30.9 765+8.9 79.1+132 201.8+51824+4.8 99.3+0.4
B. bifidtumORD202 ~ 113.9+9.9 785+65 57.5+102 217.9+882.0+2.7 98.9+0.3
L. oris ORD255 786+11.8 79.0+3.6 382+6.0 191.3+6@1.6+1.4 97.7+0.2
B. breveORD294  1485+7.9 832+3.3 687+6.6 190.7+5851+1.8 99.1+0.3

Tabla 14. Produccion de CLA/CLNA y los respectivos isomeros producidos en caldo MRSm (caldo
MRS+L-Cys HCI 0.5%)+0.2% Tween 80 de las cepas seleccionadas. Los valores corresponden al
promedio y la SD de tres experimentos.

En los cromatogramas que se obtuvieron, se observé que estas bacterias producian
diferentes isémeros de CLA, especificamea® transll, trans10 cisl2 ytrans9
trans11fig. 41). El isbmero mayoritario que se produjo en las 10 cepas seleccionadas,
fue cis9transll(acido ruménico) y su porcentaje en la cantidad total de CLA estuvo
alrededor del 80%. Estos resultados no son sorprendentes, ya que varios estudios han
reportado que el génemifidobacteriumy otros géneros, producen mayoritariamente
este isbmero (Gorissen et,&010; O’Shea et 3l12012).

El isbmerocis9 transllejerce un efecto potenciador en la activacion del Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma (PRBARque regula la diferenciacion a
adipocitos (adipogénesis), actuando como un estimulador de la secrecion de
adiponectina (hormona que participa en el metabolismo de la glucosa y los acidos
grasos) (Yuaret al, 2015). Por lo tanto, este mecanismo podria explicar en cierta

medida, los efectos antihipertensivos, antihiperlipidémicos y antidiabéticos €Yalan
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2014). Mientras que el isomet@ns10 cis12 aumenta la lipdlisis y tiene la funcion de
disminuir la sintesis de acidos grasos (Leheteal, 2015), lo que explicaria, en parte,

los posibles mecanismos de accién del CLA sobre la composicién corporal. Aunque
muchos de los estudios se han realizadatro, las hipétesis metabdlicas para explicar

la accion reductora de la grasa corporal del CLA comenzaron basandose en el control de
la expresion de genes implicados en la diferenciacion de pre-adipocitos en adipocitos
maduros, es decir, la expresidon de estos genes resultaria en la reduccion de la
lipogénesis (Lehneat al., 2015)Por otro lado, el isomenpans9 trans11 parece ser el
metabolito final de la via de produccion de CLA de las bifidobacterias. Aunque el
mecanismo de esta conversion (quimica o enzimatica) aun no es del todo clara, éste
isbmero ha mostrado un efecto mas potente como anticarcinogénico contra dos lineas
celulares de cancer (SW480 y HT-29) que el isonuis® transll (Coaklewt al,

2006) (Gorissemrt al. 2010) (Coakley et 312003).

Aunque, ciertos efectos biolégicos del CLA se deben a la accion separada de los
isbmeros mas estudiados, cis9 trans11 y trans10 cis12; también es probable que algunos
efectos sean inducidos y/o potenciados por estos isébmeros, actuando de manera
sinérgica (Churrucat al, 2009). En este sentido se ha reportado que el CLA ejerce una
reduccion en la proliferacion de las células cancerosas, el cual es dependiente del
tiempo y de la dosis. Tanto el isdmero cis9 trans11, como el trans10 cis12, asi como sus
mezclas, han demostrado una reduccién en la proliferacion de varias lineas celulares de
cancer, estos estudios vitro sugieren que el CLA puede alterar la expresion de
proteinas clave que regulan el ciclo celular, como la ciclina D y A que son proteinas
clave involucradas en facilitar la entrada de las células en el ciclo celular y la progresion
a través de la fase S, respectivamente (Belury, 2002b) (Castkdy2009). Asimismo

se ha evidenciado que el CLA puede modular el metabolismo de los lipidos, en parte
por un mecanismo dependiente de la activacion del grupo de factores nucleares
(PPARs). En el higado, el PPARes un factor de transcripcion critico para el
metabolismo de los lipidos, porque varios genes gue codifican para enzimas que estan
involucradas en Ig-oxidacion (tanto en peroxisomas como en mitocosjligantienen

un elemento funcional sensible al PPAR, en sus regiones potenciadoras (Belury,
2002b). Por otro lado, se ha demostrado que el CLA mitiga los efectos adversos de la
estimulacién inmune, reduciendo las respuestas inflamatorias y la hipersensibilidad en
modelos animales, sin embargo, hay evidencia limitada con respecto a respuestas

inmunes mejoradas en humanos, que incluyen la supresion de respuestas alérgicas,
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mejora de la produccion de anticuerpos después de la vacunacion, reduccion de los
sintomas de la dermatitis atopica y reduccién de los sintomas de la infeccion por
rinovirus (Kim et al, 2016).

Isomeros de CLA

cis9 trans 11 CLA
c17

trans10 cis12 GLA
Figura 41. A. Cromatograma
’7"59 rans11CLA | obtenido por cromatografia de
o / gases del cultivo de la cepa

1 breve (ORD0138) en caldo

i MRSm (caldo MRS+L-Cys

=] | c18:1 HCl 0.5%)+0.2% Tween 80
i e con 0.5mg/ml de LA. B.

E c1g 1 Ampliacién del cromatograma,
= c:a-z donde se indican los isomeros
e oo de CLA.

Un analisis completo de los acidos grasos mostré que la produccion de CLA de estas 10
cepas se encontraba principalmente en el sobrenadante, donde se obtuvo un 97% del
CLA, mientras que en los pellets celulares solo se recuperdé un 3% del CLA, después de

24 horas de incubacion.

4.4.1.2.2. Produccion de CLNA (acido linolénico conjugado) en caldo MRSm (caldo
MRS+L-Cys HCI 0.5%)+0.2% Tween 80.

Las diez cepas que fueron capaces de producir Glekoh evaluadas para observar su
capacidad de convertir LNA (acido linolénico) a CLNA (&cido linolénico conjugado) en
caldo MRSm, usando como sustrato 0,5mg/ml de acido linolénico libre. Los resultados
obtenidos indicaron una mayor produccién de CLNA por parte de estas bacterias
comparado con la produccion de CLA en medio MRSm. En este caso, las
concentraciones producidas por la mayoria de las cepas fueron de 200 pg/ml,Bxcepto
longumsubsp. longunfORD0084) que su produccion fue de 116, 1 pgnéfica 7).
Trabajos realizados por el grupo de Gorissercol, en 2010 y 2012, también
observaron una alta produccion de CLNA de diferentes cepas del género
Bifidobacteriumen caldo MRS. Coakley col en 2003, argumentan que la razon por la
gue las bacterias convierten el LA a CLA y el LNA a CLNA es debida a la presencia de

un mecanismo de detoxificacion que ayudaria a proteger las bacterias de los efectos
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toxicos, que pueden generar estos acidos grasos libres en la bacteria (Ebakley
2003). Teniendo en cuenta esto y que el LNA es mucho mas toxico para estas bacterias
comparado con el LA libre, se podria explicar el porqué la produccién de CLNA es
mayor, y mas eficiente si cabe, que el CLA producido.

320 - 2179
208.9

28071 183 12“'01 97.8 19802018 | 1913
240 1 :
200 1
160 -
120 -
80 1
40

180.7

e

Concentration of CLNA (ug/ml)

84 105123124128134 138 22 255294

B. longum Ky B. breve @ Lactobacillus oris

B. pseudocatenulatum n B. bifidum

Grafica 7. Produccion de CLNA (acido linolénico conjugado) de las cepas seleccionadas en caldo MRSm

(caldo MRS+L-Cys HCI 0.5%)+0.2% Tween.&0s valores corresponden a los promedios y la
desviacion estandar (SD) de tres experimentos.

Como en el punto anterior, para calcular la tasa de conversion del LNA, se empleé la
siguiente formula (CLNA/(CLNA+LNA))*100. La conversion de LNA a CLNA de la
mayoria de las cepas fue cercana al 100%, excBptdongum subsp.longum
(ORDO0084) que fue del 68%. En los cromatogramas, se identificaron dos is6meros de
CLNA: cis9 trans11 cis15 trans9 trans1l cis159+g. 42), pero el producido en mayor
cantidad fue etis9 trans11 cis15 (acido rumelenico), resultados que coinciden con los
reportados por el grupo de Gorissenol, en 2010. El porcentaje de este acido en la
cantidad total de CLNA fue aproximadamente del 80%, en todas las cepas (Tabla 14).
Se ha evidenciado, principalmente de estuiiastro y con animales, que los isdmeros

del CLNA tienen potentes efectos anti-carcinogénicos en varias lineas celulares de
cancer (Coaklegt al, 2009), evidenciando que las reducciones en la expresion o las
concentraciones celulares de la ciclooxigenasa-2 (COX2) y la sintesis de
prostaglandinas podrian ser factores contribuyentes en la actividad anti-cancerigena
(Hennessyet al, 2011). También se han sugerido otros mecanismos, incluido el
aumento de la expresion del PPAR de los genes de detencion del ciclo celular

GADDA45 y p53, junto con una disminucion en la expresion del supresor de apoptosis

150

——
| S—



Resultados y discusion

Bcl-2 (Yuanet al, 2015). Por otro lado, los isomeros de CLNA se han asociado por
tener propiedades anti-inflamatorias e inmunomoduladoras. Las investigaciones sobre
los mecanismos a través de los cuales son mediadas estas actividades han destacado la
importancia de a) la disminucién de la producciéon de eicosanoides (prostaglandinas y
leucotrienos); b) aumento de la respuesta anti-inflamatoria mediada por PPARS; c)
supresion de la respuesta anti-inflamatoria a través de la regulacion de la transcripcion
celular del Nuclear factor kappa (NF-kB);y d) la reduccion de la expresion de las
proteinas anti-inflamatorias como el Tumor Necrosis Fac(®@NF- o), interleucina-6 e
interleucina-1 beta. Del mismo modo, el CLNA se ha asociado con la mejora de la
respuesta inmune, reduciendo la proliferacion de células mononucleares de sangre
periférica sin afectar la concentracion de células helper y supresoras o linfocitos T y B
(Hennessyet al, 2011). Por otra parte, se ha evidenciado que el CLNA tiene
propiedades anti-adipogénicas y dicha actividad ha sido atribuida a diferentes factores,
como son: a) la alta proporcion de acidos grasos que se somdiexzidacion; b) el

bajo almacenamiento del CLNA en el tejido adiposo; y c) la capacidad del CLNA para
regular los genes asociados con el metabolismo de los acidos grasos (Hehagssy
2011).

Asi como ocurrio con el CLA, la produccion de CLNA por parte de estas bacterias se

encontrd principalmente en el sobrenadante.

Isomeros de CLNA

A B <« Cis9 trans 11¢is 15 CLNA

c17

B c,_,( Figura 42. A. Cromatograma
- trans9 trans11cis15 CLNA obtenido por cromatografia

= | de gases del cultivo de la
_ cepaB. breve(ORD 0138) en
= e JJ" caldo MRSm con 0.5mg/ml
- cwsl| | de LNA. B. Ampliacién del

c1e P18 cromatograma, donde se

indican los is6meros de

e g CLNA.
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4.4.1.2.3. Produccion de CLA (acido linoléico conjugado) y CLNA (acido linolénico
conjugado) de las bacterias seleccionadas en leche desnatada reconstituida (RSM:
Reconstituted Skim Milk) suplementado.

Para verificar la capacidad de produccion de CLALINA de estas cepas en leche, se
evalué dicha produccion cultivando estas bacterias en medio de leche desnatada
reconstituida (RSM) y tras la fermentacion bacteriana, se realizé la determinacion de
CLA y CLNA en el medio.

En el caso de la produccion de CLA, las bacterias que produjeron una mayor
concentraciéon de CLA fueron todas las cepaBBdérevey el L. oris (ORD0255),
mostrando unos valores que iban de 92 pg/ml hasta 106.3 pg/miBpdreeve
(ORDO0294) yB. breve(ORDO0124), respectivamentelyoris (ORD0255) con un valor

de 98.5 pg/ml. Por contra, |&8. longum subsp. longum (ORDO00084), B.
pseudocatenulatunfORDO0105) tuvieron valores alrededor de 7 pg/n.ybifidum
(ORDO0202), valores de un 18 pg/n@réfica 8). Una posible explicacién a esta baja
produccion de CLA, es que el crecimiento en este medio suele ser menor, debido a que
no es un medio rico como el MRS y por tanto poco Optimo para las bifidobacterias, ya
que estas bacterias no tienen una maquinaria proteolitica potente que les permita un

crecimiento facil en leche.
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Grafica 8. Produccién de CLA (&cido linoléico conjugado) de las cepas seleccionadas en medio RSM
(Reconstituted Skim Milk) suplementado. Los valores corresponden a los promedios y la desviacion
estandar (SD) de tres experimentos.

Los porcentajes de conversion del LA en este medio fueron mas bajos comparados con
los obtenidos en el MRSm (caldo MRS+L-Cys HCI 0.5%)+0.2% Tween 80 y los
valores calculados se encontraron dentro de un rango de 36.2% hasta 4B.38ete
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(ORDO0123) yL. oris (ORD0255), respectivamente. Mientras que para las cepBs de
longum subsp.longum (ORD00084),B. pseudocatenulatunfORD0105) estuvieron
alrededor de un 3% y paB bifidum (ORD0202) fue de un 7%. El isbmero de CLA
producido en mayor cantidad fue a9 trans1] encontrandose valores alrededor del
90% para las cepas @ breve mientras que pata oris fue el 75% y par®. longum
subsp. longunfORDO0084), B. bifidunfORD0202) y B. pseudocatenulat@RD0105)

los porcentajes de conversion tuvieron valores alrededor del 80% del total de CLA
(Tabla 15).

. % . %
pug CLA/ mi % cis9 o png CLNA/ % cis9 .
Cepas RSM trans1l ~ COMVErSION " ipSM  transil cis1s CONVersion
de LA de LNA

B. longumsubsp longum
ORDO0084

B. pseudocatenulatum
ORDO0105

B. breveORD0123 1049+116 90.2+1.2 36.2+51 211.3+628 91.2+29 97.3+0.9
B. breveORD0124 106.3+£25.2 90.1+3.2 38.2+3.2 2445+435 923+04 97.5+0.8
B. breveORD0128 985+21.0 905*24 38.7+5.2 2449465 91.6+0.9 97.4+0.8
B. breveORD0134 98.4+16.1 90.0+2.9 36.8+56 2305+347 87.9%6.0 97.5+0.8
B. breveORD0138 98.1+9.3 90.9+2.2 37.7+£29 2375+23.0 91.7+15 97.3+£0.9
B. bifidumORD0202 185+133 799+149 6.8%+49 2205+38.7 94.1+0.7 93.0+2.0
L.s orisORD0255 985+27.7 75.7+8.8 40.3+4.2 2416+440 91.8+28 96.6 +1.8
B. breveORD0294 92.0+232 89.6=+1.3 369+8.1 243.6+415 91.2+1.1 97.7+0.6

7.7+138 74.3+23 2707 151.4+26.2 91.6%3.2 63.6 £4.6

6.4+17 724+18 26+0.6 147.9+195 90.2+19 64.1 +10.2

Tabla 15. Produccion de CLA/CLNA vy los respectivos isémeros producidos en RSM (Reconstituted
Skim Milk) de las cepas seleccionadas. Los valores corresponden al promedio y la SD de tres
experimentos.

Asimismo, todas las cepas 8e breve B. bifidum (ORD0202) yL. oris (ORD0255)

fueron las mejores productoras de CLNA en RSM (Reconstituted Skim Milk), con
concentraciones comprendidas entre 211 a 245 pg/ml de CLNA Batareve
(ORDO0123) yB. breve (ORDO0128), respectivamente, mientras que las cepaB. de
longumsubsp.longum (ORDO0084) yB. pseudocatenulatuf©RDO0105), fueron cepas

con una produccidon moderada en este medio, con concentraciones cercanas a 150 pg/ml
(Grafica 9). De esta manera, estos resultados, comprobaron de alguna manera que la
conversion de LA y LNA a CLA y CLNA respectivamente, es un mecanismo de
detoxificacion, a pesar de que el medio RSM no era un medio 6ptimo para el

crecimiento de estas bacterias.
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Gréfica 9. Produccién de CLNA (acido linolénico conjugado) de las cepas seleccionadas en medio RSM
(Reconstituted Skim Milk) suplementado. Los valores corresponden a los promedios y la desviacion
estandar (SD) de tres experimentos.

Las tasas de conversion de LNA en RSM (Reconstituted Skim Milk) fueron cercanas al
100% en las cepas @ breve B. bifidum(ORD0202) yi. oris (ORD0255). En cuanto

a B. longum subsp.longum (ORD0084) yB. pseudocatenulatunfORD0105) se
obtuvieron porcentajes de 63.6 y 64.1%, respectivamente. En todas las cepas, el isomero
mayoritario fue el acido rumelenicoig9 trans11-cis15), con aproximadamente el 90%

de la cantidad total de CLNAé&bla 15). Todas las cepas seleccionadas fueron capaces
de producir altas cantidades de CLNA en medio RSM, mas de 200 ug/ml en casi todas
las cepas except®. longum subsp.longum (ORD0084) yB. pseudocatenulatum
(ORDO0105) con producciones de 150 pg/ml, mientras que solo las ceBabrdeey

L. oris (ORD0255) fueron capaces de producir altas concentraciones de CLA en este
medio.

La suplementacién del RSM con L-cisteina-HCI y casaminoacidos (RSM+Cys+CAA)
del RSM (Reconstituted Skim Milk), se realiz6 para potenciar el crecimiento de estos
microorganismos en este medio. Por una parte, la suplementacidon con cisteina
incrementa las condiciones de anaerobiosis requeridas por este tipo de bacteeas (Soo
al., 2008). Mientras que los casaminoacidos sirven como complejo nutricional, debido a
gue como anteriormente se ha mencionado, las bifidobacterias tienen una actividad
proteolitica baja y estan limitadas para utilizar la caseina bovina de la leche, como
fuente esencial de aminoéacidos y péptidos pequefios.

Teniendo en cuenta que el RSM no es un medio ideal para el crecimiento de las

bifidobacterias, a pesar de haberlo suplementado, es probable que esto pudiera afectar el
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crecimiento de los microorganismos e influir directamente en una produccién mas baja
de CLA y CLNA en este medio.

4.4.1.2.4. Produccion de CLA (acido linoléico comdg) y CLNA(acido linolénico
conjugado) de las bacterias seleccionadas en férmula infantil Blemil Plus Forte-1.

Tras corroborar que las 10 cepas productoras epates de crecer y producir CLA y
CLNA en RSM, se decidié probar si eran capaces de crecer y producir estos acidos

grasos conjugados en una férmula infantil, para ello se empleé la férmula del mercado

Blemil Plus Forte-1 (ver composicion en la tabla 16).

Ingrediente \ Cantidad por 100 ml |

Proteinas 1,35¢g
Hidratos de carbono 7,29
Lactosa 6,59
Dextrinomaltosa 0,79
Grasas 3,59

Acido lindleico (LA) 569mg
Acido linolénico (LNA) 49mg

Acido araquidonico (AA) 15,8mg

Acido docosahexaenoico (DHA) 11,2mg
Fibra 0,89
Fructooligosacaridos 0,89
Minerales 0,39

Colina 13,5mg

Taurina 4,5mg

Inositol 6,1mg
L-Carnitina 2,3mg

Tablal6. Composicion de la férmula infantil Blemil Plus Forte-1.

De acuerdo a los resultados obtenidos, las cepaB. daeve fueron las mejores
productoras de CLA en esta formula infantil, tal y como habia ocurrido con el RSM
suplementado, obteniéndose concentraciones cercanas a 60 pg/ml, mientras que con las
cepas dd. longumsubsplongum(ORDO0084) yB. pseudocatenulatuf®RD0105) se
obtuvieron concentraciones inferiores a 10 pg/ml. En este caso, la cantidad de CLA
producida por la cepa de oris (ORD0255) fue casi 4 veces mas baja (20.8 pg/ml) que

la obtenida cuando crecio en medio RSM suplementadifi¢a 10).
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Grafica 10. Produccion de CLA (&cido linoléico conjugado) de las cepas seleccionadas en la férmula
infantil Blemil Plus Forte-1. Los valores corresponden a los promedios y la desviacion estandar (SD) de
tres experimentos.

Las tasas de conversion de LA, fueron mas bajas comparadas con los resultados
obtenidos en el medio RSM. Se encontraron porcentajes alrededor del 15% para todas
las cepas d8. breve donde el isdbmerois9-trans11 (acido ruménico) correspondio al

80% de la cantidad total de CLA. Por el contrario, los porcentajes de conversin por
longumsubspjongum B. pseudocatenulaturiueron cercanos al 2% y un 47% del total

de CLA producido, correspondi6 al isomeis9-trans1l1 (acido ruménico) y en el caso

de B. bifidum la tasa de conversién fue de un 8%, del cual un 80% correspondi6 al
isdbmero cis9-trans1IT@bla 17).

En cuanto a la produccion de CLNA, las cepaBBdérevey B. bifidum (ORD0202)

fueron las mejores productoras de CLNA en esta leche de formula. Las concentraciones
obtenidas estuvieron en un rango desde 201 hasta 85.7 ug/ml de CLNB, pezae
(ORDO0124) yB. bifidum(ORD 0202), respectivamente. Mientras que de las cefas de
longum subsp. longum (ORD0084) y deB. pseudocatenulatunfORDO0105) se
obtuvieron valores de 21,6 pug/ml y 14,6 pg/ml, respectivamente. En cuantwris,

los valores fueron dos veces mas bajos (81,1 pg/ml) que los obtenidos cuando la cepa
crecié en RSMGrafica 11).
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. % % cis9 %
0,
Cepas “?:(S:rlr‘nﬁ;nl tr/(;r(]:;sli Conversién ugFC(Z)Ir_rI:S/amI trans1l Conversién
de LA cisl5 de LNA

B. longumsubsp
longumORDO0084

B. pseudocatenulatum
ORD0105 6.4+59 473 +11.9 24+18 146 +£9.0 85.1+45 6.0+3.0

5.6 3.7 475+154 1.9+0.9 21.6+6.9 89.1+27 8.9+39

B. breveORD0123 559+49 88.6 +3.2 142+22 193.7+33.8 943+0.2 78.0+8.0
B. breveORD0124 65.7+£2.6 88.9+4.9 16.3+3.1 201.3+30.6 94.6=x0.2 79.0+£7.9
B. breveORD0128 59.5+3.9 89.1+3.8 145+35 199.2+171 94704 76.7+4.4
B. breveORD0134 54.7£3.5 86.9+6.0 134+25 177.9+252 946+0.1 73.3+£2.9
B. breveORD0138 64.0+4.2 89.3+2.8 16.1+£35 199.7+349 94.0+0.2 785+1.9
B. bifidumORD0202 32.6+3.6 83.6+6.4 8011 85.7+41.6 88.9+8.8 36.9+211
L. oris ORD0255 20.8+4.2 77.5+6.7 56+23 81.1+18.3 80.7+6.4 33.7+4.7
B. breveORD0294 56.8+7.1 89.0+1.4 146+46 1778+19.1 93.9+0.6 73.6+5.1

Tabla 17. Produccion de CLA/CLNA vy los respectivos isomeros producidos en Blemil Plus Forte-1 de
las cepas seleccionadas. Los valores corresponden al promedio y la SD de tres experimentos.

Las tasas de conversion de LNA dieron valores alrededor del 75%, ekcemts
(ORDO0255) y B. bifidum (ORDO0202) donde se obtuvo un 33.7 y 36.9%,
respectivamente. En todos los casos, el isémero predominantecfa® ghnsl11 cis15

con aproximadamente el 90% de la cantidad total de BNAongumsubsp.longum

(ORD 0084) yB. pseudocatenulatufORD 0105) no produjeron grandes cantidades de
CLNA en la férmula infantil comparadas con las otras cepas, obteniéndose valores de
8,9% y 6%, respectivamentéabla 17).
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Gréfica 11. Produccion de CLNA (acido linolénico conjugado) de las cepas seleccionadas en la formula
infantil Blemil Plus Forte-1. Los valores corresponden a los promedios y la desviacion estandar (SD) de
tres experimentos.
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Es importante resaltar que la cantidad de CLA y CLNA producida en este medio, asi
como las tasas de conversion y la cantidad de los isOrietbgans1l de CLA cis9

transll cisl5 de CLNA fueron menores que los obtenidos en los medios RSM vy
MRSm; esto puede ser debido a que la leche de férmula al ser un medio mas complejo
podria dificultar el crecimiento de estas cepas y por tanto no producir una cantidad de

CLA y CLNA mayor, comparada con los otros medios evaluados anteriormente.

Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos, se observé que la formacién del
isbmero cis9 transll de LA y el isdbmergis9 transll cisl5 del LNA fueron
predominantes en todos los casos, esto puede deberse a que la formacion de estos
isbmeros esta mas relacionada a la fase logaritmica del crecimiento celular de las cepas,
mientras que los isdmertmns9 transll de CLA yrans9 transl1l trans15 del CLNA,

estan mas relacionados con la fase estacionaria o de muerte celular, que para estas cepas
generalmente ocurre a las 72 horas, y en el caso de este estudio al incubar las bacterias
48 horas no se permitid que las bacterias llegaran a esta fase, con lo cual las cantidades
detectadas de estos isomeirass fueron mas bajos (Gorissehal, 2010). La enzima
responsable de la conversion de LA y LNA a CLA y CLNA respectivamente, es la
linoleato isomerasa (LAI) y hasta hace muy poco se pensaba que esta enzima también
estaba implicada en la conversion de los isomeiss trans1l arans9 transll; sin
embargo, trabajos realizados por Gorissecol en 2012 han concluido que esta
conversion es mas una reaccion quimica que enzimatica y por tanto no es llevada a cabo
por la LAI Las bifidobacterias parecen realizar dicha conversion en la fase estacionaria
de crecimiento, cuando la LAl ya no estaria disponible, como reaccion a las
concentraciones crecientes de sustancias toxicas (LA y LNA) (Goessdn 2012).

Por otro lado, existe un mecanismo de conversion de los isOnmg@Eans en cepas

de los género¥ibrio y Pseudomonaslo que les permite cambiar su fluidez en la
membrana en respuesta a un aumento de la temperatura o como adaptacion a

compuestos toxicos, respectivamente (Heipieper.,e2@03).

Los experimentos y resultados obtenidos en este trabajo han permitido desarrollar y
patentar un método de produccion de CLNA, en particuleis@ltrans11 cisl15, a partir
de LNA con altas tasas de conversion, en el cual estaban involucradas BAL y
bifidobacterias (en concreto, cepasRidreve B. bifidumy L. oris) para promover su

conversién en diferentes medios, incluyendo matrices alimentarias como es el caso de la
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leche de férmula, logrando de esta manera obtener un producto alimenticio enriquecido.
La patente ha sido publicada bajo el nUmero WO 2014/096352 A2.

4.4.2. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de las cepas
seleccionadas.

Antes de evaluar la capacidad antimicrobiana de las cepas aisladas, se comprob6 que el
MRS (medio empleado para crecer las cepas probioticas y obtener los sobrenadantes
testados) por si solo, no tuviera ningun efecto inhibitorio sobre el crecimiento de los
patogenos, ya que el medio 6ptimo de crecimiento de los patégenos empleados era el
caldo Tripticasa de Soja (CASO). Para esto, se realizaron curvas de crecimiento
utilizando cultivos de las cepas patdgenas en caldo CASO con diferentes porcentajes de
MRS vy realizando siembras en placa a diferentes tiempoii¢as 12 y 13). Los
resultados obtenidos, mostraron que la adicion de los porcentajes probados de MRS al
caldo CASO no afectaba el crecimiento de los dos patdgenos. Para las pruebas de
inhibicion de crecimiento se usé la adicion de un 15% de sobrenadante, que fue el
porcentaje maximo probado. De forma paralela en cada experimento de inhibicién de

crecimiento, se realizé una curva control de crecimiento con cada patégeno.
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Grafica 12. Curva de crecimiento en UFC/ml & aureusCECT4013 con diferentes porcentajes de
MRS. Los resultados se expresan como la media del In de las UFC/ml de 6 placas + SD Los tiempos de
muestreo que se analizaron se simbolizan con un recuadro naranja.
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Gréfica 13. Curva de crecimiento en UFC/ml & epidermidiSCECT231con diferentes porcentajes de
MRS. Los resultados se expresan como la media del In de las UFC/mI de 6 placas + SD. Los tiempos de
muestreo que se analizaron, se simbolizan con un recuadro naranja.

4.4.2.1. Evaluacion de la actividad antimicrobiana frente &taphylococcus
aureus CECT4013.

Antes de realizar la evaluacion de los diferentes sobrenadantes, se valoro la actividad
antimicrobiana de los dos controles positivos. Estos controles, fueron aislados de dos
productos que estan orientados a madres que sufren de mastitis en la lactancia: el
Lactanz& hereditunf contiene la cepalactobacillus fermentum CECT5716
(comercializado en Espafia) y Profuturenama que contiene la cepactobacillus
salivarius CECT5713 (comercializado en Alemania). Trabajos realizados por el grupo
de Olivaresy col en 2006, determinaron mediante experimeimnastro, que estas dos

cepas mostraban una buena actividad antimicrobiana frente a diferentes patdégenos, entre
ellos, StaphylococcuaureusCECT4013, microorganismo involucrado en el desarrollo

de la mastitis (Olivares et.aR006).

Como se observa en gmafica 14A, el sobrenadante de salivariusCECT5713 tiende

a inhibir el crecimiento d8. aureusCECT4013, ya que los valores de UFCs obtenidos

son menores en presencia del sobrenadante y se evidencia por una pendiente de
crecimiento menos inclinada comparada con la curva de crecimiento del patdégeno.
Asimismo, se observd que a las 24 horas, los cultivoS. daureusCECT4013 que
crecieron con muestras que tenian los sobrenadantes tantsalevariusCECT5713

como deL. fermentumCECT5716, presentaron un incremento en sus recuentos, lo que

podria suponer que aun se encontraban en fase logaritmica. El hecho de no haber
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realizado un recuento posterior y que el tiempo transcurrido entre las dos ultimas tomas
de muestra es bastante amplio, no permitio confirmar este hecho; sin embargo, si se
compara la curva de crecimiento del patogeso gureusCECT4013 +15% MRS),
respecto a las que tenian sobrenadantes, se podria decir que estos Ultimos tienen algun
tipo de compuesto que estimula o mantiene el crecimiento del patégeno, alterando de
alguna manera el ciclo celular normal de esta bacteria.

En cuanto a las medidas de la Jg§(Grafica 14B) se observé que el control de
crecimiento del patégendS( aureusCECT4013 +15% MRS) mostré unos valores
mayores, respecto a las muestras que tenian sobrenadantes. Esto puede deberse, a que
este microorganismo al crecer en forma de racimos ocasiona que la medida gg la DO

Nno sea precisa y en algunos casos exista una sobrestimacion. Por otro lado, se observé
gue la muestra con el sobrenadanté.dgalivariusCECT5713 tendia a unos valores un

poco inferiores respecto al control de crecimiento del patégeho a(reus
CECT4013+15% MRS), siendo la hora 6 donde se obtuvo ugg B@nor.

Una curva de crecimiento representa la cantidad de células viables presentes en un
cultivo y tiempo determinado. En este trabajo, para determinar la actividad
antimicrobiana se decidio realizar medidas tanto de UFC/ml, como dg, O€l
microorganismo patogeno crecido en caldo CASO, con 15% de sobrenadante
neutralizado de cultivos de las diferentes cepas probioticas, pertenecientes al cepario de
Laboratorios ORDESA. Se sabe que la medida de lgd)® es del todo precisa, ya

que esta técnica no permite diferenciar la viabilidad y/o estado metabdlico en el que se
encuentran las células en el momento de la medida. Por otro lado, se considera que la
técnica de recuento en placa es la mas adecuada a la hora de realizar una curva de
crecimiento porque permite detectar la cantidad de células viables presentes en
determinado periodo de tiempo, sin embargo esta técnica también tiene ciertas
limitaciones ya que es necesario tener una cantidad representativa de placas sembradas
y en muchas ocasiones las UFC no se encuentran dentro del rango éptimo (30-300
UFC/ml). Asi pues, se ha de considerar que estas dos técnicas se complementan, razén
por la cual han sido usadas en este trabajo para evaluar la actividad antimicrobiana.

De acuerdo a los resultados obtenidos con los sobrenadantes de los dos controles
positivos, se decidié emplear como Unico control positivo el sobrenadante de la cepa
salivarius CECT5713 ya que se conseguian resultados mas consistentes y duraderos en

el tiempo.
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Gréfica 14. A. Curvas de crecimiento en UFC 8e aureusCECT4013 con sobrenadantes (15%)Lde
salivarius CECT5713 yL. fermentumCECT5716. Los resultados se expresan como la media del In de
UFC/ml de 8 placas + SIB. Curvas de crecimiento en Q§deS. aureusCECT4013 con sobrenadantes

(15%) deL. salivariusCECT5713 yL. fermentunCECT5716. Los resultados se expresan como la media

del In de tres lecturas + SD. Los tiempos de muestreo que se analizaron se simbolizan con un recuadro
naranja.

Las cepas probidticas que se evaluaron en este cribado fueron la ORD0529, ORD0713 y
ORDO0714, todas ellas cepas ldegasseri ya que como se menciono en el capitulo
Material y Métodos, es una especie que ha sido descrita en la bibliografia, por tener un
efecto inhibitorio frente a algunos de los patdgenos evaluados en este trabajo. El hecho
de utilizar sobrenadantes neutralizados para realizar los diferentes experimentos de
inhibicion, permitio descartar el efecto que podia tener el pH y de manera indirecta, la

produccion de acidos organicos sobre el crecimiento del patdégeno, para de esta manera,
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evaluar otro tipo de compuestos producidos por las cepas probidticas con posible efecto

antimicrobiano, como lo son la produccion de peréxido de hidrogeno o bacteriocinas.

Al evaluar los diferentes sobrenadantes, se observd que hubo una interaccion
significativa del tiempo sobre el logaritmo neperiano (In) de las UFC/ml y asimismo
hubo una interaccion significativa del tiempo con el sobrenad#réfi¢a 15),
observandose que a las 3 y 6 horas, el sobrenadante de la cepa ORD0529 fue la que
mejor efecto de inhibicidén tuvo, ocasionando un retraso en el crecimierfo alaleus
CECT4013, comparado con las demas cepas evaluadas, incluyendo el control positivo
(L. salivariusCECT5713). Asimismo, se observo que la fase logaritmica del cultivo en
presencia de los diferentes sobrenadantes se mantenia al finalizar el experimento
(24horas), por lo que es posible que exista algun tipo de metabolito secundario en los
sobrenadantes, que actle de buffer y evite que las células lleguen a la muerte celular,
caso contrario que se observo en el cultivo sin presencia de sobrenadante.

Trabajos realizados por Olivargscol. en 2006 demostraron, empleando la técnica de
difusiébn en placa, que sobrenadantes &acidos de ciertas cepas, incluidod..el de
salivarius CECT5713 yL. fermentumCECT5716 eran efectivos frenteS aureus
CECT4013, sin embargo al neutralizar estos mismos sobrenadantes no pudieron
detectar zonas de inhibicion. Asimismo, dicho grupo de investigacion, detectd que
salivarius CECT5713 a pesar de ser catalasa negativa, era capaz de producir perdxido
de hidrégeno (kD,), hecho que no es extrafo, ya que se ha sugerido que este tipo de
microorganismos contienen flavoproteinas oxidasas, que catalizan la produccion de
H.O, (Ocaia et a) 1999).

Por tanto, no es sorprendente, los resultados que se obtuvieron en este experimento,
principalmente debido a que en este caso se usaron sobrenadantes neutralizados,
empleando la técnica de inhibicidn en cultivo. Sin embargo, es posible que no se hayan
conseguido resultados bacteriostaticos o bactericidas empleando el sobrenadante de la
cepal. salivariusCECT5713, en este trabajo usado como control positivo, debido a la
baja concentracibn de peréxido de hidrogeno presente o al bajo porcentaje de

sobrenadante que se afadio al realizar los experimentos.
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Grafica 15. Curvas de crecimiento en UFC/ml 8e aureusCECT4013 con sobrenadantes (15%)L.de
salivarius CECT5713, la ORD0713, la ORD0714 y la ORDO0529. Los resultados se expresan como la
media de tres experimentos independientes + SD, p=<0.05.

Respecto a las medidas de ladoasi como ocurrié en los experimentos anteriores, no
fueron equivalentes a las UFC obtenidas en los recuentos, ya que sélo se observaron
diferencias significativas a las 8 horas de todos los sobrenadantes, respecto al control de
crecimiento, existiendo un efecto de retraso de crecimiento del patdgexicd 16).

Sin embargo, a las 24 horas todos los cultivos tuvieron ungyoD¥®nilar, caso

contrario a lo que ocurrié con las UFC, hecho que puede deberse a que la medida de la
DOsoo N0 permite diferenciar entre células vivas y muertas, ni tampoco su estado
metabolico. De esta manera, si un cultivo se encuentra en fase de muerte celular, sus
células se pueden encontrar demasiado agregadas entre si y obtenerse unos valores altos
de DQyoo, pudiendo sobreestimar la cantidad de células vivas presentes en dicho cultivo.
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Grafica 16. Curvas de crecimiento de la [d9de S. aureusCECT4013 con sobrenadantes (15%) de
salivarius CECT5713, la ORD0713, la ORD0714 y la ORDO0529. Los resultados se expresan como la
media de tres experimentos independientes + SD, p=<0.05.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el sobrenadante de la cepa ORD0529 fue la que
tuvo un mejor efecto de inhibicién frente al patdg€naureusCECT4013, por tanto se
decidio realizar un experimento adicional usando dicho sobrenadante pero con una
concentraciéon de patégeno mas bajd (I1BC/ml) y de esta manera determinar si se
conseguia un mayor efecto negativo sobre el crecimieng& dareusCECT4013. En

este caso, los resultados mostraron que el sobrenadante de la cepa ORDO0529,
comparado con el experimento anterior, tiende a retrasar mucho mas el crecimiento del
patdgeno en la hora 3, 6 y 8, ya que los valores de UFC obtenidos fueron uno, y en
algunos casos, dos logaritmos menos respecto al control de crecinBerdaaréus
CECT4013 + 15% MRS); mientras que la tendencia del sobrenadahtesalesarius
CECT5713 (usado como control positivo) solo mostré este efecto en la hora 8, con una
reduccion de un logaritmo respecto al control de crecimiento del patoGeaficd

17A). En cuanto a los resultados de ladgydGréafica 17B), se observo que no fue

hasta la hora 8, y en algin caso a la hora 6, que empezé la fase exponencial del
patdgeno, considerando de esta manera que durante las horas previas existio una

aparente fase de latencia, hecho que pudo deberse a que la concentracion de células
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presentes se encontraba por debajo del limite de deteccién del espectrofotérfietro (10
10" UFC/ml), cuando realmente el cultivo se encontraba en fase logaritmica desde un

comienzo, de acuerdo a los resultados obtenidos mediante recuento (UFC/ml).

A.
22,00
)
20,00 Vi /z‘/é’
18,00
5 16,00
ke
=2
S 14,00
.2
o
]
= 12,00
10,00
8,00
E]l 24 SE]?Q 10 11 12 13 14 15 151?131920212223
Tiempo (horas)
=—t—5_aureus 4013+ 15% L. salivarius CECT5713
5. gureus 4013+ 15% ORD 0529
B' w5 gureus 4013+ 15% MRS
2,00 -
1,00 ///:_
050 /
2 100 f//
=
—
& 2,00
=2 ///
2 -300 -
= 4
-4,00 *—4
-5,00 H'__-v
-6,00

-7,00

E]1 2E]4 SE]?Q 101112131415151?131920212223

Tiempo (horas)

Grafica 17. A Curvas de crecimiento en UFC SeaureusCECT4013 con sobrenadantes (15%).de
salivariusCECT5713 y ORD0529. Los resultados se expresan como la media del In de UFC/ml de 8
placas + SDB. Curvas de crecimiento en §deS. aureusCECT4013 con sobrenadantes (15%) de
salivariusCECT5713 y.. fermentunCECT5716. Los resultados se expresan como la media del In de
tres lecturas + SD. Los tiempos de muestreo que se analizaron se simbolizan con un recuadro naranja.

4.4.2.2. Evaluacion de la actividad antimicrobiana frente &taphylococcus
epidermidis CECT231.

De la misma manera que en el experimento anterior, se evalu6é el efecto de los
sobrenadantes de los dos controles positivos, sobre el crecimietoegedermidis
CECT231. En este caso, como se muestra grafaca 18A, los datos obtenidos no nos

permiten ver inhibicion ni retraso del crecimiento del patégeno, ya que las curvas
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obtenidas con adicion de los sobrenadantes de los controles positivos son muy similares
a la curva de crecimiento del patdogeno. En cuanto a las medidas deota(ddélica

18B), se evidencia nuevamente la poca sensibilidad de esta medida, ya que los valores
gue se obtuvieron indicaron una aparente fase de latencia desde la hora 0 hasta la hora
3, no siendo directamente proporcionales a los recuentos obtenidos durante estas
mismas horas. Esto puede explicarse a que la concentracion celular a estas horas se
encontraba alrededor de®UFC/ml, concentracién que se encontraba por debajo del
limite de deteccién del espectrofotbmetro, generando de esta manpseuda fase de

latencia.
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Gréfica 18. A Curvas de crecimiento en UFC 8eepidermidi€ECT231 con sobrenadantes (15%).de
salivarius CECT5713 yL. fermentumCECT5716. Los resultados se expresan como la media del In de
UFC/ml de 8 placas + SDB. Curvas de crecimiento en [ de S. epidermidisCECT231 con
sobrenadantes (15%) desalivariusCECT5713 y.. fermentumCECT5716. Los resultados se expresan

como la media del In de tres lecturas £ SD. Los tiempos de muestreo que se analizaron se simbolizan con
un recuadro naranja.
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Sin embargo, teniendo en cuenta los trabajos realizados por Marth en 2006,

donde determinaron que la cdpasalivariusCECT5713 inhibia el crecimiento de este
patdgeno, se decidid usar esta cepa como control positivo en este ensayo. Asimismo, es
importante tener en cuenta que los experimentos llevados a cabo por este grupo, aparte
de usar los sobrenadantes sin neutralizar, emplearon un sistema de cribado (técnica de
difusion en agar), diferente al sistema usado en este trabajo (técnica de inhibicion en

cultivo).

Para realizar la actividad antimicrobiana frent8. apidermidisCECT213, se decidio
escoger soélo el sobrenadante de la cepa ORDO0529 ya que fue la Unica que mostro
actividad frente &. aureusCECT4013, teniendo, incluso, un mejor efecto que.el

salivariusCECT5713, considerado el control positivo en estos experimentos.

Los resultados no mostraron ninguna tendencia de efecto ni bacteriostatico ni
bactericida frente &.epidermidisCECT213 por parte de ningun sobrenadante, ya que

los recuentos fueron muy similares a los obtenidos con el patdgeno sin adicion de
sobrenadante (control de crecimient@rdfica 19A) y aunque en este caso, las tres
curvas mostraron una tendencia de descenso en el recuento y no se observo ningun
efecto potenciador de crecimiento ni efecto buffer, como en el cas8. dalreus
CECT4013, el patégeno tuvo casi un logaritmo menos, comparado con los recuentos
obtenidos con los diferentes sobrenadantes. De la misma forma, las medidas ge la DO
(Grafica 19B) tuvieron un comportamiento similar al de las UFCs, aunque a la hora 24,

la DOsgp del patégeno fue un poco mayor, esto pudo deberse a que este cultivo al
encontrarse en fase de muerte, sus células podrian encontrarse agregadas y ocasionar de
esta manera, unas medidas de;gd@ayores respecto a las que tenian sobrenadante.

Es importante resaltar, que el grupo de Mayticol. en 2006, reportaron actividad
antimicrobiana del. salivarius CECT5713 frente aS. epidermidis CECT213
empleando sobrenadantes acidos, sin embargo cuando se emplearon sobrenadantes
neutralizados (pH: 6,2), no se observé ningun tipo de efecto. Por lo tanto, no es
sorprendente, que en este trabajo tampoco se obtuvieran resultados positilzos con
salivariusCECT5713.
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Gréfica 19. A. Curvas de crecimiento en UFC 8e epidermidiCECT231 con sobrenadantes (15%) de

L. salivariusCECT5713 y ORDO0529. Los resultados se expresan como la media del In de UFC/ml de 8
placas + SDB. Curvas de crecimiento en R§deS. epidermidisCECT231 con sobrenadantes (15%) de

L. salivariusCECT5713 y la ORDO0529. Los resultados se expresan como la media del In de tres lecturas
+ SD. Los tiempos de muestreo que se analizaron se simbolizan con un recuadro naranja.

Teniendo en cuenta la medida de las UFC/mI del experimento previd, se observé que el
crecimiento deS. epidermidi€CECT213 era demasiado rapido, donde a las 8 horas de
cultivo, la fase exponencial de este patdgeno finalizaba. Por lo tanto, se decidid evaluar
una concentracion mas baja de patégeno y de esta manera obtener una mejor curva de
crecimiento. De esta manera, se observo que todos los cultivos a las 24 tienden a
permanecer en fase exponencial y no se evidencié ningun tipo de efecto antimicrobiano
frente al patégeno, ni del control positita alivariusCECT5713) ni de la ORD0529.

De hecho, las UFC obtenidas del cultivo sin adicion de sobrenadante (control de

crecimiento) tienden a ser mas bajas, comparadas con los cultivos que tenian los
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sobrenadantes, llegando a obtenerse recuentos de uno o incluso dos logaritmos mas, en
el caso del. salivarus CECT5713, comparado con el cultivo sin adicion de
sobrenadante (control de crecimient@rdfica 20A). Respecto a las lecturas de la
DOesoo (Grafica 20B), se observo que la tendencia en las primeras 8 horas de muestreo,
las medidas estuvieron alrededor de 0,01 y no fue sino hasta la hora 24 cuando se
observd un crecimiento del patdogeno. De esta manera, se evidencié que cuando se
emplean concentraciones de indculo muy bajas, la medida deghg &Cestos casos,

no es una técnica muy sensible, ya que no detecta la cantidad real de bacterias presentes
en el cultivo, comparada con los recuentos de las UFC.
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Grafica 20. A. Curvas de crecimiento en UFC 8e epidermidisCECT231 con sobrenadantes (15%) de

L. salivariusCECT5713 y la ORD0529. Los resultados se expresan como la media del In de UFC/ml de 8
placas + SDB. Curvas de crecimiento en [g@deS. epidermidisCECT231 con sobrenadantes (13%)
salivariusCECT5713 y la ORD0529. Los resultados se expresan como la media del In de tres lecturas +
SD. Los tiempos de muestreo que se analizaron se simbolizan con un recuadro naranja.
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4.4.2.3. Evaluacién de la actividad antimicrobiana frente &treptococcus
mitis ATCC49456.

Teniendo en cuenta qu& mitis también es considerado un microorganismo causante

de la mastitis, se decidid evaluar el posible efecto antimicrobiano de los diferentes
sobrenadantes sobre este patégeno. En este caso en concreto, se decidid evaluar tanto el
sobrenadante de salivariusCECT5713 como el de. fermentunCECT5716, ya que

no existen investigacion@s vitro que evidencien algun efecto antimicrobiano por parte

de estas dos cepas frent8.amitis con lo cual no se tenia un control positivo para este

ensayo.

Los resultados de los recuento&rdfica 21A) mostraron que no hubo efecto
antimicrobiano por parte de ninguno de los sobrenadantes, ya que la curva de
crecimiento de todas las muestras fue similar entre ellas. Aunque a las 24 horas se
observé una leve tendencia de descenso de la muestra con el sobrenadante de
fermentumCECT5716, la disminucion de las UFC obtenidas se mantienen dentro del
mismo logaritmo. Respecto a las medidas de lgs@rafica 21B), las curvas fueron
semejantes a las obtenidas con las UFC, incluyendo la hora 24 donde también se
observé un ligero descenso de la muestra que contenia el sobrenadante dd_la cepa
fermentunCECT5716.
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Gréfica 21. A. Curvas de crecimiento en UFC 8e mitisATCC49456 con sobrenadantes (15%)Lde
salivarius CECT5713,L. fermentumCECT5716 y la ORD 0529. Los resultados se expresan como la
media del In de UFC/ml de 8 placas + 3.Curvas de crecimiento en [ deS. mitisATCC49456

con sobrenadantes (15%) He salivarius CECT5713,L. fermentumCECT5716 y la ORD0529. Los
resultados se expresan como la media del In de tres lecturas + SD. Los tiempos de muestreo que se
analizaron se simbolizan con un recuadro naranja.

De la misma manera que en los experimentos anteriores, se decidio realizar una curva
de crecimiento con una concentracion mas baja de indculo inicial de patdogeno y de esta
manera, observar si teniendo una fase logaritmica mas prolongada se conseguia algun
tipo de efecto antimicrobiano por parte de los sobrenadantes. De los recuentos de UFC
obtenidos Grafica 22A) no se observo ningun tipo de efecto antimicrobiano de los
sobrenadantes respecto al control de crecimiento. Segun la grafica obtenida,
aparentemente pasadas las 24 horas, todos los cultivos seguian en fase exponencial, sin
embargo este hecho no se puede asegurar debido a que transcurri6 un tiempo muy
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prolongado de horas (16 horas), con lo cual puede haber empezado una fase estacionaria
previa a las 24 horas pero que no fue posible determirtarfdi¢as 22A). Respecto a

las medidas de la D@fafica 22B) se observo que hasta las 8 no fue cuando comenzdé

la fase logaritmica de los diferentes cultivos, indicando una fase de latencia que no fue
correspondiente a las UFC/ml obtenidas. Este comportamiento fue similar a los
experimentos anteriores cuando la concentracién de inéculo del patbgeno era®baja (10
10°UFC/ml). Sin embargo, teniendo en cuenta las medidas de g, EBhpoco se

observé algun tipo de efecto antimicrobiano por parte de los sobrenadantes.

A.
22,00
20,00 =
18,00
E .
-E 16,00 },
2 1400
—
2 Y4
T 10
3 /
S 1000
8,00 il
[ el
6,00
E] 1 2E]4 EE]?S' 10 11 12 13 14 15 16 17 18 18 20 21 2223
Tiempo (Horas)
—+— 5. mitis ATCC 48456+ 15% L. salivarius CECT5713
—fl— 5. mitis ATCC 48456 + 15% L. fermentum CECTS716
5. mitis ATCC 48456 + 15% ORD 0529
B. —s4—5_mitis ATCC 49456 + 15% MRS
1,00
/.‘X‘
0,00
-1,00
8
-2,00
£ F
-1}
T -3,00
B
T /
g -4,00
5,00
-6,00 74
J00 ¥

E]l 2E]4 SE]?B 10 11 12 13 14 15 151?151920212223

Tiempo (Horas)

Grafica 22. A. Curvas de crecimiento en UFC 8e mitisATCC49456 con sobrenadantes (15%)Lde
salivarius CECT5713,L. fermentumCECT5716 y la ORD0529. Los resultados se expresan como la
media del In de UFC/ml de 8 placas + $.Curvas de crecimiento en [y deS. mitisATCC49456

con sobrenadantes (15%) He salivarius CECT5713,L. fermentumCECT5716 y la ORD0529. Los
resultados se expresan como la media del In de tres lecturas + SD. Los tiempos de muestreo que se
analizaron se simbolizan con un recuadro naranja.
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Aunque no se obtuvo ningun resultado positivo de los sobrenadantes, que retrasara o
inhibiera el crecimiento des. epidermidisCECT231 yS. mitis ATCC49456, es
importante tener en cuenta, que la actividad antimicrobiana que pueden tener diferentes
cepas, es un proceso multifactorial, en el que estan involucrados, no solo la produccién
de acidos organicos, .8, y bacteriocinas, sino también mecanismos de exclusion
competitiva de receptores o nutrientes (Olivatesl, 2006)(Martiret al, 2005). Se ha
descrito que el consumo de cepas probioticas durante la ultima etapa del embarazo y/o
la lactancia incrementan la concentracion de inmunoglobulina A (IgA) y del
transforming growth factor (TGB2) en la leche materna, lo cual puede controlar el
crecimiento local de bacterias causantes de la mastitis al tiempo que limita su capacidad
de acceder o estropear el epitelio mamario (Nikreazal, 2013). Asimismo, la
exclusién competitiva local y la produccion de sustancias antimicrobianas, también
podrian explicar el control que tienen ciertos lactobacilos hacia las bacterias causantes
de la mastitis. Este hecho, implicaria que una cepa de Lactobaebesia ser capaz de
alcanzar la glandula mamaria al momento de la ingestion, hecho que ya se ha
evidenciado mediante la existencia de la ruta entero-mamaria, permitiendo una
transferencia bacteriana del intestino materno a la glandula mamaria (Feretaabez
2016).

Por otro lado, la actividad antimicrobiana mas importante y mejor caracterizada en las
BAL es la produccion de acidos organicos, principalmente &cido lactico y acético en
cepas de lactobacilos, y su efecto inhibitorio es causado principalmente por la forma no
disociada de la molécula, que se difunde a través de la membrana celular hacia el
citosol, que es mas alcalino e interfiere en las funciones metabdlicas esenciales
celulares. Los efectos toxicos del acido lactico y acético incluyen la reduccién del pH
intracelular y la disipaciéon del potencial de membrana. Mientras que la actividad
antimicrobiana del peroxido de hidrégeno ha sido atribuido al fuerte efecto oxidativo
que ocasiona en la célula bacteriana y a la destruccién de las estructuras moleculares

béasicas de las proteinas celulares (Sugkal., 2010) (Tejero-Sarifiena et a2012).
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4.4.3. Determinacion de la produccion de GABA (acido gamma-
aminobutirico) de las cepas seleccionadas.

4.4.3.1. Deteccion de la presencia de la enzima GAD (Glutamato
descarboxilasa).

La biosintesis de GABA es una reaccion en una etapa que implica la descarboxilacion
de glutamato de sodio a GABA que es catalizada por la enzima GAD, jugando esta
conversiéon un papel importante en varias funciones del cerebro (Ddadkigl 2012).
Teniendo en cuenta que esta enzima es clave para la produccion de GABA, se realiz6
una prueba cualitativa para determinar las cepas pertenecientes al cepario de
Laboratorios Ordesa, que tuvieran la presencia de la enzima GAD. Para ello, el reactivo
usado para desarrollar esta prueba contenia como sustrato, Monoglutamato de Sodio
(MGS) en una solucion hipertonica, compuesta de Cloruro de Sodio y EDTA, que
actian como agentes liticos desestabilizando la membrana plasmatica y facilitando el
contenido plasmatico. De esta manera, si la cepa tenia la enzima GAD, esta seria
inducida por el MGS, con lo cual se produciria GABA que seria liberado al medio al
causarse la lisis, produciendo un cambio de color en el indicador de pH, en este caso
verde de bromocresol, de amarillo a azul.

La resultados de esta prueba se clasificaron de acuerdo a la intensidad del desarrollo de
color, comparado con el control positivo empleado, que en este caso fue el patdgeno
coli ATCC25923: + (azul ligero, menor al control positivo), ++ (intensidad de azul
igual que el control positivo) y +++ ( azul intenso, mayor que el control positivo). En
total, se evaluaron 320 cepas, de las cuales 16 fueron positivas para estalatdana (

18). Los resultados positivos obtenidos, se confirmaron mediante la repeticion de la
prueba y fueron consistentes.

La enzima GAD esta presente en una amplia variedad de organismos de todos los
reinos. En mamiferos, el glutamato es el principal excitador y el GABA el principal
neurotransmisor inhibitorio, y su conversion de una a otra por la enzima GAD, juega un
papel importante en diversas funciones cerebrales. Sin embargo en plantas y
microorganismos parece tener otros roles. En plantas, el sistema GAD se expresa en
respuesta a una variedad de condiciones de estrés como un shock de temperatura,
hipoxia o incremento de los niveles de?CaMientras que en microorganismos, este
sistema parece tener una funcién diferente a la de los vertebrados y estaria relacionada

con la capacidad de conferir resistencia a la bacteria frente a condiciones acidas. El
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sistema GAD ha sido descrito como el mecanismo mas importante en la alta resistencia
a condiciones acidas que tieke coli. Ademas, esta propiedad se puede considerar
como un factor de virulencia o probidtico, ya que permite que patdégenos o bacterias
probidticas, respectivamente, puedan resistir las condiciones de pH extremadamente
bajas, presentes en el estomago (Feehily & Karatzas, 2013) y sobrevivir al paso por el
GIT. Se ha descrito que esta descarboxilasa en presencia del correspondiente
aminoacido (acido glutamico), es expresada durante la fase estacionaria de crecimiento
y tras la acidificacion del medio de crecimiento. Por lo tanto, se ha propuesto que la
funcién biologica de esta enzima reside en un "mecanismo de neutralizacion
desarrollado por la célula como un método para estabilizar el entorno interno frente a
los cambios desfavorables en el entorno externo” (Gale, 2006). Asimismo, se ha
descrito que ciertas condiciones ambientales, tales como, acidez, estrés osmotico o
agotamiento de nutrientes, inducen la expresion de la enzima GAD en: cepas iniciadoras
lacticas deL. lactis S. thermophilusy Lactobacillus delbrueckiicepas lacticas no
iniciadoras comd.. brevis L. paracasely L. plantarum asi como lactobacilos aislados

del tracto gastrointestinal humano y animal (Papadimitriou e2@16).

Cepa Especie Fuente de aislamiento GAD
ORDO0026 | B. angulatum Heces maternas +++
ORDO0410 | B. adolescentis Heces maternas +++
ORDO0106 | B. adolescentis Heces maternas ++
ORDO0119 | B. adolescentis Heces maternas ++
ORDO0208 | B. adolescentis Heces maternas ++
ORDO0459 | B. adolescentis Heces de bebé ++
ORDO0465 | B. adolescentis Heces de bebé ++
ORDO0010 | B. adolescentis Heces maternas +
ORDO0109 | B. adolescentis Heces maternas +
ORDO0210 | B. adolescentis Heces maternas +
ORDO0216 | B. adolescentis Heces maternas +
ORDO0227 | B. adolescentis Heces maternas +
ORDO0360 | B. adolescentis Heces maternas +
ORDO0368 | B. adolescentis Heces maternas +
ORDO0378 | B. adolescentis Heces maternas +
ORDO0458 | B. adolescentis Heces de bebé +

Tabla 18. Resultados de la prueba de deteccién de la enzima GAD. + (azul ligero, inferior al control
positivo), ++ (intensidad de azul igual que el control positivo), +++ (azul intenso, mayor que el control
positivo)
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4.4.3.2. Determinacion de la produccion de GABA (4cido gama-
aminobutirico).

De las 16 cepas positivas para la enzima GAD, se decidio evaluar sélo las cepas que
dieron un resultado igual o mayor que el control positivo (7 cepas), en referencia al
desarrollo de color obtenido.

Teniendo en cuenta que el GABA es sintetizado por la accion de la enzima GAD que
cataliza lao-descarboxilacion del L-glutamato o sus sales t@lesio Monoglutamato

de Sodio (MGS), se decidid realizar el crecimiento de las cepas seleccionadas durante
72 horas en presencia de diferentes concentraciones de MGS (0, 20, 30 y 50 mg/ml) y
posteriormente determinar la concentracion de GABA producida. Debido a que las
cepas seleccionadas pertenecian al géBgidobacterium y que su fase logaritmica
finaliza alrededor de las 48 h, se establecio incubar 24 horas mas (hasta las 72 horas) los
cultivos, generando de esta manera unas condiciones de estrés para la bacteria que
facilitaran que la enzima GAD se expresara, con una posterior produccion de GABA a

partir del MGS presente en el medio.

En un primer andlisis, se determiné tanto la concentracion de GABA producida, como
la del &cido glutamico que no fue consumido por la bact&iéaficas 23 y 24). De
acuerdo a los valores obtenidos, se observo que la tendencia de las concentraciones de
acido glutamico y GABA eran inversamente proporcionales, es decir, el acido
glutamico presente en el medio disminuia a medida que era convertido en GABA y este
aumentaba. Se ha descrito que existe un sistema GAD intracelular, compuesto por la
enzima GAD vy el antiporter glutamato:GABA, responsable de la produccion de GABA
en bacterias. El glutamato es importado dentro de la célula por el antiporter, luego es
descarboxilado por la enzima intracelular GAD para producir GABA y posteriormente,

el GABA es exportado de la célula via antiporterdtal, 2013). Se cree que el efecto
protector del sistema GAD surge a través del consumo de un protén que se produce
durante la reaccion de descarboxilacion del glutamato, lo que ayuda a mantener el pH
del citoplasma cuando disminuye el pH externo. A pH neutro, la enzima GAD esta
localizada en el citoplasma, mientras que a condiciones acidas se sitla en la membrana,
donde es capaz de trabajar de forma sinérgica con el antiporter glutamato:GABA
(Karatzaset al, 2010). En las BAL y bifidobacterias el gen que codifica para la enzima

GAD es elgadBy el que codifica para el antiporter glutamato:GABA egaiC
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(Yuneset al. 2016) Este opem es regulado por la proteina GadR, codificada
gadR que reconoce la presencia de glutamato e induce la expresion de lcgadBC
(Li et al, 2013).

Respecto a la concentracién de GABA producida por las diferentes cepas selecc
los datos obtenidos mostraron que en ausencia de MGS, las cepas tienden a
una minima cantidad de GABA, pero al aumenticconcentracion de MGS, aunque
en todos los casos, el aumento fue directamente proporcional a la cantidad de
producida, evidenciando de manera indirecta, que en este caso no existe una

por sustrato.
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w30 mgiml MGS 11,31 11,08 7.84 465 2.42 5,.9: 057
w50 mg/ml MGS 9,68 11,01 8.48 558 459 4,9¢ 073

Grafica 23. Concentracién de GABA de las cepas seleccionadas a partir de las diferentes concer
de MGS Los datos se expresan como la media de tres lecturas

Por otro lado,d cepa OR0208 (B. adolescentisa pesar de tener la enzima GAD,
mostré0 una capacidadparentepara sintetizar GABAhecho similaral que reporto
Yunesy col en 2016, quienes identificaron ciertas cepalL. fermentur que tenian el
sistema GAD mediante la amplificacion del ¢gadB pero nodetectaron sintesis
GABA. La explicacion a estqpuede deberse a que el sistema GAD que n algunas
cepas, tienena mutacion/delecion en el ggadCque codifica el antiport glutamato:
acido gammaminobutiric,, responsable de exportar el GABA de laélulas
bacterianas (Yunest al, 2016. En nuestro estudio, se considerta @epa ORD020¢

como un control negativo, respecto a la produccién deBA, al no ser apaz de
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exportarloy por tanto no poder ser detectado en el sobrenadante, que en este ca
gue se uso para determinar las concentraciones de GABA producidas por las d
bacterias seleccionad&Sin embargo, se observé para esta (ORDO0208, que las
concentraciones de acido glutAmeran mucho mayores, comparado con los va
obtenidos por las otras cepas, indicando de alguna mqgue dicha cepa no es u
buena productora de GABA, independientemente que a capaz de exporr el

GABA al medio extracelular, ya que su consumo de MGS es muy
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ORD 002( | ORD 0106/ ORD 0459 ORD 0465 ORD 011®DRD 041( OR(%_C;ZOS
20 mg/m MGS | 029 057 024 0.65 075 0.8 1
®20 mg/ml MGS 251 16,21 8.43 7.0 10,46 9.8 14,79
w30 mg/ml MGS 6,02 414 11,04 14,49 17,73 15( | 20,44
#50 mg/ml MGS 2041 17,68 22.9 25,11 28,9 23¢ | 3387

Gréfica 24. Concentracion deacido glutdmicode las cepas seleccionadas a partir de las difer
concentraciones de MGEos datos se expresan como la media delecturas + SD.

A pesar de que se detectd que las cepas eran capaces de utilizar el MGS pare
GABA, los resultados obtenidos fueron un tanto errddebido a lanetodologia usac
para hacer las diluciones de los sobrenadantes testados, para alcanzar la luciéon
requerida (1/10000%e realizaron diluciones 1/1. Por tanto, se decidio realizar

segundo experiment@nalizando los sobrenadantes de las mismas cepas prok
testadas en el ensayo ante pero modificandda metddica de diluciéi(diluciones

seriadas 1/10) hasta alcanzar la dilucién requerida (1/1C

En los resultados obtenidos en este segundo experimento, se observé « una
tendencia inversamentgroporcional entre las concentraciones de GABA vy |,
excepto en las cepasfkD0106 y ORI0459 para la concentracide MGS de 30mg/r,
de hecho,ds concentracionede GABA que se obtuvieron fueranas bajas que en el
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experimento anteriorevidenciand que la netddica de dilucion utilizadepermite la
obtencionde unos resultados mas fial, con un claro efecto dosis/respuesta, .
menos obvio en el primer experimel Por otro lado, se observé que el con
negativo, en estcaso la cepa OF0208, se mantuvo con unos valores minimo.
produccion de GABA, sim&o iguales y de hec en algunos casomas bajos que Ic

obtenids en el ensayo antericGrafica 25).
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ORD 0026 ORD 010¢ | ORD 0459| ORD 0465 ORDO0119 ORD 0 OR(%_C;ZOS
E0mg/mMGS | ( 059 )| o018 | 033)|( 058 ) 013 | 0,18) 0,17
20 mg/ml MGS | 5,18 0.36 2.15 224 028 1,61 0,25
w30 mg/ml MGS | 8,36 1,28 1,88 2.49 0,40 2,60 024
50 mg/ml MGS | 9,35 059 2.32 266 0,48 3,44 0,28

Gréfica 25. Concentracion de GABA de las cepas seleccionadas a partir de las diferentes concer
de MGS Los datos se expresan commedia de tres lecturas = SD.

De acuerdo a los resultados obtenidasmejores cepas productoras de GABA fue
la ORDO0459, 0465 y 0410 (siendo toB. adolescentjs aunque la cepa ORD0410
la que a mayor concentracion de MGS, mayor cantidad de Gprodujo (3.44
mg/ml); sin embargola ORD0026 B. angulatum fue con diferencia la may:
productora de GABA, produciendo mas del doble de lo producido por cua de las
cepas evaluadas en este estt Comportamientos similares a los obtenidos en
estudio, fueron reportados erabajos realizados por el grupo de Bay col, en 2012,
guienes eMaaron la capacidad de produccionGABA de ciertas BA en presencia de
diferentes concentraciones de MGS, entre ellas cepas del ¢Bifidobacterium
aisladas del GIT pbservaron que ealgunas de las cepas evaluadagroduccion d

GABA no aumentaba a medida ( se aumentaba la concentracion de MGS ¢
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medio. Sin embargo, las concentraciones de GABA que se obtuvieron en nuestro
estudio con la cepa ORDO00ZB. @ngulatum, a priori, son mayores en algunos casos,

comparado con los obtenidos por las cepas del grupo de Baoken 2012.

Teniendo en cuenta que de las 7 cepas productoras de GABA, 6 de ellas pertenecian a la
especieB. adolescentisse realiz6 un perfil comparativo de los RAPDs obtenidos, para

de esta manera, determinar la similitud de los patrones de bandas que existia entre las
diferentes cepad-{g. 43). Se observo que la cepa ORD410 (carril 1), que fue la mayor
productora de GABA dentro de I& adolescentigvaluados, tenia un perfil de bandas
completamente diferente al resto de las cepas, resultado coherente ya que esta cepa fue
aislada de heces maternas (M4). En cuanto a las cepas ORD0106 y ORD0119 (carriles 2
y 3, respectivamente) mostraron unos perfiles mas parecidos entre ellas (recuadro
violeta), hecho que no es sorprendente, ya que fueron cepas aisladas de la misma
muestra de heces maternas (M1), caso contrario sucedié con la cepa ORD0208 (carril
4), que a pesar de tener el mismo origen que las cepas ORD0106 y ORD0119, su perfil
de bandas fue totalmente diferente, hecho que también se vio reflejado en las bajas
concentraciones de GABA producidas por esta cepa. Por ultimo, las cepas ORD459 y
ORD465 (carriles 5 y 6, respectivamente), a pesar de haber sido aisladas de la misma
muestra de heces de bebé (B5) mostraron un patrén de bandas diferentes, a pesar de

producir concentraciones de GABA similares.

—

©

— Figura 43. RAPDs comparativos de las 7 cepas

seleccionadas para el screening de produccion de

23,0 wmm GABA. L: marcador 1,5 Kb1l: ORDO0410. 2:
—_——— L ORDO0106.3: ORD0119.4: ORD0208.5: ORD0459.

6: ORD0465.7: ORD0026. Las cepas de los carriles

1 al 6 corresponden a cepas Rleadolescentiy el

carril 7 corresponde a la ceBaangulatum

1l T

Finalmente, se realiz6 un recuento de las UFCs obtenidas al finalizar las 72 horas de

incubacion, para asi determinar si las diferentes concentraciones de MGS afectaban o no
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el crecimiento de las cep¢En general se obsengue todas las cepas alcaron una
concentracién de 10 16 UFC /ml, confirmando de alguna manera que las 24 hor
incubacién adicionalespgraronsometer las cepas una condicién de acic y estrés,
permitiendo expresar la enzima GAD para la posterior produccion de C y
asimismo,las diferentes concentraciones de MGS no afectaron el crecimiento
cepas Grafica 26). En trabajos realizass por el grupo de Yuneg co. en 2016, la
produccion maxima de GABA se alcanpasadadas 72 y 48 h de incubaci, para
lactobacilos ybifidobacteriasrespectivamenteperiodos correspondientes a las f
estacionaria y muerte celular, por lo que plantean la hipote:qque el aumnto de la
concentracion de GABAe produc a lo largo del crecimiento celulai se debe a su
acumulacion en el medio o a la expresion tardia degadB

Asimismo, trabajos recientes llevados a cabo por Ry col en 2017 han comproba
gue existe uincremento significativ, respecto a la produccion de GABA, en cepa
Lactobacillusque son incubadas 24 y 72 h«. Por lo tanto, diferentes factores, et

ellos el tiempo de incubacion, pueden afectar la sintesis de (Dhakalet al, 2012).

1,00E+02
E
Q@ 1,00E+01 -
2
£
1,00E+00 -
ORD 002¢ | ORD 0106/ ORD 0119 ORD 0410 ORD 045%RD 046! | ORD 0208
Ecfu/mL Omg/ml MGS | 1,94E+0: | 1,99E+01| 1,67E+01] 1,89E+01 1,42E+011,91E+0: | 1,80E+01
Ecfu/mL 20mg/ml MGS 2,00E+0: | 1,98E+01| 1,91E+01] 1,76E+01 1,62E+011,96E+0: | 1,71E+01
ucfu/mL 30mg/ml MGS 2,02E+0: | 2,00E+01| 1,92E+01] 1,87E+01 1,78E+011,98E+0: | 1,74E+01
& cfu/mL 50mg/ml MGS 2,07E+0: | 2,00E+01| 1,86E+01] 1,97E+01 1,83E+011,97E+0: | 1,71E+01

Grafica 26. Recuentos de las cepas seleccionadas productoras de GABA finalizado el tie
incubacion en las diferentes concentraciones de MGS (72h). Los datos se expresan como la v
siembra de cuatro placas de a+ SD.

En trabajos anteriores, Ventuy col en 2009 reportaron queifidobacteriun dentium
poseia el sistema GAD, mientras que las demas cepas pertenecientes a
Bifidobacteriumno lo tenian, de acuerdo a los genome las cepas ¢ estas especies

gue habian sido descritbasta el momen. Perotanto los resultados obtenidos en «
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trabajo como los reportados por Yunesol en 2016, han demostrado que existen
cepas del génerdBifidobacterium diferentes deB. dentium concretamenteB.
adolescentisy B. angulatum capaces de sintetizar GABA (Dyachkostal, 2015)
(Yuneset al, 2016). Presuntamente nuestras cepas poseen el sistema GAD, asi como
los genesgadB y gadC necesarios para la sintesis y exportacion de GABA en las
bacterias, a falta de una demostracién genética de la presencia de estos genes
Asimismo, este estudio ha demostrado que la produccion de GABA es cepa

dependiente, y por tanto no se puede generalizar a la especie.
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- Se han aislado, identificado y caracterizado bacterias con propiedades
probidticas a partir de muestras de leche materna, heces maternas y heces de
bebé, que han permitido crear una coleccion de cepas probidéticas, propiedad de
Laboratorios ORDESA S.L.

- Se han aislado un total de 288 cepas, pertenecientes a los dg&autobsicillus
y Bifidobacterium con posible actividad probidtica, donde la especie
mayoritariamente aislada en heces de madre lactante y leche materna ha sido
Bifidobacterium longunsubsp.longumy en heces de bebB8jfidobacterium
bifidum

La realizacion de las pruebas bioquimicas API 50CH y APl ZYM han permitido
determinar los patrones de fermentacion y las actividades enziméticas
caracteristicas de las cepas aisladas, evidenciando que algunas de las especies
como Bifidobacterium longumsubsp.longum y Bifidobacterium breveson

claros ejemplos de la adaptacién intrinseca al GIT de este tipo de bacterias.

- La caracterizacion genotipica utilizando la técnica RAPD y la secuenciacion de
un fragmento del gen 16s rARN de las cepas probidticas aisladas, han permitido
valorar la biodiversidad encontrada dentro de las muestras empleadas,
permitiendo diferenciar cepas probidticas dentro de una misma especie,
mediante la utilizacion conjunta de arboles filogenéticos basados en la secuencia
del gen 16s rARN vy los patrones de bandas obtenidos mediante el uso de la
técnica RAPD. Este andlisis de la biodiversidad ha permitido también, establecer
las diferencias de las cepas aisladas con cepas ya disponibles en el mercado.

- Se han identificado 10 cepasB.( longum subsp. longum ORDO0084,
Bifidobacterium pseudocatenulatu®RDO0105,B. breve ORD0123,B. breve
ORDO0124,B. breve ORD0128,B. breve ORD0134,B. breve ORD0138,B.
breve ORD0294, Bifidobacterium bifidumORDO0202 vy Lactobacillus oris
ORDO0255) capaces de crecer en presencia de acido linoléico (LA) y éacido
linolénico (LNA) y producir los respectivos acidos grasos conjugados: (acido
linoléico conjugado (CLA) y é&cido linolénico conjugado (CLNA)) en tres

medios diferentes (caldo MRS, leche desnatada reconstituida (RSM) y formula
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infantil Blemil Plus Forte-1). Los resultados mostraron que la produccion de

CLA y CLNA es especie y cepa-dependiente.

El método utilizado para el cribado de cepas productoras de CLA y CLNA ha
resultado apropiado y ha permitido desarrollar y patentar un método de
produccion de CLNA (isdbmerois9 transl1l cis1l5) a partir de LNA con altas
tasas de conversion (Patente: WO 2014/096352 A2).

El método de cribado utilizado en el presente trabajo para detectar la inhibicion
de crecimiento de diferentes patégenos ha permitido identificar que la cepa de
gasseri ORD0529 es capaz de inhibir el crecimiento del patdégeno
Staphylococcus aureUSECT4013, uno de los microorganismos causante de la

mastitis en la lactancia.

Se han encontrado 7 cepas productoras de GABA, todas ellas pertenecientes al
género  Bifidobacterium  (Bifidobacterium angulatum ORDO0026,
Bifidobacterium adolescentisORD0106, B. adolescentis ORD0119, B.
adolescentiSORD0208,B. adolescenti©RD0410,B. adolescenti©RD0459 y

B. adolescenti©ORD0465).Bifidobacterium angulatunORD0026, es la cepa

gue con diferencia produce mayores concentraciones de GABA, comparada con
las otras cepas productoras. Las cantidades de GABA producidas sustentan la
posibilidad de utilizar esta cepa para el desarrollo de un complemento

alimenticio.
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