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RESUMEN 

La relación 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 está asociada con el 

riesgo de enfermedades. Debido a esto, se han empleado diferentes técnicas para identificar 

y caracterizar bacterias con propiedades probióticas 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 creación y caracterización 

de una colección de cepas probióticas, pertenecientes a los géneros Bifidobacterium y 

Lactobacillus, propiedad de Laboratorios Ordesa, a partir de muestras biológicas que 

incluyeron leche materna y heces de madre-bebé lactante. El uso de técnicas dependientes 

e independientes de cultivo, incluida la amplificación y secuenciación de un fragmento del 

gen 16S rARN y diferentes test bioquímicos (API 50CH y API ZYM) permitió identificar 

288 cepas, donde Bifidobacterium fue el género predominante, representado por un 93.8% 

de todos los aislados, comparado con el género Lactobacillus (6,3%). Además de la 

identificación de las cepas aisladas, se realizaron análisis in vitro para evaluar diferentes 

propiedades funcionales, que incluyeron la capacidad de producción de ácidos conjugados 

a partir de ácido linoléico (LA) y ácido linolénico (LNA), la actividad antimicrobiana 

frente a tres patógenos relacionados con la mastitis en la lactancia y la producción de ácido 

gama-aminobutírico (GABA) a partir del Monoglutamato de Sodio (MGS). De acuerdo a 

los resultados obtenidos, se encontró que una cepa de Lactobacillus gasseri (ORD0529) 

fue capaz de inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus CECT4013, microorganismo 

causante de la mastitis en la lactancia. En cuanto a la producción de CLA y CLNA, se 

encontraron 10 cepas buenas productoras de estos ácidos grasos conjugados, siendo 

mayoritariamente bacterias del género Bifidobacterium y diferentes especies como 

Bifidobacterium longum subsp. longum (ORD0084), Bifidobacterium pseudocatenulatum 

(ORD0105), Bifidobacterium breve (ORD0123, ORD0124, ORD0128, ORD 0134, 

ORD0138 y ORD0294) y Bifidobacterium bifidum (ORD0202); y del género Lactobacillus 

solo se obtuvo una cepa perteneciente a Lactobacillus oris (ORD0255). Todas estas cepas 

fueron patentadas y depositadas en la Colección Española de Cultivos Tipo (CECT) bajo el 

número WO 2014/096352 A2, excepto la ORD0084 y ORD0105. Respecto a la producción 



 

de GABA, sólo se detectó la presencia de la enzima GAD en 7 cepas del género 

Bifidobacterium, concretamente en especies de Bifidobacterium adolescentis (ORD00106, 

ORD0119, ORD208, ORD0410, ORD0459 y ORD0465) y Bifidobacterium angulatum 

(ORD0026), sin embargo solo 6 de ellas fueron capaces de exportar el GABA. Los 

resultados obtenidos sugieren que estas cepas podrían 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, belonging to Bifidobacterium and 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 (API 50CH and API ZYM). Bifidobacterium was the most prevalent genus, 

representing 93,8% of the isolates followed by Lactobacillus (6,3%). Functional properties 

were evaluated by in 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 of Staphylococcus 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 the Bifidobacterium genus and different species such as Bifidobacterium longum 

subsp. longum (ORD0084), Bifidobacterium pseudocatenulatum (ORD0105), 

Bifidobacterium breve (ORD0123, ORD0124, ORD0128, ORD 0134, ORD0138 and 

ORD0294) and Bifidobacterium bifidum (ORD0202); and only a strain belonging to 

Lactobacillus oris (ORD0255) was obtained from the genus Lactobacillus. All of these 

strains were patented and deposited in the Spanish Type Culture Collection (ATTC), 

except the ORD0084 and ORD0105. Regarding the production of GABA, only some 

bacteria of the Bifidobacterium genus had the GAD enzyme and were able to export 

GABA, including species of Bifidobacterium adolescentis (ORD0106, ORD0119, 

ORD0410, ORD0459 and ORD0465) and Bifidobacterium angulatum (ORD0026). 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. INTRODUCCIÓN. 

1.1. Microbiota intestinal. 

El término microbiota humana, se refiere a la población de microorganismos que 

colonizan un lugar en particular del cuerpo humano, dicha población no solo incluye 

bacterias, sino también otros microorganismos tales como hongos, eucariotas de una 

sola célula, virus y protozoos (Sekirov et al., 2010). Esta microbiota, se asocia con el 

hospedador de dos maneras: la primera, es de tipo mutualista produciéndose una 

relación simbiótica, donde el hospedador ofrece un medio rico en nutrientes obteniendo 

un beneficio; y la segunda, es de tipo comensal dónde se establece una relación neutral 

(Romero Cabello, 2008) (de Almada et al., 2015).  

De esta manera, nos referimos a la microbiota intestinal como el conjunto de 

microorganismos que colonizan el tracto 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 digestión, respuesta inmune e incluso en 

procesos neurológicos. Diversos estudios realizados con animales gnotobióticos, 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 órganos. Por esto, el uso de dichos modelos animales, son una excelente 

herramienta de investigación, ya que han permitido dilucidar el mecanismo de acción 

que ejercen algunas comunidades microbianas que conforman la microbiota 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 alusión botánica es incorrecta, ya que los microorganismos que habitan el GIT  no 

están relacionadas con las plantas y en términos taxonómicos, pertenecen a reinos 

totalmente diferentes entre sí (Isolauri et al., 2004), si bien, entre la población sin 

formación microbiológica estos términos incorrectos aún 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 mezcla dinámica de 

microorganismos, cuya composición cambia a lo largo del tiempo y del GIT , desde el 

lumen hasta la mucosa. Teniendo en cuenta que la microbiota de la mucosa está en 
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contacto cercano con el sistema inmunitario del hospedador, la composición y la 

actividad de esta microbiota, a priori, parece ser más relevante que la microbiota del 

lumen (Isolauri et al., 2004).  

Al observar las diversas regiones del GIT  en detalle, se percibe una diferencia marcada 

en diversidad y número de bacterias (Jandhyala et al., 2015). A lo largo del GIT  existen 

diversas condiciones cambiantes, como la motilidad normal del intestino (peristalsis y la 

actividad motora propulsiva), los efectos antimicrobianos de los ácidos gástricos y 

biliares, y las secreciones pancreáticas e intestinales, que crean ambientes con bajas 

concentraciones de bacterias en ciertas zonas del GIT ; es el caso del estómago y el 

duodeno, que a pesar de su bajo pH y de la presencia de enzimas digestivas, no son 

órganos estériles, albergando un número reducido de microorganismos que se adhieren 

a la superficie de la mucosa o están en tránsito (Guarner & Malagelada, 2003) (Quigley, 

2013). De hecho, investigaciones realizadas por el grupo de Ryan y col. en 2008, han 

aislado del estómago humano, microorganismos pertenecientes al género Lactobacillus 

con propiedades probióticas. 

El número de microorganismos aumenta progresivamente a medida que nos 

acercamos al colon, desde alrededor de 104 UFC/g en el yeyuno hasta 107 UFC/g de 

contenido en el extremo ileal, donde existe un predominio de aerobios Gram negativos 

y algunos anaerobios obligados. Streptococcus parece ser el género dominante en el 

esófago distal, duodeno y yeyuno, mientras que Helycobacter es el género dominante en 

el estómago, determinando la composición de la microbiota gástrica, es decir, si 

Helycobacter pylori habita el estómago como microorganismo comensal, existe una 

amplia biodiversidad constituida por otros géneros dominantes, como Streptococcus 

(dominante), Prevotella, Veillonella y Rothia, pero esta biodiversidad cambia cuando H. 

pylori adquiere su fenotipo patogénico (Jandhyala et al., 2015). 

En el colon, el tránsito es lento y esto facilita la colonización de los microorganismos, 

ya que pueden fermentar los sustratos no digeribles, provenientes de la dieta o de la 

secreción endógena (Conlon & Bird, 2015). Por lo tanto, es en el colon donde se 

localizan aproximadamente el 70% de todos los microorganismos encontrados en el 

cuerpo y los recuentos pueden llegar hasta 1012 UFC por gramo de contenido, 

compuestos básicamente por bacterias anaerobias estrictas o facultativas, como 

Bacteroides, Porphyromonas, Bifidobacterium, Lactobacillus y Clostridium, con un 

predominio de bacterias anaerobias sobre las aerobias con una relación que puede ir de 

100 a 1000:1. Este predominio de anaerobios, se debe a la baja concentración de 
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oxígeno en el colon y que posiblemente la microbiota se adapta para habitar bajo estas 

condiciones (Quigley, 2013). En la Fig. 1, se muestra la distribución de poblaciones a lo 

largo del GIT. 

 

Figura 1. Distribución normal de la microbiota del tracto gastrointestinal (GTI) humano (Adaptado de 
Jandhyala et al., 2015). 
 

La región más estudiada del intestino es el colon distal y en adultos, se estima que las 

heces pueden contener de 1013 a 1014 microorganismos, con aproximadamente unas 

1000 especies prevalentes y al menos 160 especies diferentes por individuo (Johansson 

et al., 2011). Los resultados del Proyecto Microbioma Humano, muestran que miles 

de microorganismos diferentes pueden habitar colectivamente el intestino humano, 

confirmando que existe un alto grado de variación en la composición de estas 

poblaciones entre individuos (Conlon & Bird, 2015).  

Se estima que la microbiota humana contiene 150 veces más genes que el genoma 

humano, sin embargo, sólo cerca de 50 especies pertenecientes exclusivamente a cinco 

o seis géneros y dos phylum representan el 99% de la biomasa, siendo Bacteroides, 

Bifidobacterium y Eubacterium los géneros más importantes numéricamente, pudiendo 

representar más del 60% de las bacterias cultivables presentes en las heces humanas. 

Asimismo, otros géneros como Clostridium, Enterobacteriaceae y Streptococcus 

también son importantes, aunque son menos numerosos. De esta manera, casi todas las 

bacterias en el intestino humano (aproximadamente el 90%) se pueden asignar 

principalmente a dos phylum: Firmicutes y Bacteroidetes; aunque las proporciones 
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relativas de estos dos phylum dominantes varían y pueden estar influenciados por 

diversos factores (Conlon & Bird, 2015). 

Aparte de los microorganismos pertenecientes a estos dos phylum, el colon humano 

también alberga algunos patógenos primarios, por ejemplo Salmonella enterica, Vibrio 

cholerae, Escherichia coli y Bacteroides fragilis, los cuales se encuentran en una baja 

proporción (0,1% o menos, del total de la microbiota intestinal) (Huttenhower & 

Human Microbiome Project Consortium, 2012).  

Un alto predominio de géneros como Bacteroides, Prevotella y Ruminococcus y una 

baja concentración de microorganismos pertenecientes al phylum Proteobacteria 

sugiere una microbiota saludable (Jandhyala et al., 2015). Aunque usualmente la 

relación Firmicutes:Bacteroidetes ha estado implicada en la predisposición de estados 

patológicos, diversos estudios han observado que existe una variabilidad significativa, 

tanto en individuos sanos como en los que padecen la patología, por lo que la relevancia 

de esta ratio aún sigue siendo discutible (Ley et al., 2006). 

Además de esta diferencia longitudinal en la composición y biodiversidad de la 

microbiota, también existe una diferencia axial desde el lumen hasta la superficie de la 

mucosa del intestino. Mientras que los géneros Bacteroides, Bifidobacterium, 

Streptococcus, Enterobacteriacae, Enterococcus, Clostridium, Lactobacillus y 

Ruminococcus son predominantes en la microbiota luminal  (pueden ser identificados 

en heces), solo Clostridium, Lactobacillus, Enterococcus y Akkermansia son géneros 

que predominan en la mucosa y están asociados al moco (detectados tanto en la capa 

mucosa como en las criptas epiteliales del intestino delgado) (Jandhyala et al., 2015).  

Otra manera de clasificar la microbiota intestinal, fue propuesta por el Consorcio 

Europeo MetaHit  y se basa en la propuesta de la existencia de tres enterotipos que 

difieren en su composición microbiana. Por lo tanto, la microbiota de la mayoría de los 

individuos puede ser categorizada dentro de tres variantes o "enterotipos": 

"enterotipo 1", alta abundancia de Bacteroides; "enterotipo 2", alta abundancia de 

Prevotella; y "enterotipo 3", alta abundancia de Ruminococcus. Todos estos enterotipos 

son independientes de edad, sexo, nacionalidad e índice de masa corporal (IMC) 

(Quigley, 2013). El enterotipo 1 (Bacteroides) obtiene energía de los carbohidratos y 

proteínas de la dieta ya que tienen un alto poder sacarolítico y se evidencia por la 

presencia de enzimas como proteasas, hexoaminidasas y galactosidasas; el enterotipo 2 

(Prevotella) actúa principalmente como degradador de las glicoproteínas de mucina que 

recubren la capa de la mucosa intestinal; y el enterotipo 3 (Ruminococcus) está 
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asociado a la degradación de la mucina, además del transporte de azúcares a través de 

las membranas. Los "enterotipos" también tienen otras funciones metabólicas 

específicas, por ejemplo, la síntesis de biotina, riboflavina y ascorbato es más abundante 

en el enterotipo 1, mientras que la tiamina y síntesis de folatos son más predominantes 

en el enterotipo 2 (Jandhyala et al., 2015). 

Teniendo en cuenta todo lo anterior, es importante tener en cuenta que la microbiota 

intestinal se va modificando a lo largo de la vida, por lo que cada individuo consta de 

una microbiota única, formada por una combinación de diferentes especies a las que se 

pueden encontrar en otro individuo (Claesson et al., 2011). 

 

1.1.1. Adquisición y composición de la microbiota. 

Hasta hace poco, se pensaba que el bebé al nacer era estéril, su primer contacto con los 

microorganismos se creía que se producía en el momento del nacimiento y 

dependiendo del tipo de parto (natural o cesárea), podía adquirir un tipo de microbiota u 

otra (Nuriel-Ohayon et al., 2016). Pero diversos grupos de investigación, empleando 

técnicas dependientes de cultivo, han conseguido aislar microorganismos del líquido 

amniótico, entre los que se encuentran Aerococcus viridans, Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus capitis, Enterococcus faecium, Propionibacterium acnes y 

Streptococcus epidermidis (Bearfield et al., 2002; Jiménez et al., 2005). Conjuntamente, 

el grupo de Wang y col. en 2013, empleando técnicas dependientes y no-dependientes 

de cultivo, consiguieron aislar e identificar microorganismos de líquido amniótico, 

cordón umbilical y sangre de recién nacido, tales como E. coli, Streptococcus 

agalactiae, Fusobacterium nucleatum y Ureaplasma. Por otro lado, el grupo de 

Aagaard y col., en 2014, empleando técnicas de secuenciación directa, determinaron que 

la placenta alberga una microbiota de baja abundancia pero metabólicamente rica, 

compuesta por microorganismos comensales no patogénicos, que incluyen los phylum 

Firmicutes, Tenericutes, Proteobacteria, Bacteroidetes y Fusobacteria, siendo muy 

similar a la microbiota encontrada en la cavidad oral (Fig. 2.). 

Estos resultados indicarían que la colonización microbiana del feto ocurre desde el 

comienzo mismo del desarrollo, existiendo interacciones entre el feto y la microbiota 

presente en la placenta y el cordón umbilical. Sin embargo, los cambios relacionados en 

la microbiota, ocasionados por las fluctuaciones hormonales y físicas ocurridas durante 

la gestación, también pueden servir para inocular el GIT  del bebé (Prince et al., 2014) 
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(Nuriel-Ohayon et al., 2016). El grupo de Chu y col. en 2017, a partir de los resultados 

obtenidos en sus investigaciones, han planteado la hipótesis de que el bebé va 

adquiriendo su microbiota semanas antes del nacimiento (a partir de la semana 32) y 

que parte de esta microbiota procede de la placenta, proceso que al parecer está 

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 

regulación del momento del parto, y sobretodo del parto prematuro. Aunque 

actualmente se cree que el nacimiento prematuro es iniciado por una infección 

ascendente de la cavidad vaginal a la placenta, estudios recientes han demostrado que la 

entrada de patógenos de la cavidad oral pueden alcanzar la placenta y posteriormente 

propagarse a la circulación fetal, estimulando de esta manera una respuesta 

inmune/inflamatoria fetal que está caracterizada por la producción de anticuerpos IgM 

contra los patógenos y una secreción de niveles elevados de mediadores inflamatorios, 

lo que podría 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 (Madianos et al., 2013). 

 

Figura 2. Comparación de la microbiota oral y vaginal presente en mujeres con parto a término vs. 
prematuro (Adaptado de Prince et al., 2014). 
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Así como la placenta y el feto, el meconio (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 presencia de poblaciones 

bacterianas, incluyendo Enterococcus, Escherichia, Leuconosctoc, Lactococcus y 

Streptococcus (Gosalbes et al., 2013; Hansen et al., 2015; Jiménez et al., 2008). 

Comparado con muestras de heces adultas, el meconio muestra una baja diversidad 

bacteriana, una alta variabilidad entre sujetos y un enriquecimiento de Proteobacteria a 

expensas de una reducción del número de Bacteroidetes, encontrando de esta manera 

una correlación entre la edad gestacional del recién nacido y la composición microbiana 

del meconio (Nuriel-Ohayon et al., 2016). 

Por lo tanto, se podría especular que independientemente del tipo de parto, no son 

bacterias ascendentes del tracto vaginal o contacto con bacterias del tracto vaginal 

durante el parto, los únicos o incluso los colonizadores mayoritarios del recién nacido 

(Prince et al., 2014). El mecanismo por el cual los microorganismos entran en el 

compartimento fetal placentario y llegan a colonizar el feto, aún no es del todo claro. 

Pero se ha sugerido que las bacterias llegan a la placenta a través del torrente sanguíneo 

después de la translocación del epitelio intestinal y aunque la barrera epitelial 

intestinal, generalmente impide la entrada microbiana en el sistema circulatorio, las 

células dendríticas (DCs) pueden penetrar activamente en el epitelio intestinal, 

absorber las bacterias del lumen intestinal y transportarlas vivas en todo el cuerpo a 

medida que migran a los órganos linfoides (Rodríguez et al., 2015).  

 

Otro aspecto importante en la adquisición y desarrollo de la microbiota intestinal del 

niño, es el tipo de alimentación que recibe el bebé durante los primeros meses de vida. 

Tiempo atrás se consideraba que la leche materna humana era estéril, pero el uso de 

técnicas dependientes de cultivo han confirmado la presencia de microorganismos en 

este fluido. La mayoría de los microorganismos aislados de la leche materna pertenecen 

a los géneros bacterianos Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus y 

Bifidobacterium (Fernández et al., 2012). 

Aparte de la importancia de la microbiota de la leche materna, también lo es la 

abundancia de oligosacáridos complejos con actividad prebiótica, que al no ser 

asimilados por el bebé, pueden ser utilizados como fuente de energía por grupos 

específicos de bacterias, como es el caso de las bifidobacterias, dándoles una ventaja 
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competitiva sobre otras especies bacterianas (Nuriel-Ohayon et al., 2016). Diversos 

estudios han demostrado que existe una diferencia marcada, referida a la composición 

de la microbiota del GIT , entre los niños que son alimentados con leche materna vs. los 

alimentados con leche de fórmula, por lo que cada tipo de alimentación durante este 

período repercute de manera diferente en el desarrollo de la microbiota intestinal del 

recién nacido (Fig. 3) (Guaraldi & Salvatori, 2012). 

 

Figura 3. Composición de la leche humana y comparación entre la microbiota de bebés alimentados con 
leche materna vs. leche de fórmula. (Adaptado de Gomez-Gallego et al., 2016). 
 

El origen de las bacterias presentes en la leche materna humana ha llegado a ser un 

tema muy controvertido en los últimos años. Tradicionalmente, se creía que las 

bacterias que se encontraban en la leche materna humana eran el resultado de la 

contaminación con bacterias de la piel de la madre o de la cavidad oral del bebé 

(Fernández et al., 2012). Y aunque algunos géneros presentes en la piel de la madre 

como Staphylococcus, Corynebacterium y Propionabacterium también son comunes en 

la leche materna, algunas investigaciones han reportado que los lactobacilos y 

enterococos presentes en este fluido son genotípicamente diferentes de los aislados de 

la piel del adulto (Gao et al., 2007). Adicionalmente, las bifidobacterias pertenecen a un 

género estrictamente anaeróbico y por lo tanto, la piel es una fuente poco probable para 

aislar este tipo de microorganismos (Gueimonde et al., 2012). Así pues, varios trabajos 

de investigación han confirmado la existencia de una ruta endógena (entero-

mamaria), la cual también involucra a las DCs y los macrófagos (Fig. 4) (Jiménez et 

al., 2008). Dichos procesos entero-mamarios implican el establecimiento de 
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interacciones específicas entre las células del epitelio intestinal, las bacterias 

intestinales y las células del sistema inmunitario del tejido linfoide asociado a la mucosa 

(MALT) (Rodríguez et al., 2008). Además, se sabe que durante el embarazo y el 

período de lactancia, existe una acumulación selectiva y masiva de células del sistema 

inmunitario de origen intestinal en la glándula mamaria, regulada por las hormonas 

lactogénicas (Fernández et al., 2012).  

 

Figura 4. Ruta endógena mediante la cual, la microbiota del intestino de la madre, llega a la leche 
materna (Adaptado de Fernández et al., 2012). 
 

Después del destete, la diversidad de la microbiota intestinal se incrementa y la 

introducción de alimentos sólidos potencian una colonización del GIT  por 

microorganismos productores de butirato, que incluyen especies de Bacteroides y 

ciertas especies de Clostridium. El butirato es la principal fuente de energía para los 

colonocitos y un compuesto relevante en la modulación de la función intestinal. Así 

pues, al final del primer año de vida, los bebés poseen un perfil microbiano 

individualmente distinto. De modo que desde los 2 a los 5 años de edad, la microbiota 

intestinal se asemeja a la de un adulto, en términos de composición y diversidad 

(Rodríguez et al., 2015). 

Hacia la edad adulta, la composición de esta microbiota es relativamente estable y es 

alterada exclusivamente por factores externos que incluyen la dieta, el medioambiente, 

la administración de medicamentos y el estilo de vida. Sin embargo, la estabilidad de 

esta microbiota se reduce al llegar a la vejez y la característica más notable en la 

microbiota de las personas mayores es una alteración en las proporciones relativas de 
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Firmicutes y Bacteroidetes. Se ha observado que en las heces de las personas mayores 

hay una alta proporción de Bacteroidetes, mientras que en adultos jóvenes hay una alta 

proporción de Firmicutes (Mariat et al., 2009). 

En la figura 5, se observa de manera resumida, la adquisición de la microbiota a lo 

largo de la vida y los principales géneros que se encuentran en cada etapa. 

 

Figura 5. Principales géneros bacterianos que componen la microbiota a lo largo de la vida ( Adaptado 
de Power et al., 2014). 

 

1.1.2.Funciones de la microbiota intestinal. 

Las bacterias del GIT pueden ser: de tipo transitorio, que son aquellas que se 

establecen y colonizan sin producir ningún tipo de enfermedad, pero que tienden a ser 

excluidas por competencia o por factores inmunológicos; y de tipo residente, 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 clasificar como perjudiciales 

o promotoras de la salud, estas últimas pertenecen mayoritariamente a los géneros 

Bifidobacterium y Lactobacillus (Fig. 6) (Romero Cabello, 2008) (Isolauri et al., 2004). 

Así pues, el equilibrio entre los grupos microbianos intestinales (microorganismos no 

patógenos vs. microorganismos patógenos) es esencial para el mantenimiento de la 

salud, pero una vez interrumpido este equilibrio, la relación entre el hospedador y los 

microorganismos puede llegar a una condición patológica (de Almada et al., 2015). 
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Figura 6. Esquema general de la composición y los efectos en la salud de la microbiota intestinal humana 
predominante (Adaptado de Gibson et al., 1995). 
 

De esta manera, el correcto equilibrio entre las poblaciones microbianas presentes en el 

GIT , permite el desempeño de importantes funciones metabólicas, inmunológicas y de 

protección intestinal en el individuo sano. 

1.1.2.1. Metabolismo de nutrientes. 

La dieta suministra nutrientes tanto para el hospedador como para las bacterias del 

GIT , pero muchas de las enzimas necesarias para romper la estructura de los 

carbohidratos de origen vegetal (almidón resistente, celulosa, hemicelulosa, inulina, 

azúcares y alcoholes no absorbidos), no están codificadas en el genoma de los 

mamíferos. La microbiota intestinal tiene una amplia colección de enzimas 

degradativas y exhiben un rango amplio de capacidades metabólicas (Flint et al., 2012). 

La fermentación de estos carbohidratos no digeribles da como resultado la producción 

de ácidos grasos de cadena corta (SCFAs) como el butírico, propiónico y acético, los 

cuales son fuentes de energía tanto para las células epiteliales, como para los 

microorganismos. El butírico es, en su mayor parte, metabolizado por el epitelio 

intestinal, aportándole entre un 60 y 70% de toda la energía necesaria; el propiónico es 

transportado hasta el hígado y el acético pasa a la circulación periférica, llegando al 

músculo esquelético y cardiaco (Pryde et al., 2002). 
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Los SCFAs que se producen, desempeñan funciones importantes tanto a nivel local 

(intestinal), como sistémico; y actualmente se considera que pueden contribuir a la 

función barrera o protectora del epitelio intestinal; modificar el metabolismo de los 

ácidos biliares y los lípidos (Sanz et al., 2004). 

- Función barrera o protectora del epitelio intestinal. La acidificación del medio debida 

a la fermentación de los carbohidratos no digeribles, inhibe el desarrollo y la 

colonización de patógenos, así como la producción de elementos tóxicos derivados de 

su metabolismo (amonio, compuestos fenólicos, aminas, etc.). Además, el ácido butírico 

constituye la principal fuente de energía para los colonocitos, estimulando la 

proliferación celular y regulando la apoptosis y la composición del moco. De este modo, 

contribuyen globalmente a estabilizar la función barrera del intestino (Hooper et al., 

2002). 

- Modificación del metabolismo del nitrógeno. La acidificación del medio también 

favorece la protonación del amoniaco a ion amonio, limitando su difusión a la sangre y 

aumentando su excreción fecal, disminuyendo de esta manera la uremia (Tungland et 

al., 2002). 

 - Absorción de minerales. Los SCFAs favorecen la absorción de minerales (calcio, 

magnesio y hierro), que son clínicamente relevantes para el tratamiento y prevención de 

ciertas enfermedades, como la osteoporosis y la anemia. Los efectos se producen como 

consecuencia de la reducción del pH luminal, aumentando la solubilidad de los 

minerales y favoreciendo la absorción por difusión pasiva (Teitelbaum et al., 2002). 

- Metabolismo de los lípidos y ácidos biliares. El ácido propiónico disminuye la 

expresión de enzimas lipogénicas en el hígado, las cuales están implicadas en la síntesis 

de novo de triglicéridos y ácidos grasos, reduciendo así los niveles de colesterol (Sanz et 

al., 2004). Por otro lado, la acidificación del medio intestinal inhibe la transformación 

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

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

1.1.2.2. Protección antimicrobiana. 

La estabilidad en la microbiota intestinal de un individuo en condiciones normales se 

debe al equilibrio que se mantiene entre las especies residentes y esta condición ejerce 

un fuerte efecto protector frente a la colonización por patógenos oportunistas. Uno de 

los mecanismos más simples de protección antimicrobiana en el GIT  es la presencia de 

una bicapa de moco, constituido por glicoproteínas de mucina, las cuales mantienen los 
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microorganismos del lumen lejos del contacto epitelial (Jandhyala et al., 2015). La capa 

interna es densa y no contiene ningún tipo de microorganismo, mientras que la capa 

externa es más dinámica y provee glicanos como fuente de nutrientes para los 

microorganismos (Johansson et al., 2011). 

La microbiota intestinal ejerce su función de protección contra patógenos 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 forma específica o inespecífica, bloqueando de esta manera la 

unión de patógenos y potenciando el efecto barrera. Los mecanismos de adhesión 

inespecíficos están ligados a interacciones electrostáticas o hidrofóbicas, por contra, los 

mecanismos específicos de adhesión, dependen de interacciones ligando-receptor 

mediante polisacáridos extracelulares, proteínas y/o ácidos teicoicos. (Natividad et al., 

2013). 

1.1.2.3. Inmunomodulación. 

Tanto el sistema inmune innato como el adaptativo, son dependientes de una óptima 

colonización temprana; de ahí la importancia que tienen tanto la alimentación que recibe 

el bebé al nacer, como la salud y la alimentación de la madre durante el embarazo, ya 

que son estos dos factores los que determinarán, de forma muy importante, la 

composición de la microbiota inicial  del bebé (Natividad et al., 2013). 

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 maduración del tejido linfoide asociado a la mucosa 

intestinal (GALT , Gut associated lymphoid tissue). El GALT  representa el mayor 

órgano del sistema inmune humano y contiene más del 80% de las células 

inmunocompetentes de un adulto sano (alrededor del 60% de las inmunoglobulinas 

producidas diariamente se secretan en el GIT ). La respuesta inmunitaria característica 

de la mucosa intestinal es la producción de inmunoglobulinas A secretoras (sIgA), que 

son producidas por las células plasmáticas y posteriormente transportadas a través de la 

capa de células epiteliales hasta la luz intestinal. Una vez allí, reaccionan con antígenos 

específicos impidiendo la interacción física de los agentes nocivos con la superficie de 

la mucosa, previniendo de esta manera las reacciones inflamatorias que podrían dañar 

su integridad (Fig. 7). Por tanto, la microbiota intestinal determina el desarrollo del 
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sistema inmunitario actuando como regulador esencial de la respuesta inmune 

(Jandhyala et al., 2015; Natividad et al., 2013; Ruiz Álvarez et al., 2010). 

 

 

Figura 7. La barrera intestinal. La figura muestra los diferentes niveles de defensa con los que está 
equipada para evitar la translocación luminal de un antígeno (Adaptado de Natividad et al., 2013). 
 

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

Se ha descrito al GIT  como un ecosistema complejo y dinámico, el cual contiene una 

colección diversa de microorganismos (Gerritsen et al., 2011). Para poder determinar, 

caracterizar y analizar estas comunidades microbianas, existen diversos métodos que 

pueden ser divididos fundamentalmente en: métodos dependientes e independientes 

de cultivo. Un análisis de datos de estos métodos pueden proporcionar información 

sobre la riqueza (número de especies) y la regularidad (abundancia relativa de cada 

especie) de diferentes microorganismos en una muestra, representando de esta manera la 

diversidad microbiana (Gerritsen et al., 2011). Estos cálculos de diversidad 

microbiana se pueden realizar tanto dentro de una única muestra (alfa-diversidad) 

determinando que y cuántos microorganismos hay en la muestra; como entre diferentes 

muestras (beta-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, metabolómica y el uso de modelos gnotobióticos 

(Nuriel-Ohayon et al., 2016). 
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1.1.3.1. Métodos dependientes de cultivo. 

Tradicionalmente, la composición de la microbiota intestinal se ha analizado mediante 

el empleo de técnicas de cultivo, las cuales utilizan medios diferenciales para 

seleccionar poblaciones específicas de bacterias que se basan en los requerimientos 

metabólicos. Entre los medios de cultivo más empleados para el aislamiento de las 

principales poblaciones de la microbiota intestinal se encuentran: de Man Rogosa & 

Sharpe (MRS), agar Tomato y Rogosa para los lactobacilos; MRS modificado o Medio 

selectivo para Bifidobacterium (BSM), Agar clostridial reforzado para Clostridium y 

McConkey para enterobacterias (Montesi et al., 2005; Palomar et al., 2014). Aunque 

estos métodos son económicos y reproducibles, están 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 alrededor del 80% de la 

microbiota intestinal no puede ser cultivada bajo condiciones de laboratorio, debido a 

sus exigentes requerimientos nutricionales (Eckburg et al., 2005).  

Así pues, la diversidad de la microbiota del GIT  está influenciada directamente por el 

método que se emplea para estudiarla, por ejemplo, empleando tanto técnicas 

dependientes como independientes de cultivo, existe una mayor recuperación del 

phylum Firmicutes; por el contrario, el uso de métodos moleculares en comparación con 

los métodos que implican el aislamiento en medios de cultivo, permite una mayor 

recuperación del phylum Bacteroidetes (de Almada et al., 2015). 

1.1.3.2. Métodos independientes de cultivo. 

Considerando las limitaciones de los métodos dependientes de cultivo, se han 

desarrollado técnicas moleculares que tienen la ventaja de proporcionar una visión más 

representativa de la microbiota intestinal y su diversidad (West et al., 2015).  

1.1.3.2.1. Métodos de "next generation sequencing" (NGS). 

Los estudios filogenéticos basados en la secuenciación del gen 16s rARN, permiten 

estudiar la composición de la microbiota . Dicho gen, tiene como función la iniciación y 

extensión de la síntesis de proteínas. Los genes rARN están altamente conservados en 

las especies bacterianas, si bien contienen regiones lo suficientemente variables para 

producir una señal filogenética, útil para poder realizar una identificación bacteriana. De 

los tres genes bacterianos del rARN, el gen del 16S es pequeño (tamaño de 1,5 Kb) y 
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altamente conservado. Posee 9 sitios hipervariables, suficientes para diferenciar 

especies bacterianas y que pueden ser relativamente fáciles de amplificar mediante PCR 

empleando los cebadores adecuados (Woese, 1987). Las regiones comunes para la 

identificación y clasificación bacteriana basados en el gen 16S rARN son la V3, V4, V6 

y V8 (Jandhyala et al., 2015). El empleo de esta técnica facilita la caracterización y el 

seguimiento de gran variedad de grupos microbianos, incluso de bacterias no 

cultivables, pudiendo conocer en profundidad la población bacteriana (Fraher et al., 

2012). 

En cuanto a biodiversidad bacteriana se refiere, para muestras complejas (por ejemplo, 

muestras de heces), actualmente se emplean técnicas de secuenciación basadas en NGS, 

que permiten obtener una mayor cantidad de información aunque de peor calidad, ya 

que el fragmento obtenido es más pequeño. 

1.1.3.2.2. Métodos de huella dactilar ("fingerprinting"). 

Los métodos de huella dactilar generan un perfil de ADN de las comunidades 

microbianas en cada muestra y posteriormente permite una comparación entre las 

muestras, basada en las diferencias observadas entre sus "huellas" genéticas (Sekirov et 

al., 2010). 

-Amplificación aleatoria de ADN polimórfico (RAPD): son fragmentos de ADN 

procedentes de la amplificación por PCR de segmentos aleatorios de ADN genómico 

mediante el uso de un único cebador, generalmente de 10-20pb. La amplificación 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 patrón de bandas 

característico. Debido a su sensibilidad a las condiciones de reacción, la principal 

desventaja de esta técnica es su baja 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 desnaturalizante (DGGE) y electroforesis en gel de 

gradiente de temperatura (TGGE): son una serie de herramientas que permiten 

comparar los fragmentos de ADN en una muestra. Básicamente son formas de 
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electroforesis, las cuales usan un gradiente de temperatura o químico (mezcla de urea y 

formamida) respectivamente, para desnaturalizar las muestras a medida que se mueven 

a través de un gel de agarosa o poliacrilamida, según la técnica empleada. Las muestras 

analizadas por estos métodos, corresponden a fragmentos de ADN previamente 

extraídos directamente de comunidades microbianas, sin necesidad de realizar pasos 

previos de pre-enriquecimiento y luego una amplificación por PCR. De acuerdo a su 

contenido en guanina y citosina (GC), 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 específica de poblaciones y/o grupos dentro de una muestra, asimismo han sido 

usadas para el estudio de la complejidad y dinámica de la microbiota fecal humana. Sin 

embargo la principal limitación  es la detección de moléculas heteroduplex, que pueden 

resultar en una sobre-estimación de la comunidad microbiana real y por tanto llegar a 

conclusiones imprecisas (de Almada et al., 2015). 

- T-RFLP: es una técnica basada en la fragmentación de los amplicones del gen 16S 

rARN  por el uso de endonucleasas de restricción, 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, rápida y barata, pero su principal limitación es que no permite la 

identificación filogenética (Fraher et al., 2012). 

-RISA: es una técnica relativamente nueva, usada para el análisis de la microbiota 

(Roger et al., 2010). El método implica la amplificación mediante PCR, de un espacio 

intergénico entre los genes del 16S y 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 ribosomales (RIS) creados por el 

grado de heterogeneidad de longitud en la muestra (Sekirov et al., 2010). Aparte de ser 

una técnica rápida y barata, tiene una buena resolución y límite de detección. Sin 

embargo, la aplicación del método puede estar limitada a la ausencia de una base de 

datos extensiva que comprenda la taxonomía RIS para microorganismos que habitan el 

GIT  (de Almada et al., 2015). 
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1.1.3.2.3. Sondas de hibridación. 

Estas técnicas se basan en la hibridación  de sondas específicas de oligonucleótidos, con 

secuencias diana sobre el ADN bacteriano, siendo complementarias a grupos y/o 

especies taxonómicas específicas. Incluyen técnicas como la FISH, qPCR y microarrays 

de ADN. Los principales usos de las sondas de hibridación son la identificación 

filogenética y la cuantificación de las especies presentes en la muestra (Fraher et al., 

2012). 

-Microarrays de ADN: La tecnología del microarray de ADN es una poderosa 

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

la patogénesis de diversas enfermedades infecciosas y no infecciosas. Muestra una 

buena relación coste-beneficio, buenos niveles de sensibilidad y selectividad, y requiere 

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

es el bajo límite de detección y la incapacidad para identificar nuevas especies y cepas 

(Sekirov et al., 2010). 

-FISH y qPCR (PCR cuantitativa): La técnica FISH usa sondas de oligonucleótidos 

marcadas con fluorescencia, diseñadas para hibridarse con secuencias únicas del gen 

16S rARN de los grupos bacterianos a estudiar. Dependiendo de las sondas diseñadas, 

la FISH puede ser usada para amplios grupos de bacterias (clasificación a nivel de 

phylum) o puede ser más específica (clasificación a nivel de género o especie). Otra 

técnica que se puede usar para detectar grupos específicos de bacterias en una mezcla 

compleja es la qPCR, donde las sondas de oligonucleótidos utilizadas también tienen un 

marcaje especial. Así como en la FISH, los cebadores empleados en la qPCR pueden ser 

diseñados para ser específicos o generales, según sea el caso. Sin embargo, en algunos 

casos los cebadores empleados para amplificar un grupo de bacterias, también 

amplifican para otros miembros relativamente cercanos. La FISH y la qPCR son 

técnicas que pueden usarse en combinación para confirmar los resultados obtenidos 

(Sekirov et al., 2010)(de Almada et al., 2015). 

1.2. Disbiosis y patogenia.  

El estado normal de una microbiota intestinal se define como el predominio de los 

microorganismos beneficiosos sobre los potencialmente perjudiciales, lo que se 

denomina normobiosis (homeostasis) (Doré, 2010). Por el contrario, denominamos 
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disbiosis cuando ocurre un desequilibrio en la composición taxonómica de la 

microbiota intestinal. Esta pérdida del equilibrio se puede ver influenciada por varios 

factores, como lo son la administración frecuente de antibióticos, la dieta, la edad y 

factores tanto medioambientales como genéticos (de Almada et al., 2015).  

Diversas líneas de investigación 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 en la patogénesis de un amplio 

rango de enfermedades (Fig. 8) (de Almada et al., 2015). Asimismo, se ha demostrado 

que las bacterias comensales son capaces de ejercer acciones biológicamente cruciales 

en los tejidos del hospedador que comprenden desde regulaciones metabólicas hasta 

inmumoduladoras. Cualquier desequilibrio entre el hospedador y las bacterias 

comensales conduciría al paso del contenido luminal a los tejidos subyacentes y por 

tanto al torrente sanguíneo. De esta manera, se estaría provocando una activación de la 

respuesta inmune y la posterior inflamación intestinal, contribuyendo al desarrollo de 

diversas enfermedades que incluyen diarrea asociada a antibióticos (AAD ), enterocolitis 

infecciosa (NEC), enfermedad inflamatoria intestinal (IBD ), síndrome de intestino 

irritable (IBS), intolerancias alimentarias (celiaquía), manifestaciones atópicas 

(alergias), trastornos neurológicos (autismo), entre otros (Lin et al., 2017). 

 

 

Figura 8. Factores que pueden generar una alteración en la composición de la microbiota intestinal 
(Sommer et al., 2013). 
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- Diarrea asociada a antibióticos (AAD). 

La importancia del equilibrio de la microbiota del GIT  se observa rápidamente 

cuando se tienen en cuenta algunas de las secuelas perjudiciales que deja el tratamiento 

con antibióticos, siendo la diarrea asociada a antibióticos (AAD ) una de las 

complicaciones más comunes por el uso de estos medicamentos. Las secuelas de la 

administración de antibióticos, a menudo, duran mucho tiempo después de la 

interrupción o finalización del tratamiento, lo que sugiere que se induce una disfunción 

prolongada en el balance de la microbiota intestinal del hospedador. Varios estudios, 

tanto en modelos animales como en humanos, han demostrado los efectos adversos que 

tiene la toma frecuente de antibióticos sobre la microbiota intestinal (Sekirov et al., 

2010). Se cree que los mecanismos por los cuales los antibióticos causan diarrea se 

deben a efectos directos sobre la mucosa intestinal y a la reducción de la concentración 

de microorganismos anaerobios que forman parte de la microbiota del GIT . Esta 

disminución de anaerobios genera una reducción del metabolismo de los carbohidratos, 

que a su vez provoca diarrea osmótica, disminución de la tasa de descomposición 

primaria de ácidos biliares y un crecimiento excesivo de microorganismos patógenos 

(Varughes et al., 2013).  

Existen dos formas de AAD. Una de ellas es la diarrea asociada a Clostridium 

difficile , que constituye del 20 a 30% de los casos y es la que tiene una evolución y 

consecuencias con mayor trascendencia clínica. El segundo tipo es la diarrea simple 

asociada a antibióticos, en el que se han involucrado microorganismos como 

Clostridium perfringens, Klebsiella oxytoca, y algunas especies de Candida y 

Salmonella (Weitz et al., 2013).  

En el contexto clínico, todos los estudios señalan los peligros inherentes al uso 

excesivo de antibióticos, ya que la administración de estos medicamentos crea una 

perturbación en las comunidades microbianas intestinales, teniendo el potencial de 

afectar negativamente la función de múltiples sistemas y órganos del hospedador, 

durante un período prolongado. Este hecho ocasiona, que la comunidad microbiana 

tarde tiempo en regresar a su status quo inicial. Asimismo, la exposición de la 

microbiota intestinal a diversos antibióticos es probable que genere el desarrollo de 

diversos patrones de resistencia, lo que puede impedir  el retorno del equilibrio 

después de la administración repetida del mismo tratamiento (Sekirov et al., 2010) 

(Quigley, 2013). 
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La coadministración de probióticos a pacientes que reciben tratamiento con 

antibióticos, ha mostrado una reducción de la incidencia de diarrea asociada al 

tratamiento en niños y en adultos. Se han evaluado diferentes cepas, incluyendo 

Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus 

bulgaricus y la levadura Saccharomyces boulardii. Asimismo, dos estudios de meta-

análisis han concluido que los probióticos pueden ser usados para prevenir la AAD  

(Gill et al., 2004). 

- Enterocolitis infecciosa.  

Se han reportado diferencias en la microbiota intestinal de los recién nacidos 

pretérmino diagnosticados de enterocolitis necrotizante (NEC), respecto a los que no la 

han padecido, tanto en el momento del diagnóstico como antes del desarrollo clínico. La 

microbiota comensal, los patógenos y los estímulos inflamatorios inducen una respuesta 

exagerada de citoquinas proinflamatorias en las células epiteliales intestinales 

comparadas con las del adulto, justificando de esta manera la susceptibilidad de los 

prematuros para esta complicación. En todos los bebés pretérmino se observa una baja 

diversidad microbiana y antes de desarrollar la NEC se comprueba un 

sobrecrecimiento del phylum Proteobacteria, comparado con los recién nacidos que no 

la padecen. Esta condición sugiere que la composición microbiana puede ser un 

marcador de esta enfermedad (Stewart et al., 2012). 

- Enfermedad inflamatoria intestinal. 

En algunas situaciones, cuando se altera la interacción entre la microbiota y el 

hospedador, el cuerpo comienza a reconocer los constituyentes normales de la 

microbiota como enemigos, generando una respuesta inflamatoria inapropiada que en 

opinión 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 ulcerosa (UC). La CD se caracteriza por una inflamación que 

puede afectar cualquier parte del GIT , causando una inflamación discontinua del 

revestimiento epitelial, con una formación de úlceras profundas; mientras que la UC es 

una afección inflamatoria crónica que sólo afecta al colon y el recto y se caracteriza por 

una inflamación mucosa continua y formación de úlceras superficiales (Gerritsen et al., 

2011)(de Almada et al., 2015) . Durante la última 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 observado que la disbiosis en esta 

microbiota tiene un papel en la patogénesis de esta enfermedad (Gerritsen et al., 2011). 

Hasta el momento, los cambios observados, a nivel de phylum, en pacientes con IBD no 

han sido del todo consistentes, pero en general se ha observado una disminución de la 

diversidad microbiana y la estabilidad de la microbiota intestinal (Power et al., 2014). 

Se ha reportado una disminución de comunidades microbianas pertenecientes al phylum 

Firmicutes, la cual en algunos casos coincide con un incremento del phylum 

Bacteroidetes y el de anaerobios facultativos como Enterobacteriaceae (Hansen et al., 

2012). Además, Joossens y col. en 2011, identificaron un conjunto de cinco especies 

bacterianas que caracterizaron la disbiosis predominante en pacientes con CD 

comparado con los individuos sanos. Entre estas cinco especies, se encuentra en bajas 

proporciones a Dialister invisus, una especie no caracterizada del grupo XIVa de 

Clostridium, Faecalibacterium prausnitzii, Bifidobacterium adolescentis y por el 

contrario una alta proporción de Ruminococcus gravus (Joossens et al., 2011). De estas 

especies, F. prausnitzii se ha relacionado por tener propiedades anti-inflamatorias y ser 

menos abundante en pacientes con CD que en individuos sanos (Sokol et al., 2009). La 

microbiota intestinal de los pacientes con IBD  produce cantidades reducidas de SCFAs, 

en particular butirato, mientras que se observa un aumento de las bacterias sulfato-

reductoras (Gerritsen et al., 2011). La importancia de las interacciones microbiota-

hospedador en el IBD, también 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 interacción 

hospedador-bacteria y la cascada inflamatoria resultante (van Limbergen et al., 2011). 

Los cambios observados a nivel funcional y de composición en pacientes con IBD , 

sugieren que la microbiota intestinal juega un papel importante en la causa y 

patogénesis de esta enfermedad. Pero hasta la fecha, no está del todo claro si la disbiosis 

es una causa directa debida a la inflamación producida por la IBD , o simplemente es el 

resultado de un ambiente desequilibrado en el GIT (Gerritsen et al., 2011). 

- Síndrome de intestino irritable. 

El IBS es un trastorno funcional del intestino que se caracteriza por dolor o molestia 

abdominal recurrente, movimientos intestinales irregulares y alteración en los patrones 

intestinales, tales como estreñimiento o diarrea (Gerritsen et al., 2011). En muchos 

estudios, los pacientes con IBS han sido clasificados en diferentes subtipos, basados en 
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los criterios de Roma IV para el diagnóstico de este síndrome: IBS con diarrea 

predominante (IBS-D), IBS con estreñimiento predominante (IBS-C), IBS con patrones 

de intestinales alternados (IBS-A) o IBS donde los patrones no pueden ser clasificados 

dentro de ninguna de las categorías anteriores (IBS-U) (Domingo J., 2017); y en los 

diferentes grupos se han observado cambios en la composición de la microbiota 

comparado con individuos sanos (Gerritsen et al., 2011). En particular, los pacientes 

con IBS-D han sido asociados con niveles significativamente altos de 

Enterobacteriaceae y niveles bajos de F. prausnitzii vs. individuos sanos, lo que sugiere 

un desequilibrio de bacterias intestinales oportunistas y potencialmente perjudiciales 

(Carroll et al., 2012).  

Este síndrome puede ser difícil de diagnosticar, debido a la falta de marcadores 

biológicos o patogénicos (Power et al., 2014). Aunque se contempla que existen 

diversos factores implicados en el desarrollo del IBS que juegan un papel importante, 

que incluyen la mala fermentación de ingredientes que se encuentran en los alimentos, 

la composición de la microbiota intestinal, disfunción motora y sensorial intestinal, 

mecanismos inmunes, factores psicológicos y deterioro en la comunicación del eje 

intestino-cerebro (MGB) (Power et al., 2014).  

A pesar de que la fisiopatología del IBS no está del todo comprendida, lo que sí está 

claro es que existen diferencias en la composición de la microbiota intestinal entre 

personas sanas vs. personas que padecen esta patología. Se ha observado un incremento 

en la relación Firmicutes:Bacteroidetes, existiendo una reducción de dos géneros 

específicos del phylum Bacteroidetes (Bacteroides y Alistipes) (Jeffery et al., 2012). Sin 

embargo, así como ocurre con la IBD , no es posible decir con certeza si las alteraciones 

en la composición de la microbiota intestinal observada en los pacientes con IBS son la 

causa de la enfermedad o simplemente el resultado de la disrupción de la motilidad del 

intestino u otra característica del IBS (Power et al., 2014). 

- Obesidad. 

La obesidad es una enfermedad compleja caracterizada por el exceso de acumulación 

de grasa corporal y se ha propuesto que cambios en la composición de la microbiota 

intestinal pueden ser una posible causa de esta enfermedad (Million et al., 2013). Varios 

mecanismos se han propuesto para explicar la habilidad de la microbiota del GIT  para 

influenciar esta enfermedad, los cuales incluyen:  
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(1) alteraciones en la permeabilidad intestinal con un aumento en la translocación de 

productos bacterianos como el lipopolisacárido (LPS), dando como resultado un nivel 

bajo de inflamación sistémica crónica (Mizock, 2015). La obesidad y su desorden 

metabólico asociado, diabetes tipo 2, se relacionan generalmente, con una inflamación 

crónica de grado bajo y el LPS bacteriano al ser un componente altamente inflamatorio, 

se considera como un posible iniciador de este deterioro metabólico. En estudios en 

animales y humanos que consumen una dieta alta en grasa, se han detectado niveles 

plasmáticos 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 circulación porque el 

intestino es más permeable, debido a la ruptura de las proteínas de unión (tight junction) 

(Power et al., 2014). 

(2) la capacidad de los SFCAs, como el acetato y propionato, para señalizar a través de 

receptores epiteliales intestinales (Mizock, 2015). Se ha descrito que estos dos SFCAs 

son ligandos de los receptores acoplados a la proteína G (GPCRs): Gpr41 y Gpr43, 

expresados fundamentalmente por las células enteroendocrinas del epitelio intestinal. Se 

ha encontrado que los GPCRs inhiben la expresión del péptido YY, un factor producido 

por las células enteroendocrinas y el sistema nervioso central y periférico que 

normalmente tiene efecto anorexígeno, acelera en tránsito intestinal y reduce la 

extracción de energía de la dieta (Revisi et al., 2010). 

 (3) la recuperación calórica por algunos microorganismos de la microbiota del GIT  que 

son más eficientes en la obtención de energía disponible de los alimentos (Mizock, 

2015). La microbiota de personas obesas, proporciona al hospedador una mayor 

capacidad para recuperar energía a partir de la dieta, que la microbiota de los individuos 

no obesos. Por lo que una dieta rica en carbohidratos y reducida en proteínas y grasas 

produce una microbiota intestinal con menos representación de Firmicutes, lo 

contrario a lo que sucede en personas obesas (Million et al., 2013; Power et al., 2014).  

Se ha descrito que ciertos phylum y clases de bacterias mejoran la transferencia de 

calorías de la dieta al hospedador, lo que conlleva cambios en el metabolismo del 

hospedador de las calorías que han sido absorbidas. Los microorganismos que se 

encuentran en el GIT  fermentan los polisacáridos de la dieta a monosacáridos y SCFAs, 

esto permite la extracción de calorías de los polisacáridos no digeribles de la dieta. Uno 

de los mecanismos por el cual se puede afectar el metabolismo del hospedador es por la 

supresión del fasting-induce adypocite factor, el cual es un inhibidor de la 
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liproproteinlipasa, que contribuye a la acumulación de triglicéridos en adipocitos 

(Million et al., 2013). 

Estudios realizados por Ley y col. en 2006 observaron que existe una abundancia 

relativa de Firmicutes y reducción de Bacteroidetes, tanto en estudios con animales 

como en humanos, pero investigaciones llevadas a cabo posteriormente, han obtenido 

resultados variables con respecto a los cambios de composición en la microbiota de 

personas obesas, no siendo posible confirmar los resultados obtenidos por este grupo. 

Esto sugiere que en lugar de cambios a nivel de phylum, existen cambios más sutiles en 

la composición 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 al., 2011).  

Se han descrito altos niveles de algunas especies de Lactobacillus en pacientes obesos, 

específicamente un alto nivel de L. reuteri y bajos niveles de L. casei/paracasei y L. 

plantarum (Million et al., 2013). De la misma forma, varios estudios han investigado la 

asociación entre especies bacterianas específicas y la obesidad, donde niveles de F. 

prausnitzii son significativamente más altos en dichos individuos. Este microorganismo, 

se ha identificado como uno de los miembros funcionales clave de la microbiota del 

GIT que más influyen en el metabolismo del huésped, responsable de una proporción 

significativa de fermentación de carbohidratos no absorbidos por el hospedador 

(Balamurugan et al., 2010).  

- Celiaquía. 

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

el consumo del gluten. La fase activa de la enfermedad se caracteriza por una pro-

inflamación intestinal resultante de una respuesta inmune exagerada debido al consumo 

de gluten, junto con una mayor permeabilidad intestinal que puede favorecer el paso de 

antígenos luminales a la submucosa (De Palma et al., 2010). Sin embargo, aún no está 

del todo claro si la alteración de la permeabilidad intestinal es una causa primaria o una 

consecuencia de la CD y también si esta alteración es inducida por el gluten en sí, por 

alteraciones de la microbiota o por la combinación de ambas. Hasta la fecha, el único 

tratamiento para la CD es la completa exclusión de granos y cualquier alimento que 

pueda contener gluten (de Sousa Moraes et al., 2014). 

Esta enfermedad es común tanto en niños como en adultos, aunque el conocimiento 

acerca de la microbiota intestinal de los adultos con CD es escasa, ya que no es a partir 
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del año 2012 cuando empiezan a realizarse estudios que caracterizan la microbiota en 

adultos con esta enfermedad. Un estudio realizado tanto en niños como en adultos, 

obtuvo como resultado una ligera diferencia respecto a los porcentajes de los principales 

phylum entre los pacientes y también un perfil más diverso en cuanto a la composición 

de la microbiota bacteriana a nivel duodenal. El phylum Firmicutes fue más abundante 

en personas adultas con CD, mientras que el phylum Proteobacteria estaba presente en 

niños con CD. Un phylum que compartían tanto adultos como niños con CD, 

pertenecían a Bacteroidetes y Actinobacteria. En cuanto a géneros bacterianos, los 

adultos tenían un mayor número de Mycobacterium sp. y Methylobacterium sp., 

mientras que Neisseria sp. y Haempophilus sp. fueron más abundantes en niños con CD 

(de Sousa Moraes et al., 2014). Por otro lado, un estudio realizado en niños observó que 

la microbiota intestinal de los pacientes celiacos tenían una mayor diversidad que los 

sujetos control, con una alta proporción del grupo Bacteroides-Prevotella y una relación 

significativamente reducida de bacterias Gram-positivas:Gram-negativas en pacientes 

con CD. Asimismo Bifidobacterium, Clostridium histolyticum, Clostridium 

lituseburense y F. prausnitzii fueron 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 investigación sobre un biomarcador de 

la enfermedad, así como la posible actuación terapéutica (de Sousa Moraes et al., 2014). 

-Alergias. 

Este tipo de enfermedades son causadas por una exagerada y desequilibrada respuesta 

inmunológica al ambiente y a antígenos inofensivos (alérgenos). Aunque los factores 

genéticos son importantes en la patogénesis de este tipo de enfermedades, no puede 

explicarse el rápido incremento que han tenido durante los últimos años (de Almada et 

al., 2015). En particular, las alergias se han incrementado en países desarrollados con el 

paso de los años y han sido atribuidas a cambios en el estilo de vida como el aumento 

del estrés, exposición a contaminantes, consumo de medicamentos y cambio en la 

nutrición (Abrahamsson et al., 2015). Asimismo, la exposición a una baja diversidad de 

bacterias en los primeros días de vida, puede retrasar la maduración del sistema inmune 

de la mucosa, incrementando el riesgo de una respuesta inmune irregular, pudiendo 

ocasionar alguna enfermedad alérgica (Hipótesis del exceso de Higiene) (Thomas et 

al., 2014). Bajo esta hipótesis, el hecho que países en vía de desarrollo tengan menos 

tasas de alergias puede ser debido al tamaño de las familias, un gran porcentaje de la 
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población viviendo en ambientes rurales con escasas condiciones sanitarias y el bajo 

uso de antibióticos (Clemente et al., 2012). 

Se han descrito diferencias en la microbiota intestinal temprana entre los lactantes que 

más tarde desarrollan una enfermedad alérgica vs. los que no. Algunos estudios han 

encontrado asociaciones entre bajas tasas de bifidobacterias o colonización de 

lactobacilos durante la infancia y posterior desarrollo de la alergia (Rodríguez et al., 

2015). Otros estudios, usando métodos dependientes de cultivo han concluido que una 

reducción de ciertos grupos de microorganismos que forman parte de la microbiota 

intestinal, están correlacionados con los síntomas de alergia en la edad temprana, donde 

los niños alérgicos tenían menos niveles de Bacteroides y Bifidobacterium y una mayor 

cantidad de S. aureus y C. difficile. Estudios recientes han indicado que una alta 

diversidad de la microbiota del GIT es más importante que la prevalencia de un grupo 

específico de microorganismos (Abrahamsson et al., 2014). Sin embargo, existen 

inconsistencias entre los resultados obtenidos en los diferentes estudios y grandes 

diferencias en la técnicas microbiológicas que han sido empleadas (Rodríguez et al., 

2015).  

Asimismo, es importante tener en cuenta que los análisis de las muestras de heces 

reflejan la microbiota luminal del colon y no necesariamente la colonización del 

intestino delgado, donde se encuentra la mayor parte del sistema inmune intestinal 

(Rodríguez et al., 2015).  

-Autismo. 

El trastorno del espectro autista (ASD) es un desorden complejo del desarrollo neuronal. 

Los principales signos y síntomas afectan la comunicación, las interacciones sociales y 

las conductas repetitivas. Hasta el momento, se conoce muy poco sobre las causas del 

autismo y no están del todo claras; se sabe que hay un componente hereditario muy 

importante, pero los genes involucrados no han sido, aún, totalmente identificados. 

También se ha planteado la hipótesis de que la microbiota está involucrada en las 

formas de aparición tardía (o regresiva) en este tipo de trastornos, el cual se presenta 

habitualmente en niños mayores de 18 meses. Estas formas de aparición tardía están 

asociadas con una combinación de manifestaciones conductuales y gastrointestinales 

que incluyen hinchazón, malestar abdominal y alteración en los patrones intestinales 

(Collins et al., 2012). El vínculo 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 antibióticos; 2) las anormalidades gastrointestinales están a menudo presentes en el 

inicio del autismo y con frecuencia persisten; y 3) los síntomas del autismo, algunas 

veces, se han reducido por el tratamiento oral con vancomicina, con una posterior 

recaída debida al cese del tratamiento. Estas observaciones han sido apoyadas usando 

técnicas dependientes de cultivo y qPCR para identificar los perfiles de la microbiota 

presente en estos pacientes, indicando que ciertos grupos de Clostridium spp. estaban 

presentes en un número 10 veces mayor en muestras de heces de niños con autismo vs. 

niños sanos. Asimismo se planteaba que no era coincidencia que la exposición a los 

antibióticos trimetropim/sulfametoxazol precediera al diagnóstico de autismo, ya que 

estos antibióticos no son efectivos contra Clostridium spp., proponiendo de esta manera 

que dichos medicamentos podrían favorecer un sobrecrecimiento de estos 

microorganismos, contribuyendo de esta manera al desarrollo del autismo (Sekirov et 

al., 2010). Igualmente, se observó que la administración oral de vancomicina, 

medicamento activo contra microorganismos Gram positivos, incluido Clostridium spp., 

producía una mejora tanto a nivel gastrointestinal como conductual en los pacientes que 

recibían el tratamiento, sin embargo al cesar el tratamiento se producía una recaída en 

los pacientes tratados. Por lo tanto, se planteó que las esporas de los clostridios que 

permanecían vivas, eran las responsables de esta recaída (Sekirov et al., 2010). 

Asimismo, mediante el uso de técnicas moleculares, un estudio encontró que un amplio 

rango de microorganismos, incluyendo varios grupos de Clostridium spp. y 

Desulfovibrio spp. son más comunes en heces de niños que sufren autismo comparados 

con los sujetos control (Collins et al., 2012). Los Desulvibrio son microorganismos 

reductores de sulfato y en gran parte son responsables de la anormalidad en el 

metabolismo del azufre y comúnmente los pacientes con autismo, tienen bajos niveles 

de azufre en la sangre y alta excreción urinaria (Finegold et al., 2012). También se han 

encontrado bajos niveles de Bifidobacterium spp. y de Akkermansia muciniphila 

(especie que puede predisponer una translocación bacteriana y favorecer una disfunción 

en el GIT ) (L. Wang et al., 2011). Estudios metagenómicos han observado una 

reducción del phylum Bacteroidetes (dando como resultado un incremento en la relación 

Firmicutes:Bacteroidetes) así como un incremento en bacterias del genero Sutterella 

comparado con individuos sanos. Estos perfiles microbianos se asocian con una mala 

adsorción de los carbohidratos, planteando varias posibilidades con respecto a la 

disbiosis y las manifestaciones gastrointestinales y de comportamiento del autismo de 

aparición tardía (Williams et al., 2012). 
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Una situación de normobiosis acompaña al estado de salud, por el contrario, una 

estructura anormal de la microbiota o disbiosis está asociada con el riesgo de 

enfermedades caracterizadas por una baja diversidad microbiana intestinal y 

asimismo una situación de inflamación intestinal (Tabla 1). La administración de 

probióticos, puede corregir este desequilibrio en la microbiota y de este modo, 

contrarrestar la inestabilidad inmunológica, mejorando de esta manera el curso de la 

enfermedad o consiguiendo su prevención (Power et al., 2014). 

Patología Disbiosisa Referencia 

Enterocolitis necrotizante 

(NEC) 

     Proteobacteria previo al inicio de la 

enfermedad  

(Mai et al., 2011; Y. 

Wang et al., 2009). 

Enfermedad inflamatoria 

intestinal (IBD) 

     α diversidad 

     Bacteroides y Firmicutes 

     Gammaproteobacteria    

     Faecalibacterium praustitzii  

     Clostridia, Rumminococcaceae,      

Bifidobacterium, Lactobacillus  

Presencia de Escherichia coli y Fusobacterium 

(Michail et al., 2012) 

(Hansen et al., 2012) 

(Kostic et al., 2014) 

 

Síndrome de intestino 

irritable  (IBS) 

     Relación Firmicutes:Bacteroidetes 

     Bacteroidetes y Alistipes 

(Jeffery et al., 2012) 

Obesidad      Bacteroidetes    Lactobacillus 

     Relación Firmicutes:Bacteroidetes 

     Faecalibacterium prausnitzii 

(Ley et al., 2006) 

(Pflughoeft et al., 

2012) 

(Balamurugan et al., 

2010) 

Celiquía (CD)      Relación bacterias Gram-positivas:Gram-

negativas 

     Proporción del grupo Bacteroides:Prevotella    

Bifidobacterium     Clostridium histolyticum 

Clostridium lituseburense  

Faecalibacterium prausnitzii 

(De Palma et al., 2010) 
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Tabla 1. Cambios en la microbiota intestinal asociada a diversas enfermedades. a Alteraciones respecto a 
individuos sanos.  

 

1.3. Eje intestino-cerebro. 

Durante los último años, se han llevado a cabo investigaciones que han demostrado la 

comunicación que existe entre el cerebro y el intestino; mostrando de esta manera, 

que la microbiota intestinal juega un papel esencial en esta comunicación, llegándose 

incluso a definir como "psicobiótico" a los microorganismos vivos que cuando son 

ingeridos en cantidades adecuadas, producen un beneficio saludable en pacientes que 

padecen trastornos psiquiátricos (Patterson et al., 2014). Recientemente, a la definición 

se han incluido a los prebióticos, ya que estimulan el crecimiento de la microbiota 

comensal. Aunque actualmente existen gran cantidad de estudios pre-clínicos que 

respaldan este concepto, los datos de ensayos clínicos son escasos, sin embargo, poco a 

poco el número de estudios clínicos va aumentando (Dinan & Cryan, 2017). 

Las primeras evidencias de la relación 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 

hipótesis de la comunicación bidireccional entre estos dos órganos, sugiriendo que el 

estímulo fisiológico desencadenaba una respuesta emocional y que el cerebro estaba 

reaccionando a la información recibida del cuerpo. Esta teoría fue bastante criticada y 

en los años siguientes, mediante el uso de modelos animales gnotobióticos, se 

demostró el impacto que tenía la microbiota intestinal en el comportamiento mediante la 

activación del mecanismo inmuno-neural. Sin embargo, no ha sido hasta el siglo XXI, 

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

microbiota intestinal en funciones del sistema nervioso central (SNC), dando lugar al 

Patología Disbiosisa Referencia 

Alergias      Lactobacillus     Bifidobacterium 

     Bacteroides   

     Clostridium difficile    Staphylococcus 

aureus 

(Sjögren et al., 2009) 

(Watanabe et al., 2003) 

(Woodcock et al., 

2002) 

Autismo      Bifidobacterium spp.  

     Akkermansia muciniphila 

     Clostridium spp.   Desulfovibrio spp. 

     Relación Firmicutes:Bacteroidetes 

     Sutterella 

(L. Wang et al., 2011) 

(Williams et al., 2012) 

(Finegold et al., 2012) 



Introducción 

 

 
45 

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

Es por esto que las alteraciones en la interacción bidireccional intestino-cerebro se han 

relacionado con desórdenes del GIT  y recientemente se han implicado como un posible 

mecanismo en la patofisiología de diversos desórdenes mentales incluidos autismo, 

enfermedad de Parkinson y desórdenes en el estado de ánimo (Mayer et al., 2015). 

Asimismo, teniendo en cuenta que el ambiente intrauterino no es estéril, se podría 

especular que los metabolitos de la microbiota intestinal de la madre, posiblemente 

ejercen algún 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 aún no está clara, ya que no existe hasta el momento ningún estudio en 

humanos que caracterice el efecto de la microbiota materna en el desarrollo cerebral del 

feto y algún tipo de secuela de dicha modulación (Mayer et al., 2015).  

Para estudiar el efecto modulador de la microbiota intestinal en las interacciones 

intestino-cerebro, se han usado diferentes enfoques experimentales, como la 

manipulación de la microbiota con antibióticos, transplante de microorganismos fecales 

y modelos de animales gnotobióticos. En 2004, el grupo de Sudo y col., observó que la 

ausencia de microbiota en animales gnotobióticos podía tener un efecto significativo en 

la respuesta ante el estrés y que dicha alteración podía ser invertida parcialmente, por la 

colonización 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 envía señales a diversas partes del 

cuerpo incluyendo el intestino, donde se encuentran localizadas tanto células nerviosas 

como el 60% de las células inmunes. La señal enviada puede hacerse mediante diversas 

vías directas o indirectas, que incluyen la vía endocrina (cortisol), inmune (citoquinas) 

y neuronal (sistema nervioso entérico y nervio vago) (Fig. 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 modulación 

de los niveles de triptófano sistémico, están fuertemente implicados en la transmisión de 

la influencia de la microbiota intestinal al cerebro. Además, los SCFAs pueden tener 

propiedades neuroactivas e influir en la modulación del cerebro y el comportamiento 

(Dinan & Cryan, 2017). 

Se ha descrito que la microbiota intestinal produce diversidad de neurotransmisores y 

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 en estudios in 

vivo, podrían ser usados para el tratamiento de desórdenes del SNC, tales como la 

ansiedad o la depresión (Patterson et al., 2014). Asimismo, se ha demostrado que el 

nervio vago y la señalización inmunológica están implicados en la comunicación entre 

el eje MGB  (Cryan & Dinan, 2015). El ácido gama-aminobutírico (GABA ) es el mayor 

neurotransmisor inhibidor del SNC de los vertebrados y tiene varias funciones 

fisiológicas, por ejemplo, efectos diuréticos y tranquilizantes; es hipotensivo; mejora la 

síntesis de proteína en el cerebro y su disfunción ha sido implicada en trastornos 

neurológicos. Cuando la concentración de GABA disminuye por debajo de un 

determinado umbral en el cerebro, pueden ocurrir varios trastornos que incluyen 

epilepsia, convulsiones y enfermedad de Parkinson (Cho et al., 2007). Es por esto, que 

el GABA se ha llegado a clasificar como componente bioactivo en alimentos y 

medicamentos (Dhakal et al., 2012). 

 

Figura 9. Mecanismos involucrados en la señalización entre el eje microbiota-intestino-cerebro (MGB) 
(Adpatado de Cryan & Dinan, 2015). 
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Un gran número 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 ácido lácticas (BAL ), ya que aparte de producir unos altos 

niveles de GABA, también pueden ser usadas como ingredientes bioactivos en 

complementos alimentarios. Diversos grupos de investigación han encontrado que 

ciertas cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium son capaces de producir y secretar 

GABA, usando la misma vía biosintética que la empleada por el tejido neuronal, 

involucrando la conversión del glutamato por la acción de la enzima glutamato 

descarboxilasa (GAD) y el cofactor fosfato de piridoxal (PLP) o vitamina B6. La GAD 

es una enzima intracelular y su inducción para la posterior síntesis de GABA parece ser 

debida a una respuesta ante el estrés al ácido al que se ven sometidas las BAL  y el 

proceso de descarboxilación, provee energía a la bacteria (Li & Cao, 2010). La 

capacidad de producir GABA  por lactobacilos y bifidobacterias de origen humano está 

muy poco estudiada. De hecho, solo unas pocas cepas de Bifidobacterium dentium, B. 

infantis, B. adolescentis y L. brevis han mostrado su capacidad para producir GABA  

(Barrett et al., 2012). 

 

1.4. Alimentos funcionales. 

La manipulación de la composición de la microbiota intestinal a través de la dieta 

constituye una alternativa ideal para fomentar las propiedades funcionales derivadas de 

ésta en beneficio del hospedador (Sanz et al., 2004). Por ello, ha surgido un nuevo 

concepto de alimentación que además de aportar nutrientes, promueven específicamente 

la salud, los llamados alimentos funcionales (AF). Los AF se han definido como 

"alimentos similares en apariencia a los alimentos convencionales, que con 

independencia de aportar nutrientes, han demostrado científicamente 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 aparición de 

enfermedades (European Commission, 2010). 

Las estrategias desarrolladas para el diseño de alimentos funcionales orientados a 

manipular la microbiota del consumidor, se basan principalmente en tres estrategias 

que son (Sanz et al., 2004): 
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- Adición de cepas seleccionadas (probióticos). 

- Adición de ingredientes alimentarios no digeribles (prebióticos), que favorezcan el 

desarrollo de una microbiota deseable. 

- Combinación de probióticos y prebióticos (simbióticos). 

1.4.1. Probióticos. 

La palabra probiótico proviene del griego que significa "a favor (pro) de la vida 

(biótico)" (un antónimo de la palabra antibiótico) (Hamilton-Miller et al., 2003). Elli 

Metchnikoff es considerado el padre del concepto probiótico y en su libro "La 

Prolongación de la vida" (1907), propuso que las bacterias presentes en el colon jugaban 

un papel esencial en la vejez y en la enfermedad en adultos ("la muerte comienza en el 

colon"); él, creía que el consumo de Lactobacillus producía un impacto favorable sobre 

el tracto gastrointestinal, además de prevenir la putrefacción de los alimentos y 

disminuir a su vez, la actividad tóxica microbiana. Por este motivo, fue el primero en 

recomendar el consumo de microorganismos como cultivos vivos, en los alimentos 

(Mercenier et al., 2003). 

Posteriormente, Kollath en 1953, empleó este término para describir la recuperación de 

los pacientes que padecían malnutrición, mediante el uso de diferentes suplementos 

orgánicos e inorgánicos. Un año después, en 1954, Vergin propuso que el desequilibrio 

microbiano en el cuerpo causado por el tratamiento con antibióticos, podría 

restablecerse por una dieta rica en probióticos. Sucesivamente, Lilly y Stillwell en 1965, 

describieron los probióticos como sustancias producidas por un microorganismo, que 

estimulaban el crecimiento de otros microorganismos. Similar a esta definición, Sperti 

en 1971 y Fuji y Cook en 1973, describieron los probióticos como compuestos que 

estimulaban tanto el crecimiento microbiano, como una mejora en la respuesta inmune 

del hospedador. En 1974, Parker los definió como organismos y sustancias que 

contribuían al balance de la microbiota intestinal, definición que se asemeja a la 

descripción más reciente de los probióticos. Sin embargo, esta definición fue discutida 

por muchos autores, ya que el empleo de la palabra sustancia, podría incluir a los 

antibióticos. Así pues, a finales de los 80 y principios de los 90, surge un aumento de las 

definiciones de probióticos (Tabla 2); y aunque todos los autores estaban de acuerdo en 

que los probióticos incluían microorganismos vivos, Salminen y col., en 1999 dieron 

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

acuerdo con la Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), la 



Introducción 

 

 
49 

palabra probiótico se define como microorganismos vivos, que administrados en 

cantidades adecuadas, confieren efectos beneficiosos en el individuo (Vasiljevic et al., 

2008). 

 

Existen dos motivos principales para el consumo de probióticos; el primero, es el uso 

en individuos sanos para mantener un estado saludable y disminuir el riesgo de 

enfermedad; y el segundo, es el uso de probióticos como modalidad de 

tratamiento/terapéutico dirigido a una enfermedad en concreto (Power et al., 2014). 

Debido a la creciente demanda del consumo de alimentos saludables existen muchos 

estudios enfocados a entender las propiedades favorables de los probióticos en la salud 

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

(Saarela et al., 2000). 

 

 
Tabla 2. Compilado de algunas definiciones de la palabra probiótico, por diversos autores, a lo largo de 
los años (Adaptado de Vasiljevic et al., 2008). 
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1.4.1.1. Mecanismos de acción de los probióticos. 

Los probióticos ejercen sus beneficios en el hospedador a través de diferentes 

mecanismos de acción: 1) interferencia con bacterias patógenas compitiendo con 

nutrientes y sitios de adhesión, 2) mejora de la función barrera del revestimiento 

epitelial, 3) inmunomodulación y 4) influencia en otros órganos del cuerpo a través del 

sistema inmune y la producción de neurotransmisores (como el GABA o la serotonina), 

síntesis de ácidos grasos conjugados o aporte de vitaminas mediante biosíntesis o 

acumulación (Fig. 10) (Sánchez et al., 2016). Sin embargo, es importante resaltar que el 

mecanismo de acción de los probióticos es multifactorial y cepa dependiente (Power 

et al., 2014).  

 

Figura 10. Esquema de los diferentes mecanismos por los cuales los probióticos pueden influir en la 
microbiota intestinal y/o inducir respuestas beneficiosas en el hospedador. (Adaptado de Bermudez-
Brito et al., 2012). 

 

- Incremento de adhesión a la mucosa intestinal e inhibición de adhesión de patógenos. 

Una de las características más importantes cuando se define si un microorganismo es 

apto para ser empleado como probiótico es su capacidad de adhesión, ya que esta 

propiedad se relaciona con una mayor persistencia en el GTI , debido a la eliminación 
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por peristalsis o motilidad intestinal. De este modo, se incrementan las probabilidades 

de que el microorganismo tenga actividad inmunomoduladora o metabólica y que exista 

una mayor colonización por parte de la bacteria (Saarela et al., 2000)(Bermudez-Brito et 

al., 2012). 

Las BAL  presentan varias moléculas de superficie que están involucradas en su 

interacción con las células epiteliales intestinales (IECs) y el moco. Las IECs secretan 

mucina, una mezcla de glicoproteínas que es el principal componente del moco, 

evitando así la adhesión de bacterias patógenas (Collado et al., 2005). Además, el 

bloqueo de los receptores de membrana por las proteínas de superficie (S-layer) de 

algunas bacterias probióticas genera que las bacterias patógenas no puedan adherirse, 

provocando de esta manera una exclusión competitiva (Van Tassell et al., 2011). Se ha 

demostrado que varias proteínas de Lactobacillus promueven la adhesión a la mucosa y 

las bacterias presentan adherencias superficiales que median la fijación a la capa 

mucosa (Buck et al., 2005). Este proceso esta mediado principalmente por proteínas, 

aunque también pueden estar implicados restos de polisacáridos y ácidos lipoteicoicos. 

El ejemplo más estudiado de adhesinas bacterianas dirigidas al moco es MUB  (proteína 

de unión al moco) producida por Lactobacillus reuteri. Las proteínas MUB  contienen 

dominios funcionales repetidos, nombrados por diversos autores como dominios Mub, 

los cuales son responsables de las propiedades de adhesión de las proteínas. Los 

dominios Mub han sido considerados desde entonces, un miembro de la familia del 

dominio MucBP. Se han encontrado diversas proteínas con dominios homólogos a 

MUB y MucBP, exclusivamente en BAL  y predominantemente en lactobacilos, que se 

encuentran de manera natural en el GIT . Esto sugiere, que proteínas que contienen 

dominios MucBP podrían jugar un papel importante en el establecimiento de 

interacciones hospedador-probiótico en el intestino (Van Tassell et al., 2011). 

El proceso de adhesión tanto de lactobacilos como bifidobacterias, incluyen fuerzas 

pasivas, interacciones electroestáticas, interacciones hidrofóbicas, ácidos lipoteicóicos y 

estructuras específicas, como anexos externos recubiertos por lectinas (Servin, 2004). 

Se han caracterizado diversidad de moléculas que son mediadoras de la adhesión de 

bacterias patogénicas. Sin embargo, la comprensión de los factores que median la 

adhesión para Lactobacillus, es limitada; por lo que hacen falta estudios adicionales 

para la identificación y análisis de la diferencia funcional de los componentes de las 

capas mucosas, así como las interacciones complejas de las capas mucosas, la 
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microbiota (incluidos los probióticos) y las células epiteliales (Bermudez-Brito et al., 

2012). 

- Mejora de la barrera epitelial. 

La barrera intestinal es el mayor mecanismo de defensa usado para mantener la 

integridad epitelial y proteger al hospedador (Bermudez-Brito et al., 2012). Las 

defensas de la barrera intestinal consisten en la capa mucosa, péptidos antimicrobianos 

(defensinas), sIgA y las uniones fuertes intercelulares (Ohland et al., 2010). Una vez se 

altera la función de la barrera, los antígenos bacterianos pueden alcanzar la submucosa 

e inducir una respuesta inflamatoria, lo que puede resultar en un desorden intestinal, 

como es el caso del IBS (de Almada et al., 2015). 

El consumo de probióticos puede contribuir a la función 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 Zyrek y col. en 2007 

indicaron que los probióticos pueden iniciar la función barrera después de haberse 

ocasionado una alteración, como es el caso de la E. coli Nissle 1917 (EcN1917), que no 

sólo previene la ruptura de la barrera mucosa por la E. coli enteropatogénica sino que 

también restaura la integridad de la mucosa en células T84 y CaCO-2, efecto mediado 

por un incremento en la expresión y redistribución de las proteínas de unión (ocludinas) 

y la proteína quinasa C (PKC) (Zyrek et al., 2007).  

Por otro lado, los probióticos pueden aumentar la expresión de genes involucrados en 

la señalización de las uniones intracelulares y promover la secreción de moco mediante 

las mucinas (principales moléculas que forman parte de la capa de mucosa intestinal) 

para mejorar la función de la barrera intestinal y la exclusión de bacterias 

potencialmente patógenas (de Almada et al., 2015). Muchas especies de Lactobacillus 

incrementan la expresión de mucinas en líneas celulares humanas; sin embargo, este 

efecto de protección es dependiente de la capacidad de adhesión a la monocapa celular 

(Van Limbergen et al., 2011). 

- Exclusión competitiva de microorganismos patógenos. 

Se denomina "exclusión competitiva" al escenario en el que una especie bacteriana 

compite por los sitios de unión de la mucosa intestinal de forma más 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 en cuatro tipos: creación de un microclima hostil; eliminación 

de sitios receptores bacterianos disponibles; producción y secreción de sustancias 

antimicrobianas y metabolitos selectivos; y agotamiento competitivo de nutrientes 

esenciales (Bermudez-Brito et al., 2012). 

Las propiedades de adhesión debidas a la interacción entre las proteínas de superficie y 

las mucinas pueden inhibir la colonización de bacterias patógenas y son el resultado de 

la actividad antagonista de algunas cepas probióticas contra la adhesión de patógenos 

gastrointestinales. Algunos lactobacilos y bifidobacterias han mostrado la capacidad de 

inhibir un amplio rango de patógenos, tanto de origen bacteriano como de origen 

vírico, incluidos E. coli, Salmonella, H. pylori, Listeria monocytogenes y Rotavirus 

(Sánchez et al., 2016). 

La exclusión competitiva se basa en la interacción bacteria-bacteria mediada por la 

competición de los nutrientes disponibles y por los sitios de adhesión de la mucosa. Para 

obtener una ventaja competitiva, las bacterias pueden modificar su ambiente para 

hacerlo menos adecuado a sus competidores. La producción de sustancias 

antimicrobianas, como el ácido láctico y acético son ejemplos de este tipo de 

modificación (Bermudez-Brito et al., 2012).  

- Producción de sustancias antimicrobianas. 

Uno de los mecanismos involucrados en los beneficios saludables aportados por los 

probióticos, incluye la formación de compuestos de bajo peso molecular (<1000 Da), 

como ácidos, y la producción de sustancias antimicrobianas, denominadas 

bacteriocinas (> 1000 Da) (Bermudez-Brito et al., 2012). Los microorganismos 

probióticos son capaces de producir determinados ácidos orgánicos como ácido acético 

y láctico, capaces de producir una disminución del pH local en la mucosa digestiva, 

ocasionando un efecto inhibitorio sobre el número de bacterias, especialmente frente a 

bacterias Gram negativas. Además algunos lactobacilos y bifidobacterias comparten 

sitios de unión específicos a carbohidratos y esto hace que las cepas compitan con 

patógenos específicos, por los receptores en las células del hospedador (Walker, 2008). 

Ciertas BAL  producen péptidos antibacterianos, incluidos bacteriocinas y/o pequeñas 

proteínas antimicrobianas. Dentro del grupo de las bacteriocinas, existen las que tienen 

un espectro de actividad estrecho y actúan únicamente contra bacterias estrechamente 

relacionadas; mientras que otras bacteriocinas son activas frente a patógenos 

alimentarios. El mecanismo de acción de estas bacteriocinas se basa en la lisis de la 



Introducción 

 

 
54 

bacteria diana mediante la formación de un poro y/o la inhibición de la síntesis de la 

pared celular (Hassan et al., 2012). 

Algunos ejemplos de bacteriocinas son la lactanina, producida por L. acidophilus, la 

plantaricina, producida por L. plantarum, la reuterina, producida por L. reuteri y la 

gassericina A, producida por L. gasseri. También se han identificado proteínas de bajo 

peso molecular, como la producida por B. longum BL1928, denominada BIF , activa 

frente a bacterias Gram negativas (Bermudez-Brito et al., 2012). 

- Modulación del sistema inmune. 

El sistema inmune está formado por el sistema innato y adaptativo. El sistema inmune 

adaptativo responde a antígenos específicos y consiste en linfocitos B y T, factores 

humorales e inmunoglobulinas. Por otro lado, el sistema inmune innato (primera línea 

de defensa) responde a estructuras comunes llamadas Patrones Moleculares Asociados a 

Patógenos (PAMPs) compartidos con la gran mayoría de patógenos. La respuesta 

primaria a los patógenos es activada por los receptores de reconocimiento de patrones 

(PPR), que se unen a los PAMPs (Bermudez-Brito et al., 2012). Asimismo, las 

bacterias probióticas tienen la habilidad de interactuar  con las células epiteliales y 

dendríticas (DCs), con los monocitos/macrófagos y linfocitos (Bermudez-Brito et al., 

2012). 

El sistema inmune innato y adaptativo trabajan en colaboración y su activación puede 

ocurrir debido a la competición de nutrientes, a los sitios de colonización, producción de 

sustancias antimicrobianas, cambios en el pH intestinal, entre otros (de Almada et al., 

2015).  

- Síntesis de ácidos grasos conjugados (CFA). 

Algunos microorganismos que forman parte de la microbiota intestinal también pueden 

producir una amplia variedad de ácidos grasos promotores de la salud, como es el 

caso del ácido linoléico conjugado (CLA ) y el ácido linolénico conjugado (CLNA ). 

Diversos ensayos in vitro e in vivo, han evidenciado los efectos en la salud, tanto 

locales como sistémicos, que tienen estos CFAs; incluyendo actividades 

anticancerígenas, antidiabéticas, antiadipogénicas y antiinflamatorias. Está bien descrito 

que la formación, tanto de CLA como de CLNA, ocurre durante la biohidrogenación de 

los ácidos grasos en el rumen, debido a la acción de las isomerasas de las bacterias. La 

primera bacteria que fue descrita por ser capaz de convertir LA a CLA fue Butyrivibrio 
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fibriosolvens, siendo la enzima linoleato isomerasa, la responsable de este proceso 

(Gorissen et al., 2010). Es por esto, que la carne derivada de rumiantes y los productos 

lácteos, tradicionalmente han sido una fuente primaria de consumo de CLA en la dieta 

para los seres humanos. Existen diversidad de isómeros del CLA, pero el cis-9, trans-11 

CLA es considerado, como unos de los principales isómeros bioactivos, ya que es el 

predominante en la dieta, constituyendo más del 90% del contenido de CLA en la grasa 

de la leche. La cantidad de LA disponible para la producción de CLA en el intestino 

grueso varía dependiendo, tanto de la cantidad ingerida, como de la eficacia de la 

absorción en el intestino delgado. Sin embargo, se estima que los seres humanos 

excretan aproximadamente 20,0 mg de ácido linoléico de forma diaria (Whigham et al., 

2000; Belury, 2002a). 

La absorción intestinal de ácidos grasos de cadena larga en el colon es mínima y es 

probable que el CLA  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 ácidos 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 anticancerígenos, así 

como efectos sistémicos, tales como la contribución al mantenimiento de la homeostasis 

metabólica. Por lo tanto, se podría sugerir que la producción microbiana de CLA y 

CLNA  dentro del intestino puede ser un factor contribuyente a estos efectos (O’Shea et 

al., 2012)(Gorissen et al., 2010).  

Se han observado variaciones considerables entre diferentes especies de bifidobacterias 

para las producciones tanto de CLA como de CLNA. Aunque Bifidobacterium breve ha 

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

que se han estudiado; Bifidobacterium bifidum y Bifidobacterium dentium, también han 

demostrado buenos índices de conversión in vitro. Se ha comprobado que las cepas de 

bifidobacterias productoras de CLA y CLNA que se han testado, son metabólicamente 

activas en el GTI de ratones y cerdos. Además, la administración de B. breve NCIMB 

702258 en combinación con LA, dio como resultado modulación de la composición de 

ácidos grasos de tejido, aumentando significativamente los niveles de cis-9, trans-11 

CLA en el hígado tanto de ratones como de cerdos (Patterson et al., 2014).  

Por otro lado las bacterias probióticas son capaces de producir los llamados ácidos 

biliares desconjugados, los cuales son derivados de las sales biliares. Los ácidos 

biliares desconjugados, muestran una fuerte actividad antimicrobiana comparada con 
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la síntesis de sales biliares por los organismos. Este mecanismo de desconjugación 

podría explicar cómo los probióticos 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 biosíntesis o acumulación.  

Algunas de las BAL  que se emplean como probióticos, son capaces de producir/liberar 

y/o incrementar compuestos específicos beneficiosos en los alimentos. Estos 

ingredientes funcionales son descritos, muchas veces, como nutracéuticos. 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 prevención y/o tratamiento de una enfermedad”. Estos ingredientes pueden 

ser macronutrientes, micronutrientes (como las vitaminas) o compuestos no nutritivos, 

pudiendo estar presentes de manera natural en ciertos alimentos o ser añadidos durante 

el proceso (LeBlanc et al., 2011). 

Las vitaminas son micronutrientes esenciales para el metabolismo de todos los 

organismos vivos. Se encuentran como precursores de coenzimas intracelulares, que son 

necesarias para regular reacciones bioquímicas vitales en la célula; pero los humanos 

somos incapaces de sintetizar la mayoría de las vitaminas, siendo necesario obtenerlas 

de manera exógena (LeBlanc et al., 2013). 

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

B12), ácido fólico (Vitamina B9), piridoxina (Vitamina B6), riboflavina y tiamina. Cada 

una de estas vitaminas es químicamente diferente y actúan en sinergia para mantener la 

homeostasis del cuerpo, jugando roles importantes en procesos metabólicos como la 

producción de energía y la formación de glóbulos rojos. Normalmente están presentes 

en muchos alimentos, pero se eliminan fácilmente o destruyen durante la cocción y el 

procesamiento de los alimentos, por lo que es común que en muchas sociedades exista 

una ingesta insuficiente. Por esta razón, muchos países han implantado leyes para 

hacer cumplir la fortificación de ciertos alimentos con vitaminas y minerales 

específicos. Sin embargo, en otros países no se han adoptado programas de 

implementación, por posibles efectos secundarios no deseados (LeBlanc et al., 2011). 

Asimismo, algunos microorganismos comensales de la microbiota intestinal humana, 
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entre los que se encuentran bifidobacterias y lactobacilos, tienen la habilidad de 

sintetizar ciertas vitaminas del grupo B (Deguchi et al., 1985).  

El ácido fólico (Vitamina B9) está involucrado en funciones esenciales del 

metabolismo celular como la replicación celular, reparación y metilación, y síntesis de 

nucleótidos. Las propiedades de los folatos biosintéticos producidos por las 

bifidobacterias han sido verificados y además la biosíntesis parece ser restrictiva a 

ciertas especies/cepas, donde se clasifican según su nivel de producción; B. bifidum y B. 

longum subsp. infantis, son cepas que tienen un alto nivel de producción de esta 

vitamina, mientras que B. breve, B. longum subsp. longum y B. adolescentis son cepas 

que tienen un bajo nivel de producción (Pompei et al., 2007). Estos resultados han sido 

confirmados mediante estudios in vivo, dónde la administración de cepas altamente 

productoras de folato, causaron un incremento de los niveles de folato fecal, tanto en 

ratas como en humanos. Por otro lado, algunas BAL importantes a nivel industrial como 

Lactococcus lactis y Streptococcus thermophilus tienen la habilidad de sintetizar 

folato. Esto explica, porque algunos productos lácteos fermentados como el yogurt, 

contienen altas cantidades de folato, comparados con leches no fermentadas (LeBlanc et 

al., 2013). La vía biosintética del ácido fólico en BAL  incluye siete pasos 

consecutivos, en la cual se necesitan diferentes precursores, como la 6-hidroximetil-7,8-

dihidropropterina pirofosfato (DHPPP) y el ácido p-aminobenzoico (pABA). 

Actualmente, existe información acerca de ciertos parámetros como el pH externo, la 

tasa de dilución y la concentración de pABA, que influyen en la producción de folato 

tanto en BAL, como en cultivos iniciadores utilizados en la producción de yogurt, 

productos lácteos probióticos y quesos (Pompei et al., 2007). 

La cobalamina (vitamina B12) es la más grande y compleja de todas las vitaminas, 

siendo esencial para el funcionamiento normal del cerebro, del sistema nervioso y para 

la formación de varias proteínas. Normalmente está implicada en el metabolismo del 

cuerpo humano, especialmente en la síntesis y regulación del ADN; también en el 

metabolismo de los aminoácidos, de los ácidos grasos y de los glúcidos; por lo que su 

deficiencia, está asociada a problemas neurológicos, desórdenes hematológicos y otras 

condiciones relacionadas a la salud, incluyendo desarrollo cognitivo pobre y 

enfermedad de Alzheimer (Capozzi et al., 2012). Animales, plantas y hongos son 

incapaces de producir esta vitamina que es exclusivamente sintetizada por 

microorganismos, particularmente anaerobios. Sin embargo, los humanos tienen que 
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absorber la coenzima de fuentes naturales como carne animal, pescado y huevos; 

aunque tienen un proceso complejo para la absorción gastrointestinal de la cobalamina y 

su biodisponibilidad depende significativamente de la salud de la absorción del sistema 

gastrointestinal (Capozzi et al., 2012). La biosíntesis de la cobalamina fue identificada 

primero en Propionibacterium freudenreichii, que actualmente se usa para la 

producción comercial de dicha vitamina. Pero más adelante, Lactobacillus reuteri 

CRL1098 fue la primera BAL , capaz de producir compuestos parecidos a la 

cobalamina, con un espectro de absorción similar a la cobalamina estándar (LeBlanc et 

al., 2013). Se han identificado una serie de 30 genes que están involucrados en la 

biosíntesis 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 et al., 2012). 

Teniendo en cuenta lo anterior, el uso de microorganismos productores de vitaminas 

pueden ser una alternativa viable, económica y más natural, que la fortificación con 

pseudo-vitaminas químicamente sintetizadas, permitiendo de esta manera la producción 

de alimentos con elevadas concentraciones de vitaminas con menor propensión a causar 

efectos secundarios no deseados (LeBlanc et al., 2011). 

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

Desde la era de Metchnikoff, se han atribuido a los productos que contienen 

microorganismos probióticos, una serie de beneficios para la salud. Algunos de estos 

efectos han sido bien documentados y establecidos por ensayos in vitro e in vivo y hasta 

el momento existen diversos estudios clínicos que respaldan algunos de estos efectos 

producidos (Tripathi & Giri, 2014).  

La evidencia a favor de los efectos beneficiosos ejercidos por los probióticos, incluyen 

el aumento de la respuesta inmune, la prevención y el tratamiento de trastornos del GIT 

tales como la AAD, gastroenteritis, el IBS, las IBD, la NEC, la infección por H. pylori, 

así como alergias, intolerancia a la lactosa, reducción de los niveles de colesterol y 

disminución de la presión arterial (Fig. 11) (Mahajan & Singh, 2014). 

Estas propiedades son cepa-específica por lo que es importante resaltar que no todas 

las BAL ejercen un efecto probiótico. La variabilidad fenotípica y genotípica que se 

observa entre los diferentes aislamientos pertenecientes a una misma especie, hace 
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imposible generalizar la eficacia probiótica (Mercenier et al., 2003). En la actualidad, 

las cepas L. rhamnosus GG (Valio), Saccharomyces cerevisiae Boulardii (Biocodex), L 

casei Shirota (Yakult) y B. animalis Bb-12 (Chr. Hansen), son los cultivos probióticos 

con más datos de eficacia, en salud humana. Los efectos beneficiosos que producen los 

lactobacilos son una combinación de varios factores, como la acidificación del medio, 

coagregación con bacterias patógenas, exclusión competitiva, producción de peróxido 

de hidrógeno, bacteriocinas o biosurfactantes (Felis et al., 2007). 

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) reconoció los beneficios 

saludables de diferentes probióticos como componentes de alimentación animal, 

mientras que para humanos (la población en general), el único beneficio reconocido 

hasta el momento es la digestión de la lactosa, por parte de los microorganismos del 

yogurt. Sin embargo, se está acumulando evidencia científica que muestra que cepas 

probióticas específicas o la combinación de ellas, pueden ser beneficiosas para tratar 

diferentes enfermedades. Los efectos pueden ser, directos de la propia bacteria 

probiótica o indirectos a través de la interacción con la microbiota comensal (Scott et 

al., 2015). 

 

Figura 11. Efectos beneficiosos de los probióticos y posibles mecanismos empleados (Adaptado de 
Mahajan and Singh, 2014). 
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1.4.1.3. Géneros empleados como probióticos. 

Teniendo en cuenta la definición de probióticos, el número de especies microbianas que 

pueden tener efectos probióticos es considerable. Algunas de las especies más 

representativas se muestran en la tabla 3 (Kechagia et al., 2013). 

Los microorganismos probióticos pertenecen principalmente al grupo de las BAL , que 

forman parte de la microbiota intestinal. Los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium 

son los dos géneros bacterianos que actualmente cuentan con un mayor número de 

cepas probióticas en el mercado y aunque Bifidobacterium formalmente no es una BAL, 

tradicionalmente se le ha incluido en este grupo. Un gran número de cepas 

pertenecientes a estas dos especies, se consideran no perjudiciales para la salud, ya que 

según su histórico de consumo no generan ningún riesgo para la persona a la que se le 

administra, contando con el status "Generally Regarded As Safe" (GRAS) de la Food 

and Drug Administration (FDA) o el "Qualified Presumption of Safety" (QPS) de la 

EFSA. Aunque el listado de los organismos GRAS o QPS es revisado regularmente, es 

posible que una nueva cepa quiera ser añadida a este listado, por lo que es necesario 

realizar la solicitud al organismo correspondiente (FDA o EFSA), aportando evidencias 

científicas que respalden la consideración de este status. Las BAL  participan 

principalmente en fermentaciones de carbohidratos, dando lugar a la formación de ácido 

láctico y en el caso del género Bifidobacterium, usan una vía diferente para la 

fermentación de estos (Felis & Dellaglio, 2007)(Tripathi et al., 2012). 

 

Tabla 3. Microorganismos considerados como probióticos. Aplicación principal en alimentación animal1. 
Recientemente reclasificado como B. animalis subsp.lactis2. Poco conocimiento acerca de las propiedades 
probióticas3 (Adaptado de Holzapfel et al., 2001).  
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1.4.1.3.1. Género Lactobacillus 

Los Lactobacillus son miembros pertenecientes al grupo de las BAL  con forma de 

bacilo y pared celular de tipo Gram-positivo; catalasa y oxidasa negativos (Bergey, 

2009). Se caracterizan por la formación de ácido láctico como producto principal  de la 

fermentación, haciendo que el pH del medio disminuya, evitando el crecimiento de 

microorganismos patógenos (Holzapfel et al., 2001). Representan el género más amplio 

dentro de las BAL , con más de 100 especies caracterizadas hasta el momento. Se 

caracterizan por ser un género muy heterogéneo donde se engloban especies con 

diferencias sustanciales entre sí, ya sea a nivel fenotípico, bioquímico, fisiológico o 

genotípico. Comúnmente se encuentran en la naturaleza en medios ricos en 

carbohidratos o proteínas, aparte de ser miembros habituales de la microbiota del GIT y 

vaginal. Presentan un contenido en Guanina-Citosina (GC) comprendido entre el 32-

54% y muestran requerimientos nutricionales altos. Se dividen en función del tipo de 

fermentación que realizan, que puede ser homofermentativa obligada, 

heterofermentativa obligada y heterofermentativa facultativa (Felis et al., 2007). Los 

lactobacilos homofermentativos obligados, (comúnmente denominados grupo 

metabólico A), fermentan las hexosas a ácido láctico mediante la vía de Emben-

Meyerhof-Parnas (EMP) o glucólisis, mientras que las pentosas y el gluconato no 

pueden ser fermentadas por falta de enzimas fosfocetolasas en estos lactobacilos. Las 

especies heterofermentativas facultativas (grupo metabólico B) fermentan las hexosas 

a ácido láctico a través de la vía EMP y son capaces de degradar las pentosas y 

gluconato, mediante la vía pentosa-fosfato (PP) al tener una fosfocetolasa inducible, 

produciendo de esta manera ácido acético, etanol y ácido fórmico. Y por último, los 

lactobacilos heterofermentativos obligados (grupo metabólico 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 ácido 

láctico, etanol (o ácido acético) y CO2 (Felis & Dellaglio, 2007; Salvetti et al., 2012). 

La utilización de Lactobacillus es común por parte de la industria alimentaria para la 

elaboración de alimentos fermentados como vegetales, soja, pan y gran variedad de 

productos derivados de la leche, ya que se caracterizan por ser microorganismos GRAS 

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

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

no formador de esporas y anaerobios estrictos. Su nombre hace alusión a su morfología 

en forma de "Y" o bacteria bífida, sin embargo se pueden encontrar en formas de 

bastón, en V, en estrellas, con los extremos espatulados o formando redes; estas 

morfologías se generan cuando las condiciones de crecimiento no son óptimas y la 

bacteria esta bajo estrés. Tradicionalmente, este género ha sido incluido dentro del 

grupo de las BAL , aunque filogenéticamente no son muy cercanos con los demás 

grupos que se incluyen y taxonómicamente se encuentran en la subdivisión 

Actinomycetes debido a su contenido en GC (55-67% mol) (Vasiljevic & Shah, 2008) 

(Schell et al., 2002).  

Las bifidobacterias presentan un mecanismo de degradación de las hexosas que difiere 

del resto, llamado "bifid shunt" correspondiente a la ruta fructosa-6-fosfato, mediante la 

enzima fructosa-6-fosfocetolasa (F6PPK). Esta vía de fermentación permite a las 

bifidobacterias producir ácido acético, aparte del ácido láctico, en una proporción molar 

de 3:2 (Vasiljevic & Shah, 2008). Son bacterias no móviles y no filamentosas, catalasa 

y oxidasa negativas. Para crecer en condiciones óptimas, requieren una temperatura 

dentro del rango de 37-41ºC, existiendo un crecimiento nulo por debajo de los 20ºC y 

por encima de los 46ºC. El género Bifidobacterium es considerado ácido-tolerante, 

aunque el pH óptimo se encuentra entre 6.5-7.0, presentando un crecimiento nulo por 

debajo de 4.5 y por encima de 8.5 (Felis et al., 2007). 

1.4.1.4. Pautas para la selección de las cepas probióticas 

El 1 de Julio de 2007 entró en vigor el Reglamento (CE) nº 1924/2006 del Parlamento 

Europeo sobre las declaraciones de propiedades saludables y nutricionales de los 

alimentos. Los principales objetivos de este Reglamento han consistido en garantizar un 

alto nivel de protección a los consumidores, un funcionamiento eficaz del mercado, la 

competencia leal dentro de la industria alimentaria y la protección de las innovaciones 

(van Loveren et al., 2012). 

En el Reglamento, los términos utilizados en las declaraciones de propiedades 

saludables se clasifican en tres categorías diferentes: en la primera categoría, la 

llamada declaración saludable del artículo 13.1, o también denominada "declaración 

funcional", que se refiere a (1) el papel de un nutriente u otra sustancia en el 
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crecimiento, desarrollo y las funciones del organismo, (2) funciones psicológicas y/o 

conductuales y (3) reducción o control de peso referente al aumento de la saciedad o 

reducción de la energía disponible de la dieta; la segunda categoría, formada por las 

declaraciones del Artículo 13.5, que incluye declaraciones establecidas en áreas nuevas 

y no implantadas hasta el momento, es decir, las afirmaciones son nuevas y se basan 

posiblemente en productos patentados, métodos o procesos; y la tercera categoría, 

incluye las siguientes áreas para las propiedades saludables del Artículo 14: (i) 

declaración sobre riesgo de enfermedad y (ii ) declaraciones referentes al desarrollo y 

salud de los niños (Ferreira et al., 2010). 

En el caso de los probióticos, el principal beneficio para la salud se basa en el equilibrio 

de la barrera intestinal, la integridad de la mucosa y la exclusión competitiva de 

patógenos y virus. Ciertos probióticos también pueden estar asociados con otros 

beneficios para la salud que incluyen la modulación de la intolerancia a la lactosa, la 

prevención de la diarrea y el alivio de los síntomas, la respuesta inmune y alérgica, la 

absorción de minerales y la inhibición de la activación de enzimas procarcinogénicas 

(van Loveren et al., 2012). 

Respecto a las declaraciones de propiedades probióticas y saludables de una cepa que 

potencialmente quiere ser usada como probiótico, existen tres áreas importantes que 

requieren evaluarse: 

(1) Caracterización de la cepa probiótica: una identificación y nomenclatura 

apropiada de los microorganismos constituye el punto de partida de dicha evaluación. 

Una correcta identificación 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 (Felis et al., 2007). Esta identificación 

permite la vinculación del microorganismo con la información que ya se conoce, 

respecto al grupo microbiano al que corresponde y la predicción de algunas de sus 

propiedades. Durante los último años, se han desarrollado técnicas para reemplazar o 

complementar los métodos fenotípicos tradicionales. Sin embargo, los análisis de las 

secuencias del gen 16s rARN, son los que se usan comúnmente para la identificación de 

especies bacterianas. En general, los microorganismos que comparten una homología 

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 

identificación, la electroforesis en gel de campo pulsante (PFGE) y la hibridación ADN-
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ADN siguen siendo consideradas las mejores para diferenciar cepas, sin olvidar que la 

presencia de plásmidos y otros elementos extracromosómicos puede estar asociada a 

propiedades que las diferencie frente a otras de la misma especie. La secuenciación del 

genoma completo (incluyendo dichos elementos extracromosómicos) es la mejor 

información posible para la identificación de una especie/cepa, además de proporcionar 

información muy valiosa sobre su seguridad, funcionalidad y propiedades de interés 

tecnológico (utilización preferente de sustrato, resistencia a condiciones ambientales, 

presencia de fagos, entre otras) (Rodríguez J.M., 2015). 

Un proyecto financiado recientemente por la EU (Prosafe) ha concluido que los test 

bioquímicos no deberían ser usados como método único para la identificación de 

cultivos probióticos y recomiendan el análisis de las secuencias del gen 16s rARN como 

la mejor herramienta para la identificación rutinaria de microorganismos, debido a su 

alta reproducibilidad e intercambio de datos. Sin embargo, en algunos casos la 

resolución de la secuencia del gen 16s rARN es limitada y puede ser insuficiente para 

discriminar especies estrechamente relacionadas (Felis et al., 2007).  

Es importante señalar, 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 identificación precisa. En este aspecto, el proyecto Prosafe señaló que 

en las bases de datos existen secuencias incompletas o poco fiables, por lo que es 

necesario realizar una lista de secuencias del gen 16s rARN válidas para una correcta 

identificación. Por lo tanto, establecer la identidad correcta de un microorganismo es el 

primer paso para la evaluación de su seguridad y eficacia, ya que existen diversas 

investigaciones que han reportado que la identidad de los microorganismos aislados de 

productos que contienen probióticos, frecuentemente no corresponden a la información 

en la etiqueta del producto. Respecto a esto, el status QPS establecido por la EFSA, 

considera la identificación de los microorganismos como el primer pilar  en la 

evaluación de la seguridad y asimismo indican que se debe tener en cuenta que los 

efectos probióticos son específicos de cada cepa, siendo necesaria una identificación a 

nivel de cepa (van Loveren et al., 2012). 

La EFSA recomienda que las cepas deben ser depositadas en una colección de cultivos 

reconocida internacionalmente. Esto es importante ya que permite a las autoridades el 

acceso a la cepa, su seguimiento y a la información relacionada, cuando sea necesario 

(Ferreira et al., 2010).  
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(2) Seguridad de uso de la cepa probiótica: los microorganismos propuestos como 

probióticos, tienen un largo historial de uso seguro en productos de alimentación. Los 

probióticos, principalmente del género Lactobacillus y Bifidobacterium, no han 

mostrado ninguna característica de patogenicidad; y con la excepción de Enterococcus, 

los lactobacilos y bifidobacterias han sido raramente involucradas en infecciones. La 

mayoría de cepas pertenecientes a estos géneros están incluidas en la lista de 

microorganismos que tienen el status QPS para su uso en alimentación y por esta razón, 

la valoración de seguridad no es un aspecto en la evaluación de las declaraciones de 

propiedades saludables (Panel et al., 2012). Sin embargo, debido a la importancia de 

este aspecto, se requiere una evaluación rigurosa de seguridad de los nuevos 

probióticos, en particular los probióticos que no tienen antecedentes de uso seguro y 

aquellos pertenecientes a especies, las cuales no se puede hacer una suposición general 

de seguridad (Fig. 12) (Ferreira et al., 2010). 

 (3) Efectos sobre la salud humana: a diferencia de Japón, donde las declaraciones de 

propiedades saludables se basan en la evidencia de la experimentación animal; en 

Europa, son necesarios los ensayos clínicos para respaldar estas declaraciones, razón 

por la cual las opiniones sobre probióticos publicadas hasta el momento por la EFSA, 

no han sido favorables. Antes de realizar un ensayo clínico, es importante obtener 

información acerca de la identidad de la cepa y de sus propiedades pre-clínicas (van 

Loveren et al., 2012). 

 

Figura 12.  Principales aspectos para la evaluación de seguridad de nuevos probióticos (Adaptado de 
Ferreira et al., 2010). 

Los ensayos clínicos se deben realizar en la población a la cual irá dirigido el 

probiótico, empleando el mismo nivel de dosis que se usará en el producto final y 

haciendo especial énfasis en el caso de las declaraciones relacionadas con la reducción 
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del riesgo de enfermedad o las destinadas a la salud en niños. Estos ensayos se deben 

llevar a cabo siguiendo las directrices internacionales y deben proporcionar información 

de marcadores o factores importantes o marcadores intermedios asociados con puntos 

finales claros de la enfermedad o del área de salud del que se quiere declarar el efecto 

(Fig. 13) (Ferreira et al., 2010). 

 

Figura 13. Principales factores que respaldan las declaraciones saludables de un probiótico específico 
(Adaptado de Ferreira et al., 2010).  

La especificidad de la cepa se extiende más allá de su aspecto funcional, ya que la 

elección de la cepa a emplear también depende de varias condiciones tecnológicas, por 

ejemplo las relacionadas al proceso de fabricación industrial y la posibilidad de 

garantizar una vida media óptima bajo condiciones de almacenamiento, medianamente 

fáciles (Foligné et al., 2013). 

Aunque una cepa cumpla con los requisitos de seguridad y criterios funcionales, los 

aspectos relacionados con la producción del probiótico y su procesado también son 

importantes (Tripathi et al., 2014). Entre los aspectos que tienen que ser considerados 

para la selección de la cepa, se incluyen (Mattila-Sandholm et al., 2002): 

(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, la dosis de probiótico debe basarse en las concentraciones 

que fueron eficaces en los ensayos clínicos que se realizaron previamente, por lo que las 

UFCs /g o ml es un parámetro importante a tener en cuenta. Aunque la información de 

la concentración mínima efectiva es aún insuficiente, está generalmente aceptado que 
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los probióticos en producto deben tener una concentración mínima de 106 UFC/g o ml 

y que un total de 108 a 109 UFC deben ser consumidos diariamente para que el efecto 

probiótico pueda ser conseguido en el consumidor (Kechagia et al., 2013), aunque esto 

debería de cambiar en función de la evidencia obtenida en los ensayos clínicos 

realizados, para cada cepa en concreto. 

1.4.1.5. Propiedades industriales de los probióticos. 

Más de 500 productos alimentarios se han introducido al mercado global durante las 

últimas dos décadas y la lista está en continua expansión (Markets & Markets, 2015). 

Los alimentos que contienen probióticos están hechos a base de la fermentación de 

cereales, frutas, vegetales y productos cárnicos; así como en el área de productos 

derivados de la leche como los yogurts y quesos, que fueron con los que se comenzó su 

uso. Para el desarrollo de estos alimentos, los probióticos se añaden artificialmente 

dentro del alimento. La mayoría de los cultivos están disponibles comercialmente en 

formas altamente concentradas y muchas de ellas están diseñadas para su aplicación 

directa (Direct Vat Set (DVS)), ya sea como cultivos congelados altamente 

concentrados o en forma liofilizada (Tripathi et al., 2014). Asimismo, los cultivos deben 

ser envasados bajo atmósfera controlada y en envases que lo protejan de la luz y la 

humedad. Usualmente los cultivos congelados contienen más de 1010 UFC/g, mientras 

que los liofilizados contienen generalmente 1011 UFC/g. La concentración de 

microorganismo por gramo o ml de producto, varía con el cultivo y con el tipo de 

microorganismo usado (Saarela et al., 2000).  

La viabilidad  es por definición un pre-requisito para la funcionalidad de los 

probióticos y de esta manera potenciar sus mecanismos de acción, entre los cuales están 

la adherencia, reducción de la permeabilidad intestinal y la inmunomodulación, por lo 

que esto constituye un reto industrial. Sin embargo, algunos estudios han demostrado 

que la viabilidad no es necesaria para todos los efectos de los probióticos, porque en 

algunos probióticos, los componentes de la pared celular o el ADN de la bacteria 

pueden tener efectos saludables (Kechagia et al., 2013).  

Se han realizado diversos intentos para mejorar la viabilidad de los probióticos en 

diferentes productos alimentarios durante su producción y hasta el momento de su 

consumo. Así pues, la aplicación de probióticos en matrices alimentarias dependen de 

una serie de factores que pueden influir en la viabilidad del microorganismo probiótico 

(Fig. 14), entre los que se encuentran: parámetros alimentarios (pH, acidez valorable, 
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almacenamiento y escala de producción); y 
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En productos que contienen probióticos, como 

las condiciones de formulación mantengan la actividad y viabilidad del probiótico por 

largos períodos de tiempo. 
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oxígeno molecular, actividad de agua, presencia de sales, azúcar y químicos como 

2O2), bacteriocinas, sabores artificiales y agentes colorantes); 

os de procesamiento (tratamiento de calentamiento, temperatura de 

incubación, tasa de enfriamiento del producto, materiales de envase,

y escala de producción); y parámetros microbiológicos

de crecimiento y concentración de inóculo (Foligné et al

En productos que contienen probióticos, como las fórmulas infantiles, es importante que 

las condiciones de formulación mantengan la actividad y viabilidad del probiótico por 

largos períodos de tiempo. Teniendo en cuenta que los probióticos se usan como 

para esta clase de productos, usualmente no se multiplican, 

importante asegurar que la concentración de bacterias se mantiene a lo largo del tiempo.

El almacenamiento a temperatura ambiente, común en este tipo

industrial. Sin embargo, actualmente este problema ha sido 

mediante el uso de la microencapsulación, tratamiento que mejora la 

viabilidad y estabilidad de las cepas probióticas en producto (Mattila-Sandholm 

microencapsulación es una técnica, que consiste en recubrir la célula con 

una sustancia adecuada, de manera que resulte en la liberación apropiada de las células 

en el medio intestinal. Este proceso aparte de ayudar a mantener la célula 

durante su almacenamiento, también hace que el probiótico 

pueda resistir a las condiciones gástricas y por tanto mejorar su habilidad para colonizar 

(Mizock, 2015). 

 

Figura 14. Principales factores que 
afectan la viabilidad de los probióticos 
(Adaptado de Tripathi
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1.4.1.5.1. Factores que afectan la supervivencia de los probióticos durante el 
procesado. 

- Condiciones de fermentación: la temperatura de la fermentación es uno de los 

factores importantes que afectan la viabilidad del probiótico y otros parámetros 

cualitativos de los productos de la fermentación probiótica. El rango de temperatura de 

crecimiento de la mayoría de probióticos se encuentra entre 37-43ºC, ya que 

temperaturas más altas pueden afectar de manera negativa al microorganismo. Cuando 

se trata de probióticos anaerobios estrictos, el oxígeno presente en la fermentación 

también puede afectar la viabilidad de la bacteria; para bajar los niveles del contenido 

de oxígeno, uno de los mejores métodos que se emplean es fermentación bajo atmósfera 

modificada o de nitrógeno. Por otro lado, la resistencia de las bacterias probióticas al 

estrés por calor, puede ser aumentado realizando un tratamiento térmico leve antes de su 

uso. La aplicación de un choque térmico no letal, permite que las bacterias toleren un 

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

- Operaciones de congelación y descongelación: los probióticos tienen una duración 

prolongada en productos congelados. Sin embargo, las membranas celulares de los 

probióticos pueden dañarse durante el proceso de congelación, debido a los cristales de 

hielo que se forman en el medio externo o en el interior de la célula, lo cual causaría la 

reducción o interrupción de su actividad metabólica. La descongelación también tiene 

efectos nocivos en la célula, debido a que la célula es expuesta a efectos osmóticos así 

como a altas concentraciones de factores perjudiciales, como iones de hidrógeno y 

ácidos orgánicos, entre otros (Tripathi et al., 2014). 

- Secado: algunos probióticos empleados en los alimentos, son secados con el fin de 

incrementar su vida media útil y así reducir el coste de mantenerlos en congelación; su 

fácil almacenamiento, manejo, transporte y subsecuente uso en la aplicación de los 

alimentos funcionales, hacen que esta técnica sea una buena opción. Existen diferentes 

técnicas de secado, aunque la liofilización  es dentro de todos los métodos que existen, 

la que mejor mantiene la viabilidad del probiótico a pesar de su alto coste. La tasa de 

supervivencia del probiótico durante el proceso de secado, también depende de la 

composición del medio de cultivo y la presencia de carbohidratos, los cuales juegan un 

papel importante en este aspecto. Una estrategia para ayudar a la protección de la 

viabilidad de la célula es la adición de protectores celulares, que son sustancias que se 
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añaden al medio antes de realizar el proceso de secado, como la leche descremada en 

polvo, glicerol, proteína de suero, betaina, adonitol, lactosa y polímeros como los 

dextranos y el polientilenglicol (Hubálek, 2003). 

- Rehidratación de los alimentos funcionales deshidratados: los productos que 

contienen probióticos, en algunos casos, son necesarios reconstituirlos, con lo cual la 

tasa de recuperación de los probióticos se ve influenciada por las condiciones de 

rehidratación (temperatura, volumen del medio de rehidratación y el tiempo de 

rehidratación), propiedades físicas del material a ser rehidratado, así como las 

propiedades de osmolaridad, pH y energía nutricional de la solución rehidratante 

(Poirier et al., 1999).  

1.4.1.5.2. Factores que pueden afectar la viabilidad durante el almacenamiento. 

La composición del alimento, el material de envase y las condiciones de 

almacenamiento (temperatura, contenido de humedad, contenido de polvo, humedad 

relativa, contenido de oxígeno y exposición de luz, entre otros) tiene una influencia 

significativa en la supervivencia de los probióticos (Mattila-Sandholm et al., 2002). 

- 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 probióticos juega un papel muy importante. Los aditivos, que 

generalmente se usan en la industria alimentaria, incluyen tipos de azúcares, 

edulcorantes, sales, compuestos aromáticos, sabores naturales o artificiales, agentes 

colorantes, entre otros. Se han encontrado ciertos derivados de proteínas, como proteína 

de suero concentrada e hidrolizados de caseína y triptona, que promueven el 

crecimiento de los probióticos, 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 pequeños descensos de pH (Mortazavian et al., 2010). 

- Contenido de oxígeno y potencial redox: el oxígeno puede afectar de tres maneras a 

los probióticos: toxicidad directa para algunas células, producción de peroxidasas 

tóxicas en presencia de oxígeno y producción de radicales libres de la oxidación de 

algunos componentes del producto, por ejemplo grasas del producto en el que se 

encuentran (Tripathi et al., 2014). El grado de sensibilidad al oxígeno varía 

considerablemente entre diferentes especies y/o cepas probióticas, siendo más afectadas 
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las anaerobias estrictas como es el caso, del género Bifidobacterium spp. Existen 

diferentes métodos que se han empleado para reducir el contenido de oxígeno durante el 

envasado y almacenamiento de los alimentos funcionales. Estos incluyen, envasado al 

vacío, adición de antioxidantes y control del proceso de producción para que la 

exposición y entrada de oxígeno, sea mínima (Mani-López et al., 2014). 

- pH: valores de pH bajos, incrementan la concentración de ácidos orgánicos disociados 

en productos fermentados, aumentando el efecto bactericida de estos ácidos. Bebidas 

como zumos de frutas con pH bajo (zumo de naranja) representan un desafío importante 

para los probióticos (Tripathi et al., 2014). 

Teniendo en cuenta lo anterior, la selección de la cepa es esencial en 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. Seguridad de los probióticos  

La mayoría de los probióticos se comercializan como ingredientes en alimentos, 

suplementos o medicamentos, por lo que la seguridad de los probióticos es de vital 

importancia. Los probióticos que actualmente son comercializados tienen un historial de 

seguridad amplio. Sin embargo, puede haber un riesgo mínimo que en ciertas 

situaciones se relaciona con la calidad del producto, en lugar de con el probiótico per se 

(Mizock, 2015). 

En la práctica, se han reportado casos de sepsis con probióticos que contienen 

lactobacilos y bifidobacterias, pero son muy raros. La administración de probióticos a 

personas inmunosuprimidas (por ejemplo, VIH, prematuros, ancianos y enfermedad 

inflamatoria del intestino) ha sido un tema de preocupación, 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 probiótico S. cerevisiae (S. 

boulardii), los cuales fueron preparados en la habitación donde se encontraba el 

paciente. La investigación de estos casos, indicó que la infección fue debida a la 

contaminación de los catéteres, por lo que se recomendó que los probióticos en polvo, 

como S. cerevisiae, deben prepararse en condiciones higiénicas para evitar 

contaminaciones de este tipo (Borriello et al., 2003). 
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El uso indiscriminado de antibióticos en humanos, ha generado que la resistencia a los 

antibióticos sea una característica cada vez más común en los microorganismos, 

causando de esta manera serios problemas al momento de tratar enfermedades 

infecciosas. Por esta razón, el perfil de resistencia a antibióticos de la cepa probiótica es 

un factor importante en el proceso de selección. Esta prueba debe incluir una amplia 

variedad de antibióticos comunes y posteriormente debe confirmarse que no se 

transfieren ni los genes de resistencia al antibiótico, así como los plásmidos de 

virulencia. Lo ideal es que el probiótico no sea capaz de transmitir resistencia a 

antibióticos a otras bacterias (Del Piano et al., 2006). La resistencia a antibióticos en 

bacterias puede ser, intrínseca o adquirida. La intrínseca, es una característica propia de 

la cepa, mientras que la adquirida, se deriva de mutaciones o adquisición de ADN 

extraño de otras bacterias. Respecto a esto, los lactobacilos muestran un amplio rango 

de resistencias naturales a antibióticos, pero en la mayoría de los casos, no son 

transmisibles (Saarela et al., 2000). 
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Los objetivos generales de este trabajo son: 

1. Aislar, identificar y caracterizar bacterias con propiedades probióticas a partir de 

muestras de origen humano, que permitan la futura aplicación de las mismas en la 

elaboración de productos alimentarios y/o complementos con propiedades funcionales.  

Los objetivos específicos planteados para este objetivo son: 

i) Establecer una metodología adecuada de aislamiento y caracterización, que 

permita la recuperación de bacterias probióticas de las muestras analizadas, 

principalmente bacterias pertenecientes a los géneros Lactobacillus y 

Bifidobacterium. 

ii)  Construcción del cepario de bacterias probióticas, propiedad de Laboratorios 

Ordesa.  

iii)   Identificar y caracterizar genotípicamente y fenotípicamente las diferentes cepas 

probióticas aisladas, mediante el uso de técnicas moleculares y test bioquímicos. 

iv)  Análisis de la biodiversidad de las bacterias probióticas identificadas, para 

realizar su clasificación parcial y realizar una comparativa respecto a las 

existentes en las bases de datos, mediante análisis filogenéticos utilizando un 

software bioinformático adecuado. 

2. Realizar cribados de actividad funcional en las cepas probióticas aisladas y 

caracterizadas.  

Los objetivos específicos planteados para este objetivo son: 

i) Evaluación de la capacidad de las diferentes cepas probióticas aisladas, de 

producir in vitro ácido linoléico conjugado (CLA) y ácido linolénico conjugado 

(CLNA). 

ii)  Evaluación de la capacidad antimicrobiana in vitro de las diferentes cepas 

aisladas frente a Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y 

Streptococcus mitis. 

iii)  Evaluación de la capacidad de producción de ácido gamma-aminobutírico 

(GABA) in vitro de las cepas probióticas aisladas. 
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3.1. Obtención 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 obtención de las muestras se contó con la participación voluntaria de madres que 

habían dado a luz recientemente, o bien, estaban en las últimas semanas de gestación e 

interesadas en participar en el estudio cuando dieran a luz. 

Antes de la toma de cada una de las muestras, se procedió a explicar a cada una de las 

madres participantes, el objetivo del estudio y el procedimiento que debía seguir para la 

recolección 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 seguía diariamente. Como requisito fundamental para participar 

en el estudio, la alimentación del bebé tenía que ser exclusivamente leche materna, la 

madre no debía consumir ningún tipo de alimento o suplemento que tuviera probióticos, 

ni recibir tratamiento con antibióticos, con el fin de evitar que estos factores pudieran 

repercutir en la composición de la microbiota natural de cada una de las madres y de sus 

bebés. El cuestionario y el material para la recolección les fue entregado a las madres el 

día en que accedieron a participar en el estudio.  

Tras la recolección de las muestras en los botes estériles, se pusieron en jarras de cultivo 

anaeróbico con sobres de Anaerocult® (Merck) y en refrigeración, para así generar un 

ambiente anaeróbico y conservar la mayor cantidad de microbiota bacteriana anaeróbica 

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 superó los 30 minutos, de esta forma se evitaba en la 

medida de lo posible, el crecimiento de bacterias aeróbicas no deseadas y la 

disminución de bacterias anaeróbicas 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 presentes (Esquema 1). 
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Las muestras de heces, tanto maternas como de bebé, fueron homogenizadas para su 

análisis en el Stomacher® 80 Biomaster (Seward). Para esto, se introdujeron en bolsas 

de plástico estériles (Stomacher® 80 Biomaster Bags) y se añadieron 10 ml de caldo 

MRS (Merck) estéril a cada una. El uso de este equipo, permitió que las muestras se 

disgregaran perfectamente, permitiendo una mayor recuperación de los 

microorganismos que pudieran estar presentes en estas muestras; se llevó 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 dilución 0 la muestra homogenizada que se encontraba en la bolsa 

estéril. De las últimas dos diluciones 10-5 y 10-6, se tomaron 100 µl 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 análisis fue un poco 

diferente, en este caso no se hizo uso del Stomacher 80, ya que al ser una muestra 

líquida no fue necesario realizar una homogenización previa. Por lo tanto, la dilución 0 

fue la muestra de leche materna y se realizaron diluciones decimales seriadas en caldo 

MRS hasta 10-3, sembrando tres réplicas de cada una de las diluciones en los diferentes 

medios de cultivo. Las diluciones sembradas, garantizaban la obtención de placas con 

colonias aisladas comprendidas entre 30-300 colonias/placa. 

 
Esquema 1. Procesamiento de las muestras empleadas para el aislamiento de las bacterias probióticas.  
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Para la recuperación de los microorganismos presentes en las muestras, se emplearon 

seis medios de cultivo diferentes, algunos de ellos selectivos para el tipo de bacterias 

que queríamos buscar en este trabajo; pero también óptimos 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 incubación se detallan 

en la tabla 4. A todos los medios empleados en estos aislamientos, se les ajustó el pH 

mediante adición de NaOH o HCl, de acuerdo a las instrucciones dadas por el 

fabricante. 

MEDIOS DE CULTIVO GÉNEROS AISLADOS 
CONDICIONES DE 

INCUBACIÓN 

Agar MRSc (Merck) Lactobacillus/Bifidobacterium Anaerobiosis, 37ºC, 24 h 

Agar Tomato (BD) Lactobacillus Anaerobiosis, 37ºC, 24 h 

Agar RCM (Merck) Clostridium Anaerobiosis, 37ºC, 48 h 

Agar BHI (Merck) Microorganismos exigentes Anaerobiosis, 37ºC, 48 h 

Agar Rogosa (Merck) Lactobacillus Anaerobiosis, 37ºC, 24 h 

Agar BFM (Nebra et al., 1999) Bifidobacterium Anaerobiosis, 37ºC, 48 h 

Tabla 4. Medios empleados para el aislamiento de los diferentes microorganismos, géneros aislados y 
condiciones de incubación. MRSc: Medio MRS con adición de 0.25% de L-Cys HCl. * La condición de 
anaerobiosis se generó mediante el uso de cabina de anaerobiosis MAC 500 Workstation (Don Whitley 
Scientific), con una mezcla de gases N2 80%, CO2 10%, H2 10%. 
 

3.2.1. Identificación fenotípica de las colonias.  

Transcurrido el tiempo de incubación, se obtuvieron diferentes tipos de colonias y se 

procedió a seleccionar las que presuntamente, podrían pertenecer a los géneros 

Lactobacillus o Bifidobacterium.  

3.2.1.1. Análisis macroscópico de las colonias. 

Las características macroscópicas 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 algún 

compuesto que ocasiona que el microorganismo al crecer adopte algún tipo de 

pigmentación específica). 

- 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 ó 4 tipos de colonias que tuvieran 

diferencias macroscópicas marcadas y propias de los géneros que buscábamos, se 

aislaron por el método de agotamiento en estría en placas de agar MRSc (Medio MRS 

con adición de 0.25% de L-Cys HCl) y se llevaron a incubar bajo condiciones de 

anaerobiosis a 37ºC, durante 48 horas. Posterior al crecimiento, se seleccionó una 

colonia aislada de cada placa sembrada en estría y se realizó un cultivo líquido de cada 

una de ellas en caldo MRSc incubándose bajo las mismas condiciones, explicadas 

anteriormente. 

3.2.1.1.1. Almacenamiento y conservación de cepas. 

Las cepas fueron conservadas en forma de glicerinados de 1 mL, preparados a partir de 

0,5 mL de disolución glicerol (Prolabo)-agua destilada al 60-40% y 0,5 mL de cultivo 

overnight, quedando la bacteria en una disolución de glicerol al 30%. Se realizaron 6 

réplicas de cada cepa, conservando 3 replicas a -24ºC y las otras a -80ºC. Las cepas se 

identificaron mediante el prefijo ORD seguido de cuatro dígitos, comenzando por el 

0001. 

Para una manipulación más segura de las cepas durante el trabajo experimental y evitar 

un excesivo número de pases en los viales base, se construyó un cepario de trabajo 

donde cada una de las cepas se encontraba por cuadruplicado. 

3.2.1.2. Características microscópicas. 

La tinción de Gram permite la clasificación de las bacterias, en Gram positivas o Gram 

negativas según la presencia o no de peptidoglicano en su pared y asimismo, se puede 

determinar la morfología celular de las bacterias. 

Para realizar esta tinción, se empleó el kit de tinción Gram-color modificado (exento de 

fenol) para la tinción de Gram (Merck). La preparación del frotis se llevó a cabo 

mediante el uso de un asa de Kolle de plástico desechable, extendiendo una gota de 
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cultivo líquido sobre un portaobjetos, dejándola secar al aire y posteriormente fue fijada 

a la llama mediante el uso de un mechero Bunsen. Luego se dejó enfriar y se tiñó 

siguiendo el protocolo descrito a continuación: 

Portaobjetos con frotis fijado 

REACTIVO PROCEDIMIENTO TIEMPO DE ACTUACIÓN 

Solución de cristal 

violeta 
Cubrir completamente y dejar actuar 1:30 minutos 

Agua destilada Enjuagar con cuidado 5 segundos 

Solución de yodo 

estabilizado 
Cubrir completamente y dejar actuar 3 minutos 

Agua destilada Enjuagar con cuidado 5 segundos 

Solución decolorante Cubrir completamente 10 segundos 

Agua destilada Enjuagar con cuidado 5 segundos 

Fucsina en solución 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 cubrió con una laminilla cubreobjetos 

y se observó en el microscopio mediante el uso de aceite de inmersión (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 bioquímicas. 

3.2.1.3.1. Prueba de la catalasa. 

Mediante el uso del test Bactident® catalasa (Merck), se determinó la presencia o 

ausencia de esta enzima, que al ser una propiedad taxonómica puede ser usada para la 

diferenciación e identificación de los microorganismos. Para ello, se tomó una colonia 

aislada mediante el uso de un asa de Kolle, se llevó a un portaobjetos y posteriormente 

se aplicó una gota del reactivo sobre la colonia. La producción o no de burbujas 

indicaba la presencia o no de la enzima (Fig. 15). 



Material y métodos 
 

 
81 

 
Figura 15. Interpretación visual de la prueba bioquímica de la catalasa. 

3.2.1.3.2. Prueba de la oxidasa. 

Es otro tipo de prueba que se utiliza para identificación de cepas bacterianas, 

determinando si la bacteria produce citocromo oxidasa (y por lo tanto utiliza oxígeno en 

la cadena de transporte de electrones). Para realizar esta prueba se usó el test Bactident® 

oxidasa (Merck) que consistía en el uso de tiras reactivas colorimétricas. De un cultivo 

líquido fresco de cada una de las cepas, se tomaron 200 µl y se llevaron a un eppendorf 

estéril. Este tubo se centrifugó a máxima velocidad durante 3 minutos y se descartó el 

sobrenadante. El pellet resultante se resuspendió en 200 µl de agua MiliQ estéril y 

posteriormente se introdujo una de las tiras reactivas en el eppendorf, de tal manera que 

la zona de reacción quedara completamente sumergida en la suspensión. Pasados 60 

segundos, la tira se comparó con la tabla colorimétrica incluida en el test y un color en 

la zona de reacción de azul o azul-violeta, indicó la presencia de esta enzima (Fig. 16). 

 
Figura 16. Interpretación visual de la prueba bioquímica de la oxidasa (Adaptado de 
https://sites.google.com/a/goumh.umh.es/practicas-de-microbiologia/indice/identificacion-
bacteriana/oxidasa). 

Reacción positiva 

Reacción negativa 

Reacción 
negativa 

Reacción 
positiva 
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3.2.1.3.3. Prueba de la aminopeptidasa. 

Para esta prueba se emplearon las tiras reactivas del test Bactident® Aminopeptidasa 

(Merck) y se realizó como prueba complementaria para la Tinción de Gram. Esta prueba 

consistía en la detección de la enzima L-alanino aminopeptidasa, la cual está localizada, 

exclusivamente, en la pared celular de las bacterias Gram-negativas. De un cultivo 

líquido fresco de cada una de las cepas, se tomaron 200 µl de dicho cultivo y se llevaron 

a un eppendorf estéril. Este tubo se centrifugó a máxima velocidad durante 3 minutos y 

se descartó el sobrenadante. El pellet resultante se resuspendió en 200 µl de agua MiliQ 

estéril y posteriormente se introdujo una de las tiras reactivas en el eppendorf, de tal 

manera que la zona de reacción quedara sumergida completamente en la suspensión. 

Posteriormente, este tubo se llevó a incubar a 37ºC durante 10 minutos (máximo 30 

minutos) y la tira reactiva de comparó con la escala colorimétrica incluida en el test. 

Una coloración amarilla de la suspensión bacteriana, indicó cepas aminopeptidasa 

positiva (Gram negativas) (Fig. 17). 

 

Figura 17. Interpretación visual de la prueba bioquímica de la amonipeptidasa. 

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

Para identificar las cepas pertenecientes al género Bifidobacterium, se realizó la prueba 

de la fructosa-6-fosfocetolasa (F6PPK), enzima propia de este género al tener una ruta 

especial para la fermentación de hexosas, conocida como “bifid shunt”.  

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

Reactivo 1: KH2PO4 0.05M + L-Cisteína 0.05% p/v (pH 6.5) 

Reacción positiva 
Reacción negativa 
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Reactivo 2: KH2PO4 0.05M + L-Cisteína 0.05% p/v + Triton X-100 0.25% v/v (pH 6.5) 

Reactivo 3: Fluoruro de Sodio (6 mg/ml) + Iodoacetato 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: Ácido Tricloroacético 15 % p/v 

Reactivo 7: HCl 4M 

Reactivo 8: Cloruro férrico (FeCl3·6H2O) 5 % p/v en ácido clorhídrico 0.1M 

A partir de un cultivo fresco de 10 ml, se pasó 1 ml de este cultivo a un eppendorf 

estéril y después de centrifugarlo a 3990 rpm durante 4 minutos, el pellet se lavó dos 

veces con 1 ml de reactivo 1. Se descartó el sobrenadante y resuspendió en 200 µl de 

reactivo 2 durante 2 min y se dejó incubar durante 10 min a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se añadió 50 µl de reactivo 3 y 50 µl de reactivo 4 y se llevó a incubar a 

37ºC durante 60 min. Transcurrido este tiempo, se añadieron 300 µl de reactivo 5 y se 

dejó a temperatura ambiente durante 10 min. Inmediatamente, se añadieron 200 µl de 

reactivo 6, 200 µl de reactivo 7 y 200 µl de reactivo 8. Una coloración rojo-violeta de la 

mezcla, se interpretó como resultado positivo e indicaba la presencia de la enzima 

F6PPK (Fig.18). 

 

Figura 18. Interpretación visual de la prueba bioquímica de la detección de la F6PPK. 

3.2.1.3.5. Prueba API 50CH® (Biomerieux). 

Esta prueba es un sistema estandarizado que consiste en 50 pocillos, los cuales 

contienen diferentes hidratos de carbono y derivados (heterosidos, polialcoholes, ácidos 

Reacción positiva 

Reacción negativa 
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urónicos) (Tabla 5) permitiendo estudiar la fermentación de estos sustratos, por parte de 

los diferentes tipos de microorganismos. Para cada cepa probiótica aislada, se inoculó 

una galería API 50CH® en combinación con el medio API 50 CHL, para la 

caracterización del género Lactobacillus y microorganismos próximos.  

Pocillo Carbohidrato (sustrato) Pocillo Carbohidrato (sustrato) 
0 Control  25 ESCulina citrato férrico 
1 GLIcerol 26 SALicina 
2 ERItritol 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-XILosa 32 D-TREhalosa 
8 D-ADOnitol 33 INUlina 
9 Metil-βD-Xilapiranosa 34 D-MeLeZitosa 
10 D-GALactosa 35 D-RAFinosa 
11 D-GLUcosa 36 AlMiDón 
12 D-FRUctosa 37 GLIcoGéno 
13 D-MamNosA 38 XiLiTol 
14 L-SorBosA 39 GENtiobiosa 
15 L-RHAmnosa 40 D-TURanosa 
16 DULcitol 41 D-LIXosa 
17 INOsitol 42 D-TAGatosa 
18 D-MANitol 43 D-FUCosa 
19 D-SORbitol 44 L-FUCosa 
20 Metil-αD-Manopiranosa 45 D-ARabinoL 
21 Metil-αD-Glucopiranosa 46 L-ARabitoL 
22 N-AcetilGlucosamina 47 GlucoNaTo potásico 
23 AMIgdalina 48 2-CetoGluconato potásico 
24 ARButina 49 5-CetoGluconato potásico 

Tabla 5. Sustratos presentes en cada uno de los pocillos de la galería API 50CH®. 

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

- Preparación de la galería: cada galería estaba constituida por 5 filas, conteniendo cada 

una 10 pocillos numerados y que posteriormente se puso dentro de una cámara de 

incubación. La preparación de esta cámara, se realizó antes de inocular la galería, 

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 cámara para 

crear una atmósfera húmeda. 

 - Preparación del inóculo: Se realizó un cultivo líquido de cada microorganismo en 10 

ml de caldo MRSc, pasado el tiempo de incubación, cada tubo se centrifugó a 3990 rpm 

durante 15 minutos, se descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 4 ml de 

medio 50 CHL para realizar un lavado de las células y retirar el medio de cultivo 

remanente. Se centrifugó nuevamente a las mismas condiciones empleadas 
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anteriormente y se descartó el sobrenadante. El pellet obtenido se resuspendió 

añadiendo 10 ml de medio 50 CHL y se utilizó de inmediato para inocular los diferentes 

pocillos de la galería. 

- Inoculación de las galerías: de la suspensión bacteriana, se inocularon unos 120 µl 

aproximadamente en cada uno de los pocillos de la galería, evitando la formación de 

burbujas y que la muestra no rebasara el límite 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 inoculó medio 50 CHL sin microorganismo. 

Posteriormente cada galería se introdujo en las cámaras de incubación preparadas 

anteriormente y se llevó a incubar a 37ºC bajo condiciones de anaerobiosis durante 48 

horas. 

-Lectura e interpretación: transcurrido el tiempo de incubación, la fermentación en cada 

pocillo se interpretó en un cambio de violeta a amarillo, debido a una producción de 

ácido en anaerobiosis, revelada por el indicador de pH del medio elegido. Mientras que 

los azúcares que no fueron fermentados mantuvieron su color violeta después de la 

incubación (Fig. 19). 

 
Figura 19. Interpretación visual de los resultados de la prueba API50CH® 

Reacción positiva Reacción negativa 

Reacción dudosa 
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3.2.1.3.6. Prueba API ZYM® (Biomerieux). 

Esta prueba, es un método semicuantitativo que consiste en 20 pocillos, los cuales 

contienen diferentes substratos (Tabla 6), permitiendo evaluar simultáneamente la 

presencia de diferentes actividades enzimáticas a partir de pequeñas cantidades de 

muestra.  

Pocillo Enzima estudiada Substrato 
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 α-quimotripsina N-glutaril-fenilalanina-2-naftilamida 
11 Fosfatasa ácida 2-naftil fosfato 
12 Naftol-AS-BI-fosfosfohidrolasa Naftol-AS-BI-fosfato 
13 α-galactosidasa 6-Br-2-naftil-αD-galactopiranosido 
14 β-galactosidasa 2-naftil-βD-galactopiranósido 
15 β-glucuronidasa Naftol-AS-BI-glucuronido 
16 α-glucosidasa 2-naftil-αD-glucopiranósido 
17 β-glucosidasa 6-Br-2-naftil-βD-glucopiranósido 
18 N-acetil-β-glucosamina 1-naftil-N-acetil-βD-glucosaminido 
19 α-manosidasa 6-Br-2-naftil-αD-mannopiranosido 
20 α-fucosidasa 2-naftil-αL-fucopiranosido 

Tabla 6. Sustratos y enzimas estudiadas en cada pocillo de la galería API ZYM®. 
 
Para el desarrollo de esta prueba se siguió el siguiente protocolo: 

- Preparación de la galería: cada galería estaba constituida por 1 fila que contenía 20 

pocillos y posteriormente se puso dentro de una cámara de incubación. La preparación 

de esta cámara se realizó antes de inocular la galería, 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 cámara para crear una atmósfera húmeda. 

 - Preparación del inóculo: Se realizó un cultivo líquido de cada microorganismo en 10 

ml de caldo MRSc, pasado el tiempo de incubación, cada tubo se centrifugó a 3990 rpm 

durante 15 minutos, se descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 4 ml de 

agua destilada estéril para realizar un lavado de las células y retirar el medio de cultivo 

remanente. Se centrifugó nuevamente a las mismas condiciones empleadas 

anteriormente y se descartó el sobrenadante. El pellet obtenido se resuspendió 

nuevamente en 4 ml de agua destilada estéril y se utilizó de inmediato para inocular los 

diferentes pocillos de la galería. 
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- Inoculación de las galerías: de la suspensión bacteriana, se inocularon unos 65 µl 

aproximadamente en cada uno de los pocillos de la galería. Como control negativo, en 

el pocillo 0, no había ningún tipo de sustrato. Posteriormente cada galería se introdujo 

en las cámaras de incubación preparadas anteriormente y se llevó a incubar a 37ºC bajo 

condiciones de anaerobiosis durante 4 a 4:30 horas. Transcurrido el tiempo de 

incubación, se agregó una gota del reactivo ZYM A y 1 gota del reactivo B en cada 

pocillo. Se dejó actuar durante 5 minutos como mínimo. Después, cada galería se 

expuso durante 10 segundos bajo la radiación de una lámpara de 1000W a una distancia 

de 10 cm. Este procedimiento tenía por objeto, eliminar el fondo amarillo debido al 

exceso de Fast Blue BB que no había reaccionado y pudiera dar reacciones negativas 

incoloras. 

-Lectura e interpretación: las reacciones producidas durante el período de incubación se 

tradujeron en cambios de color que se revelaron mediante la adición de los reactivos 

para cada pocillo. Esta lectura, se realizó con la ayuda de la Tabla de Lectura (Tabla 7) 

que venía adjunta a la prueba (Fig. 20). 

Pocillo 
Reacción 

 
Positiva Negativa 

1 
Incolora o color de la muestra 

según importancia de la 
coloración 

2 Violeta 

Incolora o 
amarillo muy 

pálido* 

3 Violeta 
4 Violeta 
5 Violeta 
6 Naranja 
7 Naranja 
8 Naranja 
9 Naranja 
10 Naranja 
11 Violeta 
12 Azul 
13 Violeta 
14 Violeta 
15 Azul 
16 Violeta 
17 Violeta 
18 Marrón 
19 Violeta  
20 Violeta 

Tabla 7. Tabla de lectura de cada una de las reacciones de la galería API ZYM®. 
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Figura 20. Interpretación visual de los resultados de la prueba APIZYM® 

3.3. Identificación genotípica y caracterización de las cepas 
seleccionadas. 
 

Las pruebas bioquímicas primarias (bacterias catalasa negativa, oxidasa negativa, 

aminopeptidasa negativa y formas bacilares o bacilos pleomórficos Gram positivos) 

junto a la presencia/ausencia de la F6PPK fueron resultados clave para determinar que 

cepas serían seleccionadas para su posterior identificación y caracterización genotípica 

y fenotípica. 

3.3.1. Obtención de extractos celulares y extracción de ADN 
cromosómico. 

Para obtener los extractos bacterianos, las cepas seleccionadas se crecieron en cabina de 

anaerobiosis durante 48 horas en caldo MRSc. Posteriormente, una alícuota de 1 ml se 

llevó a un eppendorf, se centrifugó durante 5 minutos a máxima velocidad y se retiró el 

sobrenadante a cada uno de los tubos. El pellet obtenido, se lavó con agua grado 

biología molecular o Mili-Q, para retirar cualquier tipo de resto de caldo de cultivo que 

pudiera quedar remanente, se centrifugó bajo las mismas condiciones empleadas 

anteriormente y se descartó el sobrenadante. Para la extracción de ADN cromosómico 

se empleó el kit MAgMAXTM Total Nucleic Acid Isolation (Applied Biosystem). Este 

kit emplea una disrupción mecánica de la muestras, mediante el uso de bolitas de 

zirconia las cuales se encuentran en una solución de tiocianato de guanidinio, dicha 

mezcla libera rápidamente los ácidos nucléicos (AN), mientras que simultáneamente 

inactiva nucleasas que pueden estar presentes en la muestra. Posteriormente la muestra 

es diluida añadiendo isopropanol y la adición de unas bolitas paramagnéticas con 

superficie de unión a los AN. La mezcla bolitas + AN son inmovilizadas mediante el 

uso de unos imanes y lavadas para remover proteínas y otros contaminantes. Finalmente 



Material y métodos 
 

 
89 

los AN se eluyen usando una pequeña cantidad de buffer con baja concentración de sal 

y las muestras resultantes se conservaron a - 24ºC 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 teñir el gel se empleo el colorante 

SYBR Safe (Invitrogen), añadiendo 1 µl por cada 10 ml de gel. Las muestras se 

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

3.3.2. Amplificación parcial del gen 16S rARN y secuenciación. 

La solución de ADN cromosómico 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 identificación de bifidobacterias 

se realizó mediante un resultado positivo de la prueba de la F6PPK y para realizar una 

identificación a nivel de especie, se emplearon los cebadores Y1 (5′-TGG CTC AGG 

ACG AAC GCT GGC GGC-3′) e Y2 (5′-CCT ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT-

3′) (Young et al., 1991). La región que se amplifica es de unas 348pb, se encuentra 

comprendida desde la base 50 a la 400 según la numeración de E. coli, y contiene las 

regiones variables V1 y V2 del gen 16s rARN. Para la identificación de lactobacilos, se 

emplearon los cebadores 16s1a (5´- AAT ACA TGC AAG TCG AAC GA -3´) y 16s1b 

(5´- TTA ACC CAA CAT CTC ACG AC -3´) (Marshall et al., 1999). El tamaño de la 

banda amplificada era de 1004 pb. Como control positivo de PCR se usó la cepa 

Bifidobacterium longum subsp. infantis CECT7210, junto a un control negativo el cual 

no contenía muestra de ADN.  

La PCR se realizó en un termociclador “MyCycler” (BIO-RAD). La reacción se llevó a 

cabo en un volumen final de 50 µl, dicha mezcla contenía 10X de Buffer KOD Hot 

Start, 25mM MgSO4, 2mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 10µM de cada 

uno de los cebadores, 1U de la TaqDNA Polymerase (Novagen, Merck) y se completó 

el volumen a 50 µl añadiendo agua grado biología molecular. 
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Las condiciones de la PCR para los cebadores Y1 e Y2 fueron las siguientes: 

  1ciclo  Desnaturalización  95ºC 3 minutos 

    Desnaturalización 95ºC 2:30 minutos 

  30 ciclos Anillamiento  68ºC 30 segundos 

    Extensión  70ºC 45 segundos 

  1 ciclo  Extensión  70ºC 7 minutos 
 

Y para los cebadores 16s1a y 16s1b fueron las siguientes: 

                      1ciclo  Desnaturalización  95ºC 2 minutos 

    Desnaturalización 95ºC 1 minuto 

  30 ciclos Anillamiento  62ºC 30 segundos 

    Extensión  72ºC 1:30 minutos 

  1 ciclo  Extensión  72ºC 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 cromosómico. 

Los productos de PCR fueron purificados, siguiendo el protocolo descrito para el Kit 

PCR Cleanup (QIAGEN) y para verificar el producto purificado se realizó una 

electroforesis en gel de agarosa al 2%, empleando las mismas condiciones que las 

descritas previamente. A continuación se enviaron a secuenciar a Secugen S.L. 

(www.secugen.es); la mezcla de cada muestra contenía 10 µl de agua grado biología 

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

Para la identificación de cada una de las cepas, se realizó 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 pertenecía dicha secuencia consenso, se realizó una 

comparación con las presentes en las bases de datos públicas ( “BLAST”: 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov o Ribosomal Database Project: https://rdp.cme.msu.edu/).  

3.3.3. RAPD-PCR. 

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

un patrón de bandas de las diferentes cepas identificadas y a partir de este patrón 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´) (Tynkkynen et al., 1999).  

La reacción se llevó a cabo en un volumen de 50 µl, dicha mezcla contenía 10X de 

Buffer KOD Hot Start, 25mM MgSO4, 2mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, 

dTTP), 10µM del primer, 1U de la TaqDNA Polymerase (Novagen, Merck); y se 

completó el volumen a 50 µl añadiendo agua grado biología molecular.  

Las condiciones de la RAPD-PCR fueron las siguientes: 

                     1ciclo   Desnaturalización  95ºC 5 minutos 

    Desnaturalización 94ºC 1 minuto 

  35 ciclos Anillamiento  32ºC 2 minutos 

    Extensión  72ºC 2 minutos 

  1 ciclo  Extensión  72ºC 10 minutos 

 

3.4. Análisis de la biodiversidad de las cepas probióticas 
aisladas. 

Previo a realizar los diferentes árboles filogenéticos, se realizó un BLAST entre las 

secuencias consenso de las diferentes cepas aisladas y se identificó 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 sí.  
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A partir de esta información, se construyeron los diferentes árboles 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 o que pertenecieran a colecciones de cultivos 

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

árboles se detallan en la Tabla 8. 

CEPA ACCESION NUMBER (GenBank) 

B. pseudocatenulatum JCM5820 AB116329.1 

B. pseudocatenulatum JCM7041 AB507135.1 

B. catenulatum JCM7130 AB116295.1 

B. catenulatum ATCC27539 M84784.1 

B. longum subsp. longum JCM7060 AB116320.1 

B. longum subsp. longum JCM7054 AB507114.1 

B. longum subsp. infantis CECT7210 HM118564.1 

B. longum JCM11660 AB507124.1 

B. breve ATCC15700 AB006658.1 

B. breve JCM1192 AB116288.1 

B. bifidum JCM1209 AB507076.1 

B. bifidum DSM20456 NR_117764.1 

B. animalis lactis Bb12 FJ169944.1 

B. animalis subsp. animalis JCM7117 AB507072.1 

B. angulatum JCM1252 AB507068.1 

B. angulatum ATCC27535 M84775.1 

B. adolescentis JCM1251 AB116268.1 

B. adolescentis ATCC15703 NR_074802.1 

Gardnerella vaginalis  AF458075 

L. gasseri DSM20243 AB008209 

L. acidophilus LA5 JQ580993 

L. acidophilus DSMZ20079 KM096595 

L. rhamnosus HN001 ABWJ01000068 

L. rhamnosus GG GU550100 

L. oris JCM11028 LC097079 

L. casei Lc-10 AFYT01000013 

L. casei strain:Shirota AB531131 

L. paracasei LAB13 JN039359 

Bacillus cereus ATCC14893 AJ310098 

Tabla 8. Cepas de referencia usadas para la construcción de los árboles filogenéticos. 
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Para observar la distancia filogenética que existía entre las secuencias se realizó un 

alineamiento múltiple, usando el algoritmo MUSCLE (Multiple Sequence Comparison 

by Log-Expectation). A partir de este alineamiento, se realizó un árbol filogenético 

empleando el método de Neighbor-joining, que determina la pareja de secuencias más 

cercanas entre sí, 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 árboles, se 

empleo el método de Bootstrap, realizando los replicados 1000 veces y posteriormente 

se obtuvo el consenso de cada árbol filogenético. 

 

En el diagrama 1, se resume la metodología empleada para el procesamiento y análisis 

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

realizadas para las diferentes cepas aisladas: 
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Diagrama1. Descripción del procedimiento general realizado para el desarrollo de este trabajo. 
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3.5. Evaluación de propiedades funcionales. 

3.5.1. Evaluación de la producción in vitro de ácidos grasos 
conjugados: ácido linoléico (CLA) y ácido linolénico  (CLNA). 

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

Las diferentes cepas probióticas aisladas se cultivaron en 10 ml de caldo MRS + L-

cisteína-HCl (Prolabo) 0.05% (MRSm) + Tween 80 (Prolabo) al 0.2% para realizar una 

activación de la cepa. Estos cultivos se llevaron a incubar a 37ºC bajo condiciones de 

anaerobiosis durante 48 horas. Transcurrido este tiempo, cada tubo se dividió en dos 

alícuotas de 5 ml para realizar dos ensayos en paralelo. Con la primera alícuota se 

realizó un subcultivo al 2% en 10 ml del mismo medio con y sin adición de LA (Sigma-

Aldrich) (0.5g/l). Se llevó a incubar en condiciones de anaerobiosis a 37ºC durante 48 

horas. 

La segunda alícuota se centrifugó durante 15 minutos a 3990 rpm, se descartó el 

sobrenadante y el pellet obtenido se lavó dos veces con solución Ringer. Luego el pellet 

fue resuspendido en 10 ml de Medio Mínimo de Norris (MM). Se llevó a incubar a 37ºC 

durante 48 horas bajo condiciones de anaerobiosis y transcurrido este tiempo, se realizó 

un subcultivo al 2% en MM con y sin adición de LA (0.5g/l). Todos los tubos que 

contenían este medio fueron incubados recubiertos con papel aluminio, ya que este 

medio al contener riboflavina, es fotosensible. 

Al transcurrir el tiempo de incubación, a las dos alícuotas se les midió la densidad 

óptica (DO) mediante un espectofotómetro (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 fórmula: 

 

Siendo, DOi, la absorbancia obtenida del crecimiento de la cepa en medio MRSm o 

MM; y la DOf la absorbancia obtenida del crecimiento de la cepa en los medios con 

adición de LA. 
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La composición del MM y las cantidades de cada componente, se describen en la tabla 

9. Este medio fue esterilizado durante 10 min a 121ºC 15psi, finalizado este proceso se 

mantuvo en agitación hasta su enfriamiento. Posteriormente, la botella que contenía el 

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

Componente Cantidad por litro 
Adenina (Prolabo) 17,4 mg 
Alanina (Prolabo) 200 mg 

Ácido p-aminobenzoico (pABA) (Sigma-Aldrich) 10 mg 
Ácido ascórbico (Prolabo)a 1 g 

Asparragina (Prolabo) 100 mg 
Biotina (Prolabo) 5 µg 

Pantotenato de calcio (Prolabo) 200 µg 
Cisteína-HCl (Prolabo) 200 mg 

Sulfato Ferroso (FeSO4ˑ7H2O) (Prolabo) 10 mg 
Ácido fólico (Prolabo) 10 µg 

Guanina(Prolabo) 12,4 mg 
Lactosa (Prolabo) 35 g 

Sulfato de magnesio (MgSO4ˑ7H2O) (Prolabo) 200 mg 
Sulfato de manganeso (MnSO4ˑ7H2O) (Prolabo) 6,7 mg 

Ácido nicotínico (Prolabo) 600 µg 
N-Z-Case® (Sigma-Aldrich) 5 g  

Fosfato dipotásico (K2HPO4) (Prolabo) 2,5 g 
Piridoxina hidrocloruro (Prolabo) 1,2 mg 

Riboflavina (Prolabo) 200 µg 
Acetato de sodio anhídro (Prolabo) 25 g  

Cloruro de sodio (Prolabo) 10 mg 
Tween 80 (Prolabo) 0,5 ml 

Tiamina hidrocloruro (Sigma-Aldrich)  200 µg 
Triptófano (Sigma-Aldrich)  200 mg 

Uracilo (Sigma-Aldrich)  10 mg 
Xantina (Sigma-Aldrich)  10 mg 

Tabla 9. Composición del Medio Mínimo de Norris (pH ajustado a 6,8). a. El ácido ascórbico al ser 
termolábil, fue esterilizado mediante filtración y añadido al medio luego de autoclavarlo (121º, 15 min, 
15psi).  

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

destilada y se esterilizó mediante filtración de 0.22 micras (Sartorius). Se realizaron 

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

3.5.1.3. Determinación de la producción de ácido linoléico conjugado (CLA) 

y ácido linolénico conjugado (CLNA). 

Una vez seleccionadas las cepas capaces de crecer en presencia de CLA. El análisis de 

la producción de CLA y CLNA fue llevado a cabo en el Departamento de bioactividad y 

análisis de alimentos, por el grupo de biomarcadores Lipídicos en alimentación y salud 

del Instituto de Investigación en Ciencias de la Alimentación (CIAL), siguiendo el 
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protocolo que se describe a continuación. Se realizó un cultivo de las diferentes cepas 

bacterianas seleccionadas, en 10 ml de caldo MRS + L-cisteína-HCl 0.05% (MRSm) + 

Tween 80 al 0.2% para realizar una activación de la cepa, posteriormente estos cultivos 

se llevaron a incubar a 37ºC bajo condiciones de anaerobiosis durante 24 horas. A 

continuación, se realizó un subcultivo al 2% en 10 ml de caldo MRS + L-cisteína-HCl 

0.05% (MRSm) + Tween 80 al 0.2% con y sin adición de 0.5mg/ml de LA o 0,5mg/ml 

de LNA y se incubaron a 37ºC, durante 48 horas bajo condiciones de anaerobiosis. Para 

determinar el CLA y CLNA producido por las diferentes cepas, se empleó un método de 

transesferificación directa (Castro-Gómez et al., 2014) y a las muestras se les adicionó 

ácido heptadecanoico (C17:0; Sigma-Aldrich), como estándar interno. Los esteres 

metílicos de ácidos grasos (FAMEs) se disolvieron en n-hexano y se cuantificaron por 

cromatografía de gases (GLC) en un Clarus® 500 (Pelkin Elmer, Beaconsfield) 

equipado con una columna VF-23 de 30m de largo (30m x 0,25nm, x 0,25µm, Varian, 

Middelburg). Las condiciones de la cromatografía de gases fueron las siguientes: la 

temperatura inicial fue de 80ºC. Luego la temperatura se incrementó 30º/min hasta 

170ºC, se mantuvo durante 3 minutos y posteriormente se incrementó 30ºC/min hasta 

230ºC y mantenida durante 7 minutos. El gas portador fue Helio a una presión de 15 psi 

y una relación de separación 1:50. El volumen de inyección fue 0,5µl y el tiempo de 

análisis 15 minutos.  

Los picos se identificaron mediante la comparación de los tiempos de retención del 

Tonalin® usado como estándar para el CLA. La identificación de los isómeros del 

CLNA fueron analizados por cromatografía de gases-espectrometría de masas (GC/MS) 

y los resultados de la producción de CLA y CLNA se expresaron en µg/ml usando los 

estándares internos. Para la evaluación de producción de CLA y CLNA en leche 

desnatada y leche de fórmula Blemil Plus Forte-1, los medios fueron suplementados con 

L-cisteína-HCl 0.05% y casaminoácidos 0.8% (p/v). Las condiciones de crecimiento e 

incubación fueron las mismas que en el experimento previo y la determinación de CLA 

y CLNA se analizó posterior a la fermentación bacteriana. 

3.5.2. Evaluación de la capacidad antimicrobiana in vitro de las 
diferentes cepas aisladas frente a Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus epidermidis y Streptococcus mitis. 

A partir del glicerinado de cada una de las cepas probióticas a evaluar, se realizó un 

cultivo líquido al 1% en caldo MRS y se llevó a incubar en condiciones de aerobiosis a 
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37oC 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 -24ºC hasta su uso. En el caso de los patógenos, 

se realizó un cultivo líquido ON al 1% en 10 ml de caldo CASO que llevó a incubar en 

condiciones de aerobiosis con una agitación de 220 rpm durante 24 h, el día previo a 

realizar el ensayo. 

Las pruebas de inhibición 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 probióticas seleccionadas. El control negativo de la prueba correspondió a un tubo 

con 34 ml de caldo CASO y 6 ml de caldo MRS; mientras que el control positivo se le 

añadió un 15% de sobrenadante del Lactobacillus salivarius CECT5713 o Lactobacillus 

fermentum CECT5716. Posteriormente, cada uno de estos tubos se inoculó con 400 µl 

(1%) del cultivo ON de cada patógeno y se incubaron en condiciones de aerobiosis a 

220 rpm, 37ºC. La curva de inhibición de crecimiento se realizó mediante la evaluación 

de dos parámetros: medición de la DO a 600 nm y recuento de UFC/ml. Cada una de 

estas medidas se realizó a los tiempos 0 (correspondiente al momento en que se realizó 

el inóculo), 3, 6, 8 y 24 h. Las diluciones para determinar las UFC/ml se realizaron en 

solución Ringer, sembrando cuatro placas por dilución. Se incubaron en aerobiosis, 

37ºC durante 24 h. Las diluciones sembradas fueron las apropiadas para obtener 

colonias entre 30-300 UFC/ placa. Para el cálculo de las UFC, se empleó la siguiente 

fórmula: 

            

 

Donde el factor de dilución corresponde a la dilución sembrada y el número 10, un 

factor de corrección que se debe aplicar a las muestras que se siembran en superficie, ya 

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

 

La actividad antimicrobiana se realizó frente a tres patógenos diferentes: S. aureus 

CECT4013, S. epidermidis CECT231 y S. mitis ATCC49456, microorganismos 

involucrados en causar la mastitis en la lactancia. 

Las cepas probióticas que se evaluaron fueron la ORD0529, ORD0713 y ORD0714, 

todas ellas pertenecientes a L. gasseri, ya que esta especie ha sido descrita en la 

UFC/ml = Número de colonias * factor de dilución * 10 
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bibliografía por tener un efecto inhibitorio frente a estos patógenos. Como control 

positivo se usó L. salivarius CECT5713 y L. fermentum CECT5716, cepas disponibles 

comercialmente que tienen actividad antimicrobiana demostrada frente a diversos 

patógenos, entre ellos algunas cepas de Staphylococcus spp. causantes de la mastitis 

durante la lactancia (Jiménez et al., 2008; Olivares et al., 2006 ).  

Previo a la utilización de los controles positivos, se realizó una identificación de cada 

uno de ellos para de esta manera, asegurar que se estaba trabajando con un cultivo puro 

del microorganismo. La identificación se llevó a cabo mediante PCR, usando los 

cebadores 16s1a y 16s1b 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 óptica (DO600) en el 

experimento con S. aureus CECT4013 se ha ajustado un modelo de análisis de varianza 

con medidas repetidas con variable dependiente al logaritmo natural de UFC y DO. Se 

ha realizado análisis gráfico del Ln(UFC) y del Ln(DO600) frente 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 caso de S. epidermidis 

CECT231 y S. mitis ATCC49456 se han realizado gráficas del Ln(UFC) y del 

Ln(DO600) para cada concentración de bacterias por separado. El tratamiento de los 

datos fue realizado con ayuda de la empresa MIXeSTAT Solutions. 

3.5.3. Producción de ácido gamma-aminobutírico (GABA). 

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

Se realizó un crecimiento mediante cultivo líquido y en este caso, dependiendo si eran 

lactobacilos o bifidobacterias el medio empleado y las condiciones de incubación fueron 

diferentes. Los lactobacilos se inocularon (1ml) en 10 ml de caldo MRS y se incubaron 

a 37ºC durante 24 horas bajo aerobiosis, mientras que las bifidobacterias se inocularon 

(1ml) en 10 ml de caldo MRSc (caldo MRS+L-Cys HCl 0,25%) y se incubaron durante 

48 horas a 37ºC bajo condiciones de anaerobiosis. Para realizar esta prueba se empleó 

un control positivo (E. coli ATCC25922) y un control negativo (S. aureus 

ATCC25923). De cada una de las cepas control, se realizó un cultivo líquido, 
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resuspendiendo una colonia de cada microorganismo en 10 ml de caldo CASO y se 

llevó a incubar a 37ºC, 200 rpm en aerobiosis durante 24 horas.  

Pasado el tiempo de incubación, los cultivos, tanto de los controles como de las cepas a 

evaluar, se llevaron a centrifugar a 3990 rpm durante 15 min y se descartó el 

sobrenadante. El pellet obtenido se resuspendió en 10 ml de Solución 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 resuspendió en SS llevando todos los 

cultivos a un patrón de turbidez entre 0.2-0.4, el cual se midió mediante el uso de un 

espectofotómetro (SmartSpec Plus- BioRad) a una longitud de onda de 600nm.  

A continuación, de cada uno de los tubos se tomaron 500 µl y se mezclaron con 200 µl 

del reactivo GAD (ver composición en la tabla 10) en un tubo de 2 ml, se mezcló por 

inversión y se llevó a incubar a 37ºC bajo condiciones de aerobiosis, realizando lecturas 

cada hora durante 4 horas y finalmente a las 24 horas. 

La interpretación de la prueba se realizó mediante la observación de cambio de color, 

considerando la presencia de la enzima GAD (prueba positiva) como el cambio de color 

de la suspensión de amarillo a azul (Fig. 21). 

 

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

 

 

Componente Cantidad por100 ml 
Glutamato monoacídico comercial (Sigma-Aldrich) 0.1 g 

Verde de bromocresol (Prolabo) 0.005 g 
Cloruro de Sodio (NaCl) (Prolabo) 9 g 

Na2EDTA (Prolabo) 37 mg 

Tabla 10. Composición del reactivo GAD. pH: 3,4 ajustado con HCl. Este reactivo fue esterilizado 
mediante filtración por 0.22 µm en un frasco ámbar y mantenido en nevera un máximo de 2 meses. 

Reacción 
positiva 

Reacción 
negativa 



Material y métodos 
 

 
101 

3.5.3.2. Análisis y determinación de la producción de GABA.  

Una vez se determinó que cepas tenían la enzima GAD, se realizó un inóculo (1%) de 

cada una de estas cepas positivas en 10 ml de caldo MRSm (Caldo MRS+L-Cys HCl 

0.5%). La incubación se realizó durante 14 horas, a 37ºC bajo condiciones de 

anaerobiosis, para obtener un cultivo over-night (ON). Transcurrido el tiempo de 

incubación, se mezclaron bien los tubos y se realizó un subcultivo de cada uno de estos 

cultivos ON, manteniendo el mismo volumen de medio y concentración de inóculo y se 

llevaron a incubar bajo las mismas condiciones descritas previamente. Posteriormente, 

de cada uno de estos ON, se inocularon 200 µl 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 37ºC bajo condiciones de anaerobiosis durante 

72 horas. Finalizado el tiempo de incubación, los cultivos se llevaron a centrifugar a 

3990 rpm durante 15 min. Se descartó el pellet y el sobrenadante fue filtrado mediante 

filtros de 0.22 µm y almacenado a -24ºC hasta su análisis.  

El análisis para determinar la concentración (mg/ml) de GABA producido y ácido 

glutámico consumido por cada una de las cepas fue llevado a cabo por la Unitat de 

Técniques Separatives i Síntesi de Pèptids de los Centres Científics i Tecnològics de la 

Universitat de Barcelona, quienes emplearon la técnica de espectrometría de masas 

mediante el uso del sistema UPCL Acquity (Water Chromatography) acoplado a un 

sistema AB Sciex API 3000. Para ello, se preparó una curva estándar de GABA desde 

20 ppb (ng/ml) hasta 100 ppb usando agua MiliQ con 0.1% de ácido fórmico (Fluka). El 

estándar interno empleado estaba a 500 ppb.  

Se realizaron dos análisis independientes, donde cada muestra (sobrenadante) fue 

diluida 1/10000 y analizada por triplicado. En un primer análisis, las muestras fueron 

diluidas 1:100 con agua MiliQ y nuevamente 1:100; mientras que para el segundo 

análisis, las diluciones de las muestras fueron diluidas 1:10 con agua MiliQ (1 ml de 

muestra en 10 ml) y luego diluidas tres veces más 1:10. Esto permitió 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 más bajas.  

Para el segundo análisis, las cepas y condiciones de cultivo, fueron las mismas que se 

emplearon en el ensayo anterior y las determinaciones se hicieron sólo para la 

producción de GABA, mientras que en el primer análisis de determinó tanto producción 

de GABA como ácido glutámico. 
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4.1. Aislamiento de microorganismos en las muestras. 

El último trimestre del embarazo está influenciado por señales hormonales así 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 están 

ocasionados por un aumento en la presión de las arterias mesentéricas, ejercido por el 

feto, que como consecuencia produce un incremento en la translocación de bacterias del 

intestino de la madre hacia el torrente sanguíneo y las glándulas mamarias (Fernández et 

al., 2012). Teniendo en cuenta esto y que la concentración 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 días y finalmente a los tres meses de dar a luz. Asimismo, las 

muestras de heces de pareja madre-hijo, fueron recogidas el mismo día en que se 

recolectó la leche materna.  

Las personas que accedieron a participar como donantes de muestras fueron 7 madres 

lactantes, aunque sólo 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 muestras (Tabla 11). 

Muestra Leche materna Heces de madre Heces de bebé 
1ª 2ª 3ª 4ª 1ª 2ª 3ª 4ª 1ª 2ª 3ª 4ª 

S1 � � � � � � � � � � � � 
S2     �    �    
S3  � �   � �   � �  
S4 � � �  � � �  � � �  
S5         �    
S6          �   
S7           �  

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 número para diferenciarlas. Los números 1ª, 2ª, 
3ª y 4ª, corresponden a los tiempos de muestreo: 7 días, 15 días, 30 días y 3 meses después de dar a luz, 
respectivamente.  

El aislamiento de bacterias a partir de muestras naturales se realiza, en la mayoría de los 

casos, mediante el crecimiento de colonias aisladas en cultivos sólidos. De esta manera, 

todos los medios que se emplearon para el aislamiento primario de los microorganismos 

fueron efectivos, consiguiéndose aislar un total de 461 cepas (Gráfica 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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Por otro lado, en el agar BFM, el crecimiento de las colonias 

48 horas de incubación las colonias no 

realizar su aislamiento, por lo que las placas se 
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Gráfica 1. Número de aislamientos obtenidos en los diferentes medios empleados para cada una de las 
muestras. Las madres participantes en el estudio se
número para diferenciarlas. 
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en este tipo de muestras son no cultivables y es necesario el uso 

para poder identificarlos (Gueimonde & Coll

, como el objetivo de este trabajo era aislar microorganismos 
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de ellas, se decidió el uso de técnicas dependientes de cultivo. 

n el agar BFM, el crecimiento de las colonias fue demasiado lento y a las 

48 horas de incubación las colonias no estaban lo suficientemente grandes para poder 

or lo que las placas se tenían que dejar incubando 

. La explicación a esto, puede ser el hecho que se trate de un medio selectivo

un retraso en la tasa de crecimiento de los microorganismos

sos, el paso de cultivo de medio sólido a líquido, dificultó la 

recuperación de algunas cepas (0,26%), una posible explicación a esto, es 

sensibilidad que tienen ciertos microorganismos a los cambios de fase de medio de 

cualquier tipo de alteración en sus condiciones de cultivo, afectan de 

crecimiento. 

Número de aislamientos obtenidos en los diferentes medios empleados para cada una de las 
muestras. Las madres participantes en el estudio se simbolizan con el prefijo S (sujeto) seguido de un 
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Las variaciones en la diversidad bacteriana (microbiota variable) pueden estar 

explicadas por factores externos como la nutrición, el sistema inmune y el estado 

fisiológico del hospedador, así como otros factores de estilo de vida y ambientales 

(Bergmann et al., 2014). Esto puede explicar la notable diferencia de recuperación 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 obtención de 

una cantidad diversa de muestras, nos permitió 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 

podrían ser causa de los métodos usados para determinar las bacterias presentes en las 

muestras (Bergmann et 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 relación 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 géneros Bifidobacterium y Lactobacillus, por lo que se dirigió la 

metodología 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 morfologías, las colonias pequeñas opacas de color beige, de borde liso y 

regular correspondientes a bifidobacterias y por otro lado colonias de tamaño un poco 

más 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 

Bifidobacterium 

Lactobacillus 
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Como primer paso para la clasificación de los diferentes aislados de las muestras, se 

creó una base de datos en Excel (Anexo I -formato digital), donde se introdujeron los 

datos correspondientes a la información de origen de cada una de las cepas. Un código 

consecutivo precedido por el prefijo ORD fue asignado a cada cepa, iniciando por el 

código 0001 y posteriormente se introdujo el medio de donde provenía, la muestra de la 

cual había sido aislada, el sujeto al que pertenecía la muestra, el número de toma de la 

muestra y seguidamente el resultado de las diferentes pruebas bioquímicas primarias 

(oxidasa, catalasa y aminopeptidasa), F6PPK y la tinción de Gram.  

En base a los resultados obtenidos de las pruebas bioquímicas primarias, se realizó una 

primera selección de cepas. Los resultados de las pruebas de la oxidasa, que en todos los 

casos fue negativa, y la catalasa, en la que sólo 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 bioquímicas primarias más diferenciales y relevantes fueron las que 

se tuvieron en cuenta para realizar la selección. 

Se aplicó un primer filtro de acuerdo a los resultados de la prueba de la aminopeptidasa 

y la tinción de Gram, de esta última prueba se realizó una fotografía de la morfologías 

observadas al microscopio y fueron útiles para realizar una clasificación 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 o en cadena (Fig. 23). Respecto a la prueba de la aminopeptidasa se 

usó como prueba complementaria, debido a que la tinción de Gram puede variar 

dependiendo de la edad del cultivo y los tiempos empleados en la tinción, evitando de 

esta manera descartar microorganismos que pudieran ser útiles para el estudio.  

Pese a que la enzima F6PPK no permite la distinción a nivel de especie, es considerada 

una herramienta taxonómica para la identificación del género Bifidobacterium (Felis & 

Dellaglio, 2007; Ventura et al., 2004). Por lo tanto, con los resultados obtenidos de esta 

prueba se realizó una clasificación preliminar y presuntiva de los microorganismos 

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

En la gráfica 2, se muestran de manera integrada los resultados de estas tres pruebas 

(Tinción de Gram, F6PPK y aminopeptidasa). De un 3,9 % del total de las cepas 

aisladas, no fue posible obtener resultados de las pruebas bioquímicas primarias, ya que 

al realizar los cultivos líquidos a partir de los viales de stock realizados previamente, no 

se obtuvo ningún tipo de crecimiento. Esto evidencia las condiciones especiales de 

crecimiento que tienen las BAL provenientes de este tipo de muestras (Martín et al., 

2009). 

Respecto a las muestras de leche materna, se aislaron un total de 121cepas, donde un 

59,5% correspondió 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 bioquímicas primarias. Se obtuvo un porcentaje muy 

elevado de cocos Gram positivos, resultado que coincide con los reportados por Martin 

y col. en 2003, Jost y col. en 2013 y Soto y col., en 2014, quienes aislaron e 

identificaron gran cantidad de cocos Gram positivos, pertenecientes a dos géneros 

anaeróbicos facultativos que forman parte de la microbiota comensal de la leche 

A. B. 
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Gráfica 2. Resultados obtenidos de las tres pruebas 
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y Streptococcus. Asimismo, la presencia de estos géneros 

evidencia que las comunidades bacterianas de la piel, también pueden ser otra fuente de 

las bacterias presentes en la leche y que dicha interacción, permite su crecimiento a la 

hora de aislar microorganismos de la leche materna (Hunt et al., 2011). 

de interés los cocos Gram positivos no fueron identificados genotípicamente.

a los bacilos Gram positivos aislados, según los resultados obtenidos de

F6PPK, un 24,6% pertenecían al género Bifidobacterium. 

. Resultados obtenidos de las tres pruebas más representativas para la primera selección de
bacterias aisladas. ND: cepas que no presentaron crecimiento al momento de realizar el c

a las heces de bebé, se aislaron 180 cepas, donde un 18,3% fueron cocos 

hecho que no es extraño ya que durante las primeras semanas de vida, 

la microbiota gastrointestinal del bebé se asemeja a la microbiota vaginal

de la piel de la madre, en caso de parto por cesárea

Streptococcus (Arrieta et al., 2014) y un 80,56% correspondieron a 

de los cuales un 78,9% pertenecían al género Bifidobacterium

haber aislado una mayor cantidad de BAL en heces de bebé que en 

puede ser consecuencia de la diferencia de concentraciones de bacterias 

viables que tienen estas muestras (>107 UFC/g en heces vs.<103 UFC/ml en leche 

2009). 
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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 

género Bifidobacterium,  resultado a esperar ya que este género pertenece al phylum 

Actynobacteria, que después de Firmicutes y Bacteroidetes, es el siguiente más 

abundante en la microbiota de las personas adultas (Rodríguez et al., 2015). 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos de las pruebas bioquímicas primarias, que nos 

fueron útiles para seleccionar las cepas que pasarían a la siguiente fase del estudio para 

ser identificadas, se observó 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 género Clostridium, del mismo modo que se obtuvo crecimiento 

de cocos Gram positivos en los demás medios indicados para el crecimiento de 

bifidobacterias y lactobacilos. Este hecho también fue observado por el grupo de Jost y 

col., en 2013, quienes obtuvieron crecimiento de microorganismos en medios selectivos 

indicados para otras especies diferentes (Jost et al., 2013). 

4.2. Identificación y caracterización de las posibles cepas 
probióticas aisladas. 

Una vez realizado el análisis de los datos obtenidos en todas las pruebas, se 

seleccionaron 288 cepas que cumplieron con los criterios primarios de selección para 

ser BAL y fueron a las que posteriormente se les realizó la amplificación del fragmento 

del gen 16s rARN para realizar la identificación 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 16s1a/16s1b (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 16s1a16s1b, respectivamente.  
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Se identificaron un total de 304 cepas, donde un 94,7% correspondió a bacterias ácido 

lácticas (BAL) y un 5,3% a otro tipo de microorganismos (enterococos y estafilococos), 

evidenciando de esta manera que los criterios de pre-selección antes de la secuenciación 

fueron adecuados. De las BAL identificadas un 8% correspondió a cepas aisladas de 

leche materna, un 44% a heces de bebé y un 48% a heces maternas. En las gráficas 3A, 

B y C, se observa la distribución de las cepas, en porcentajes, identificadas en las 

diferentes muestras. 

En las muestras de leche materna (Gráfica 3A), sólo fue posible aislar 23 cepas, donde 

la especie que se aisló mayoritariamente fue B. longum subsp. longum (61%), seguida 

de B. bifidum (31%), B. breve (4%) y por último L. oris (4%). La baja proporción de 

aislamientos obtenidos a partir de estas muestras, coinciden con los reportados por el 

grupo de Martin y col., en 2009, Jost y col., en 2013 y Soto y col., en 2014 quienes 

también obtuvieron una baja abundancia relativa tanto de Lactobacillus como 

M1  M2   3   4    5    6    7   8    9   10   11 12 13  14  15  16  17   18  M1 M2 

  M1  M2    3     4     5      6     7      8      9       C-   M2   M1 

Figura 24. Amplificación 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. Amplificación de las muestras 
ORD0679-ORD0685 con los cebadores 16s1a y 
16s1b. Los carriles M1 y M2, corresponden a 
los marcadores moleculares de 100pb y 1 Kb, 
respectivamente. 
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Bifidobacterium, hecho que no es extraño debido a las exigentes condiciones de 

crecimiento de estos microorganismos y a la baja concentración de bacterias viables en 

la leche materna (< 3 log UFC/ml), lo que hace que se encuentre cercano al límite de 

detección cuando se emplean métodos dependientes de cultivo (Martín et al., 2009). 

En general, las especies aisladas a partir de las muestras de leche materna, coinciden 

con las encontradas por diversos grupos de investigación, 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 simbiótico (Martín et al., 2003). 

Respecto a las cepas identificadas de heces maternas y de bebé (Gráficas 3B y 3C), la 

biodiversidad que se obtuvo fue mucho mayor, tanto en bifidobacterias como 

lactobacilos, esto es debido en gran parte, a la alta concentración de bacterias que existe 

en las heces, lo que hace en cierta medida más fácil el aislamiento de microorganismos 

de estas muestras. Tanto en heces maternas como de bebé se identificaron B. longum 

subsp. longum (37% vs. 16%), B. bifidum (14% vs. 24%), B. adolescentis (26% vs. 3%), 

B. catenulatum (3% vs. 5%) y B. pseudocatenulatum (17% vs. 15%). Aunque B. 

catenulatum y B. pseudocatenulatum, se clasificaron por separado de acuerdo al 

BLAST realizado con la secuencia consenso obtenida; estas dos especies deberían ser 

tratadas como miembros del grupo B. catenulatum, debido a su similaridad en la 

fermentación de carbohidratos, tipo de mureína, en las secuencias del gen 16s rARN y 

la cercana homología ADN-ADN (70-76%) que tienen (Matsuki et al., 1998). 

Por otro lado, en las heces de bebé, se identificaron tanto lactobacilos como 

bifidobacterias, pero estas últimas se encontraron en mayor proporción, 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 (Makino et al., 2011), ya que la presencia de oligosacáridos 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 Rubio y col. en 2014, quienes también aislaron e identificaron L. gasseri, L. 

rhamnosus y L. casei/paracasei a partir de heces de bebés lactantes, aunque las 

proporciones de aislamiento fueron diferentes. 
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Gráfica 3. Distribución, mostrada en porcentajes, de las cepas identificadas a partir de las diferentes 
muestras analizadas en este estudio. A. Leche materna, B. Heces de bebé. C. Heces maternas. 

Un inconveniente de usar cebadores que amplifican regiones conservadas del gen 16S 

rARN (cebadores universales) es que no permiten la diferenciación de especies 

estrechamente relacionadas, como es el caso de L. casei y L. paracasei. Aunque la 

taxonomía de estos dos microorganismos ha sido muy debatida, un estudio realizado por 

Ward y Timmins en 1999, tras realizar un alineamiento de la región V1 del gen 16s 

rARN de estas dos especies, encontraron diferencias entre las dos regiones, razón por la 

que diseñaron cebadores específicos para cada una de ellas, siendo capaces de 

A. Leche materna B. Heces de bebé 

C. Heces maternas 
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diferenciarlas entre sí. A pesar de esto, en 2002, Dellaglio y col., propusieron que estas 

dos especies deberían ser miembros del mismo taxón por lo que tendrían que estar 

unidas bajo el nombre de L. casei. Sin embargo, la Comisión Judicial rechazó esta 

propuesta, razón por la que en la actualidad estas dos especies se siguen considerando 

diferentes. Hoy en día, una de las vías más empleadas para identificar lactobacilos, así 

como bifidobacterias y bacterias en general, es la secuenciación parcial o completa del 

gen 16S rARN. Sin embargo, se debe tener en cuenta que la identificación 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 caso de L. casei, L. rhamnosus y L. paracasei. En este 

caso, el análisis 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 que codifican proteínas altamente conservadas, como es el caso de hsp60, pheS y 

tuf, podrían ser útiles para identificar y diferenciar este tipo de especies (Yu et al., 

2012).  

Respecto a la identificación de cepas correspondientes a L. gasseri, es común 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. crispatus y L. jensenii y por tanto, en el momento del 

nacimiento, estos lactobacilos vaginales pueden colonizar el GIT del bebé (Romero et 

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 podría explicar porqué la composición de la 

microbiota del GIT del bebé alimentado con leche materna está estrechamente 

relacionada a la encontrada en la leche materna de su respectiva madre y también, el 

porqué el desarrollo de una microbiota más diversa, coincide con el período de destete. 

Esta riqueza de bacterias, es un factor que podría contribuir a la diferencia de la 

microbiota fecal entre niños alimentados con leche materna y leche de fórmula (Roger 

et al., 2010). Asimismo, es importante destacar que los oligosacáridos de la leche 

materna (HMOs), también juegan un papel clave en la conducción de la diversidad de la 

microbiota del GIT del bebé. Los HMOs son el tercer componente más 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 hidrolíticas de la microbiota presente en el 

colon del bebé, actuando de esta manera como prebiótico, permitiendo el crecimiento de 

lactobacilos y bifidobacterias (Fernández et al., 2012). Por otro lado, los lactobacilos 

presentes en la leche materna llegan a colonizar fácilmente el GIT del bebé, ya que 

parámetros, como el pH y el tiempo de vaciado, son menos drásticos en el estómago del 

bebé que en el adulto (Martin et al., 2012). El pH gástrico en los bebés es menos ácido 

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 

gástrico 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 al., 2015). 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 están menos tiempo sometidas al pH 

ácido del estómago. 

Se observó 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 sólo existe una transferencia vertical 

madre-hijo mediante la lactancia materna, sino que también los microorganismos 

predominantes en el intestino de la madre embarazada (cepas específicas de 

Bifidobacterium) se transfieren al intestino del bebé, incrementando su número poco 

después del nacimiento y posteriormente llegan a colonizar (Mikami et al., 2012). Este 

hecho fue estudiado y confirmado por el grupo de Makino y col., en 2011, quienes 

encontraron cepas idénticas de B. longum subsp. longum en heces de madres (muestras 

tomadas antes del parto) y sus bebés (meconio, 3, 7, 30 y 90 días después del 

nacimiento) (Makino et al., 2011). 

Las cepas identificadas en las diferentes muestras analizadas en este trabajo, han sido 

detectadas mediante técnicas dependientes de cultivo por otros grupos de investigación, 

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 probiótico, como es el caso de este trabajo. Asimismo, el empleo de 

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

obtenidos. 

4.2.1. RAPD-PCR. 

La técnica RAPD-PCR es sensible y específica porque usa de base el genoma completo 

del microorganismo para generar un perfil de ADN y la variación genómica entre 

especies bacterianas puede ser identificada por la diferencia en el número y tamaño de 

los fragmentos de ADN obtenidos (Vincent et al., 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 existía entre cada una de las cepas de la misma especie, aisladas 

previamente, teniendo en cuenta además la muestra de donde se habían aislado. Para 

realizar las electroforesis y la posterior comparativa entre los diferentes perfiles 

obtenidos se usó el equipo Experion™ (BIO-RAD). El software de este equipo permitió 

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

En los RAPD obtenidos de las cepas de B. catenulatum se observaron diferentes 

patrones de bandas, encontrándose que las cepas del carril 1 al 3 (recuadro rojo) 

presentaban un patrón de bandas similar; y las cepas de los carriles 6 y 7 (recuadro 

verde), también presentaban una similitud en sus patrones (Fig. 26). En este caso, las 

cepas identificadas fueron aisladas de muestras de heces maternas (M3) y heces de bebé 

(B1), muestras que no tienen ninguna relación madre-hijo, con lo cual es coherente que 

no presentaran perfiles de bandas parecidos entre sí. 

 

 

B1 M3 B1 

Figura 26. RAPD comparativos de las cepas de 
B. catenulatum aisladas de las diferentes 
muestras. L . marcador 1,5Kb. 1. ORD0341. 2. 
ORD0345. 3. ORD0356. 4. ORD0132. 5. 
ORD0137 6. ORD0159. 7. ORD0164. 8. 
ORD0263. 9. ORD0340. 10. ORD0352. 11. 
ORD0192. 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 número 
corresponde al donante de la muestra. 

2 1 
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En cuanto a los perfiles RAPD de las cepas identificadas como B. breve, se observó una 

variedad más 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 observó que 

la cepa aislada de leche materna (carril 19-perfil 9) tenía 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 días (carril 15,21-

perfil 8) y 30 días (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 bifidobacteria (Fig. 27).  

   

 
Figura 27. RAPD comparativos de las cepas de B. breve aisladas de las diferentes muestras. L . marcador 
1,5Kb 1. ORD0051. 2. ORD0050. 3. ORD0059. 4. ORD0048. 5. ORD0092. 6. ORD0030. 7. ORD0035. 
8. ORD0036. 9. ORD0038. 10. ORD0134. 11. ORD0138. 12. ORD0156. 13. ORD0160. 14. ORD0165. 
15. ORD0124. 16. ORD0125. 17. ORD0128. 18. ORD0294. 19. ORD0129. 20. ORD0307. 21. 
ORD0123. 22. ORD0151. 23. ORD0153. 24. ORD0127. 25. ORD0291. 26. ORD0296. Los corchetes o 
recuadros de cada color significan cepas que tienen un patrón 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 número 
corresponde al donante de la muestra. 
 

De los perfiles obtenidos de B. animalis (Fig. 28A), se observó que las tres cepas 

aisladas presentaron un perfil de bandas muy similar, hecho que no es extraño ya que 

fueron aisladas de la misma muestra (heces maternas del individuo 1 (M1)). En cuanto a 

B2 B3 B3 L3 
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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 característica. 

 

  

 
 

En los RAPD comparativos de L. rhamnosus (Fig. 29A) se observó que todas las cepas 

aisladas tuvieron el mismo patrón de bandas, hecho similar que ocurrió con las cepas de 

L.casei/paracasei (Fig. 29B). Esto podría indicar que se trata de una misma cepa, ya 

que estas dos especies de lactobacilos se aislaron de la misma muestra (heces de bebé, 

B7). Los cebadores usados 16S1a/16s1b, no permitieron distinguir todas las cepas 

aisladas, pertenecientes a estas dos especies. 

   
  

 

A. B. 

A. B. 

M1 
M
1 

M
2 

B7 B7 

Figura 28. RAPD comparativos de las cepas de A. B. 
animalis L . marcador 1,5Kb. 1. ORD0051. 2. 
ORD0050. 3. ORD0059 y B. B. angulatum L . 
marcador 1,5Kb. 4. ORD0351. 5. ORD0026. El 
recuadro de color significa que son cepas que 
comparten un patrón de bandas similar. Las muestras 
se simbolizan en la parte de arriba de cada carril, 
siendo M: heces maternas y el número corresponde al 
donante de la muestra. 
 

Figura 29. RAPD comparativos de las cepas 
de A. L. rhamnosus. L . marcador 1,5Kb. 1. 
ORD0685. 2. ORD0692. 3. ORD0689 4. 
ORD0680. 5. ORD0683. y B. L. 
casei/paracasei L . marcador 1,5Kb. 1. 
ORD0681. 2. ORD0682. 3. ORD0686. 4. 
ORD0687. 5. ORD0690. 6. ORD0691. 7. 
ORD0694. 8. ORD0679. 9. ORD0688. Los 
recuadros de cada color indican cepas que 
tienen un patrón de bandas similar. Las 
muestras se simbolizan en la parte de arriba de 
cada carril, siendo B: heces de bebé y el 
número corresponde al donante de la muestra. 
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De los perfiles obtenidos de L. 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 sí, apuntan a que podrían tratarse de cepas 

diferentes. En el caso de las bandas obtenidas de la cepa L. oris (Fig. 30B), no se pudo 

realizar ninguna comparación, ya que sólo se aisló una cepa correspondiente a esta 

especie. 

 

 

 

En cuanto a la comparación de los perfiles obtenidos por las diferentes cepas de B. 

adolescentis (Fig. 31), hubo un patrón 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 más 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. 

Así pues, de las 17 cepas totales que fueron identificadas como B. adolescentis y 

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 

1 y 3). En las muestras de heces maternas del individuo 3 (M3), se observó algo similar, 

ya que de las 15 cepas identificadas a partir de estas muestras, solo cuatro cepas 

compartían perfiles de bandas similares entre sí (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, observándose de esta 

A. B. 
B
1 

B
6 

L
1 

Figura 30. RAPD comparativos de las cepas de A. L. 
gasseri. L . marcador 1,5Kb. 1. ORD0185. 2. ORD0529. y 
B. L. oris. L . marcador 1,5Kb. 1. 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 número corresponde al donante de la muestra. 
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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 de B. adolescentis. 

 

 

 

Figura 31. RAPD comparativos de las cepas de B. adolescentis aisladas de las diferentes muestras. L . 
marcador 1,5Kb. 1. ORD0410. 2. ORD0368. 3. ORD0378. 4. ORD0226. 5. ORD0408. 6. ORD0259. 7. 
ORD0270. 8. ORD0257. 9. ORD0152. 10. ORD0266. 11. ORD0272. 12. ORD0274. 13. ORD0275. 14. 
ORD0215. 15. ORD0216. 16. ORD0360. 17. ORD0210. 18. ORD0005. 19. ORD0106. 20. ORD0119. 
21. ORD0098. 22. ORD0073. 23. ORD0456. 24. ORD0458. 25. ORD0227. 26. ORD0109. 27. 
ORD0208. 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 patrón 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 número corresponde al 
donante de la muestra. 
 

En el caso de las cepas de B. pseudocatenulatum, también se obtuvieron múltiples 

perfiles entre las cepas identificadas de las diferentes muestras (Fig. 32) y varias cepas 

presentaron perfiles parecidos ya que fueron aisladas de las mismas muestras. Se 

observó 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 

que podría confirmar de alguna manera la teoría, de que no sólo existe una transferencia 

vertical madre-hijo mediante la leche materna, sino que también los microorganismos 

predominantes en el intestino de la madre embarazada (cepas específicas de 

Bifidobacterium) se transfieren al intestino del bebé, incrementando su número poco 

después del nacimiento para posteriormente colonizarlo (Mikami et al., 2012). 
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Figura 32. RAPD comparativos de las cepas de B. pseudocatenulatum aisladas de las diferentes muestras. 
L . marcador 1,5Kb. 1. 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. ORD0203. 15. ORD0229. 16. ORD0224. 17. ORD0080. 18. ORD0346. 19. ORD0041. 20. 
ORD0070. 21. ORD0189. 22. ORD0190. 23. ORD0187. 24. ORD0211. 25. ORD0209. 26. ORD0188. 
27. ORD0230. 28. ORD0461. 29. ORD0228. 30. ORD0122. 31. ORD0097. 32. ORD0221. 33. 
ORD0335. 34. ORD0339. 35. ORD0110. 36. ORD0343. 37. ORD0392. 38. ORD0223. 39. ORD0130. 
40. ORD0166. Los recuadros de cada color significan cepas que tienen un patrón 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 número corresponde al donante de la muestra. 

Teniendo en cuenta que B. longum subsp. longum fue una de las especies 

mayoritariamente aisladas, los diferentes patrones de bandas obtenidos se muestran en 

tres RAPD comparativos diferentes (Figuras 33, 34 y 35). En general, se observó que 

algunas cepas aisladas de una misma muestra de heces maternas (M3) y heces de bebé 

(B3) presentaron perfiles de bandas similares, así como cepas aisladas de heces de 

pareja madre-hijo comparten perfiles parecidos. Se observó que cepas aisladas de heces 

de bebé (B1) y leche materna (L1) (Figura 35-perfiles 11 y 14), compartían el mismo 

perfil de bandas, confirmándose de esta manera que la leche materna es una fuente 

potencial de bacterias probióticas con capacidad de influenciar la colonización inicial 

del GIT del bebé (Soto et al., 2014), tal y como se ha observado también en este estudio 

para B. breve y B. bifidum. Asimismo, cepas aisladas de heces de pareja madre-hijo y 

leche materna tuvieron un perfil de bandas parecido (Fig.35-perfiles 12), corroborando 

la existencia de la ruta entero-mamaria que algunos postulan y que permitiría la 
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translocación de las bacterias probióticas intestinales hacia la leche materna, que 

posteriormente se transmiten al bebé mediante la lactancia. 

 

 

 

Figura 33. RAPD comparativos de las cepas de B. longum subsp. longum aisladas de las diferentes 
muestras. L . marcador 1,5Kb. 1. ORD0069. 2. ORD0131. 3. ORD0258. 4. ORD0269. 5. ORD0276. 6. 
ORD0277. 7. ORD0279. 8. ORD0260. 9. ORD0261. 10. ORD0262. 11. ORD0136. 12. ORD0271. 13. 
ORD0145. 14. ORD0148. 15. ORD0141. 16. ORD0157. 17. ORD0118. 18. ORD0117. 19. ORD0108. 
20. ORD0100. 21. ORD0112. 22. ORD0113. 23. ORD0111. 24. ORD0086. 25. ORD0031. 26. 
ORD0078. 27. ORD0071. 28. ORD0033. 29. ORD0057. 30. ORD0197. 31. ORD0267. 32. ORD0268. 
33. ORD0198. 34. ORD0154. 35. ORD0042. 36. ORD0232. 37. ORD0213. 38. ORD0167. 39. 
ORD0144. 40. ORD0162. Los recuadros de cada color significan cepas que tienen un patrón 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 número corresponde al donante de la muestra. 
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Figura 34. RAPD comparativos de las 
cepas de B. longum subsp. longum 
aisladas de las diferentes muestras. 1. 
ORD0282. 2. ORD0283. 3. ORD0280. 4. 
ORD0306. 5. ORD0310. 6. ORD0314. 7. 
ORD0286. 8. ORD0297. 9. ORD0308. 10. 
ORD0348. 11. ORD0393. 12. ORD0115. 
13. ORD0455. 14. ORD0342. 15. 
ORD0355. 16. ORD0354. L . marcador 
1,5Kb. Los recuadros de cada color 
significan cepas que tienen un patrón 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 número corresponde al 
donante de la muestra. 
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Figura 35. RAPD comparativos de las cepas de B. longum subsp. longum aisladas de las diferentes 
muestras. L . marcador 1,5Kb. 1. ORD0002. 2. ORD0015. 3. ORD0018. 4. ORD0021. 5. ORD0025. 6. 
ORD0034. 7. ORD0040. 8. ORD0001. 9. ORD0064. 10. ORD0046. 11. ORD0076. 12. ORD0084. 13. 
ORD0087. 14. ORD0090. 15. ORD0099. 16. ORD0102. 17. ORD0135. 18. ORD0334. 19. ORD0011. 
20. ORD0012. 21. ORD0023. 22. ORD0003. 23. ORD0004. 24. ORD0067. Los recuadros de cada color 
significan cepas que tienen un patrón 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 número corresponde al 
donante de la muestra. 

La especie B. bifidum fue la segunda más representativa en todas las muestras y los 

perfiles de bandas de las cepas aisladas se muestran en dos RAPD comparativos 

diferentes (Figuras 36 y 37). Se observó 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 más frecuente en este caso. Esto confirmó 

una vez más la transferencia vertical de bacterias probióticas que existe entre la madre y 

el lactante. 
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Figura 36. RAPD comparativos de las cepas de B. bifidum aisladas de las diferentes muestras. L . 
marcador 1,5Kb. 1. ORD0202. 2. ORD0158. 3. ORD0353. 4. ORD0372. 5. ORD0363. 6. ORD0337. 7. 
ORD0350. 8. ORD0344. 9. ORD0201. 10. ORD0053. 11. ORD0149. 12. ORD0146. 13. ORD0161. 14. 
ORD0163. 15. ORD0168. 16. ORD0089. 17. ORD0068. 18. ORD0049. 19. ORD0072. 20. ORD0085. 
21. ORD0278. 22. ORD0312. 23. ORD0155. 24. ORD0150. 25. ORD0196. 26. ORD0247. 27. 
ORD0244. 28. ORD0242. 29. ORD0193. 30. ORD0219. 31. ORD0103. 32. ORD0336. 33. ORD0299. 
34. ORD0302. 35. ORD0290. 36. ORD0295. 37. ORD0091. 38. ORD0104. 39. ORD0143. 40. 
ORD0142. Los recuadros de cada color significan cepas que tienen un patrón 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 número corresponde al donante de la muestra. 

 
 
 

 
Figura 37. RAPD comparativos de las cepas de B. bifidum aisladas de las diferentes muestras. L . 
marcador 1,5Kb. 1. ORD0417. 2. ORD0422. 3. ORD0388. 4. ORD0386. 5. ORD0389. 6. ORD0390. 7. 
ORD0419. 8. ORD0454. 9. ORD0457. 10. ORD0460. 11. ORD0412. 12. ORD0471. 13. ORD0472. 14. 
ORD0474. 15. ORD0473. 16. ORD0013. 17. ORD0088. Los recuadros de cada color significan cepas 
que tienen un patrón 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 número corresponde al donante de la muestra. 
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La aparición de bandas o no en cepas de la misma especie aisladas de la misma muestra, 

puede justificarse debido a la pérdida de regiones genómicas que experimentan las 

bacterias. Esto fue demostrado por J. Lee y col. en 2008, quienes detectaron que el 

hecho de realizar subcultivos de una misma bifidobacteria, generaba deleción de 

regiones genómicas que permitía a la bacteria adaptarse más rápidamente al medio de 

cultivo de fermentación. Esta adaptación sugiere que las deleciones que experimenta 

dicha bacteria pueden generar perdidas de sus habilidades competitivas en el tracto 

gastrointestinal, ya que el medio de fermentación es muy diferente al medio tamponado 

y anaeróbico que existe en el colon (Lee et al., 2008). 

En la gráfica 4, se representan el número 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 especie B. longum subsp. longum fue la que presentó un 

mayor número 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. Asimismo B. longum subsp. longum fue la especie más abundante, tanto en 

número de cepas como en número de muestras de las que fueron aisladas. Respecto a la 

especie B. 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 especie B. breve, de las 26 cepas identificadas, se encontraron 9 perfiles de 

patrones de bandas similares, sólo entre algunas de las cepas, correspondientes a heces 

de bebé y heces de bebé-leche materna. Para las cepas de la especie B. 

pseudocatenulatum se 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 relación a las cepas identificadas como B. adolescentis, solo se observaron 

4 patrones de bandas similares entre algunas de las 39 cepas identificadas, 

correspondientes a heces maternas. Para las cepas identificadas como B. catenulatum, se 

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 identificó 

un único patrón de bandas similar para las cepas de cada una de las siguientes especies 

B. animalis, L. casei/paracasei y L. rhamnosus. Es importante tener en cuenta, que la 

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



 

especies, no fue para el total de las cepas aisladas 

por el contrario, solo fueron 

contrario que si ocurrió para las especies 

rhamnosus, donde el mismo patr

cepas aisladas, en cada uno de los casos.

En general, la técnica fue útil para evidenciar que, algunas cepas aisladas tanto de heces 

de parejas madre-hijo, leche materna

leche materna-heces pareja madre

suponiendo de esta manera que podrían tratarse de la misma cepa o ser provenientes de 

la misma cepa, corroborando de esta manera la teoría de que existe una transferencia de 

bacterias a través de la leche materna y de la madre al bebé.

Gráfica 4. Número de patrones de bandas similares 
números que se encuentran entre paréntesis
identificadas en este estudio. L
fueron aisladas las cepas, siendo M:heces maternas, B: heces de bebé y L: leche materna y los números 
corresponden al donante de la muestra.
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para el total de las cepas aisladas en cada una de las muestras,

fueron algunas cepas las que presentaron un patrón similar; 

contrario que si ocurrió para las especies B. animalis, L. casei/paracasei

el mismo patrón de bandas fue observado para la totalidad de las 

cepas aisladas, en cada uno de los casos.  

n general, la técnica fue útil para evidenciar que, algunas cepas aisladas tanto de heces 

hijo, leche materna-heces maternas, leche materna-heces de bebé y 

heces pareja madre-hijo presentaron perfiles de bandas similares, 

oniendo de esta manera que podrían tratarse de la misma cepa o ser provenientes de 

la misma cepa, corroborando de esta manera la teoría de que existe una transferencia de 

bacterias a través de la leche materna y de la madre al bebé. 

atrones de bandas similares observados dentro de cada especies identificada
entre paréntesis junto a casa especie, corresponde al número de cepas 

as letras y números en cada barra corresponde a la muestra de la que 
fueron aisladas las cepas, siendo M:heces maternas, B: heces de bebé y L: leche materna y los números 
corresponden al donante de la muestra.  
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4.2.2 Perfil de fermentación de carbohidratos y actividades 
enzimáticas. 

Posterior a la identificación de las cepas mediante técnicas moleculares, a cada una de 

ellas se les realizó el perfil de fermentación de azúcares, empleando el sistema API 

50CH®, y la determinación de actividades enzimáticas hidrolíticas, empleando el 

sistema API ZYM®, ambos sistemas de la compañía Biomerieux.  

Aunque el sistema API 50CH® puede ser usado para identificar fenotípicamente 

especies del género Lactobacillus, existe una limitación por parte de este método 

bioquímico, lo que hace necesario realizar métodos moleculares para una correcta 

identificación de este tipo de microorganismos (Melo Brolazo et al., 2011). 

Básicamente, el desarrollo de estas pruebas fueron tenidas en cuenta únicamente para 

caracterizar fenotípicamente 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 información completa correspondiente a cada una 

de las cepas aisladas. 

En la interpretación de los resultados del sistema API 50CH®, se emplearon cuatro 

calificaciones: (-) no existe fermentación, (+) fermentación baja, (++) fermentación 

media y (+++) fermentación alta. El criterio utilizado para determinar si una cepa era 

capaz de fermentar un carbohidrato en concreto, fue que la cepa realizara una 

fermentación media y alta (++ y +++) en el sistema API 50CH®. El hecho que una cepa 

tuviera una fermentación baja, indicó de alguna manera que la presencia de 

determinados carbohidratos no eran favorables y por tanto su tasa de crecimiento era 

mucho más 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 pertenecían a la misma especie. Los 

resultados se muestran de acuerdo a los valores ++ y +++ que predominaron en cada 

una de las especies identificadas (Tabla 12). 

Respecto a la fermentación de los carbohidratos, se ha descrito que los lactobacilos 

emplean dos vías para metabolizar las hexosas: una vía homofermentativa (usando la 

vía de Emden-Meyerhof-Parnas (EMP) o glicólisis), en la cual el ácido láctico es el 

producto principal y una vía heterofermentativa (usando la vía del 6-fosfogluconato) en 

la cual se producen ácido láctico, CO2, ácido acético y/o etanol (Makarova et al., 2006). 
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En cuanto a niveles enzimáticos, los lactobacilos heterofermentativos poseen 

fosfocetolasas, pero no fructosa-1,6-difosfato (FDP) aldolasas, mientras que los 

homofermentativos poseen FDP, pero no fosfocetolasas (Pot et al., 2014).  

Por otro lado las bifidobacterias, son capaces de metabolizar las hexosas, como la 

glucosa y la fructosa, para la producción de energía mediante la vía "bifid shunt", la 

cual involucra la fructosa-6-fosfato fosfocetolasa (F6PPK), enzima clave para esta vía 

(Mattarelli & Biavati, 2014). Asimismo, se ha determinado que las bifidobacterias 

poseen una gran variedad de genes para la utilización 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 

enzimática del hospedador, juega un papel importante en su colonización del colon 

(Fushinobi, 2010). 

 

Teniendo en cuenta lo anterior, es posible que el tipo de azúcar influya en la 

composición 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-sacáridos simples, mientras que las bacterias activas en el colon, como las 

bifidobacterias, probablemente derivan su adquisición ecológica específica, de su 

capacidad para metabolizar carbohidratos complejos (Ventura et al., 2007). 

De manera general, la mayoría 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 más que el sistema 

API 50CH® no es apropiado para realizar la identificación de Lactobacillus u 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 

observó con los resultados obtenidos, ya que hubo carbohidratos que fueron 

fermentados únicamente por cepas de lactobacilos, como fue el caso de L. oris para D-

arabitol y L. gasseri para D-tagatosa. Respecto a esto, trabajos realizados por Azcarate-

Peril y col. en 2008 describieron que diversas cepas de L. gasseri fueron capaces de 
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fermentar gran variedad de hexosas y disacáridos, incluyendo la manosa, galactosa, 

tagatosa, gentibiosa, maltosa, amigdalina, arbutina y salicina, observando que los grados 

de fermentación eran diferentes entre cepas de la misma especie, mientras que ninguna 

cepa fue capaz de fermentar las pentosas, polialcoholes ni desoxiazúcares, resultados 

similares a los obtenidos para las cepas de L. gasseri aisladas en este trabajo. Por otro 

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

ya que trabajos realizados por Farrow & Collins, ya describieron en 1988 a L. oris, 

como una especie capaz de producir ácido 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, glicógeno, inositol, 

D-lixosa, y xilitol. 

El transporte de carbohidratos en la mayoría de los lactobacilos se realiza mediante 

transportadores PTS (sistema fosfotransferasa). En este sistema de transporte basado en 

fosfotransferasas, los azúcares son fosforilados mientras atraviesan la membrana 

celular, donde el fosfoenolpiruvato (PEP) es un compuesto clave en el transporte de 

estos azúcares y su posterior metabolismo. Los trasportadores PTS están estrechamente 

vinculados a la vía EMP y, 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 

polisacáridos complejos a oligosacáridos de bajo peso molecular, que posteriormente 

son degradados a monosacáridos y convertidos a intermediarios de la vía usada para la 

fermentación de las hexosas (llamada también vía de la fructosa-6-fosfato o bifid shunt), 

los cuales finalmente producen ácidos grasos de cadena corta (SCFAs) y otros 

compuestos orgánicos, proporcionando efectos beneficiosos para el hospedador. 

Existiendo de esta manera, una relación mutualista, donde el hospedador gana energía a 

través de la absorción de estos SCFAs (Pokusaeva et al., 2011) (Ventura et al., 2007).  

Asimismo, la capacidad para metabolizar carbohidratos puede variar considerablemente 

entre diferentes cepas, ya que se ha descrito que las enzimas de la vía empleada por las 

bifidobacterias (bifid shunt) para fermentar los carbohidratos, no se expresan al mismo 

nivel en todas las especies de bifidobacterias, lo que podría explicar la razón de la 

preferencia por diferentes carbohidratos dentro de este género (Palframan et al., 2003) 

(Pokusaeva et al., 2011). Esto se evidenció en los resultados obtenidos, ya que sólo 
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algunas cepas de B. longum subsp. longum y de B. breve fueron capaces de fermentar 

algunos carbohidratos en particular, entre ellos D- arabinosa, L-xilosa, L-sorbosa, 

Dulcitol, L-rhamnosa, Inositol, L-fucosa, Xilitol, MetilαD-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 degradación y utilización de 

carbohidratos a partir de sus genomas, incluyendo una variedad de glicosil hidrolasas 

que se requieren para la utilización de diversas fibras dietéticas o carbohidratos 

complejos producidos por el hospedador, dónde más del 8% de los genes anotados de B. 

breve UCC2003 y B. longum subsp. longum NCC2705 codifican las enzimas implicadas 

en el metabolismo de los carbohidratos (Ventura et al., 2007). 

El transporte de carbohidratos en las bifidobacterias ocurren vía permeasas y se dividen 

en cuatro clases: las glicosil-hidrolasas (GPH); transportadores de azúcar ABC; 

componentes PEP-PTS (PEP-fosfoenolpiruvato; PTS- fosfotransferasa); y sistemas 

MFS (major facilitator family) (Parche et al., 2007). De acuerdo con Schell y col. 

quienes en 2002 realizaron un análisis del genoma de B. longum subsp. longum 

NCC2705, encontraron que dicha cepa tenía todos los genes homólogos necesarios para 

fermentar fructosa, N-Acetilglucosamina, N-Acetilgalactosamina, arabinosa, xilosa, 

ribosa, sucrosa, lactosa, celobiosa y melibiosa, dentro de la vía de la fructosa-6-fosfato, 

por lo que no es extraño que algunas cepas identificadas en este trabajo como B. longum 

subsp. longum hayan sido capaces de fermentar carbohidratos que otras especies no 

asimilaron. Asimismo, se ha descrito que una proporción significativa del genoma de 

B.breve está dedicado al metabolismo de los azúcares, teniendo más de 40 glicosil-

hidrolasas cuyos sustratos representan una amplia gama de di, tri y oligosacáridos más 

complejos, donde sólo una pequeña cantidad de estas glicosidasas se encuentran de 

manera extracelular, mientras que el resto están presentes como enzimas citoplasmáticas 

(Ventura et al., 2007) (Pokusaeva et al., 2011). Trabajos realizados por Bottacini y col. 

en 2014, compararon los perfiles de fermentación de nueve cepas de B. breve, 

encontrando que todas estas cepas eran capaces de fermentar glucosa, lactosa, lactulosa, 

maltosa y rafinosa, mientras que la fermentación de otro tipo de azúcares 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 cepas de B. breve aisladas en este trabajo, 

fueron capaces de fermentar algunos de estos azúcares y de hecho, la fermentación 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 utilización de un determinado carbohidrato 

se encuentran organizados frecuentemente en clústers, conteniendo genes que codifican 

una o más glicosil hidrolasas y otros sistemas de transporte asociado, Bottacini y col, en 

2012 identificaron un clúster de genes en algunas cepas de B. breve que codifican 

elementos para la regulación, 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 azúcar ABC específico y que 

aparentemente es el responsable de la internalización de este carbohidrato.  

La secuenciación del genoma de B. breve UCC2003 y B. longum subsp. longum 

NCC2705 son un buen ejemplo de la adaptación intrínseca al nicho intestinal (Ventura 

et al., 2007) y los resultados obtenidos en esta prueba, confirman en cierta parte este 

hecho. Asimismo, otra adaptación que se ha descrito para B. breve UCC2003 es su 

capacidad de utilizar hidratos de carbono que contienen ácido siálico, los cuales están 

presentes en la leche materna (Wang et al., 2001), hecho que de alguna manera se pudo 

evidenciar en este trabajo, logrando aislar una gran cantidad de B. breve (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 interpretación de los resultados del API ZYM®, se asignaron, valores de 0 a 5, 

en función de la intensidad de color de cada reacción, siendo 0 ausencia de color y 5 

intensidad de color alta. En este caso, el criterio utilizado para determinar si una cepa 

tenía la capacidad enzimática 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 API 50CH®, es decir, los 

valores máximos que predominaron en cada cepa (Tabla 13). 

En general, la mayoría de las cepas mostraron actividad leucina arilamidasa, α y β 

galactosidasa; y, α y β glucosidasa. Estos dos últimos grupos de enzimas, forman parte 

de las glicosil hidrolasas, que parecen ser el grupo más crítico de enzimas para las 

bifidobacterias, ya que les permiten adaptarse y colonizar al hospedador mediante la 

hidrólisis de carbohidratos complejos provenientes de la dieta (Pokusaeva et al., 2011). 

La presencia de diversas enzimas en algunas cepas del género Bifidobacterium puede 

explicar su capacidad para degradar los oligosacáridos 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 podría explicar su mayor proporción en heces de 

bebés alimentados mediante lactancia materna. En este caso, ninguna de las cepas 

presentó actividad lipasa (C14) y β-glucuronidasa, hecho importante, ya que esta última, 

está involucrada en la formación de compuestos tóxicos y carcinogénicos en el intestino 

delgado (Edwards et al., 2002). En cuanto a la α-fucosidasa, no se evidenció ninguna 

cepa con este actividad, a pesar que ciertas cepas de B. breve tuvieron la capacidad de 

fermentar la L-fucosa.  

 
Tabla 12. Consenso de resultados positivos de la prueba API 50CH®. Las celdas resaltadas en color rosa, 
son los carbohidratos fermentados por más del 50% de las cepas evaluadas. Las celdas resaltadas en color 
ámbar se refieren a los carbohidratos que fueron fermentados por ciertas cepas de B. longum subsp. 
longum y/o B. breve. 
 

Las glicosil hidrolasas parecen ser el grupo de enzimas más crítico en las 

bifidobacterias, ya que les permite adaptarse y existir en el GIT del hospedador 
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mediante la hidrólisis de carbohidratos provenientes de la dieta o producidos por el 

hospedador. Entre las glicosil hidrolasas actualmente caracterizadas en bifidobacterias, 

se encuentran las β-galactosidasas que representan el grupo más común, así como el 

más estudiado de las glicosil hidrolasas de las bifidobacterias con actividad 

transglicosílica, la cual puede usarse para la síntesis de sustancias prebióticas 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 oligosacáridos derivados de 

la lactosa que contienen enlaces β-galactosídicos (Pokusaeva et al., 2011). Teniendo en 

cuenta esto, no es extraño que la mayoría de las cepas aisladas hayan presentado 

actividad β-galactosidasa. Asimismo, se observó que una alta proporción de 

bifidobacterias presentaron actividad α-glucosidasa, hecho que tampoco es sorprendente 

ya que se ha descrito que esta actividad enzimática es común en Bifidobacterium sp. 

(Pokusaeva et al., 2009). 

 

Los resultados obtenidos en estas dos pruebas son útiles 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 fermentación de diversos carbohidratos, la hace mejor 

candidata para ser empleada como probiótico, ya que una vez en el intestino su 

actividad y colonización, estará fuertemente influenciada por carbohidratos aportados 

por la dieta. Por otro lado, la combinación con diferentes prebióticos, sean 

oligosacáridos o polisacáridos, puede ser beneficiosa si la cepa a utilizar posee las 

enzimas necesarias para hidrolizarlo y posteriormente puede favorecer el crecimiento y 

colonización 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 enzimáticos inducibles pueden no haber sido 

reflejados adecuadamente. Además un ensayo in vitro no llega a mostrar la complejidad 

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

diferentes células y azúcares (Hedberg et al., 2008) 
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Tabla 13.Consenso de resultados positivos de la prueba API ZYM®. Las celdas resaltadas en color rosa son las actividades enzimáticas que predominaron en el 50% de las 
cepas evaluadas. Las celdas resaltadas en color ámbar se refieren a las actividades enzimáticas que tuvieron únicamente ciertas cepas de una especie. 
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4.3. Análisis de la biodiversidad de las cepas probióticas 
aisladas. 

La mayoría de los árboles filogenéticos se construyen a partir de datos moleculares: 

ADN o secuencias de proteínas, cuyo objetivo es "estimar" las relaciones entre las 

especies representadas, a partir del alineamiento de las diferentes secuencias. Para la 

construcción de un árbol filogenético son necesarios 4 pasos: 1) identificar y adquirir las 

diferentes secuencias de ADN o proteínas, según sea el caso; 2) alinear dichas 

secuencias; 3) estimar un árbol de las secuencias alineadas, y 4) presentar de una 

manera clara, la información relevante que este árbol 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 más usado por su alta 

precisión y rendimiento (Edgar, 2004) y posteriormente se aplico el algoritmo de 

Neighbor-joining, para la construcción de cada uno de los árboles filogenéticos. El uso 

de este algoritmo produce un árbol sin raíz, con lo cual es necesario agregar un 

outgroup, que corresponde a una especie que se sabe que está distante filogenéticamente 

con cada una de las especies restantes entre sí (Durbin et al.,1998). 

El gen 16S rARN es el gen más común 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 tamaño del gen, lo 

convierte en un buen reloj evolutivo (Mohania et al., 2008). 

En el caso del árbol filogenético del género Bifidobacterium (Fig. 38), el árbol fue 

enraizado con Gardnerella vaginalis y aunque se ha reportado que cuando se usan 

secuencias del 16S rARN es difícil una diferenciación entre ellas, el hecho que el 

porcentaje de G+C de G. vaginalis (42%) sea significativamente más bajo que en 

Bifidobacterium (55-65%), permitió en este caso, la formación de una rama diferenciada 

de las cepas de Bifidobacterium identificadas.  

Es necesario tener en cuenta, que en este trabajo se emplearon dos pares de cebadores 

diferentes para la correcta identificación, tanto de bifidobacterias como de lactobacilos. 

Mientras que los cebadores 16s1a/16s1b, amplifican una región de 1004pb y fueron 

usados para la identificación de los diferentes lactobacilos; los cebadores Y1/Y2, 

amplifican una región más pequeña (348pb) pero más precisa para la identificación de 

las bifidobacterias, permitiendo una identificación a nivel de cepa en muchos de los 

casos. 
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Asimismo, es importante tener presente, que para la construcción de un árbol 

filogenético es necesario contar con secuencias de un tamaño similar o idéntico, ya que 

una vez realizado el alineamiento múltiple entre las diferentes secuencias, éste también 

debe editarse, de tal forma que las secuencias alineadas no difieran en su tamaño, algo 

que podría generar un árbol filogenético erróneo o de mala calidad. Para la edición 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 diseño 

del árbol de las cepas identificadas como Bifidobacterium sp. eran demasiado cortas 

(300pb aprox.), se observó que todas las especies identificadas se agrupaban entre sí 

(cada una, diferenciada por colores); esto se pudo observar por la formación de una 

rama independiente para cada una de las especies identificadas y por los valores de 

bootstrap obtenidos (> de 50). Las cepas identificadas como B. catenulatum y B. 

pseudocatenulatum se 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 grupo B. catenulatum (Matsuki 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 aún más cortas. Asimismo, se observó que la longitud de las 

ramas entre cepas de la misma especie eran de tamaño similar y la formación 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 observó, que algunas cepas de referencia, en concreto B. angulatum 

ATCC27535 y B. catenulatum ATCC27539, no se agruparon junto con las cepas 

identificadas a cada una de estas especies. Esto de alguna manera corrobora, lo que el 

proyecto Prosafe señaló 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 válidas de dicho gen, para una 

correcta identificación 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 identificación precisa (van Loveren et al., 2012). 
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Figura 38. Árbol filogenético basado en las secuencias consenso del gen 16S rARN, representando la 
relación entre las diferentes bifidobacterias aisladas de las muestras y algunas bifidobacterias que existen 
en las colecciones de cultivo. El árbol fue enraizado con Gardnerella vaginalis y construido usando el 
método neighbor-joining con valores de bootstrap calculados de 100 árboles. Cada número en las ramas 
indica el número de veces (de cada 1000) que el nodo fue respaldado por los resultados de análisis de 
bootstrap. Cada uno de los colores, representa cada grupo de las diferentes especies identificadas. 

 

Para la construcción del árbol filogenético de los lactobacilos (Fig. 39), se emplearon 

las secuencias amplificadas con los primers 16s1a/16s1b (950pb aprox.) lo que permitió 

una diferenciación más evidente entre las especies aisladas e identificadas así como con 

las cepas de referencia, ya que las ramas fueron de diferente longitud y hubo formación 

de nodos entre cepas de una misma especie, permitiendo establecer distancias 

filogenéticas entre una cepa y otra. El outgroup con el que se enraizó el árbol fue 

Bacillus cereus, al ser una especie diferente a nivel filogenético del género 

Lactobacillus (valor de bootstrap=100). En este árbol, se observó claramente, la 

formación de dos grandes grupos, el primero de ellos conformado por dos nodos 

principales. En el primer nodo, se logran diferenciar dos clústers, uno conformado por 

Grupo B. catenulatum 
B. adolescentis 
B. angulatum 
B. animalis 
B. longum subsp. longum 
B. breve 
B. bifidum 
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las cepas de referencia L. casei y de L paracasei, y por último la cepa ORD0679 

(identificada como L. casei/paracasei), que en este caso está más relacionada con L. 

paracasei, aunque no se puede descartar su relación con L. casei ya que este grupo de 

bacterias salen del mismo nodo. De acuerdo a este clúster, se observó, que estas dos 

especies aparecían agrupadas entre sí y a pesar de que se ha propuesto incluir L. 

paracasei dentro de la especie L. casei (Dellaglio et al.,2002), el árbol mostró que L. 

paracasei formó un grupo derivado de L. casei con un valor de bootstrap elevado 

(valor=92) indicando que se encuentran bien diferenciadas una especie de otra. 

Respecto al segundo clúster, estuvo conformado por las cepas de L. rhamnosus, donde 

también estaban incluidas las cepas ORD0680 y ORD0683 (identificadas como L. 

rhamnosus) y la cepa de referencia L. rhamnosus GG (LGG), pero en este caso no se 

evidenció ninguna diferencia filogenética aparente entre estas cepas, ya que la longitud 

de las ramas dentro de este clúster fue la misma. Por otro lado, la cepa L. rhamnosus 

HN001 también fue empleada como cepa de referencia, ya que actualmente es la cepa 

que 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 como L. rhamnosus frente a esta cepa. Al realizar la búsqueda en la base 

de datos de la secuencia del gen 16S rARN de esta cepa, se observó que había sido 

retirada de la base de datos a principios de este año, con lo cual se trabajo con la 

secuencia contig de este gen, que se encontraba disponible. Sin embargo, cuando se 

construyó el árbol se observó que dicha secuencia, referenciada en el árbol como L. 

rhamnosus HN001 (Database), no se agrupaba con los demás L. rhamnosus, sino que 

formaba una rama totalmente independiente del resto de lactobacilos. Este hecho, nos 

llevó 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 realizó la extracción 

de ADN y luego se amplificó mediante PCR un fragmento del gen 16S rARN 

empleando los mismos cebadores que se usaron para la identificación de los lactobacilos 

aislados en este trabajo (16s1a y 16s1b). Al determinar la secuencia consenso y realizar 

el BLAST, no se identificó como L. rhamnosus HN001, ya que como se dijo 

anteriormente dicho genoma fue retirado de la base de datos, pero si se identificó como 

una cepa de L. rhamnosus y asimismo se visualizó en el árbol, ya que en este caso, esta 

secuencia si se agrupó con los demás L. rhamnosus, referenciada en el árbol como L. 

rhamnosus HN001. Cabe anotar que no es extraño que L. casei, L. paracasei y L. 
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rhamnosus aparezcan formando un mismo grupo, ya que se ha descrito que estas tres 

especies forman parte del grupo L. casei (Felis & Dellaglio 2007; Salvetti et al., 2012). 

En el segundo grupo del árbol se encuentran agrupados en un nodo principal, los L. 

acidophilus y L. gasseri, hecho que no es sorprendente ya que estas dos especies 

pertenecen al grupo de Lactobacillus delbrueckii. El clúster formado por las cepas de L. 

gasseri, mostró que la ORD0529 era más cercana a L. gasseri DSM20243 ya que se 

agruparon entre sí al mismo nivel, sin embargo la cepa ORD0185 a pesar de estar 

relacionada con estas cepas, ya que fue identificada como L. gasseri, formó parte de una 

rama independiente, suponiendo de esta manera que difiere filogenéticamente de la 

ORD0529, hecho que no es sorprendente, ya que estas dos cepas fueron aisladas de 

individuos diferentes. El segundo nodo principal, estuvo conformado por el clúster de 

las cepas de L. oris, que no estuvo agrupado con ninguna otra especie de lactobacilos, 

teniendo en cuenta que pertenece al grupo de Lactobacillus reuteri. En este caso, la cepa 

ORD0255, identificada como L. oris se agrupó al mismo nivel que con la cepa L. oris 

JCM11028. 

La principal discrepancia en la taxonomía del género Lactobacillus es la falta de 

correlación entre la ubicación filogenética y las propiedades metabólicas. De acuerdo a 

su perfil de fermentación, los lactobacilos pueden ser clasificados en tres grupos 

diferentes: homofermentativos obligados, heterofermentativos facultativos y 

heterofermentativos obligados (Felis & Dellaglio 2007). En este caso, se observó que el 

árbol filogenético construido en este trabajo, separó las diferentes cepas de 

Lactobacillus de acuerdo a su perfil de fermentación reportado en la bibliografía, donde 

en el grupo 1 se agruparon los lactobacilos heterofermentativos facultativos (grupo L. 

casei) y en el grupo 2, se agruparon en dos nodos diferentes los homofermentativos 

obligados (grupo L. delbrueckii) y los heterofermentativos obligados (grupo L. reuteri). 

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 fermentación de azúcares, hecho que también fue observado por Salvetti y 

col. en 2012 quienes al recopilar datos taxonómicos de diferentes especies de 

lactobacilos vieron que los grupos previamente definidos y los recientemente definidos 

eran fenotípicamente heterogéneos con respecto al contenido de GC, el isómero de 

ácido láctico producido, el tipo de peptidoglicano en la pared y lo más importante, el 

pérfil metabólico, definido en términos de tipos de azúcares fermentados y productos 

finales de fermentación (Salvetti et al., 2012). 
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Figura 39. Árbol filogenético basado en las secuencias consenso del gen 16S rARN, representando la 
relación entre los diferentes lactobacilos aislados de las muestras y algunos lactobacilos comerciales. El 
árbol fue enraizado con Bacillus cereus y construido usando el método neighbor-joining con valores de 
bootstrap calculados de 1000 árboles. Cada número en las ramas indica el número de veces (de cada 
1000) que el nodo fue respaldado por los resultados de análisis de bootstrap.       indica la formación de 
los nodos principales en los grupos. Cada elipse simboliza los diferentes perfiles de fermentación 
presentes en los lactobacilos que se encuentran en el árbol filogenético.  

El análisis de la biodiversidad basada en los consensos obtenidos de un fragmento del 

gen 16S rARN fueron útiles para observar el grado de divergencia de las cepas aisladas 

frente a bacterias probióticas 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 análisis, no es apropiado decir que dos cepas son idénticas 

ya que no se están considerando los diferentes genes funcionales, ni tampoco diferentes 

propiedades fenotípicas que pueden tener las cepas a la hora de realizar los árboles 

filogenéticos. 

Grupo 1. 

Grupo 2. 

Heterofermentativos 
facultativos 

Homofermentativos 
obligados 

Homofermentativos 
facultativos 
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4.4. Evaluación de propiedades funcionales. 

4.4.1. Evaluación de la producción de ácido linoléico conjugado (CLA) 

y ácido linolénico conjugado (CLNA). 

En el esquema 2, se representa la metodología que se ha seguido para la evaluación de 
la producción de estos dos ácidos grasos conjugados. 

 

Esquema 2. Metodología empleada para la evaluación de la producción de CLA y CLNA de las cepas 
probióticas aisladas en este trabajo. 

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

Se ha evidenciado que ciertas especies de lactobacilos y bifidobacterias del GIT pueden 

producir ácidos grasos conjugados, como el CLA (ácido linoléico conjugado) y CLNA 

(ácido linolénico conjugado), a partir de ácidos grasos libres, como el ácido linoléico 

(LA) y el ácido linolénico (LNA). Sin embargo, se ha descrito que estos ácidos grasos 
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tienen propiedades antimicrobianas, alterando la permeabilidad de la membrana 

plasmática de algunas bacterias, especialmente las Gram-positivas (Nieman, 1954). 

Debido a esto, se decidió realizar un precribado para evaluar la resistencia que tenían las 

distintas cepas aisladas por Laboratorios ORDESA frente a este ácido graso, teniendo 

como hipótesis, que aquellas cepas que pudieran crecer en presencia de este ácido graso, 

potencialmente podrían conjugarlo, puesto que se ha postulado la conjugación como un 

mecanismo de detoxificación que tienen estas bacterias para protegerse del efecto 

nocivo de este ácido graso. Para ello, se decidió medir por densidad óptica (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 realizándose el crecimiento en dos medios 

diferentes, MRSm (caldo MRS+L-Cys HCl 0.5%)+0.2% Tween 80 y MM (Medio 

Mínimo de Norris), con el fin de valorar, como afectaba la composición del medio al 

crecimiento de las cepas en presencia de LA. En estudios anteriores, el MM ya había 

sido empleado para crecer BAL y en general las cepas presentaron un buen crecimiento, 

descartando de esta manera que la composición del medio mínimo, pudiera influir en 

los resultados de estos ensayos. La adición de Tween 80 en uno de los medios, se 

realizó para neutralizar la actividad antimicrobiana del LA libre y mejorar la solubilidad 

de este ácido graso en un medio acuoso (Oh et al., 2003).  

Como se observa en la gráfica 5, todas las cepas evaluadas, crecieron tanto en MRSm 

(caldo MRS+L-Cys HCl 0.5%)+0.2% Tween 80, como en MM (Medio Mínimo de 

Norris) sin LA libre, indicando que los dos medios fueron favorables para el 

crecimiento de estas BAL, descartándose por tanto que la composición 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 podría suponer, que en un medio mínimo (MM) el 

mecanismo ante el estrés esta mejor activado que en un medio rico (MRSm) y esto 

podría explicar el porqué, muchas cepas de Bifidobacterium y Lactobacillus son 

capaces de crecer en MM con adición de LA comparado con el MRSm con LA. 

Asimismo, es probable también que la adición de Tween 80 pueda generar un exceso de 

potenciales cepas con capacidad de conjugar LA (falsos positivos). 



 

En general, el número y biodiversidad de cepas que 

presencia de LA en ambos medios 

cepas, que incluyeron todas las especies identificadas.

Gráfica 5. Crecimiento de cepas en MRSm
(Medio Mínimo de Norris) vs. MRS
indican el número de cepas que crecieron en el medio correspondiente.

4.4.1.2. Determinación de producción de CLA
CLNA (ácido linolénico conjugado)

Los estudios para la determinación de la producción de los ácidos grasos conjugados 

fueron realizados en el Departamento de bioactividad y análisis de alimentos, por el 

grupo de biomarcadores lipídicos en alimentación y salud del Instituto de Investigación 

en Ciencias de la Alimentación
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el número y biodiversidad de cepas que fueron capaces de crecer en 

en ambos medios fue considerable, seleccionando de esta manera,

cepas, que incluyeron todas las especies identificadas. 

. Crecimiento de cepas en MRSm (Caldo MRS+L-Cys HCl 0.05%)+0.2% Tween 80
. MRSm +LA y MM + LA. Los números en la parte superior de cada barra 

indican el número de cepas que crecieron en el medio correspondiente. 

4.4.1.2. Determinación de producción de CLA (ácido linoléico
(ácido linolénico conjugado) de las cepas seleccionadas.

s estudios para la determinación de la producción de los ácidos grasos conjugados 

realizados en el Departamento de bioactividad y análisis de alimentos, por el 

grupo de biomarcadores lipídicos en alimentación y salud del Instituto de Investigación 

limentación (CIAL-CSIC). Teniendo en cuenta los resultados 

obtenidos previamente, se seleccionaron las cepas con mejores crecimientos

(ácido linoléico) en ambos medios de cultivo, enviadas

posterior evaluación. 

4.4.1.2.1. Producción de CLA (ácido linoléico conjugado) en caldo 
Cys HCl 0.5%)+0.2% Tween 80. 

Se realizó un crecimiento de las cepas seleccionadas, en caldo MRSm 

HCl 0.5%)+0.2% Tween 80 con adición de LA (0.5mg/ml), 
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capacidad de producir CLA a partir de LA libre y realizar la cuantificación mediante el 

método de metilación directa que combina metilato de sodio y ácido sulfúrico (Castro-

Gómez et al., 2014), que permite una identificación rápida de las bacterias productoras 

de este tipo de lípidos bioactivos. De las 65 cepas seleccionadas, solamente 10 cepas 

fueron capaces de convertir eficientemente el LA en CLA, siendo mayoritariamente 

bacterias del género Bifidobacterium y pertenecientes a diferentes especies como B. 

longum subsp. longum (ORD0084), B. pseudocatenulatum (ORD0105), B. breve 

(ORD0123, ORD0124, ORD0128, ORD0134, ORD0138 y ORD0294) y B. bifidum 

(ORD0202). Del género Lactobacillus, sólo se obtuvo una cepa productora, L. oris 

(ORD0255) (Tabla 13). Todas estas cepas, excepto la ORD0084 y la ORD0105, fueron 

depositadas en la Colección Española de Cultivos Tipo (CECT) con los siguientes 

números de acceso: CECT8241, CECT8242, CECT8239, CECT8243, CECT8244, 

CECT8246, CECT8245 y CECT8240, respectivamente. Los resultados obtenidos, 

coinciden con los reportados por otros grupos de investigación, 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 búfalo, entre 

otros (M. Coakley et al., 2003; Gorissen et al., 2010; Soo et al., 2008). 

CÓDIGO CEPA Origen de aislamiento Producción CLA (µg/ml) 
ORD0010 B. adolescentis Heces mamá - 
ORD0013 B. bifidum Heces bebé - 
ORD0021 B. longum subsp. longum Heces mamá - 
ORD0025 B. longum subsp. longum Leche materna - 
ORD0026 B. angulatum Heces maternas - 
ORD0030 B. breve Heces de bebé - 
ORD0036 B. breve Heces de bebé - 
ORD0045 B. animalis Heces maternas - 
ORD0048 B. breve Heces de bebé - 
ORD0050 B. breve Heces de bebé - 
ORD0052 B. animalis Heces maternas - 
ORD0053 B. bifidum Heces de bebé - 
ORD0056 B. longum subsp. longum Heces maternas - 
ORD0066 B. pseudocatenulatum Heces de bebé - 
ORD0067 B. longum subsp. longum Heces de bebé - 
ORD0072 B. bifidum Leche materna - 
ORD0077 B. animalis Heces maternas - 
ORD0080 B. pseudocatenulatum Heces maternas - 
ORD0084 B. longum subsp. longum Leche materna + 
ORD0085 B. bifidum Heces de bebé - 
ORD0086 B. longum subsp. longum Heces maternas - 
ORD0088 B. bifidum Heces de bebé - 
ORD0090 B. longum subsp. longum Leche materna - 
ORD0091 B. bifidum Leche materna - 
ORD0092 B. breve Heces de bebé - 
ORD0097 B. pseudocatenulatum Heces maternas - 
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CÓDIGO CEPA Origen de aislamiento Producción CLA (µg/ml) 

ORD0099 B. longum subsp. longum Heces de bebé - 
ORD0102 B. longum subsp. longum Leche materna - 
ORD0104 B. bifidum Heces de bebé - 
ORD0105 B. pseudocatenulatum Heces maternas + 
ORD0108 B. longum subsp. longum Heces maternas - 
ORD0111 B. longum subsp. longum Heces maternas - 
ORD0123 B. breve Heces de bebé +++ 
ORD0124 B. breve Heces de bebé +++ 
ORD0128 B. breve Heces de bebé +++ 
ORD0134 B. breve Heces de bebé +++ 
ORD0138 B. breve Heces de bebé +++ 
ORD0142 B. bifidum Heces maternas - 
ORD0185 L. gasseri Heces de bebé - 
ORD0202 B. bifidum Heces de bebé +++ 
ORD0213 B. longum subsp. longum Heces maternas - 
ORD0219 B. bifidum Heces de bebé - 
ORD0221 B. pseudocatenulatum Heces maternas - 
ORD0232 B. longum subsp. longum Heces maternas - 
ORD0255 L. oris Leche materna ++ 
ORD0258 B. longum subsp. longum Heces maternas - 
ORD0260 B. longum subsp. longum Heces maternas - 
ORD0261 B. longum subsp. longum Heces maternas - 
ORD0262 B. longum subsp. longum Heces maternas - 
ORD0269 B. longum subsp. longum Heces maternas - 
ORD0271 B. longum subsp. longum Heces maternas - 
ORD0277 B. longum subsp. longum Heces maternas - 
ORD0278 B. bifidum Heces maternas - 
ORD0280 B. longum subsp. longum Heces maternas - 
ORD0294 B. breve Heces de bebé +++ 
ORD0295 B. bifidum Heces de bebé - 
ORD0302 B. bifidum Heces de bebé - 
ORD0308 B. longum subsp. longum Heces de bebé - 
ORD0310 B. longum subsp. longum Heces de bebé - 
ORD0334 B. longum subsp. longum Heces maternas - 
ORD0339 B. pseudocatenulatum Heces maternas - 
ORD0343 B. pseudocatenulatum Heces maternas - 
ORD0363 B. bifidum Heces de bebé - 
ORD0393 B. longum subsp. longum Heces maternas - 
ORD0460 B. bifidum Heces de bebé - 

Tabla 13. Lista de las 65 cepas seleccionadas y su capacidad de producción de CLA (ácido linoléico 
conjugado) en medio MRSm (caldo MRS+L-Cys HCl 0.5%)+0.2% Tween 80. (+) producción de CLA < 
50 µg/ml, (++) producción de CLA de 50 a 100 µg/ml, (+++) producción de CLA ˃ 100 µg/ml y (-) no 
hay producción. 

Las concentraciones de CLA producidas variaron dependiendo de la especie, pero en 

general, los resultados obtenidos en este prueba mostraron que las cepas de B. breve 

tienden a ser las mejores productoras de CLA en caldo MRSm, encontrando rangos 

desde 108,8 a 163 µg/ml de CLA en B. breve (ORD0123) y B. breve (ORD0138). 

También se observó que B. bifidum (ORD0202) tenía una buena capacidad para 

producir CLA (113,9 µg/ml)., mientras que B. longum subsp. longum (ORD0084) y L. 

oris fueron productores moderados con concentraciones de 59, 6 µg/ml y 78,6 µg/ml de 
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CLA, respectivamente. Por último, B. pseudocatenulatum (ORD0105), fue la cepa con 

menor capacidad de producción de CLA, con valores de 31,2 µg/ml (Gráfica 6). 

 
Gráfica 6. Producción de CLA (ácido linoléico conjugado) de las cepas seleccionadas en caldo MRSm 
(caldo MRS+L-Cys HCl 0.5%)+0.2% Tween 80. Los valores corresponden a los promedios y la 
desviación estándar (SD) de tres experimentos. 
 

Los RAPDs comparativos de las diferentes especies, también fueron útiles para 

observar la similitud de los patrones de bandas de las cepas productoras vs. las no 

productoras de CLA, para cada una de las especies. En el caso de las cepas de B. 

pseudocatenulatum, B. bifidum y B. longum subsp. longum, se observó que no existía 

una similitud en el perfil de bandas entre la cepa positiva de producción de CLA vs. las 

otras cepas evaluadas de la misma especie. Por otro lado B. breve, especie que presentó 

varias cepas positivas para la producción de CLA (6 cepas), se observó en la 

comparativa de sus RAPDs, que algunas cepas productoras de CLA tenían perfiles de 

bandas similares entre ellas, pero ninguna tenía perfiles similares con las que no fueron 

capaces de producir CLA (Fig. 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 macroscópicas, en muchos casos se puede aislar la misma colonia.  

De esta manera, los resultados obtenidos evidencian que la capacidad de conversión 

para formar isómeros de CLA es cepa dependiente y por tanto, no puede ser 

generalizado a nivel de especie (Gorissen et al., 2010). 
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Es importante destacar que a pesar de que todas las cepas evaluadas fueron capaces de 

crecer en medio con adición de LA (ácido 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 lípidos estructurales, y en este caso, al ser analizado solo el 

sobrenadante, para realizar una primera selección de cepas productoras, no fue posible 

determinar dicho ácido conjugado (Oh et al., 2003). 

Trabajos realizados por Kim y col., en 2002, han descrito que es probable que la 

producción de CLA dependa más 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 

concentración celular inicial de las cepas al realizar el subcultivo en medio con adición 

de LA, no se haya sido posible detectar la producción de CLA. Asimismo, trabajos 

recientes llevados a cabo por Renes y col. en 2017 han comprobado que el tiempo de 

incubación es un factor importante a considerar en la producción de CLA por BAL, con 

lo cual es posible que un tiempo de incubación más prolongado causara un incremento 

en los niveles de CLA producido por las cepas. 

Se realizó el cálculo del porcentaje de conversión de LA, empleando la fórmula 

(CLA/(CLA+LA))*100. Los porcentajes de conversión variaron entre las 10 cepas, 

obteniendo un rango amplio de valores, desde 17,8% hasta 79,1 %. También se observó, 

B2 B3 

Figura 40. RAPD comparativo de las cepas seleccionadas para 
evaluar su producción de CLA (ácido linoléico conjugado) en 
MRSm (caldo MRS+L-Cys HCl 0.5%)+0.2% Tween 80, 
pertenecientes a la especie B. breve. L . marcador 1,5Kb. 1. 
ORD0050. 2. ORD0048. 3. ORD0030. 4. ORD0036. 5. 
ORD0134. 6. ORD0138. 7. ORD0124. 8. ORD0128. 9. 
ORD0294. 10. ORD0123. El recuadro verde indica las cepas 
productoras de CLA en caldo MRSm y los números 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 número 
corresponde al donante de la muestra. 

4 8 8 
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que todas las cepas de B. breve tienden a realizar una conversión de LA a CLA más 

eficiente comparado con las otras especies, resultados que coinciden con los obtenidos 

por el grupo de Gorissen y col. en 2010, quienes reportaron porcentajes de conversión 

de cepas de B. breve dentro 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 de B. breve evaluadas, tenían porcentajes de conversión más altos que los 

obtenidos por este grupo, con rangos de conversión que van del 59,4 hasta 79,1% 

(Tabla 14). 

Cepas µg CLA/ ml 
MRS 

% cis9 
trans11 

% 
Conversión 

de LA 

µg CLNA/ 
ml MRS 

% cis9 
trans11 
cis15 

% 
Conversión 

de LNA 

B. longum subsp. 
longum ORD0084 

59.6 ± 10.3 76.5 ± 3.3 30.4 ± 4.9 116.1 ± 67 87.3 ± 1.4 68.0  ± 47.0 

B. pseudocatenulatum 
ORD105 

31.2 ± 3.3 69.5 ± 1.3 17.8 ± 3.8 183.1± 53 80.3 ± 2.0 96.7 ± 0.4 

B. breve ORD123 108.8 ± 28.9 74.3 ± 13.3 59.4 ± 18.1 209.0 ± 56 88.8 ± 0.5 98.8 ± 0.1 

B. breve ORD124 135.1 ± 7.4 82.7 ± 1.8 72.5 ± 7.3 197.8 ± 51 87.7 ± 0.8 98.7 ± 0.2 

B. breve ORD128 142.4 ± 8.3 79.5 ± 1.4 72.4 ± 9.9 208.9 ± 72 72.2 ± 20.8 99.2 ± 0.3 

B. breve ORD134 148.1 ± 13.0 81.4 ± 2.8 73.3 ± 7.0 198.0 ± 53 86.1 ± 0.9 98.9 ± 0.4 

B. breve ORD138 163.0 ± 30.9 76.5 ± 8.9 79.1 ± 13.2 201.8 ± 51 82.4 ± 4.8 99.3 ± 0.4 

B. bifidum ORD202 113.9 ± 9.9 78.5 ± 6.5 57.5 ± 10.2 217.9 ± 86 82.0 ± 2.7 98.9 ± 0.3 

L. oris ORD255 78.6 ± 11.8 79.0 ± 3.6 38.2 ± 6.0 191.3 ± 66 91.6 ± 1.4 97.7 ± 0.2 

B. breve ORD294 148.5 ± 7.9 83.2 ± 3.3 68.7 ± 6.6 190.7 ± 53 85.1 ± 1.8 99.1 ± 0.3 

Tabla 14. Producción de CLA/CLNA y los respectivos isómeros producidos en caldo MRSm (caldo 
MRS+L-Cys HCl 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 observó que estas bacterias producían 

diferentes isómeros de CLA, específicamente cis9 trans11, trans10 cis12 y trans9 

trans11(Fig. 41). El isómero mayoritario que se produjo en las 10 cepas seleccionadas, 

fue cis9 trans11 (ácido 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 género Bifidobacterium y otros géneros, producen mayoritariamente 

este isómero (Gorissen et al., 2010; O’Shea et al., 2012). 

El isómero cis9 trans11 ejerce un efecto potenciador en la activación del Peroxisome 

proliferator-activated receptor gamma (PPARγ), que regula la diferenciación a 

adipocitos (adipogénesis), actuando como un estimulador de la secreción de 

adiponectina (hormona que participa en el metabolismo de la glucosa y los ácidos 

grasos) (Yuan et al., 2015). Por lo tanto, este mecanismo podría explicar en cierta 

medida, los efectos antihipertensivos, antihiperlipidémicos y antidiabéticos (Yuan et al., 
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2014). Mientras que el isómero trans10 cis12 aumenta la lipólisis y tiene la función de 

disminuir la síntesis de ácidos grasos (Lehnen et al., 2015), lo que explicaría, en parte, 

los posibles mecanismos de acción del CLA sobre la composición corporal. Aunque 

muchos de los estudios se han realizado in vitro, las hipótesis metabólicas para explicar 

la acción reductora de la grasa corporal del CLA comenzaron basándose en el control de 

la expresión de genes implicados en la diferenciación de pre-adipocitos en adipocitos 

maduros, es decir, la expresión de estos genes resultaría en la reducción de la 

lipogénesis (Lehnen et al., 2015). Por otro lado, el isómero trans9 trans11 parece ser el 

metabolito final de la vía de producción de CLA de las bifidobacterias. Aunque el 

mecanismo de esta conversión (química o enzimática) aún no es del todo clara, éste 

isómero ha mostrado un efecto más potente como anticarcinogénico contra dos líneas 

celulares de cáncer (SW480 y HT-29) que el isómero cis9 trans11 (Coakley et al., 

2006) (Gorissen et al. 2010) (Coakley et al., 2003).  

Aunque, ciertos efectos biológicos del CLA se deben a la acción separada de los 

isómeros más estudiados, cis9 trans11 y trans10 cis12; también es probable que algunos 

efectos sean inducidos y/o potenciados por estos isómeros, actuando de manera 

sinérgica (Churruca et al., 2009). En este sentido se ha reportado que el CLA ejerce una 

reducción en la proliferación de las células cancerosas, el cual es dependiente del 

tiempo y de la dosis. Tanto el isómero cis9 trans11, como el trans10 cis12, así como sus 

mezclas, han demostrado una reducción en la proliferación de varias líneas celulares de 

cáncer, estos estudios in vitro sugieren que el CLA puede alterar la expresión de 

proteínas clave que regulan el ciclo celular, como la ciclina D y A que son proteínas 

clave involucradas en facilitar la entrada de las células en el ciclo celular y la progresión 

a través de la fase S, respectivamente (Belury, 2002b) (Coakley et al., 2009). Asimismo 

se ha evidenciado que el CLA puede modular el metabolismo de los lípidos, en parte 

por un mecanismo dependiente de la activación del grupo de factores nucleares 

(PPARs). En el hígado, el PPARα es un factor de transcripción crítico para el 

metabolismo de los lípidos, porque varios genes que codifican para enzimas que están 

involucradas en la β-oxidación (tanto en peroxisomas como en mitocondrias) contienen 

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 

estimulación 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 supresión de respuestas alérgicas, 
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mejora de la producción de anticuerpos después de la vacunación, reducción de los 

síntomas de la dermatitis atópica y reducción de los síntomas de la infección por 

rinovirus (Kim et al., 2016).  

 

Un análisis completo de los ácidos grasos mostró que la producción 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 recuperó un 3% del CLA, después de 

24 horas de incubación. 

 

4.4.1.2.2. Producción de CLNA (ácido linolénico conjugado) en caldo MRSm (caldo 
MRS+L-Cys HCl 0.5%)+0.2% Tween 80. 

Las diez cepas que fueron capaces de producir CLA, fueron evaluadas para observar su 

capacidad de convertir LNA (ácido linolénico) a CLNA (ácido linolénico conjugado) en 

caldo MRSm, usando como sustrato 0,5mg/ml de ácido linolénico libre. Los resultados 

obtenidos indicaron una mayor producción de CLNA por parte de estas bacterias 

comparado con la producción de CLA en medio MRSm. En este caso, las 

concentraciones producidas por la mayoría de las cepas fueron de 200 µg/ml, excepto B. 

longum subsp. longum (ORD0084) que su producción fue de 116, 1 µg/ml (Gráfica 7). 

Trabajos realizados por el grupo de Gorissen y col., en 2010 y 2012, también 

observaron una alta producción de CLNA de diferentes cepas del género 

Bifidobacterium en caldo MRS. Coakley y col. en 2003, argumentan que la razón por la 

que las bacterias convierten el LA a CLA y el LNA a CLNA es debida a la presencia de 

un mecanismo de detoxificación que ayudaría a proteger las bacterias de los efectos 

Figura 41. A. Cromatograma 
obtenido por cromatografía de 
gases del cultivo de la cepa B. 
breve (ORD0138) en caldo 
MRSm (caldo MRS+L-Cys 
HCl 0.5%)+0.2% Tween 80 
con 0.5mg/ml de LA. B. 
Ampliación del cromatograma, 
donde se indican los isómeros 
de CLA. 
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tóxicos, que pueden generar estos ácidos grasos libres en la bacteria (Coakley et al., 

2003). Teniendo en cuenta esto y que el LNA es mucho más tóxico para estas bacterias 

comparado con el LA libre, se podría explicar el porqué la producción de CLNA es 

mayor, y más eficiente si cabe, que el CLA producido. 

 

Gráfica 7. Producción de CLNA (ácido linolénico conjugado) de las cepas seleccionadas en caldo MRSm 
(caldo MRS+L-Cys HCl 0.5%)+0.2% Tween 80. Los valores corresponden a los promedios y la 
desviación estándar (SD) de tres experimentos. 

Como en el punto anterior, para calcular la tasa de conversión del LNA, se empleó la 

siguiente fórmula (CLNA/(CLNA+LNA))*100. La conversión de LNA a CLNA de la 

mayoría de las cepas fue cercana al 100%, excepto B. longum subsp. longum 

(ORD0084) que fue del 68%. En los cromatogramas, se identificaron dos isómeros de 

CLNA: cis9 trans11 cis15 y trans9 trans11 cis15 (Fig. 42), pero el producido en mayor 

cantidad fue el cis9 trans11 cis15 (ácido rumelenico), resultados que coinciden con los 

reportados por el grupo de Gorissen y col., en 2010. El porcentaje de este ácido en la 

cantidad total de CLNA fue aproximadamente del 80%, en todas las cepas (Tabla 14). 

Se ha evidenciado, principalmente de estudios in vitro y con animales, que los isómeros 

del CLNA tienen potentes efectos anti-carcinogénicos en varias líneas celulares de 

cáncer (Coakley et al., 2009), evidenciando que las reducciones en la expresión o las 

concentraciones celulares de la ciclooxigenasa-2 (COX2) y la síntesis de 

prostaglandinas podrían ser factores contribuyentes en la actividad anti-cancerígena 

(Hennessy et al., 2011). También se han sugerido otros mecanismos, incluído el 

aumento de la expresión del PPARγ y de los genes de detención del ciclo celular 

GADD45 y p53, junto con una disminución en la expresión del supresor de apoptosis 
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Bcl-2 (Yuan et al., 2015). Por otro lado, los isómeros 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 disminución de la producción de eicosanoides (prostaglandinas y 

leucotrienos); b) aumento de la respuesta anti-inflamatoria mediada por PPARs; c) 

supresión de la respuesta anti-inflamatoria a través de la regulación de la transcripción 

celular del Nuclear factor kappa (NF-kB);y d) la reducción de la expresión de las 

proteínas anti-inflamatorias como el Tumor Necrosis Factor α (TNF- α), interleucina-6 e 

interleucina-1 beta. Del mismo modo, el CLNA se ha asociado con la mejora de la 

respuesta inmune, reduciendo la proliferación de células mononucleares de sangre 

periférica sin afectar la concentracion de células helper y supresoras o linfocitos T y B 

(Hennessy et al., 2011). Por otra parte, se ha evidenciado que el CLNA tiene 

propiedades anti-adipogénicas y dicha actividad ha sido atribuída a diferentes factores, 

como son: a) la alta proporción de ácidos grasos que se somete a la β-oxidación; 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 ácidos grasos (Hennessy et al., 

2011). 

Así como ocurrió con el CLA, la producción de CLNA por parte de estas bacterias se 

encontró principalmente en el sobrenadante. 

 
 

Figura 42. A. Cromatograma 
obtenido por cromatografía 
de gases del cultivo de la 
cepa B. breve (ORD 0138) en 
caldo MRSm con 0.5mg/ml 
de LNA. B. Ampliación del 
cromatograma, donde se 
indican los isómeros de 
CLNA. 
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4.4.1.2.3. Producción de CLA (ácido linoléico conjugado) y CLNA (ácido linolénico 
conjugado) de las bacterias seleccionadas en leche desnatada reconstituida (RSM: 
Reconstituted Skim Milk) suplementado. 

Para verificar la capacidad de producción de CLA y CLNA de estas cepas en leche, se 

evaluó dicha producción cultivando estas bacterias en medio de leche desnatada 

reconstituida (RSM) y tras la fermentación bacteriana, se realizó la determinación de 

CLA y CLNA en el medio. 

En el caso de la producción de CLA, las bacterias que produjeron una mayor 

concentración de CLA fueron todas las cepas de B. breve y el L. oris (ORD0255), 

mostrando unos valores que iban de 92 µg/ml hasta 106.3 µg/ml para B. breve 

(ORD0294) y B. breve (ORD0124), respectivamente; y L. oris (ORD0255) con un valor 

de 98.5 µg/ml. Por contra, la B. longum subsp. longum (ORD00084), B. 

pseudocatenulatum (ORD0105) tuvieron valores alrededor de 7 µg/ml y B. bifidum 

(ORD0202), valores de un 18 µg/ml (Gráfica 8). Una posible explicación a esta baja 

producción 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 óptimo para las bifidobacterias, ya 

que estas bacterias no tienen una maquinaria proteolítica potente que les permita un 

crecimiento fácil en leche. 

 
Gráfica 8. Producción de CLA (ácido linoléico conjugado) de las cepas seleccionadas en medio RSM 
(Reconstituted Skim Milk) suplementado. Los valores corresponden a los promedios y la desviación 
estándar (SD) de tres experimentos. 

Los porcentajes de conversión del LA en este medio fueron más bajos comparados con 

los obtenidos en el MRSm (caldo MRS+L-Cys HCl 0.5%)+0.2% Tween 80 y los 

valores calculados se encontraron dentro de un rango de 36.2% hasta 40.3% de B. breve 



Resultados y discusión 

 

 
153 

(ORD0123) y L. oris (ORD0255), respectivamente. Mientras que para las cepas de B. 

longum subsp. longum (ORD00084), B. pseudocatenulatum (ORD0105) estuvieron 

alrededor de un 3% y para B. bifidum (ORD0202) fue de un 7%. El isómero de CLA 

producido en mayor cantidad fue el cis9 trans11, encontrándose valores alrededor del 

90% para las cepas de B. breve, mientras que para L. oris fue el 75% y para B. longum 

subsp. longum (ORD0084), B. bifidum (ORD0202) y B. pseudocatenulatum (ORD0105) 

los porcentajes de conversión tuvieron valores alrededor del 80% del total de CLA 

(Tabla 15). 

Cepas µg CLA/ ml 
RSM 

% cis9 
trans11 

% 
Conversión 

de LA 

µg CLNA/ 
ml RSM 

% cis9 
trans11 cis15 

% 
Conversión 

de LNA 

B. longum subsp. longum 
ORD0084 

7.7 ± 1.8 74.3 ± 2.3 2.7 ± 0.7 151.4 ± 26.2 91.6 ± 3.2 63.6 ± 4.6 

B. pseudocatenulatum 
ORD0105 

6.4 ± 1.7 72.4 ± 1.8 2.6 ± 0.6 147.9 ± 19.5 90.2 ± 1.9 64.1 ± 10.2 

B. breve ORD0123 104.9 ± 11.6 90.2 ± 1.2 36.2 ± 5.1 211.3 ± 62.8 91.2 ± 2.9 97.3 ± 0.9 

B. breve ORD0124 106.3 ± 25.2 90.1 ± 3.2 38.2 ± 3.2 244.5 ± 43.5 92.3 ± 0.4 97.5 ± 0.8 

B. breve ORD0128 98.5 ± 21.0 90.5 ± 2.4 38.7 ± 5.2 244.9 ± 46.5 91.6 ± 0.9 97.4 ± 0.8 

B. breve ORD0134 98.4 ± 16.1 90.0 ± 2.9 36.8 ± 5.6 230.5 ± 34.7 87.9 ± 6.0 97.5 ± 0.8 

B. breve ORD0138 98.1 ± 9.3 90.9 ± 2.2 37.7 ± 2.9 237.5 ± 23.0 91.7 ± 1.5 97.3 ± 0.9 

B. bifidum ORD0202 18.5 ± 13.3 79.9 ± 14.9 6.8 ± 4.9 220.5 ± 38.7 94.1 ± 0.7 93.0 ± 2.0 

L.s oris ORD0255 98.5 ± 27.7 75.7 ± 8.8 40.3 ± 4.2 241.6 ± 44.0 91.8 ± 2.8 96.6 ± 1.8 

B. breve ORD0294 92.0 ± 23.2 89.6 ± 1.3 36.9 ± 8.1 243.6 ± 41.5 91.2 ± 1.1 97.7 ± 0.6 

Tabla 15. Producción de CLA/CLNA y los respectivos isómeros 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 de B. breve, B. bifidum (ORD0202) y L. oris (ORD0255) 

fueron las mejores productoras de CLNA en RSM (Reconstituted Skim Milk), con 

concentraciones comprendidas entre 211 a 245 µg/ml de CLNA para B. breve 

(ORD0123) y B. breve (ORD0128), respectivamente, mientras que las cepas de B. 

longum subsp. longum (ORD0084) y B. pseudocatenulatum (ORD0105), fueron cepas 

con una producción moderada en este medio, con concentraciones cercanas a 150 µg/ml 

(Gráfica 9). De esta manera, estos resultados, comprobaron de alguna manera que la 

conversión de LA y LNA a CLA y CLNA respectivamente, es un mecanismo de 

detoxificación, a pesar de que el medio RSM no era un medio óptimo para el 

crecimiento de estas bacterias. 
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Gráfica 9. Producción de CLNA (ácido linolénico conjugado) de las cepas seleccionadas en medio RSM 
(Reconstituted Skim Milk) suplementado. Los valores corresponden a los promedios y la desviación 
estándar (SD) de tres experimentos. 

Las tasas de conversión de LNA en RSM (Reconstituted Skim Milk) fueron cercanas al 

100% en las cepas de B. breve, B. bifidum (ORD0202) y L. oris (ORD0255). En cuanto 

a B. longum subsp. longum (ORD0084) y B. pseudocatenulatum (ORD0105) se 

obtuvieron porcentajes de 63.6 y 64.1%, respectivamente. En todas las cepas, el isómero 

mayoritario fue el ácido rumelenico (cis9 trans11-cis15), con aproximadamente el 90% 

de la cantidad total de CLNA (Tabla 15). Todas las cepas seleccionadas fueron capaces 

de producir altas cantidades de CLNA en medio RSM, más de 200 µg/ml en casi todas 

las cepas excepto B. longum subsp. longum (ORD0084) y B. pseudocatenulatum 

(ORD0105) con producciones de 150 µg/ml, mientras que solo las cepas de B. breve y 

L. oris (ORD0255) fueron capaces de producir altas concentraciones de CLA en este 

medio.  

La suplementación del RSM con L-cisteína-HCl y casaminoácidos (RSM+Cys+CAA) 

del RSM (Reconstituted Skim Milk), se realizó para potenciar el crecimiento de estos 

microorganismos en este medio. Por una parte, la suplementación con cisteína 

incrementa las condiciones de anaerobiosis requeridas por este tipo de bacterias (Soo et 

al., 2008). Mientras que los casaminoácidos sirven como complejo nutricional, debido a 

que como anteriormente se ha mencionado, las bifidobacterias tienen una actividad 

proteolítica baja y están limitadas para utilizar la caseína bovina de la leche, como 

fuente esencial de aminoácidos y péptidos pequeños. 

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 producción más baja 

de CLA y CLNA en este medio. 

4.4.1.2.4. Producción de CLA (ácido linoléico conjugado) y CLNA(ácido linolénico 
conjugado) de las bacterias seleccionadas en fórmula infantil Blemil Plus Forte-1. 

Tras corroborar que las 10 cepas productoras eran capaces de crecer y producir CLA y 

CLNA en RSM, se decidió probar si eran capaces de crecer y producir estos ácidos 

grasos conjugados en una fórmula infantil, para ello se empleó la fórmula del mercado 

Blemil Plus Forte-1 (ver composición en la tabla 16). 

Ingrediente Cantidad por 100 ml 
Proteínas 1,35g 

Hidratos de carbono 7,2g 
Lactosa 6,5g 

Dextrinomaltosa 0,7g 
Grasas 3,5g 

Ácido linóleico (LA) 569mg 
Ácido linolénico (LNA) 49mg 

Ácido araquidónico (AA) 15,8mg 
Ácido docosahexaenoico (DHA) 11,2mg 

Fibra 0,8g 
Fructooligosacáridos 0,8g 

Minerales 0,3g 
Colina 13,5mg 

Taurina 4,5mg 
Inositol 6,1mg 

L-Carnitina 2,3mg 

Tabla16. Composición de la fórmula infantil Blemil Plus Forte-1. 

De acuerdo a los resultados obtenidos, las cepas de B. breve fueron las mejores 

productoras de CLA en esta fórmula infantil, tal y como había ocurrido con el RSM 

suplementado, obteniéndose concentraciones cercanas a 60 µg/ml, mientras que con las 

cepas de B. longum subsp. longum (ORD0084) y B. pseudocatenulatum (ORD0105) se 

obtuvieron concentraciones inferiores a 10 µg/ml. En este caso, la cantidad de CLA 

producida por la cepa de L. oris (ORD0255) fue casi 4 veces más baja (20.8 µg/ml) que 

la obtenida cuando creció en medio RSM suplementado (Gráfica 10).  
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Gráfica 10. Producción de CLA (ácido linoléico conjugado) de las cepas seleccionadas en la fórmula 
infantil Blemil Plus Forte-1. Los valores corresponden a los promedios y la desviación estándar (SD) de 
tres experimentos. 

Las tasas de conversión de LA, fueron más bajas comparadas con los resultados 

obtenidos en el medio RSM. Se encontraron porcentajes alrededor del 15% para todas 

las cepas de B. breve, donde el isómero cis9-trans11 (ácido ruménico) correspondió al 

80% de la cantidad total de CLA. Por el contrario, los porcentajes de conversión por B. 

longum subsp, longum, B. pseudocatenulatum fueron cercanos al 2% y un 47% del total 

de CLA producido, correspondió al isómero cis9-trans11 (ácido ruménico) y en el caso 

de B. bifidum, la tasa de conversión fue de un 8%, del cual un 80% correspondió al 

isómero cis9-trans11 (Tabla 17). 

En cuanto a la producción de CLNA, las cepas de B. breve y B. bifidum (ORD0202) 

fueron las mejores productoras de CLNA en esta leche de fórmula. Las concentraciones 

obtenidas estuvieron en un rango desde 201 hasta 85.7 µg/ml de CLNA, para B. breve 

(ORD0124) y B. bifidum (ORD 0202), respectivamente. Mientras que de las cepas de B. 

longum subsp. longum (ORD0084) y de B. pseudocatenulatum (ORD0105) se 

obtuvieron valores de 21,6 µg/ml y 14,6 µg/ml, respectivamente. En cuanto a L. oris, 

los valores fueron dos veces más bajos (81,1 µg/ml) que los obtenidos cuando la cepa 

creció en RSM (Gráfica 11). 
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Cepas 
µg CLA/ ml 

Formula 
% cis9 
trans11 

% 
Conversión 

de LA 

µg CLNA/ ml 
Formula 

% cis9 
trans11 
cis15 

% 
Conversión 

de LNA 

B. longum subsp. 
longum ORD0084 

5.6 ± 3.7 47.5 ± 15.4 1.9 ± 0.9 21.6 ± 6.9 89.1 ± 2.7 8.9 ± 3.9 

B.  pseudocatenulatum 
ORD0105 

6.4 ± 5.9 47.3 ± 11.9 2.4 ± 1.8 14.6 ± 9.0 85.1 ± 4.5 6.0 ± 3.0 

B. breve ORD0123 55.9 ± 4.9 88.6 ± 3.2 14.2 ± 2.2 193.7 ± 33.8 94.3 ± 0.2 78.0 ± 8.0 

B. breve ORD0124 65.7 ± 2.6 88.9 ± 4.9 16.3 ± 3.1 201.3 ± 30.6 94.6 ± 0.2 79.0 ± 7.9 

B. breve ORD0128 59.5 ± 3.9 89.1 ± 3.8 14.5 ± 3.5 199.2 ± 17.1 94.7 ± 0.4 76.7 ± 4.4 

B. breve ORD0134 54.7 ± 3.5 86.9 ± 6.0 13.4 ± 2.5 177.9 ± 25.2 94.6 ± 0.1 73.3 ± 2.9 

B. breve ORD0138 64.0 ± 4.2 89.3 ± 2.8 16.1 ± 3.5 199.7 ± 34.9 94.0 ± 0.2 78.5 ± 1.9 

B. bifidum ORD0202 32.6 ± 3.6 83.6 ± 6.4 8.0 ± 1.1 85.7 ± 41.6 88.9 ± 8.8 36.9 ± 21.1 

L. oris ORD0255 20.8 ± 4.2 77.5 ± 6.7 5.6 ± 2.3 81.1 ± 18.3 80.7 ± 6.4 33.7 ± 4.7 

B. breve ORD0294 56.8 ± 7.1 89.0 ± 1.4 14.6 ± 4.6 177.8 ± 19.1 93.9 ± 0.6 73.6 ± 5.1 

Tabla 17. Producción de CLA/CLNA y los respectivos isómeros producidos en Blemil Plus Forte-1 de 
las cepas seleccionadas. Los valores corresponden al promedio y la SD de tres experimentos. 

Las tasas de conversión de LNA dieron valores alrededor del 75%, excepto L. oris 

(ORD0255) y B. bifidum (ORD0202) donde se obtuvo un 33.7 y 36.9%, 

respectivamente. En todos los casos, el isómero predominante fue el cis9 trans11 cis15 

con aproximadamente el 90% de la cantidad total de LNA. B. longum subsp. longum 

(ORD 0084) y B. pseudocatenulatum (ORD 0105) no produjeron grandes cantidades de 

CLNA en la fórmula infantil comparadas con las otras cepas, obteniéndose valores de 

8,9% y 6%, respectivamente (Tabla 17). 

 

Gráfica 11. Producción de CLNA (ácido linolénico conjugado) de las cepas seleccionadas en la fórmula 
infantil Blemil Plus Forte-1. Los valores corresponden a los promedios y la desviación estándar (SD) de 
tres experimentos. 
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Es importante resaltar que la cantidad de CLA y CLNA producida en este medio, así 

como las tasas de conversión y la cantidad de los isómeros cis9 trans11 de CLA y cis9 

trans11 cis15 de CLNA fueron menores que los obtenidos en los medios RSM y 

MRSm; esto puede ser debido a que la leche de fórmula al ser un medio más complejo 

podría 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 observó que la formación del 

isómero cis9 trans11 de LA y el isómero cis9 trans11 cis15 del LNA fueron 

predominantes en todos los casos, esto puede deberse a que la formación de estos 

isómeros está más relacionada a la fase logarítmica del crecimiento celular de las cepas, 

mientras que los isómeros trans9 trans11 de CLA y trans9 trans11 trans15 del CLNA, 

están más 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 permitió que las bacterias llegaran a esta fase, con lo cual las cantidades 

detectadas de estos isómeros trans fueron más bajos (Gorissen et al., 2010). La enzima 

responsable de la conversión 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 conversión de los isómeros cis9 trans11 a trans9 trans11; sin 

embargo, trabajos realizados por Gorissen y col. en 2012 han concluido que esta 

conversión es más una reacción química que enzimática y por tanto no es llevada a cabo 

por la LAI. Las bifidobacterias parecen realizar dicha conversión en la fase estacionaria 

de crecimiento, cuando la LAI ya no estaría disponible, como reacción a las 

concentraciones crecientes de sustancias tóxicas (LA y LNA) (Gorissen et al., 2012). 

Por otro lado, existe un mecanismo de conversión de los isómeros cis a trans en cepas 

de los géneros Vibrio y Pseudomonas, lo que les permite cambiar su fluidez en la 

membrana en respuesta a un aumento de la temperatura o como adaptación a 

compuestos tóxicos, respectivamente (Heipieper et al., 2003). 

Los experimentos y resultados obtenidos en este trabajo han permitido desarrollar y 

patentar un método de producción de CLNA, en particular el cis9 trans11 cis15, a partir 

de LNA con altas tasas de conversión, en el cual estaban involucradas BAL y 

bifidobacterias (en concreto, cepas de B. breve, B. bifidum y L. oris) para promover su 

conversión en diferentes medios, incluyendo matrices alimentarias como es el caso de la 
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leche de fórmula, logrando de esta manera obtener un producto alimenticio enriquecido. 

La patente ha sido publicada bajo el número WO 2014/096352 A2. 

4.4.2. Evaluación de la actividad antimicrobiana de las cepas 
seleccionadas. 

Antes de evaluar la capacidad antimicrobiana de las cepas aisladas, se comprobó que el 

MRS (medio empleado para crecer las cepas probióticas y obtener los sobrenadantes 

testados) por sí solo, no tuviera ningún efecto inhibitorio sobre el crecimiento de los 

patógenos, ya que el medio óptimo de crecimiento de los patógenos empleados era el 

caldo Tripticasa de Soja (CASO). Para esto, se realizaron curvas de crecimiento 

utilizando cultivos de las cepas patógenas en caldo CASO con diferentes porcentajes de 

MRS y realizando siembras en placa a diferentes tiempos (Gráficas 12 y 13). Los 

resultados obtenidos, mostraron que la adición de los porcentajes probados de MRS al 

caldo CASO no afectaba el crecimiento de los dos patógenos. Para las pruebas de 

inhibición de crecimiento se usó la adición de un 15% de sobrenadante, que fue el 

porcentaje máximo probado. De forma paralela en cada experimento de inhibición de 

crecimiento, se realizó una curva control de crecimiento con cada patógeno. 

 

 

Gráfica 12. Curva de crecimiento en UFC/ml de S. aureus CECT4013 con diferentes porcentajes de 
MRS. Los resultados se expresan como la media del ln 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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Gráfica 13. Curva de crecimiento en UFC/ml de S. epidermidis CECT231con diferentes porcentajes de 
MRS. Los resultados se expresan como la media del ln de las UFC/ml de 6 placas ± SD. Los tiempos de 
muestreo que se analizaron, se simbolizan con un recuadro naranja. 

4.4.2.1. Evaluación de la actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus 
aureus CECT4013. 

Antes de realizar la evaluación de los diferentes sobrenadantes, se valoró la actividad 

antimicrobiana de los dos controles positivos. Estos controles, fueron aislados de dos 

productos que están orientados a madres que sufren de mastitis en la lactancia: el 

Lactanza® hereditum® contiene la cepa Lactobacillus fermentum CECT5716 

(comercializado en España) y Profutura™ mama que contiene la cepa Lactobacillus 

salivarius CECT5713 (comercializado en Alemania). Trabajos realizados por el grupo 

de Olivares y col. en 2006, determinaron mediante experimentos in vitro, que estas dos 

cepas mostraban una buena actividad antimicrobiana frente a diferentes patógenos, entre 

ellos, Staphylococcus aureus CECT4013, microorganismo involucrado en el desarrollo 

de la mastitis (Olivares et al., 2006). 

Como se observa en la gráfica 14A, el sobrenadante de L. salivarius CECT5713 tiende 

a inhibir el crecimiento de S. aureus CECT4013, 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 patógeno. 

Asimismo, se observó que a las 24 horas, los cultivos de S. aureus CECT4013 que 

crecieron con muestras que tenían los sobrenadantes tanto de L. salivarius CECT5713 

como de L. fermentum CECT5716, presentaron un incremento en sus recuentos, lo que 

podría suponer que aún se encontraban en fase logarítmica. El hecho de no haber 
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realizado un recuento posterior y que el tiempo transcurrido entre las dos últimas tomas 

de muestra es bastante amplio, no permitió confirmar este hecho; sin embargo, si se 

compara la curva de crecimiento del patógeno (S. aureus CECT4013 +15% MRS), 

respecto a las que tenían sobrenadantes, se podría decir que estos últimos tienen algún 

tipo de compuesto que estimula o mantiene el crecimiento del patógeno, alterando de 

alguna manera el ciclo celular normal de esta bacteria. 

En cuanto a las medidas de la DO600 (Gráfica 14B) se observó que el control de 

crecimiento del patógeno (S. aureus CECT4013 +15% MRS) mostró unos valores 

mayores, respecto a las muestras que tenían sobrenadantes. Esto puede deberse, a que 

este microorganismo al crecer en forma de racimos ocasiona que la medida de la DO600 

no sea precisa y en algunos casos exista una sobrestimación. Por otro lado, se observó 

que la muestra con el sobrenadante de L. salivarius CECT5713 tendía a unos valores un 

poco inferiores respecto al control de crecimiento del patógeno (S. aureus 

CECT4013+15% MRS), siendo la hora 6 donde se obtuvo una DO600 menor. 

 

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 decidió realizar medidas tanto de UFC/ml, como de DO600 del 

microorganismo patógeno crecido en caldo CASO, con 15% de sobrenadante 

neutralizado de cultivos de las diferentes cepas probióticas, pertenecientes al cepario de 

Laboratorios ORDESA. Se sabe que la medida de la DO600 no es del todo precisa, ya 

que esta técnica no permite diferenciar la viabilidad y/o estado metabólico 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 más adecuada a la hora de realizar una curva de 

crecimiento porque permite detectar la cantidad de células viables presentes en 

determinado período 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 óptimo (30-300 

UFC/ml). Así pues, se ha de considerar que estas dos técnicas se complementan, razón 

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 decidió emplear como único control positivo el sobrenadante de la cepa L. 

salivarius CECT5713 ya que se conseguían resultados más consistentes y duraderos en 

el tiempo. 
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Gráfica 14. A. Curvas de crecimiento en UFC de S. aureus CECT4013 con sobrenadantes (15%) de L. 
salivarius CECT5713 y L. fermentum CECT5716. Los resultados se expresan como la media del ln de 
UFC/ml de 8 placas ± SD. B. Curvas de crecimiento en DO600 de S. aureus CECT4013 con sobrenadantes 
(15%) de L. salivarius CECT5713 y L. fermentum CECT5716. Los resultados se expresan como la media 
del ln de tres lecturas ± SD. Los tiempos de muestreo que se analizaron se simbolizan con un recuadro 
naranja. 

 

Las cepas probióticas que se evaluaron en este cribado fueron la ORD0529, ORD0713 y 

ORD0714, todas ellas cepas de L. gasseri, ya que como se mencionó en el capítulo 

Material y Métodos, es una especie que ha sido descrita en la bibliografía, por tener un 

efecto inhibitorio frente a algunos de los patógenos evaluados en este trabajo. El hecho 

de utilizar sobrenadantes neutralizados para realizar los diferentes experimentos de 

inhibición, permitió descartar el efecto que podía tener el pH y de manera indirecta, la 

producción de ácidos orgánicos sobre el crecimiento del patógeno, para de esta manera, 

A. 

B. 
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evaluar otro tipo de compuestos producidos por las cepas probióticas con posible efecto 

antimicrobiano, como lo son la producción de peróxido de hidrógeno o bacteriocinas. 

 

Al evaluar los diferentes sobrenadantes, se observó que hubo una interacción 

significativa del tiempo sobre el logaritmo neperiano (ln) de las UFC/ml y asimismo 

hubo una interacción significativa del tiempo con el sobrenadante (Gráfica 15), 

observándose que a las 3 y 6 horas, el sobrenadante de la cepa ORD0529 fue la que 

mejor efecto de inhibición tuvo, ocasionando un retraso en el crecimiento del S. aureus 

CECT4013, comparado con las demás cepas evaluadas, incluyendo el control positivo 

(L. salivarius CECT5713). Asimismo, se observó que la fase logarítmica del cultivo en 

presencia de los diferentes sobrenadantes se mantenía al finalizar el experimento 

(24horas), por lo que es posible que exista algún tipo de metabolito secundario en los 

sobrenadantes, que actúe de buffer y evite que las células lleguen a la muerte celular, 

caso contrario que se observó en el cultivo sin presencia de sobrenadante. 

Trabajos realizados por Olivares y col. en 2006 demostraron, empleando la técnica de 

difusión en placa, que sobrenadantes ácidos de ciertas cepas, incluidos el de L. 

salivarius CECT5713 y L. fermentum CECT5716 eran efectivos frente a S. aureus 

CECT4013, sin embargo al neutralizar estos mismos sobrenadantes no pudieron 

detectar zonas de inhibición. Asimismo, dicho grupo de investigación, detectó que L. 

salivarius CECT5713 a pesar de ser catalasa negativa, era capaz de producir peróxido 

de hidrógeno (H2O2), hecho que no es extraño, ya que se ha sugerido que este tipo de 

microorganismos contienen flavoproteínas oxidasas, que catalizan la producción de 

H2O2 (Ocaña et al., 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 inhibición en cultivo. Sin embargo, es posible que no se hayan 

conseguido resultados bacteriostáticos o bactericidas empleando el sobrenadante de la 

cepa L. salivarius CECT5713, en este trabajo usado como control positivo, debido a la 

baja concentración de peróxido de hidrógeno presente o al bajo porcentaje de 

sobrenadante que se añadió al realizar los experimentos. 
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Gráfica 15. Curvas de crecimiento en UFC/ml de S. aureus CECT4013 con sobrenadantes (15%) de L. 
salivarius CECT5713, la ORD0713, la ORD0714 y la ORD0529. Los resultados se expresan como la 
media de tres experimentos independientes ± SD, p=<0.05. 
 

Respecto a las medidas de la DO600, así como ocurrió en los experimentos anteriores, no 

fueron equivalentes a las UFC obtenidas en los recuentos, ya que sólo 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 patógeno (Gráfica 16). 

Sin embargo, a las 24 horas todos los cultivos tuvieron una DO600 similar, caso 

contrario a lo que ocurrió con las UFC, hecho que puede deberse a que la medida de la 

DO600 no permite diferenciar entre células vivas y muertas, ni tampoco su estado 

metabólico. De esta manera, si un cultivo se encuentra en fase de muerte celular, sus 

células se pueden encontrar demasiado agregadas entre sí y obtenerse unos valores altos 

de DO600, pudiendo sobreestimar la cantidad de células vivas presentes en dicho cultivo. 

*

*

* 

* 
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Gráfica 16. Curvas de crecimiento de la DO600 de S. aureus CECT4013 con sobrenadantes (15%) de L. 
salivarius CECT5713, la ORD0713, la ORD0714 y la ORD0529. 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 inhibición frente al patógeno S. aureus CECT4013, por tanto se 

decidió realizar un experimento adicional usando dicho sobrenadante pero con una 

concentración de patógeno más baja (104 UFC/ml) y de esta manera determinar si se 

conseguía un mayor efecto negativo sobre el crecimiento de S. aureus CECT4013. En 

este caso, los resultados mostraron que el sobrenadante de la cepa ORD0529, 

comparado con el experimento anterior, tiende a retrasar mucho más el crecimiento del 

patógeno 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 crecimiento (S. aureus 

CECT4013 + 15% MRS); mientras que la tendencia del sobrenadante de L. salivarius 

CECT5713 (usado como control positivo) solo mostró este efecto en la hora 8, con una 

reducción de un logaritmo respecto al control de crecimiento del patógeno (Gráfica 

17A). En cuanto a los resultados de la DO600 (Gráfica 17B), se observó que no fue 

hasta la hora 8, y en algún caso a la hora 6, que empezó la fase exponencial del 

patógeno, considerando de esta manera que durante las horas previas existió una 

aparente fase de latencia, hecho que pudo deberse a que la concentración de células 

*

*

*

* 
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presentes se encontraba por debajo del límite de detección del espectrofotómetro (106-

107 UFC/ml), cuando realmente el cultivo se encontraba en fase logarítmica desde un 

comienzo, de acuerdo a los resultados obtenidos mediante recuento (UFC/ml). 

 

 

Gráfica 17. A Curvas de crecimiento en UFC de S. aureus CECT4013 con sobrenadantes (15%) de L. 
salivarius CECT5713 y ORD0529. Los resultados se expresan como la media del ln de UFC/ml de 8 
placas ± SD. B. Curvas de crecimiento en DO600 de S. aureus CECT4013 con sobrenadantes (15%) de L. 
salivarius CECT5713 y L. fermentum CECT5716. Los resultados se expresan como la media del ln de 
tres lecturas ± SD. Los tiempos de muestreo que se analizaron se simbolizan con un recuadro naranja. 

4.4.2.2. Evaluación de la actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus 
epidermidis CECT231. 

De la misma manera que en el experimento anterior, se evaluó el efecto de los 

sobrenadantes de los dos controles positivos, sobre el crecimiento de S. epidermidis 

CECT231. En este caso, como se muestra en la gráfica 18A, los datos obtenidos no nos 

permiten ver inhibición ni retraso del crecimiento del patógeno, ya que las curvas 

B. 

A. 
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obtenidas con adición de los sobrenadantes de los controles positivos son muy similares 

a la curva de crecimiento del patógeno. En cuanto a las medidas de la DO600 (gráfica 

18B), se evidencia nuevamente la poca sensibilidad de esta medida, ya que los valores 

que 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 concentración celular a estas horas se 

encontraba alrededor de 105UFC/ml, concentración que se encontraba por debajo del 

límite de detección del espectrofotómetro, generando de esta manera una pseudo fase de 

latencia. 

 

 

Gráfica 18. A Curvas de crecimiento en UFC de S. epidermidis CECT231 con sobrenadantes (15%) de L. 
salivarius CECT5713 y L. fermentum CECT5716. Los resultados se expresan como la media del ln de 
UFC/ml de 8 placas ± SD. B. Curvas de crecimiento en DO600 de S. epidermidis CECT231 con 
sobrenadantes (15%) de L. salivarius CECT5713 y L. fermentum CECT5716. Los resultados se expresan 
como la media del ln de tres lecturas ± SD. Los tiempos de muestreo que se analizaron se simbolizan con 
un recuadro naranja. 

B. 

A. 
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Sin embargo, teniendo en cuenta los trabajos realizados por Martin y col. en 2006, 

donde determinaron que la cepa L. salivarius CECT5713 inhibía el crecimiento de este 

patógeno, se decidió 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 

difusión en agar), diferente al sistema usado en este trabajo (técnica de inhibición en 

cultivo).  

Para realizar la actividad antimicrobiana frente a S. epidermidis CECT213, se decidió 

escoger sólo el sobrenadante de la cepa ORD0529 ya que fue la única que mostró 

actividad frente a S. aureus CECT4013, teniendo, incluso, un mejor efecto que el L. 

salivarius CECT5713, considerado el control positivo en estos experimentos. 

Los resultados no mostraron ninguna tendencia de efecto ni bacteriostático ni 

bactericida frente a S. epidermidis CECT213 por parte de ningún sobrenadante, ya que 

los recuentos fueron muy similares a los obtenidos con el patógeno sin adición de 

sobrenadante (control de crecimiento) (Gráfica 19A) y aunque en este caso, las tres 

curvas mostraron una tendencia de descenso en el recuento y no se observó ningún 

efecto potenciador de crecimiento ni efecto buffer, como en el caso del S. aureus 

CECT4013, el patógeno tuvo casi un logaritmo menos, comparado con los recuentos 

obtenidos con los diferentes sobrenadantes. De la misma forma, las medidas de la DO600 

(Gráfica 19B) tuvieron un comportamiento similar al de las UFCs, aunque a la hora 24, 

la DO600 del patógeno fue un poco mayor, esto pudo deberse a que este cultivo al 

encontrarse en fase de muerte, sus células podrían encontrarse agregadas y ocasionar de 

esta manera, unas medidas de DO600 mayores respecto a las que tenían sobrenadante. 

Es importante resaltar, que el grupo de Martin y col. en 2006, reportaron actividad 

antimicrobiana de L. salivarius CECT5713 frente a S. epidermidis CECT213 

empleando sobrenadantes ácidos, sin embargo cuando se emplearon sobrenadantes 

neutralizados (pH: 6,2), no se observó ningún tipo de efecto. Por lo tanto, no es 

sorprendente, que en este trabajo tampoco se obtuvieran resultados positivos con L. 

salivarius CECT5713. 
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Gráfica 19. A. Curvas de crecimiento en UFC de S. epidermidis CECT231 con sobrenadantes (15%) de 
L. salivarius CECT5713 y ORD0529. Los resultados se expresan como la media del ln de UFC/ml de 8 
placas ± SD. B. Curvas de crecimiento en DO600 de S. epidermidis CECT231 con sobrenadantes (15%) de 
L. salivarius CECT5713 y la ORD0529. Los resultados se expresan como la media del ln 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/ml del experimento previó, se observó que el 

crecimiento de S. epidermidis CECT213 era demasiado rápido, dónde a las 8 horas de 

cultivo, la fase exponencial de este patógeno finalizaba. Por lo tanto, se decidió evaluar 

una concentración más baja de patógeno y de esta manera obtener una mejor curva de 

crecimiento. De esta manera, se observó que todos los cultivos a las 24 tienden a 

permanecer en fase exponencial y no se evidenció ningún tipo de efecto antimicrobiano 

frente al patógeno, ni del control positivo (L. salivarius CECT5713) ni de la ORD0529. 

De hecho, las UFC obtenidas del cultivo sin adición de sobrenadante (control de 

crecimiento) tienden a ser más bajas, comparadas con los cultivos que tenían los 
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sobrenadantes, llegando a obtenerse recuentos de uno o incluso dos logaritmos más, en 

el caso de L. salivarus CECT5713, comparado con el cultivo sin adición de 

sobrenadante (control de crecimiento) (Gráfica 20A). Respecto a las lecturas de la 

DO600 (Gráfica 20B), se observó 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 

observó un crecimiento del patógeno. De esta manera, se evidenció que cuando se 

emplean concentraciones de inóculo muy bajas, la medida de la DO600 en estos 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. 

 

Gráfica 20. A. Curvas de crecimiento en UFC de S. epidermidis CECT231 con sobrenadantes (15%) de 
L. salivarius CECT5713 y la ORD0529. Los resultados se expresan como la media del ln de UFC/ml de 8 
placas ± SD. B. Curvas de crecimiento en DO600 de S. epidermidis CECT231 con sobrenadantes (15%) L. 
salivarius CECT5713 y la ORD0529. Los resultados se expresan como la media del ln de tres lecturas ± 
SD. Los tiempos de muestreo que se analizaron se simbolizan con un recuadro naranja. 

B. 

A. 



Resultados y discusión 

 

 
171 

4.4.2.3. Evaluación de la actividad antimicrobiana frente a Streptococcus 
mitis ATCC49456. 

Teniendo en cuenta que S. mitis, también es considerado un microorganismo causante 

de la mastitis, se decidió evaluar el posible efecto antimicrobiano de los diferentes 

sobrenadantes sobre este patógeno. En este caso en concreto, se decidió evaluar tanto el 

sobrenadante de L. salivarius CECT5713 como el de L. fermentum CECT5716, ya que 

no existen investigaciones in vitro que evidencien algún efecto antimicrobiano por parte 

de estas dos cepas frente a S. mitis, con lo cual no se tenía un control positivo para este 

ensayo. 

Los resultados de los recuentos (Gráfica 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 

observó una leve tendencia de descenso de la muestra con el sobrenadante de L. 

fermentum CECT5716, la disminución de las UFC obtenidas se mantienen dentro del 

mismo logaritmo. Respecto a las medidas de la DO600 (Gráfica 21B), las curvas fueron 

semejantes a las obtenidas con las UFC, incluyendo la hora 24 donde también se 

observó un ligero descenso de la muestra que contenía el sobrenadante de la cepa L. 

fermentum CECT5716. 
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Gráfica 21. A. Curvas de crecimiento en UFC de S. mitis ATCC49456 con sobrenadantes (15%) de L. 
salivarius CECT5713, L. fermentum CECT5716 y la ORD 0529. Los resultados se expresan como la 
media del ln de UFC/ml de 8 placas ± SD. B. Curvas de crecimiento en DO600 de S. mitis ATCC49456 
con sobrenadantes (15%) de L. salivarius CECT5713, L. fermentum CECT5716 y la ORD0529. Los 
resultados se expresan como la media del ln 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 decidió realizar una curva 

de crecimiento con una concentración más baja de inóculo inicial de patógeno y de esta 

manera, observar si teniendo una fase logarítmica más prolongada se conseguía algún 

tipo de efecto antimicrobiano por parte de los sobrenadantes. De los recuentos de UFC 

obtenidos (Gráfica 22A) no se observó ningún tipo de efecto antimicrobiano de los 

sobrenadantes respecto al control de crecimiento. Según la gráfica obtenida, 

aparentemente pasadas las 24 horas, todos los cultivos seguían en fase exponencial, sin 

embargo este hecho no se puede asegurar debido a que transcurrió un tiempo muy 

A. 

B. 
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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 determinarla (Gráficas 22A). Respecto a 

las medidas de la DO (Gráfica 22B) se observó que hasta las 8 no fue cuando comenzó 

la fase logarítmica 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 concentración de inóculo del patógeno era baja (102-

103UFC/ml). Sin embargo, teniendo en cuenta las medidas de la DO600 tampoco se 

observó algún tipo de efecto antimicrobiano por parte de los sobrenadantes. 

 

 

Gráfica 22. A. Curvas de crecimiento en UFC de S. mitis ATCC49456 con sobrenadantes (15%) de L. 
salivarius CECT5713, L. fermentum CECT5716 y la ORD0529. Los resultados se expresan como la 
media del ln de UFC/ml de 8 placas ± SD. B. Curvas de crecimiento en DO600 de S. mitis ATCC49456 
con sobrenadantes (15%) de L. salivarius CECT5713, L. fermentum CECT5716 y la ORD0529. Los 
resultados se expresan como la media del ln de tres lecturas ± SD. Los tiempos de muestreo que se 
analizaron se simbolizan con un recuadro naranja. 

B. 

A. 



Resultados y discusión 

 

 
174 

Aunque no se obtuvo ningún resultado positivo de los sobrenadantes, que retrasara o 

inhibiera el crecimiento de S. epidermidis CECT231 y S. mitis ATCC49456, es 

importante tener en cuenta, que la actividad antimicrobiana que pueden tener diferentes 

cepas, es un proceso multifactorial, en el que están involucrados, no solo la producción 

de ácidos orgánicos, H2O2 y bacteriocinas, sino también mecanismos de exclusión 

competitiva de receptores o nutrientes (Olivares et al., 2006)(Martín et al., 2005). Se ha 

descrito que el consumo de cepas probióticas durante la última etapa del embarazo y/o 

la lactancia incrementan la concentración de inmunoglobulina A (IgA) y del 

transforming growth factor (TGF-β2) 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 (Nikniaz et al., 2013). Asimismo, la 

exclusión competitiva local y la producción de sustancias antimicrobianas, también 

podrían explicar el control que tienen ciertos lactobacilos hacia las bacterias causantes 

de la mastitis. Este hecho, implicaría que una cepa de Lactobacillus debería ser capaz de 

alcanzar la glándula mamaria al momento de la ingestión, hecho que ya se ha 

evidenciado mediante la existencia de la ruta entero-mamaria, permitiendo una 

transferencia bacteriana del intestino materno a la glándula mamaria (Fernández et al., 

2016). 

Por otro lado, la actividad antimicrobiana más importante y mejor caracterizada en las 

BAL es la producción de ácidos orgánicos, principalmente ácido láctico 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 más alcalino e interfiere en las funciones metabólicas esenciales 

celulares. Los efectos tóxicos del ácido láctico y acético incluyen la reducción del pH 

intracelular y la disipación del potencial de membrana. Mientras que la actividad 

antimicrobiana del peróxido de hidrógeno ha sido atribuido al fuerte efecto oxidativo 

que ocasiona en la célula bacteriana y a la destrucción de las estructuras moleculares 

básicas de las proteínas celulares (Šušković et al., 2010) (Tejero-Sariñena et al., 2012). 
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4.4.3. Determinación de la producción de GABA (ácido gamma-
aminobutírico) de las cepas seleccionadas. 

4.4.3.1. Detección de la presencia de la enzima GAD (Glutamato 
descarboxilasa). 

La biosíntesis de GABA es una reacción en una etapa que implica la descarboxilación 

de glutamato de sodio a GABA que es catalizada por la enzima GAD, jugando esta 

conversión un papel importante en varias funciones del cerebro (Dhakal et al., 2012). 

Teniendo en cuenta que esta enzima es clave para la producción de GABA, se realizó 

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 contenía como sustrato, Monoglutamato de Sodio 

(MGS) en una solución hipertónica, compuesta de Cloruro de Sodio y EDTA, que 

actúan como agentes líticos desestabilizando la membrana plasmática y facilitando el 

contenido plasmático. De esta manera, si la cepa tenía la enzima GAD, esta sería 

inducida por el MGS, con lo cual se produciría GABA que sería 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 patógeno E. 

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 esta enzima (Tabla 

18). Los resultados positivos obtenidos, se confirmaron mediante la repetición de la 

prueba y fueron consistentes. 

La enzima GAD está presente en una amplia variedad de organismos de todos los 

reinos. En mamíferos, el glutamato es el principal excitador y el GABA el principal 

neurotransmisor inhibitorio, y su conversión 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 Ca2+. Mientras que en microorganismos, este 

sistema parece tener una función diferente a la de los vertebrados y estaría relacionada 

con la capacidad de conferir resistencia a la bacteria frente a condiciones ácidas. El 
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sistema GAD ha sido descrito como el mecanismo más importante en la alta resistencia 

a condiciones ácidas que tiene E. coli. Además, esta propiedad se puede considerar 

como un factor de virulencia o probiótico, ya que permite que patógenos o bacterias 

probióticas, respectivamente, puedan resistir las condiciones de pH extremadamente 

bajas, presentes en el estómago (Feehily & Karatzas, 2013) y sobrevivir al paso por el 

GIT. Se ha descrito que esta descarboxilasa en presencia del correspondiente 

aminoácido (ácido glutámico), es expresada durante la fase estacionaria de crecimiento 

y tras la acidificación del medio de crecimiento. Por lo tanto, se ha propuesto que la 

función biológica de esta enzima reside en un "mecanismo de neutralización 

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 osmótico o 

agotamiento de nutrientes, inducen la expresión de la enzima GAD en: cepas iniciadoras 

lácticas de L. lactis, S. thermophilus y Lactobacillus delbrueckii; cepas lácticas no 

iniciadoras como L. brevis, L. paracasei y L. plantarum, así como lactobacilos aislados 

del tracto gastrointestinal humano y animal (Papadimitriou et al., 2016). 

Cepa Especie Fuente de aislamiento GAD 

ORD0026 B. angulatum Heces maternas +++ 

ORD0410 B. adolescentis Heces maternas +++ 

ORD0106 B. adolescentis Heces maternas ++ 

ORD0119 B. adolescentis Heces maternas ++ 

ORD0208 B. adolescentis Heces maternas ++ 

ORD0459 B. adolescentis Heces de bebé ++ 

ORD0465 B. adolescentis Heces de bebé ++ 
ORD0010 B. adolescentis Heces maternas + 

ORD0109 B. adolescentis Heces maternas + 

ORD0210 B. adolescentis Heces maternas + 

ORD0216 B. adolescentis Heces maternas + 

ORD0227 B. adolescentis Heces maternas + 

ORD0360 B. adolescentis Heces maternas + 

ORD0368 B. adolescentis Heces maternas + 

ORD0378 B. adolescentis Heces maternas + 

ORD0458 B. adolescentis Heces de bebé + 

Tabla 18. Resultados de la prueba de detección 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. Determinación de la producción de GABA (ácido gama-
aminobutírico).  

De las 16 cepas positivas para la enzima GAD, se decidió evaluar sólo 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 acción de la enzima GAD que 

cataliza la α-descarboxilación del L-glutamato o sus sales tales, como Monoglutamato 

de Sodio (MGS), se decidió 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 concentración de GABA producida. Debido a que las 

cepas seleccionadas pertenecían al género Bifidobacterium, y que su fase logarítmica 

finaliza alrededor de las 48 h, se estableció incubar 24 horas más (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 producción de GABA a 

partir del MGS presente en el medio. 

En un primer análisis, se determinó tanto la concentración de GABA producida, como 

la del ácido glutámico que no fue consumido por la bacteria (Gráficas 23 y 24). De 

acuerdo a los valores obtenidos, se observó que la tendencia de las concentraciones de 

ácido glutámico y GABA eran inversamente proporcionales, es decir, el ácido 

glutámico presente en el medio disminuía a medida que era convertido en GABA y este 

aumentaba. Se ha descrito que existe un sistema GAD intracelular, compuesto por la 

enzima GAD y el antiporter glutamato:GABA, responsable de la producción 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 antiporter (Li et al., 2013). Se cree que el efecto 

protector del sistema GAD surge a través del consumo de un protón que se produce 

durante la reacción de descarboxilación del glutamato, lo que ayuda a mantener el pH 

del citoplasma cuando disminuye el pH externo. A pH neutro, la enzima GAD está 

localizada en el citoplasma, mientras que a condiciones ácidas se sitúa en la membrana, 

donde es capaz de trabajar de forma sinérgica con el antiporter glutamato:GABA 

(Karatzas et al., 2010). En las BAL y bifidobacterias el gen que codifica para la enzima 

GAD es el gadB y el que codifica para el antiporter glutamato:GABA es el gadC 



 

(Yunes et al,. 2016). Este operó

gadR, que reconoce la presencia de glutamato e induce la expresión de los genes 

(Li et al., 2013). 

Respecto a la concentración de GABA producida por las diferentes cepas seleccionadas, 

los datos obtenidos mostraron que en ausencia de MGS, las cepas tienden a producir 

una mínima cantidad de GABA, pero al aumentar la 

en todos los casos, el aumento fue directamente proporcional a la cantidad de GABA 

producida, evidenciando de manera indirecta, que en este caso no existe una represión 

por sustrato. 

Gráfica 23. Concentración de GABA de las cepas seleccionadas a partir de las diferentes concentraciones 
de MGS. Los datos se expresan como la media de tres lecturas ± SD.
 

Por otro lado, la cepa ORD

mostró una capacidad aparente 

Yunes y col. en 2016, quienes identificaron ciertas cepas de 

sistema GAD mediante la amplificación del gen 

GABA. La explicación a esto, 
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ácido gamma-aminobutírico

bacterianas (Yunes et al., 2016)
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. Este operón es regulado por la proteína GadR, codificada por 

, que reconoce la presencia de glutamato e induce la expresión de los genes 

Respecto a la concentración de GABA producida por las diferentes cepas seleccionadas, 

los datos obtenidos mostraron que en ausencia de MGS, las cepas tienden a producir 

una mínima cantidad de GABA, pero al aumentar la concentración de MGS, aunque no 

en todos los casos, el aumento fue directamente proporcional a la cantidad de GABA 

producida, evidenciando de manera indirecta, que en este caso no existe una represión 

Concentración de GABA de las cepas seleccionadas a partir de las diferentes concentraciones 
. Los datos se expresan como la media de tres lecturas ± SD. 

a cepa ORD0208 ( B. adolescentis) a pesar de tener la enzima GAD, no 

aparente para sintetizar GABA, hecho similar 

. en 2016, quienes identificaron ciertas cepas de L. fermentum

sistema GAD mediante la amplificación del gen gadB, pero no detectaron síntesis de

GABA. La explicación a esto, puede deberse a que el sistema GAD que posee

una mutación/deleción en el gen gadC que codifica el antiporter

aminobutírico, responsable de exportar el GABA de las c

2016). En nuestro estudio, se consideró a la cepa ORD0208, 

un control negativo, respecto a la producción de GABA, al no ser c
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Respecto a la concentración de GABA producida por las diferentes cepas seleccionadas, 

los datos obtenidos mostraron que en ausencia de MGS, las cepas tienden a producir 

concentración de MGS, aunque no 

en todos los casos, el aumento fue directamente proporcional a la cantidad de GABA 

producida, evidenciando de manera indirecta, que en este caso no existe una represión 
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exportarlo y por tanto no poder ser detectado en el sobrenadante, que en este caso, fue el 

que se usó para determinar las concentraciones de GABA producidas por las diferentes 

bacterias seleccionadas. Sin embargo, se observó para esta cepa

concentraciones de ácido glutámico 

obtenidos por las otras cepas, indicando de alguna manera 

buena productora de GABA, independientemente que no se

GABA al medio extracelular, ya que su consumo de MGS es muy bajo. 

Gráfica 24. Concentración de 
concentraciones de MGS. Los datos se expresan como la media de tres 

A pesar de que se detectó que las cepas eran capaces de utilizar el MGS para producir 

GABA, los resultados obtenidos fueron un tanto erráticos 

para hacer las diluciones de los sobrenadantes testados, ya que 

requerida (1/10000) se realizaron diluciones 1/100

segundo experimento, analizando los sobrenadantes de las mismas cepas probióticas 

testadas en el ensayo anterior,

seriadas 1/10) hasta alcanzar la dilución requerida (1/10000). 

En los resultados obtenidos en este segundo experimento, se observó de nuevo

tendencia inversamente proporcional entre las concentraciones de GABA y MGS
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y por tanto no poder ser detectado en el sobrenadante, que en este caso, fue el 

que se usó para determinar las concentraciones de GABA producidas por las diferentes 

Sin embargo, se observó para esta cepa (ORD0208)

concentraciones de ácido glutámico eran mucho mayores, comparado con los valores 

obtenidos por las otras cepas, indicando de alguna manera que dicha cepa no es una 

buena productora de GABA, independientemente que no sea capaz de exporta

GABA al medio extracelular, ya que su consumo de MGS es muy bajo. 

Concentración de ácido glutámico de las cepas seleccionadas a partir de las diferentes 
. Los datos se expresan como la media de tres lecturas ± SD. 

A pesar de que se detectó que las cepas eran capaces de utilizar el MGS para producir 

GABA, los resultados obtenidos fueron un tanto erráticos debido a la metodología usada 

para hacer las diluciones de los sobrenadantes testados, ya que para alcanzar la di

se realizaron diluciones 1/100. Por tanto, se decidió realizar un 

analizando los sobrenadantes de las mismas cepas probióticas 

testadas en el ensayo anterior, pero modificando la metódica de dilución 

seriadas 1/10) hasta alcanzar la dilución requerida (1/10000).  

En los resultados obtenidos en este segundo experimento, se observó de nuevo

proporcional entre las concentraciones de GABA y MGS

RD0106 y ORD0459 para la concentración de MGS de 30mg/ml

as concentraciones de GABA que se obtuvieron fueron más
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experimento anterior, evidenciando

obtención de unos resultados más fiables

menos obvio en el primer experimento.

negativo, en este caso la cepa ORD

producción de GABA, siendo iguales y de hecho

obtenidos en el ensayo anterior (

 

Gráfica 25. Concentración de GABA de las cepas seleccionadas a partir de las diferentes concentraciones 
de MGS. Los datos se expresan como la 
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evidenciando que la metódica de dilución utilizada, 

de unos resultados más fiables, con un claro efecto dosis/respuesta, algo 

menos obvio en el primer experimento. Por otro lado, se observó que el control 

e caso la cepa ORD0208, se mantuvo con unos valores mínimos de 

ndo iguales y de hecho en algunos casos, más bajos que los 

s en el ensayo anterior (Gráfica 25).  

Concentración de GABA de las cepas seleccionadas a partir de las diferentes concentraciones 
. Los datos se expresan como la media de tres lecturas ± SD. 

De acuerdo a los resultados obtenidos, las mejores cepas productoras de GABA fueron 

ORD0459, 0465 y 0410 (siendo todas B. adolescentis), aunque la cepa ORD0410 es 

la que a mayor concentración de MGS, mayor cantidad de GABA 

la ORD0026 (B. angulatum) fue con diferencia la mayor 

productora de GABA, produciendo más del doble de lo producido por cualquier

cepas evaluadas en este estudio. Comportamientos similares a los obtenidos en este 

estudio, fueron reportados en trabajos realizados por el grupo de Barret 

luaron la capacidad de producción de GABA de ciertas BAL

diferentes concentraciones de MGS, entre ellas cepas del género 

observaron que en algunas de las cepas evaluadas, la producción de 

aumentaba a medida que se aumentaba la concentración de MGS en el 
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medio. Sin embargo, las concentraciones de GABA que se obtuvieron en nuestro 

estudio con la cepa ORD0026 (B. angulatum), a priori, son mayores en algunos casos, 

comparado con los obtenidos por las cepas del grupo de Barret y col. en 2012. 

Teniendo en cuenta que de las 7 cepas productoras de GABA, 6 de ellas pertenecían a la 

especie B. adolescentis, se realizó un perfil comparativo de los RAPDs obtenidos, para 

de esta manera, determinar la similitud de los patrones de bandas que existía entre las 

diferentes cepas (Fig. 43). Se observó que la cepa ORD410 (carril 1), que fue la mayor 

productora de GABA dentro de los B. adolescentis evaluados, tenía 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 más 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 sucedió 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 último, 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 patrón de bandas diferentes, a pesar de 

producir concentraciones de GABA similares.  

 

Finalmente, se realizó un recuento de las UFCs obtenidas al finalizar las 72 horas de 

incubación, para así determinar si las diferentes concentraciones de MGS afectaban o no 

3 

Figura 43. RAPDs comparativos de las 7 cepas 
seleccionadas para el screening de producción de 
GABA. L : marcador 1,5 Kb 1: ORD0410. 2: 
ORD0106. 3: ORD0119. 4: ORD0208. 5: ORD0459. 
6: ORD0465. 7: ORD0026. Las cepas de los carriles 
1 al 6 corresponden a cepas de B. adolescentis y el 
carril 7 corresponde a la cepa B. angulatum. 
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el crecimiento de las cepas. En general se observó que todas las cepas alcanza

 UFC /ml, confirmando de alguna manera que las 24 horas de 

lograron someter las cepas a una condición de acidez

expresar la enzima GAD para la posterior producción de GABA

las diferentes concentraciones de MGS no afectaron el crecimiento de las 

En trabajos realizados por el grupo de Yunes y col

producción máxima de GABA se alcanzó pasadas las 72 y 48 h de incubación

bifidobacterias respectivamente, períodos correspondientes a las fases

estacionaria y muerte celular, por lo que plantean la hipótesis de que el aume

se produce a lo largo del crecimiento celular y

acumulación en el medio o a la expresión tardía del gen gadB. 

Asimismo, trabajos recientes llevados a cabo por Renes y col. en 2017 han comprobado 

incremento significativo, respecto a la producción de GABA, en cepas de 

que son incubadas 24 y 72 horas. Por lo tanto, diferentes factores, entre 

ellos el tiempo de incubación, pueden afectar la síntesis de GABA (Dhakal 

Recuentos de las cepas seleccionadas productoras de GABA finalizado el tiempo de 
incubación en las diferentes concentraciones de MGS (72h). Los datos se expresan como la media de la 
siembra de cuatro placas de agar ± SD. 

trabajos anteriores, Ventura y col. en 2009 reportaron que Bifidobacterium

poseía el sistema GAD, mientras que las demás cepas pertenecientes al género 

no lo tenían, de acuerdo a los genomas de las cepas de

hasta el momento. Pero tanto los resultados obtenidos en este 
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trabajo como los reportados por Yunes y col. en 2016, han demostrado que existen 

cepas del género Bifidobacterium, diferentes de B. dentium, concretamente B. 

adolescentis y B. angulatum, capaces de sintetizar GABA (Dyachkova et al., 2015) 

(Yunes et al., 2016). Presuntamente nuestras cepas poseen el sistema GAD, así como 

los genes gadB y gadC, necesarios para la síntesis y exportación de GABA en las 

bacterias, a falta de una demostración genética de la presencia de estos genes  

Asimismo, este estudio ha demostrado que la producción 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 

probióticas a partir de muestras de leche materna, heces maternas y heces de 

bebé, que han permitido crear una colección de cepas probióticas, propiedad de 

Laboratorios ORDESA S.L. 

- Se han aislado un total de 288 cepas, pertenecientes a los géneros Lactobacillus 

y Bifidobacterium con posible actividad probiótica, donde la especie 

mayoritariamente aislada en heces de madre lactante y leche materna ha sido 

Bifidobacterium longum subsp. longum y en heces de bebé, Bifidobacterium 

bifidum. 

- La realización de las pruebas bioquímicas API 50CH y API ZYM han permitido 

determinar los patrones de fermentación y las actividades enzimáticas 

características de las cepas aisladas, evidenciando que algunas de las especies 

como Bifidobacterium longum subsp. longum y Bifidobacterium breve son 

claros ejemplos de la adaptación intrínseca al GIT de este tipo de bacterias. 

- La caracterización genotípica utilizando la técnica RAPD y la secuenciación de 

un fragmento del gen 16s rARN de las cepas probióticas aisladas, han permitido 

valorar la biodiversidad encontrada dentro de las muestras empleadas, 

permitiendo diferenciar cepas probióticas dentro de una misma especie, 

mediante la utilización conjunta de árboles filogenéticos basados en la secuencia 

del gen 16s rARN y los patrones de bandas obtenidos mediante el uso de la 

técnica RAPD. Este análisis de la biodiversidad ha permitido también, establecer 

las diferencias de las cepas aisladas con cepas ya disponibles en el mercado. 

- Se han identificado 10 cepas (B. longum subsp. longum ORD0084, 

Bifidobacterium pseudocatenulatum ORD0105, B. breve ORD0123, B. breve 

ORD0124, B. breve ORD0128, B. breve ORD0134, B. breve ORD0138, B. 

breve ORD0294, Bifidobacterium bifidum ORD0202 y Lactobacillus oris 

ORD0255) capaces de crecer en presencia de ácido linoléico (LA) y ácido 

linolénico (LNA) y producir los respectivos ácidos grasos conjugados: (ácido 

linoléico conjugado (CLA) y ácido linolénico conjugado (CLNA)) en tres 

medios diferentes (caldo MRS, leche desnatada reconstituida (RSM) y fórmula 
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infantil Blemil Plus Forte-1). Los resultados mostraron que la producción 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 

producción de CLNA (isómero cis9 trans11 cis15) a partir de LNA con altas 

tasas de conversión (Patente: WO 2014/096352 A2). 

- El método de cribado utilizado en el presente trabajo para detectar la inhibición 

de crecimiento de diferentes patógenos ha permitido identificar que la cepa de L. 

gasseri ORD0529 es capaz de inhibir el crecimiento del patógeno 

Staphylococcus aureus CECT4013, 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 ORD0026, 

Bifidobacterium adolescentis ORD0106, B. adolescentis ORD0119, B. 

adolescentis ORD0208, B. adolescentis ORD0410, B. adolescentis ORD0459 y 

B. adolescentis ORD0465). Bifidobacterium angulatum ORD0026, es la cepa 

que 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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