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Campylobacter es considerado a escala mundial como el mayor patógeno bacteriano causante

de enfermedades gastrointestinales asociadas a alimentos, siendo las aves y en especial el pollo la

principal fuente de infección en humanos. Teniendo en cuenta que una gran parte de la producción

mundial de pollos se encuentra contaminada con el patógeno y debido a la reciente prohibición en la

Unión Europea de los antibióticos promotores del crecimiento en la alimentación animal, resulta

fundamental la búsqueda de nuevas estrategias naturales que permitan disminuir la incidencia de esta

bacteria en la cadena alimentaria, primordialmente en su principal hospedador. Se cree que la habilidad

de Campylobacter de establecerse en el tracto gastrointestinal de los pollos conlleva su adherencia,

primero a la capa de mucus que recubre el intestino y posteriormente, a las células epiteliales

intestinales. Como paso final, una vez adherida de manera específica e irreversible, la bacteria debe

invadir dichas células. Debido a lo anterior, el uso de agentes que logren evitar la adherencia y/o

invasión del patógeno a nivel del hospedador, resulta una opción de interés en la lucha contra

Campylobacter. Otra estrategia alternativa a valorar es la inclusión en la dieta de bacterias probióticas

capaces de competir por nutrientes y por los sitios de adherencia en el mucus y las células, de producir

sustancias nocivas contra el patógeno y de modular la respuesta inmune. De igual manera, el uso de

compuestos antimicrobianos de origen natural en la alimentación de los pollos parece ser otra

estrategia alternativa para afrontar este problema. En el presente trabajo se estudiarán las diferentes

estrategias mencionadas, encaminadas a lograr la erradicación o la disminución de la presencia de

Campylobacter en pollos, con miras al control de este patógeno dentro de la cadena alimentaria

humana.



Capítulo

1

Introducción



1.1. Campylobacter

1.1.1. Características fundamentales

Campylobacter es considerado como el agente microbiano más común causante de

enfermedades diarreicas bacterianas asociadas a los alimentos (Levin, 2007; Crushell et al., 2004;

WHO, 2002; Allos, 2001; Allos y Blaser, 1995), excediendo los casos encontrados para Salmonella,

Shigella y E. coli O157:H7 (Allos, 2001). Se cree que este patógeno podría ser responsable de entre

400 y 500 millones de casos de gastroenteritis anualmente en todo el mundo (Friedman et al., 2000).

El género Campylobacter comprende 17 especies, 14 de las cuales han sido asociadas a

enfermedades en humanos, y entre éstas, C. jejuni y C. coli suman más del 95% de las infecciones

ocasionadas por este género (Park, 2002; Lastovica y Skirrow, 2000). Los miembros del género

Campylobacter se caracterizan por ser bacilos Gram negativos, con forma curvada en espiral y con uno

o dos flagelos polares. Campylobacter posee un movimiento característico que se asemeja al de un

sacacorchos, que le permite movilizarse en la capa mucosa que recubre las paredes del tracto

gastrointestinal y que generalmente paraliza a otros bacilos móviles (Altekruse et al.,1999; Shigematsu

et al., 1998).

Una característica común en los patógenos asociados a los alimentos es que suelen ser

organismos resistentes a las tecnologías utilizadas para la conservación de éstos, debido a la

necesidad de sobrevivir bajo las condiciones adversas impuestas por el procesamiento y la aplicación

de aditivos. A diferencia de estos, Campylobacter posee numerosos requerimientos de crecimiento y

una sensibilidad inusual al estrés ambiental. De forma paradójica, a pesar de ser el patógeno

bacteriano asociado a alimentos de mayor incidencia, Campylobacter parece carecer de muchas de las

respuestas adaptativas que pueden estar relacionadas con la resistencia al estrés presente en otros

patógenos de alimentos (Park, 2002).

Entre sus requerimientos de crecimiento, el más característico es su condición de microaerófilo,

ya que crece óptimamente en atmósferas con 5% O2, 85% N2 y 10% CO2 (Altekruse et al., 1999).

Además de lo anterior y a pesar de ser un microorganismo termófilo, con temperaturas óptimas de

crecimiento entre 37º C y 42º C, es sensible a las altas temperaturas y no es capaz de sobrevivir en

alimentos pasteurizados o adecuadamente cocinados (Altekruse et al., 1999; Tauxe, 1992).

Campylobacter es muy sensible a la desecación y al estrés osmótico, por lo que no sobrevive en



ambientes secos ni a concentraciones de cloruro de sodio mayores a 2% (Fernandez et al., 1985;

Doyle y Roman, 1982; Blaser et al., 1980).

Son justamente estas características las que restringen la capacidad de multiplicación de este

microorganismo fuera del animal hospedador y, a diferencia de la mayoría de los patógenos

alimentarios, no es capaz de multiplicarse en los alimentos durante su procesamiento o

almacenamiento (Fernandez et al., 1985).

1.1.2. Sintomatología y terapia en humanos

El espectro clínico de la enfermedad entérica ocasionada por Campylobacter, principalmente

por C. jejuni y C. coli, varía de diarrea severa inflamatoria a diarrea moderada no inflamatoria. La

severidad de los síntomas depende tanto de la cepa contaminante como del estado físico del

hospedador.

A pesar de ser autolimitante en la mayoría de los casos, la infección con Campylobacter puede

acarrear graves complicaciones. Se ha visto la aparición de algunas secuelas derivadas de la infección

con este patógeno como el síndrome Guillian-Barré (Susuki et al., 2004), el síndrome de Reiter o la

artritis reactiva (Crushell et al., 2004; Hannu et al., 2004).

Las terapias antimicrobianas son necesarias en pacientes con enteritis severas o prolongadas

(especialmente neonatos y ancianos), septicemias y cuando se observan manifestaciones extra-

intestinales. Entre los antibióticos que más se usan en esta terapia, se incluyen ciprofloxacina (Oldfield

y Wallace, 2001) y eritromicina (Hakanen et al., 2003).

Los crecientes incrementos en la tasa de infecciones por Campylobacter causadas por cepas

resistentes a antibióticos hace que la terapia de estas enfermedades sea aún más difícil (Murphy et al.,

1996; Piddock, 1995).

1.1.3. Transmisión y epidemiología

En humanos, las infecciones por Campylobacter son generalmente resultado de la ingesta de

alimentos contaminados de origen animal, siendo las aves, en especial el pollo, su principal reservorio,



aunque también puede encontrarse en otras aves de corral, ganado bovino, porcino y ovino, en

animales y aves silvestres, y en mascotas (Lee y Newell, 2006; Martinez-Rodriguez et al., 2004;

Stanley y Jones, 2003; Friedman et al., 2000).

Se ha visto que gran parte de la producción mundial de pollos se encuentra contaminada con

Campylobacter (Willis y Murray, 1997; Stern y Line, 1992). Algunos estudios demuestran que más del

98% de los productos derivados de pollos crudos encontrados en establecimientos comerciales pueden

estar contaminados con esta bacteria (Hanninen et al., 2000; Jacobs- Reitsma, 2000; Pearson et al.,

2000; Madden et al., 1998). De igual forma, en estudios realizados en EE.UU. se ha determinado que

cerca del 90% de las plantas productoras de pollos se encuentran contaminadas con Campylobacter

(Stern et al., 2001). En Europa, por otra parte, se ha visto que la presencia de este patógeno en este

tipo de plantas es de 18-90%, siendo menor su incidencia en el norte del continente, por razones

desconocidas (Newell y Fearnley, 2003).

La contaminación cruzada debida a la manipulación inadecuada de los alimentos a nivel

doméstico es una fuente importante de infección (Mattick et al., 2003; Allos, 2001). A pesar de que el

proceso de congelación de carnes contaminadas reduce significativamente su supervivencia

(Humphrey y Cruickshank, 1985), este patógeno ha podido ser aislado de productos previamente

congelados (Fernandez et al., 1985).

Estudios epidemiológicos realizados por la FAO (FAOSTAT, 2006) indican que existe una

relación lineal entre la presencia de Campylobacter en pollos y la incidencia de campilobacteriosis en

humanos, por lo tanto, una reducción en la infección de los pollos debería contribuir efectivamente a

una reducción substancial en la incidencia de la enfermedad en humanos (WHO, 2001).

La mayoría de las enfermedades causadas por Campylobacter en humanos corresponden a

casos aislados y los brotes epidémicos son poco frecuentes y suelen estar asociados al consumo de

leche no pasteurizada o de aguas contaminadas (Figura 1.1.) (Ketley, 1999; Skirrow, 1991; Humphrey y

Cruickshank, 1988; Blaser et al., 1987).

Se cree que los casos de campilobacteriosis a nivel mundial constituyen únicamente una

fracción pequeña de los existentes, debido principalmente a que en muchos países, como es el caso

de España, no es obligatoria su declaración, además de las dificultades en el diagnóstico del patógeno

y a que en numerosos casos sus síntomas son moderados y no requieren de la intervención médica

(Butzler, 2004).



La epidemiología de Campylobacter es diferente en países en vías de desarrollo que en los

industrializados. En los primeros, las infecciones asintomáticas son comunes en niños y adultos,

mientras que en los países industrializados este tipo de infecciones es poco común. En los países en

vías de desarrollo encontrados en áreas tropicales las infecciones por Campylobacter son endémicas

entre los niños, especialmente en los menores de 2 años (Allos, 2001). El número de casos

diagnosticados en países no industrializados es menor que los de los países desarrollados. A pesar de

la escasez de casos, se ha visto que Campylobacter es el segundo patógeno aislado de las heces de

pacientes con gastroenteritis en Barbados (Workman et al., 2005), mientras que en Sudáfrica se ha

observado una alta incidencia del patógeno entre la población infantil menor de 2 años (Samie et al.,

2007; Richardson et al., 1983).

Figura 1.1. Ciclo de transmisión de Campylobacter a humanos (Young et al., 2007).

En EE.UU. Campylobacter es detectado con más frecuencia que Salmonella y Shigella juntos

(Centre for Disease Control and Prevention, 1999), con un total estimado de entre 2,1 y 2,4 millones de

casos al año (CDC, 2007). En Inglaterra y Gales los datos de infecciones al año por Campylobacter

ascienden a 85 casos por cada 100.000 habitantes, aunque se cree que el número real de infecciones

es cercano a 1100 por cada 100.000 habitantes (HPA, 2009). En Holanda se han detectado hasta 56

casos por cada 100.000 habitantes entre 2000 y 2004 (Van Hees et al., 2007). Campylobacter también



ha sido reconocido como el mayor causante de diarrea bacteriana en los países del norte de Europa

(Vierikko et al., 2004; Rautelin y Aniñen, 2000; Kapperud et al., 1992), llegándose a registrar en

Finlandia durante 1999, hasta 101 casos de campilobacteriosis por cada 100.000 habitantes (Vierikko

et al., 2004).

Según la agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), la campilobacteriosis es la

enfermedad de origen animal que con más frecuencia ataca a los europeos, seguida por la

salmonelosis y la listeriosis. Según el último informe, se registraron en Europa 200.507 casos en 2007,

lo que corresponde a 11,4 casos por cada 100.000 habitantes. Lo anterior supone un aumento del

14,2% con respecto a los casos del año 2006 (EFSA, 2007).

Aunque en España el Centro Nacional de Epidemiología lleva a cabo la identificación y control

de microorganismos implicados en infecciones, los datos registrados para Campylobacter no

corresponden al total de casos reales. A pesar de que las limitaciones propias del sistema de registro e

información, se ha podido determinar que en nuestro país los dos principales patógenos bacterianos

relacionados con el consumo de alimentos son Campylobacter y Salmonella (Centro Nacional de

Epidemiología, 2008).

Según el Boletín Epidemiológico de la Comunidad de Madrid, los patógenos bacterianos

declarados más frecuentemente son Salmonella pyogenes (17% de los casos), Campylobacter jejuni

(11%) y Salmonella enteritidis (9%), siendo responsables de aproximadamente el 40% del total de los

agentes infecciosos identificados. Las infecciones gastrointestinales son el motivo de consulta del 50%

de las muestras analizadas, procediendo el 64% de ellas de laboratorios hospitalarios. De dichas

muestras, los patógenos más frecuentemente aislados son Salmonella (34% de los casos),

Campylobacter (26%) y algunos parásitos (22%) (Comunidad de Madrid, 2003).

A pesar de esto, en España los datos provenientes de estudios independientes dirigidos a

determinar las características epidemiológicas de Campylobacter, son escasos (Luquero et al., 2007).

Por ejemplo, en un estudio realizado en Valladolid entre los años 2000 y 2004 se observó que la tasa

de infección por Campylobacter en esa región es mayor en niños menores de 5 años y en los hombres,

con un número de casos al año de 1797-1890 y 97-102 por cada 100.000 habitantes, respectivamente

(Luquero et al., 2007). De manera similar, se estimó la incidencia poblacional de las infecciones

intestinales esporádicas diagnosticadas en Castellón durante el año 2000 y se determinó que

Campylobacter presenta las tasas mayores (115 por cada 100.000 habitantes), seguido de los rotavirus

(94,7) y Salmonella (83) (Bellido et al., 2003). En Málaga, por otra parte, observó que el 64 % de los



pacientes adultos ingresados en clínicas privadas por gastroenteritis aguda bacteriana corresponde a

infecciones por C. jejuni, mientras que Salmonella únicamente es causante del 36% de los casos

(Rodríguez et al., 2001). En Huesca, sin embargo, el número de infecciones declaradas para

Salmonella es mayor que el de las ocasionadas por Campylobacter, este último con índices de

infección registrados de 95 y 80 por cada 100.000 habitantes, respectivamente (Pérez-Ciordia et al.,

2001).

1.1.4. El pollo como principal reservorio de Campylobacter en la cadena alimentaria

humana

A pesar de constituir un importante patógeno en humanos, por razones aún desconocidas, la

mayor parte de las veces Campylobacter se comporta como comensal en aves, es decir, no parece

ocasionar efectos beneficiosos ni adversos en las aves (Young et al., 2007; Newell y Fearnley, 2003;

Sahin et al., 2001; Falk et al., 1998; Cawthraw et al., 1994).

La presencia de este microorganismo se encuentra extendida en la naturaleza y forma parte de

la microbiota intestinal de gran cantidad de aves y mamíferos tanto domésticos como salvajes, y su vía

de transmisión más común viene dada por la contaminación de la superficie de la carne con material

fecal durante la matanza (Newell y Fearnley, 2003; Harris et al., 1986).

La coprofagia es presumiblemente un factor determinante en la diseminación del

microorganismo en la granja. La transmisión de pollo a pollo es extremadamente rápida y una vez que

un individuo es colonizado, prácticamente el 100% de los pollos presentes en la planta son

contaminados en unos pocos días (Miflin et al., 2001; Shreeve et al., 2000). Experimentalmente, la

dosis de C. jejuni requerida para una colonización efectiva en pollos puede llegar a ser tan baja como

40 ufc/mL (Kothary y Babu, 2001).

Se ha visto que este patógeno coloniza principalmente el intestino de las aves y se piensa que

el proceso de infección en éstas depende de dos características fundamentales: la motilidad, que le

permite atravesar la barrera de la mucosa intestinal, y la respuesta quimiotáctica, que direcciona al

microorganismo a sitios específicos en el tracto gastrointestinal para que ocurra la invasión celular

(Hugdahl et al., 1988).



El alimento entra al organismo de las aves a través de la boca y es dirigido por medio del

esófago hasta el buche, donde es almacenado y se da inicio al proceso digestivo (Figura 1.2.).

Posteriormente, pasa al estómago y de allí al intestino delgado a través del píloro, llegando al duodeno.

La parte restante del intestino delgado se encuentra divida en dos secciones denominadas yeyuno e

íleon. El intestino delgado es el lugar donde se lleva a cabo la mayor parte del proceso digestivo y de la

absorción de nutrientes en aves (Hoffmann y Volker, 1969; Ede, 1966).

Figura 1.2. Esquema del sistema digestivo del pollo (Damerow, 1994).

Al final del intestino delgado se distinguen dos ciegos, lugar donde se degrada la celulosa por

acción de la microbiota intestinal. A continuación se distingue el intestino grueso, el cual se encuentra

muy reducido en aves, en comparación con los mamíferos. En éste se ubica el colon, lugar donde se

realiza la absorción de agua y proteínas de los alimentos que allí llegan. El tracto digestivo de las aves

termina en la cloaca, donde el material fecal es acumulado hasta su expulsión al exterior a través del

ano (Swenson, 1999).
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En términos generales se puede decir que Campylobacter entra en el organismo del

hospedador en asociación con el agua o la comida, supera la barrera ácida del estómago y coloniza los

tejidos epiteliales y conectivos del sistema gastrointestinal (Campbell et al., 1987).

El primer contacto que tiene la bacteria con los tejidos del hospedador ocurre en el mucus, que

es una capa que recubre las células epiteliales intestinales, cuya principal función es proteger el epitelio

de daños ocasionados por acción química, enzimática, física y bacteriana (Montagne et al., 2004).

A pesar de que la estrategia usada por Campylobacter para colonizar el tracto intestinal del

pollo todavía no ha sido completamente elucidada (Van Deun et al., 2008), se cree que después de

atravesar la capa de mucus, la bacteria se adhiere a la superficie de los apéndices, denominados

microvellos, ubicados en los bordes de cepillo de las células (Figura 1.3.), para luego proceder a la

invasión celular (Crushell et al., 2004; Ketley, 1999). Cabe destacar que en el pollo, dicha invasión no

se ve acompañada por necrosis o apoptosis de las células intestinales ni por inflamación intestinal (Van

Deun et al., 2008).

Figura 1.3. Esquema de las células epiteliales intestinales del pollo.

Se cree que una vez que el patógeno ha colonizado las células intestinales es capaz de

atravesar el epitelio para acceder a los tejidos más internos usando vías tanto transcelulares como

paracelulares, permitiendo su diseminación por el organismo del hospedador, a pesar de su
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incapacidad para proliferar intracelularmente (Van Deum et al., 2008; Friis et al., 2005; Konkel et al.,

2001).

Al igual que ocurre en pollos, en humanos, una vez que el patógeno es ingerido, debe

atravesar la capa de mucus que recubre el intestino para poder adherirse a las células epiteliales

intestinales e invadirlas, dando inicio al proceso de patogénesis (Konkel et al., 2001).

Los mecanismos específicos de adhesión e invasividad de Campylobacter aún no han sido

totalmente esclarecidos, aunque la reciente dilucidación de la secuencia completa del genoma de C.

jejuni ha aumentado las oportunidades de investigación de las bases moleculares de la invasión (Friis

et al., 2005; Parkhill et al., 2000). De igual manera, todavía no se conocen las diferencias entre aves y

humanos, que ocasionan que esta bacteria resulte patógena para estos últimos pero no para las

primeras.

1.1.5. Adherencia de Campylobacter a los epitelios intestinales

Como se ha mencionado, el primer contacto que tiene Campylobacter con el hospedador, ave

o humano, ocurre en la mucosa intestinal. El patógeno logra adherirse a los componentes que

conforman la capa de mucus, pasando a compartir nicho con las numerosas bacterias que conforman

la microbiota intestinal. Cuanto mayor es el número de bacterias que logran adherirse y atravesar esta

capa, más grande será la probabilidad de que entren en contacto con las células epiteliales y sean

capaces de unirse a ellas.

Una vez que el microorganismo traspasa la capa de mucus, se encuentra con las células

epiteliales intestinales. Se ha descrito que la adherencia de Campylobacter a estas células es un

componente esencial para la invasión del patógeno (Friis et al., 2005; Parkhill et al., 2000). La adhesión

celular es un proceso reversible, complejo, que se encuentra influenciado por numerosos factores y que

consta fundamentalmente de dos etapas. En la primera, se lleva a cabo una adhesión inespecífica y

reversible, basada en interacciones hidrofóbicas y electrostáticas, que es seguida por una segunda

etapa, en la que se lleva a cabo una unión irreversible y específica (Konkel et al., 1997; Busscher y

Weerkamp, 1987; Beachey et al., 1981).

Es conocido que para que ocurra la adherencia específica de un patógeno a una célula

hospedadora se requiere de receptores, por lo general formados por glicoproteínas o glicolípidos, que



se encuentran en la superficie celular del hospedador, y de adhesinas, que son componentes

macromoleculares y típicamente proteicos de la superficie celular bacteriana, y que interactúan con la

parte glucídica de los receptores del hospedador. Las adhesinas y los receptores suelen interactuar de

manera complementaria y específica (Finlay y Falkow, 1989), aunque por lo general cada patógeno es

capaz de expresar más de un tipo de adhesina (Ofek et al., 2003).

La especificidad de las adhesinas por un determinado carbohidrato tiene un rol dual: en primer

lugar determina el rango de hospedadores que el patógeno es capaz de colonizar y en segundo lugar

establece el lugar al cual el patógeno se adhiere (Zopf y Roth, 1996).

Algunas evidencias previas sugieren que la adherencia de Campylobacter a la célula

hospedadora es un proceso de varios pasos que está mediado por una serie de interacciones

adhesina-receptor (Crushell et al., 2004).

Se ha descrito también que la adhesión de Campylobacter a las células epiteliales se ve

favorecida por diversos componentes, especialmente por las glicoproteínas de pared (Karlyshev et al.,

2004), y por algunas proteínas codificadas por genes como flaA (Newell et al., 1985), cadF (Ziprin et al.,

2001), ciaB (Rivera-Amill et al., 2001) y pldA (Ziprin et al., 2001).

Aunque se cree que cada uno de estos componentes tiene un papel determinado en la

adhesión bacteriana y en la organización de los elementos del citoesqueleto, ninguno de ellos parece

ser esencial para lograr una adhesión irreversible (Friis et al., 2005).

El modelo de adherencia e invasividad descrito para bacterias enteropatógenas expone que

estos microorganismos pueden adherirse de manera reversible o irreversible a la célula hospedadora,

pero solamente aquéllas que logran adherirse de manera irreversible podrán invadir posteriormente

(Jones et al., 1981).

1.1.6. Invasión celular

Una vez que Campylobacter se adhiere de manera irreversible a las células epiteliales

intestinales, se da inicio a una cascada de señales trasduccionales en el hospedador que conllevan a

una reorganización del citoesqueleto de las células entéricas, la que permite que el patógeno sea



capaz de atravesar la membrana celular y sea internalizado mediante un proceso denominado invasión

(Zhu et al., 2006).

Se cree que la invasión de este patógeno a las células hospedadoras se encuentra mediada

por la producción de sustancias extracelulares por parte de la bacteria, denominadas invasinas,

capaces de afectar los mecanismos de defensa del hospedador (Ketley, 1999) y que se encuentran

codificadas por diferentes genes, principalmente el ciaB (Rivera-Amill et al., 2001) y el pldA (Zhu et al.,

2006; Ziprin et al., 2001, Grant et al., 1997).

Se ha visto que las bacterias que han logrado invadir con éxito la célula epitelial pueden

encontrarse libres en el citoplasma de la célula hospedadora o en el interior de vesículas recubiertas

por membranas (Wooldrige y Ketley, 1997; Russell et al., 1993). Una vez que ha ocurrido la invasión,

Campylobacter es capaz de sobrevivir por largos períodos de tiempo dentro del epitelio celular hasta

que las condiciones ambientales sean óptimas para la inducción de una respuesta citotóxica (Konkel et

al., 2001).

La capacidad para invadir tejidos es una variable fenotípica en Campylobacter y se ha visto que

puede ser útil para la clasificación de la severidad de la enfermedad, ya que las cepas más invasoras

suelen ser aquéllas más patógenas (Fauchere et al., 1986; Newell y Pearson, 1984).

1.2. Control de Campylobacter en la alimentación animal

Durante los últimos 50 años, los aditivos se han utilizado como complemento en la dieta de

animales destinados al consumo humano, con el fin de prevenir ciertas enfermedades y aumentar la

eficiencia en la producción (White et al., 2002). La gama de aditivos utilizados es muy amplia e incluye

sustancias tan diversas como complementos alimenticios, enzimas o agentes promotores del

crecimiento (APC).

Los APC reducen la incidencia de enfermedades, aumentan la eficiencia en la utilización de los

alimentos y mejoran significativamente la ganancia de peso de los animales, debido principalmente a

que ocasionan modificaciones de los procesos digestivos y metabólicos.

A escala comunitaria, las disposiciones administrativas, legislativas y reglamentarias en

relación con los aditivos utilizados en la alimentación animal se recogen en la directiva 70/524/CE del



Consejo de la Unión Europea y en sus posteriores modificaciones, en las cuales se ha promulgado la

prohibición total del uso de los APC a partir del primero de enero de 2006 (Unión Europea, 2003; Unión

Europea, 1970). Dicha prohibición está basada esencialmente en la peligrosidad de estas sustancias

debido a su posible efecto residual y a su capacidad de ocasionar resistencias cruzadas con los

antibióticos utilizados en medicina humana (National Research Council, 1999).

La prohibición del uso de APC podría tener repercusiones sobre la salud pública, ya que la

supresión de estas sustancias con actividad antimicrobiana puede provocar un aumento en la

incidencia de determinadas patologías en los animales y su consiguiente transmisión a los

consumidores. Sin embargo, estos inconvenientes podrían paliarse si se encuentran alternativas

eficaces al uso de los antibióticos, es decir, compuestos que ejerzan un efecto positivo sobre la

producción animal, que no signifiquen un riesgo para la salud humana, animal o para el medio

ambiente, y que sean económicamente rentables para ser empleados a gran escala.

Lo anterior ha ocasionado en los últimos años un aumento en los estudios dedicados a la

búsqueda de alternativas para los APC, la mayor parte enfocados hacia la inclusión en la dieta de los

animales de sustancias capaces de interferir en la colonización de los patógenos (Lee et al., 2002; Lee

y Puong, 2002; Ishihara et al., 2000; Schoeni y Wong, 1994).

1.3. Estrategias encaminadas a disminuir la incidencia de Campylobacter

La solución al problema de la contaminación de los pollos por Campylobacter debe ser

económicamente rentable, realista, y estar amparada por el sistema legislativo, además de ser

aceptada por el consumidor (Greathead, 2003). Un logro obviamente deseable es la reducción de los

niveles de este patógeno al final del procesado del animal. En este sentido, se ha visto que la

aplicación de medidas higiénicas puede disminuir o retrasar la infección por Campylobacter en pollos,

pero no resulta suficiente como para erradicar al patógeno (Evans, 1992).

Se cree que la irradiación de las canales de pollo o los lavados con agentes químicos de las

mismas podría llegar a ser una de las soluciones más efectivas contra este problema, sin embargo, su

aplicación por el momento no es aceptada por el consumidor por ser considerada una técnica poco

segura (Butzer, 2004; Whyte et al., 2001).



En la actualidad se encuentran bajo desarrollo diversas estrategias encaminadas a la

disminución en los niveles de colonización de los pollos por parte de la bacteria como medio para

controlar la infección en humanos (ACMSF, 1992).

Probablemente la técnica más efectiva para evitar la colonización de enteropatógenos en pollos

destinados al consumo humano sea la cría de los animales en condiciones de esterilidad, sin embargo,

en la práctica, el precio de esta práctica resultaría incosteable (Barrow y Page, 2000).

A pesar de ser ampliamente utilizada contra otros patógenos, la vacunación no constituye hoy

en día una estrategia factible contra Campylobacter, ya que su empleo hasta el momento no ha sido

exitoso (Rice et al., 1997; Khoury y Meinersmann, 1995; Noor et al., 1995). Lo anterior es debido

principalmente a que los pollos no viven lo suficiente como para lograr una respuesta inmune efectiva

(Swayne et al., 2000; Sharma y Burmester, 1982) y a que en muchos casos Campylobacter no resulta

patogénico para ellos.

Diversos autores han estudiado el uso de bacteriófagos específicos contra Campylobacter en la

alimentación de pollos (Carrillo et al., 2005; Connerton et al., 2005; Wagenaar y Snijders, 2004; Goode

et al., 2003), sin embargo su empleo a nivel industrial presenta grandes limitaciones como son el

desarrollo de resistencia bacteriana y el peligro que puede suponer la liberación de estos fagos al

ambiente (Goode et al., 2003).

La inclusión en la dieta de los pollos de bacterias definidas capaces de producir efectos nocivos

sobre los microorganismos patógenos, pero que a la vez puedan establecer relaciones comensales o

simbióticas con el hospedador, constituye una estrategia extensivamente estudiada y que ha arrojado

resultados positivos en el caso de otros microorganismos como Salmonella y E. coli, aunque su

efectividad contra Campylobacter todavía no ha sido demostrada (Revolledo et al., 2006; Rabsch et al.,

2000; Hakkinen y Scheitz, 1996; Qin et al., 1995).

La introducción de este tipo de bacterias, en su mayoría con carácter probiótico, se basa

principalmente en la habilidad que tienen ciertos microorganismos de estimular el sistema inmune; de

acidificar el entorno, de secretar metabolitos perjudiciales (como bacteriocinas o peróxido de

hidrógeno), y de competir con los patógenos por nutrientes o lugares de adherencia en el mucus o las

células epiteliales del hospedador (Asp et al., 2004; Lu y Walker, 2001). Este último fenómeno es

comúnmente denominado exclusión competitiva (EC). Los términos probiótico y exclusión competitiva

serán comentados con detenimiento más adelante en este capítulo.



La inclusión de sustancias antimicrobianas específicas contra Campylobacter y otros

patógenos en la dieta de los animales constituye otra estrategia interesante en la lucha contra las

enfermedades bacterianas y los estudios basados en la búsqueda de nuevas sustancias que cumplan

con estos requerimientos son cada vez más frecuentes (Van Deun et al., 2007).

1.3.1. Bacterias probióticas y exclusión competitiva

La composición y metabolismo de la microbiota intestinal afecta profundamente el rendimiento

de los animales de granja. Las bacterias autóctonas se establecen en el animal a los pocos días

después de su nacimiento o eclosión, e interactúan con los sistemas digestivo e inmune del organismo.

Sus efectos pueden llegar a ser tanto beneficiosos como dañinos para el hospedador (Nousiainen et

al., 2004).

La colonización de los diferentes compartimientos del intestino por bacterias comensales

específicas, ya sea por su asociación a la capa de mucus o a las células epiteliales, sirve como una

primera barrera de defensa contra microorganismos invasores o sustancias tóxicas provenientes de la

dieta. En animales sanos, cada parte del intestino es colonizado por una microbiota específica,

adaptada para crecer en una relación simbiótica con el hospedador. La composición de la microbiota

intestinal es específica para cada especie y varía dependiendo de los factores ambientales, la edad del

animal, la región intestinal y la dieta (Nousiainen et al., 2004).

Se ha determinado que el intestino de los pollos contiene una gran variedad de

microorganismos, muchos de las cuales pertenecen al grupo de las bifidobacterias o al de las bacterias

lácticas (comúnmente denominadas LAB), y que incluyen géneros como Lactobacillus, Enterococcus y

Pediococcus (Gibson et al., 2005; Cummings et al., 2004). Cerca del 24% de las bacterias presentes en

esta zona pertenecen al género Lactobacillus y dentro de este grupo, las especies más frecuentemente

aisladas son L. salivarius, L. acidophillus, L. crispatus y L. reuteri (Ngoc Lan et al., 2002).

Se sabe que las LAB resultan fundamentales para el mantenimiento del ecosistema microbiano

intestinal de humanos y animales (Salminen et al., 1998; Sandine, 1979) ya que entre otras cosas, se

ha visto que poseen actividad inhibitoria contra algunos enteropatógenos como Listeria monocytogenes

(Ashenafi, 1991; McKay, 1990; Harris et al., 1989; Schillinger y Lücke, 1989), E. coli y Salmonella sp.

(Hudault et al., 1997; Drago et al., 1997; Chateau et al., 1993), y otros (Coconnier et al., 1997; Olsen et

al.,1995; Axelsson et al., 1989).



Algunas LAB, las bifidobacterias y otros microorganismos comensales que pueden resultar

beneficiosos para el hospedador, conforman el grupo de los denominados probióticos. Hasta el

momento se han planteado numerosas definiciones para este término (Jin et al., 1997), aunque pueden

ser descritos globalmente como microorganismos vivos que una vez ingeridos afectan de manera

beneficiosa al hospedador, mejorando su equilibrio microbiano (Fuller, 1989).

Tanto en la producción animal como en la alimentación humana, las principales características

y funciones que se esperan de un probiótico eficiente incluyen el mantenimiento del equilibrio de la

microbiota intestinal por exclusión competitiva y antagonismo frente a patógenos, el incremento de la

actividad enzimática digestiva, la neutralización de enterotoxinas, la estimulación del sistema inmune y

la optimización de la ingesta de alimentos y del aprovechamiento de nutrientes (Ghadban, 2002).

Además de lo anterior debe cumplir los siguientes requisitos básicos: ser capaz de colonizar las células

y el mucus del intestino del hospedador, no resultar patogénico, resistir a los ácidos gástricos y biliares

y a las enzimas intestinales y ser viables en el tracto gastrointestinal (Nousiainen et al., 2004).

La utilización de probióticos en alimentación se deriva directamente del concepto de exclusión

competitiva (EC) (Vandeplas et al., 2008). La EC se diseñó originalmente para paliar los problemas de

contaminación de pollos con Salmonella (Nurmi y Rantala, 1973), y aunque sus mecanismos aún no

han sido bien establecidos, también es empleada con frecuencia para el control de E. coli, Clostridium y

Listeria (Schneitz, 2005; Gill, 2003). A pesar de lo anterior, su efectividad sobre Campylobacter no ha

podido ser demostrada (Young et al., 2007).

La adherencia o asociación cercana de las LAB probióticas con las células epiteliales también

puede contribuir a la exclusión competitiva. En primer lugar, las LAB se adhieren a la superficie de las

células epiteliales intestinales y pueden colonizar estos tejidos temporalmente y entrar en contacto con

el contenido luminar. En segundo lugar, si las LAB ocupan los receptores de adhesión en la superficie

celular, las bacterias patógenas no se pueden adherir y por tanto son eliminadas del intestino. Esto es,

obviamente, válido únicamente si los patógenos y los probióticos comparten los lugares de unión en el

intestino (Nousiainen et al., 2004).

Las preparaciones comerciales de probióticos se encuentran disponibles para uso humano y

animal, sin embargo, su empleo en pollos no es una práctica frecuente y su efectividad contra

Campylobacter suele ser cuestionada, principalmente por la escasez de conocimientos relativos al

funcionamiento de la microbiota intestinal de estos animales (Collado et al., 2007; Hofacre, 2000).



Además del empleo de bacterias probióticas con el fin de propiciar la exclusión competitiva

sobre Campylobacter y otros patógenos, también se ha estudiado el efecto de la inoculación de cepas

viables pero no colonizadoras de C. jejuni (Ziprin et al., 2002; Barrow y Page, 2000) y otras bacterias

entéricas (Schoeni y Wong, 1994) en las dietas de pollos, pero no se han obtenido resultados

beneficiosos hasta el momento.

Los probióticos para uso animal son comercializados generalmente como productos liofilizados

y usualmente las cepas empleadas pertenecen a la microbiota intestinal autóctona del animal o

provienen de fermentos lácticos (Nousiainen et al., 2004). Entre los productos comerciales de exclusión

competitiva con eficiencia demostrada contra algunos patógenos, los más empleados a nivel de granjas

son Broilact®, AVIGARD® y AVIFREE® (Silva et al., 2005).

1.3.2. Compuestos antiadhesivos y antiivansivos

El uso de agentes antiadhesivos y antiinvasivos en la alimentación de pollos y humanos, es

otra alternativa interesante a los problemas de contaminación con patógenos bacterianos. Se sabe que

muchos patógenos requieren de sitios receptores en las células hospedadoras que contienen porciones

de oligosacáridos y péptidos para una adherencia adecuada, y por consiguiente, una invasión exitosa.

Basándose en lo anterior, podría ser posible bloquear las adhesinas de ciertos patógenos con

fracciones específicas de oligosacáridos (Figura 1.4.) para impedir la adhesión de las bacterias a las

mucosas del intestino y evitar de este modo la unión de las enterobacterias a los receptores y por tanto,

la colonización bacteriana (Santin et al., 2001; Zopf y Roth, 1996).

La principal ventaja del uso de agentes antiadhesivos y antiinvasivos es que, al no tratarse de

sustancias bactericidas, la probabilidad de aparición de cepas resistentes es mucho menor que con la

exposición a los antibióticos u otros agentes capaces de afectar la fisiología o el metabolismo

bacteriano (Ofek et al., 2003).

El concepto de utilizar carbohidratos para bloquear la adherencia y colonización de células

hospedadoras por patógenos se introdujo por primera vez por Aronson et al. (1979). Desde ese

entonces se ha realizado una investigación exhaustiva in vitro e in vivo de posibles terapias

antiadhesivas y antiinvasoras específicas para diferentes patógenos, basados principalmente en el

empleo de modelos animales o en el uso de cultivos celulares (Wittschier et al., 2007; Thomas y

Brooks, 2004; Hirmo et al., 1998; Simon et al., 1997).



En la práctica, el uso de carbohidratos puros presenta importantes inconvenientes. El principal

es su alto precio, que dificulta su implementación en el ámbito industrial. Algunos autores consideran

que dado que la adherencia es un proceso multifactorial, el bloqueo de las lectinas con un solo

compuesto es menos efectivo que el empleo de mezclas de diferentes clases de sustancias

inespecíficas, que pueden actuar de forma simultánea sobre diferentes dianas (Wittschier et al., 2007).

Actualmente se emplean diferentes productos de composición indefinida basados en este principio y

que son usados como complementos para alimentación animal (Benites et al., 2008).

Figura 1.4. Modelo hipotético del efecto de un oligosacárido específico como inhibidor de la adhesión de algunos
enteropatógenos a las células intestinales del hospedador. (a) Enteropatógeno anclado de manera específica a
través de las adhesinas a los receptores de la superficie de la membrana celular del hospedador. (b) Efecto de
bloqueo que puede llegar a ejercer el oligosacárido específico sobre las adhesinas bacterianas, evitando su
adherencia a los receptores de la membrana celular del hospedador.
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1.3.3. Compuestos antimicrobianos

La resistencia de Campylobacter a los antibióticos ha aumentado de manera significativa en los

últimos tiempos (Zhang y Plummer, 2008). Sin embargo, se ha visto que algunos compuestos

derivados de plantas resultan efectivos contra patógenos asociados a alimentos resistentes a

antibióticos, lo que podría atribuirse a las diferencias entre sus mecanismos de acción (Friedman et al.,

2006).

El gran potencial que encierran los compuestos antimicrobianos naturales ha llevado a

investigar la efectividad de sustancias provenientes de plantas, animales, bacterias y hongos, como son

los ácidos orgánicos, las enzimas, los aceites esenciales y las bacteriocinas (Roller, 2003; Lemay et al.,

2002).

En estudios in vitro se ha demostrado que diferentes sustancias naturales como el aceite

esencial de laurel, tomillo (Smith-Palmer et al., 1998), caléndula, jengibre, jazmín, pachulí, gardenia,

madera de cedro, semillas de zanahoria, apio, nardo (Friedman et al., 2002) y naranja (Nannapaneni et

al., 2009) son efectivos contra C. jejuni. Si embargo, su efectividad no ha sido demostrada in vitro.

Según nuestro conocimiento, hasta el momento solamente se han realizado dos estudios en

los que se hace referencia a la inclusión de compuestos naturales en la dieta de pollos para la

disminución de Campylobacter. En ellos se observó que el ácido caprílico, conocido antimicrobiano

presente en el aceite de coco y la leche, resulta efectivo para disminuir la colonización intestinal del

patógeno (Solis de los Santos et al., 2009, Solis de los Santos et al., 2008).

De igual manera, se ha visto que al agregar aceites esenciales de canela en el agua usada en

la alimentación de pollos, una de las principales fuentes de contaminación del animal con

Campylobacter, los recuentos del patógeno en el líquido se reducen de manera significativa, lo que

podría contribuir a disminuir el riesgo de contaminación del animal (Pearson et al., 1993).

1.4. Ingredientes naturales y sostenibilidad



Como consecuencia de los crecientes problemas de contaminación ambiental a nivel mundial y

de sus múltiples consecuencias socio-económicas, en las últimas décadas han aumentado las medidas

para optimizar los procesos industriales y para minimizar la cantidad de residuos producidos en estos.

A pesar de existir en países como EE.UU., Australia y Francia (Nerantzis et al., 2003), en la

actualidad no existe una legislación a nivel europeo que promueva el reciclaje de residuos industriales

(Barth, 2006), aunque se está trabajando en una ley de definición y diferenciación de desechos y sub-

productos industriales, de la que se presentó un primer borrador en el año 2005 (unión Europea, 2005).

A pesar de lo anterior, se cree que el proceso para completarla necesitará todavía unos cuantos años

hasta su puesta en marcha (Sorvari, 2008).

Mientras tanto, el principio que predomina en la Unión Europea obliga al productor a

responsabilizarse de los costos de remediación de la contaminación que ocasiona, lo que puede ser

considerado como un primer intento para promover el reciclaje de residuos industriales (Sorvari, 2008).

Sin embargo, es lógico pensar que próximamente las legislaciones se harán más estrictas y se

incrementará el costo del manejo de desechos (Nerantzis et al., 2003).

De manera independiente, en algunos países europeos como Finlandia se está estudiando la

aplicación de una ley que contemple el uso de sub-productos industriales y del manejo y disposición de

residuos, cuya finalización e implementación se estima que tardará también unos cuantos años

(Sorvari, 2008).

La recuperación de productos de valor añadido a partir de productos de desecho puede ser una

solución al problema de contaminación ambiental por residuos industriales. De igual manera, dichos

productos, en especial los provenientes de las industrias de alimentos, pueden constituir una

importante fuente de compuestos de valor añadido aprovechables a escala industrial por sus

propiedades tecnológicas y nutricionales.

En nuestros días, el consumidor es cada vez más exigente con la calidad e inocuidad de los

productos que adquiere, lo que le lleva buscar productos con ingredientes naturales, por considerarlos

más seguros (Schieber et al., 2001). Debido a lo anterior el empleo de sub-productos industriales como

ingredientes funcionales es una estrategia interesante que permite apoyar la sostenibilidad de las

actividades industriales, a la vez de promover el uso de productos naturales de alto valor añadido y

bajo costo.



En España, dos de los productos agrícolas mayoritarios son la uva (INE, 2009a) y la naranja

(Intercitrus, 2009), con una producción media de 7 millones de toneladas para cada producto. Por otra

parte, dentro de la industria pesquera, los crustáceos constituyen un producto de importancia

fundamental, con una producción de 130 toneladas anuales en España (INE, 2009b). De manera

similar, entre los productos alimenticios manufacturados en el país, el vino constituye uno de los

principales (31-50 millones de hectolitros anuales) (FAOSTAT, 2006). Debido a lo anterior, el empleo

de sub-productos de estas industrias, además de económicamente rentable, resultaría sostenible.

1.5. Principales modelos para el estudio in vitro de la adherencia e invasividad bacteriana

1.5.1. Estudios de adherencia al mucus intestinal

El mucus es una capa gelatinosa que recubre las células epiteliales estomacales e intestinales

y que constituye el principal sitio anatómico donde la microbiota intestinal se encuentra adherida.

Además, es el lugar donde las bacterias ingeridas tienen el primer contacto con los tejidos del

hospedador (Vesterlund, 2006). Esta capa es segregada por células epiteliales específicas

denominadas células goblet (Fostner et al., 1995).

El mucus está compuesto en más de un 95% por agua. Sus principales componentes

orgánicos son las mucinas, que a su vez constituyen aproximadamente un 5% de su composición en

peso seco (Juntunen et al., 2001). Las mucinas están compuestas fundamentalmente por

glicoproteínas de gran tamaño, cuya fracción glucídica está conformada principalmente por N-

acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, galactosa y fucosa (Mantle, 1996; Carlstedt-Duke, 1989;

Neutra y Forstner, 1987; Allen, 1984), aunque también contienen otros componentes como lípidos,

proteínas libres y sales (Lopez-Ferrer et al., 2000). El contenido proteico de las mucinas es del 20% en

peso seco, mientras que el de carbohidratos es de 70-80% (Tuomola et al., 1999).

Las bacterias comensales se adhieren a los carbohidratos complejos presentes en la mucina,

lo que se ha visto que puede prevenir la colonización intestinal por parte de bacterias patógenas

(Vesterlund et al., 2006; Tuomola y Salminen, 1998). Se cree que los mecanismos implicados en la

adhesión bacteriana al mucus intestinal no son los mismos que los que definen la adhesión a las

células epiteliales, por lo que resulta interesante estudiar ambos fenómenos por separado (Henriksson

y Conway, 1996).



En diversas ocasiones se han empleado glicoproteínas inmovilizadas del mucus intestinal de

diferentes animales como sustrato para estudiar la adherencia bacteriana, especialmente de bacterias

probióticas, y los fenómenos de exclusión competitiva (Vesterlund et al., 2006; Ouwehand et al., 2002;

Tuomola et al., 1999; Craven 1997; Henriksson y Conway, 1996; Blomberg et al., 1993).

1.5.2. Estudios de adherencia e invasividad a células epiteliales

A pesar de que los modelos animales han resultado ser efectivos para ensayos con otros

patógenos gastrointestinales como Salmonella o E. coli (Savkovic et al., 2005), el estudio de los

mecanismos de la patogénesis de Campylobacter resulta complicado, debido a la carencia de modelos

animales de fácil empleo y que simulen la enfermedad en humanos (Zheng et al., 2006; Fox et al.,

2004). En contraste con esto, los métodos de cultivos celulares in vitro constituyen una alternativa útil

que permite investigar las interacciones entre Campylobacter y el epitelio del hospedador que ocurre

durante la infección, ya que posibilitan un control preciso del ambiente, aseguran la homogeneidad de

las muestras, ofrecen una mayor economía y evitan las controversias éticas que pueden conllevar los

ensayos con animales.

Se denomina cultivo celular al conjunto de técnicas que facilitan el mantenimiento y

propagación de células in vitro, tanto en suspensión como formando monocapas, y que permiten

conservar al máximo sus propiedades fisiológicas, bioquímicas y genéticas (Wiley-Liss, 1994). La

adherencia de un microorganismo patógeno a los tejidos del hospedador puede ser estudiada por

diferentes métodos, que incluyen la detección con anticuerpos, la citometría de flujo y la microscopía

(Bogovic Matijasíc et al., 2004). Sin embargo, el método más común consiste en incubar un inóculo

bacteriano con una línea celular adecuada y determinar por recuento directo el número de bacterias

adheridas.

El ensayo de la resistencia a la gentamicina es frecuentemente utilizado para medir la

invasividad bacteriana y toma en cuenta el hecho de que el antibiótico gentamicina tiene una habilidad

limitada de penetrar en las células eucariotas. Al igual que los estudios de adherencia, este ensayo

incluye la incubación de cultivos celulares con una suspensión de bacterias, seguido del lavado para

excluir las células no adheridas. Posteriormente se realiza un tratamiento con gentamicina, con el fin de

eliminar las bacterias adheridas, en el que las bacterias que han invadido las células pueden ser

contadas, después de lisar las células eucariotas con un detergente (Friss et al., 2005).



La capacidad de una determinada cepa bacteriana de adherirse e invadir cultivos celulares por

lo general es expresada como el número de bacterias adheridas o invasoras (Karlyshev et al., 2004; De

Melo et al., 1989). Sin embargo, este modo de expresión no toma en cuenta que el potencial de

adhesión e invasividad depende, no sólo de la concentración del inóculo bacteriano, sino también del

número de células eucariotas presentes en el cultivo. Debido a lo anterior resulta fundamental

determinar el valor de la multiplicidad de infección (MOI), que es el cociente entre el número de

bacterias inoculadas y el número de células presentes en el cultivo (Hu et al., 2008).

Se han empleado diferentes líneas celulares para estudiar la invasividad de Campylobacter

con el fin elucidar sus mecanismos de patogenicidad y para la búsqueda de sustancias que inhiban

dicho proceso. Las líneas celulares utilizadas en muchos de los primeros estudios de invasión

realizados con Campylobacter se derivaban de carcinoma de laringe humana (HEp-2) (Konkel et al.,

1990; Konkel et al., 1989) o de células de intestino de embriones humanos (INT-407) (Biswas et al.,

2004). Sin embargo, los resultados realizados con estas líneas celulares en ocasiones resultaban

contradictorios, ya que estas células no se asemejan a aquéllas que conforman los epitelios

intestinales.

Actualmente, una de las líneas celulares más utilizadas para los estudios de invasividad in vitro

de Campylobacter es Caco-2 (Mihaljevic et al., 2007; MacCallum et al., 2005, Friss et al., 2005). Esta

línea celular se derivó originalmente de adenocarcinoma de colon humano y en la actualidad se emplea

comúnmente en estudios de interacciones celulares de tipo patógeno-hospedador. El amplio uso de

dicha línea celular para este tipo de estudios se debe principalmente a su capacidad de formar

monocapas celulares bien diferenciadas y a su similitud con los enterocitos colónicos (Szymanski et al.,

1995). Además, los resultados obtenidos de los ensayos de gentamicina por recuento en placas son

similares a los de los recuentos directos de las bacterias invasoras realizados al microscopio (Hu y

Kopecko, 1999).

Además de lo anterior, en un estudio realizado por Hänel et al. (2004) se demostró que existe

un alto grado de correlación entre el nivel de invasividad de Campylobacter a cultivos de Caco-2 y su

tasa de colonización en intestinos de pollo in vivo. En el año 2008, el mismo grupo reafirmó esta

conclusión al determinar, entre otras cosas, que las cepas del patógeno con mayor índice de

invasividad son más eficientes en la colonización del intestino de pollos que las poco invasoras (Hänel,

2009). Este hecho confirma la utilidad de este modelo experimental para llevar a cabo estudios de

adherencia e invasividad de Campylobacter.



Los cultivos de varias líneas celulares, incluyendo Caco-2, se han empleado para determinar el

efecto de algunos agentes considerados como anti-adhesivos o anti-invasivos sobre Campylobacter y

otros enteropatógenos (Gnoth et al., 2000; Konkel et al., 1992; Cinco et al., 1984). Estos estudios se

pueden llevar a cabo de la manera descrita para los estudios de adherencia e invasividad in vitro,

siendo en este caso el microorganismo incubado con el agente a estudiar antes de realizar el ensayo.



1.6. PLAN DE TRABAJO

En la cadena alimentaria, el intestino del pollo y de otros hospedadores es el único punto de

proliferación de Campylobacter, de ahí el impacto que tiene su control en el ámbito primario de

producción para evitar la diseminación del patógeno. Dado que Campylobacter constituye el primer

patógeno bacteriano asociado a alimentos a escala mundial y debido principalmente a la reciente

prohibición en la Unión Europea del uso de los antibióticos promotores del crecimiento en alimentación

animal, resulta de gran importancia la búsqueda de nuevas estrategias eficaces que permitan disminuir

la incidencia de esta bacteria a nivel del hospedador.

El presente trabajo pretende ahondar, mediante el empleo de técnicas in vitro, en el estudio de

diferentes estrategias naturales como son el uso de agentes antimicrobianos, antiadhesivos y

antiinvasivos, así como de bacterias probióticas, todas ellas encaminadas a la disminución de

Campylobacter en su principal vector, el pollo, con miras al control de este patógeno dentro de la

cadena alimentaria humana. Se debe recalcar que todas las técnicas estudiadas aquí podrían ser

potencialmente utilizables en alimentación humana con fines similares.

Para ello, en primer lugar se llevará a cabo la optimización de distintas variables

experimentales que afectan la adherencia e invasividad de diferentes cepas de Campylobacter en

cultivos de células epiteliales Caco-2, así como el estudio de la entrada en fase estacionaria en el

comportamiento observado. Además se evaluará la influencia de varios factores de virulencia de la

bacteria sobre estos parámetros (Capítulo 2).

Una vez optimizado el método, se estudiará el efecto de diferentes agentes de origen natural

sobre la adherencia e invasividad del patógeno. Para ello, en primer lugar se determinará el efecto de

un extracto de oligosacáridos pécticos extraídos a partir de cáscara de naranjas, sobre la adherencia e

invasividad de C. jejuni a células Caco-2 (Capítulo 3). De manera similar, se determinará el efecto de

diferentes fracciones de manoproteínas derivadas de la pared celular de levaduras vínicas, sobre

ambos parámetros (Capítulo 4).

Además del empleo de compuestos potencialmente antiadhesivos y antiinvasivos, se estudiará

el poder antimicrobiano frente a Campylobacter de algunos agentes naturales de origen vegetal y

animal. En este sentido, se analizarán extractos de quitosanos y sus oligómeros obtenidos a partir de

caparazones de crustáceos (Capítulo 5) y se determinará el efecto de compuestos fenólicos presentes



en la uva sobre la viabilidad del patógeno (Capítulo 6), haciéndose hincapié en sus mecanismos de

acción.

Por último, se comparará la capacidad de adherencia de Campylobacter a mucus intestinal de

diferentes organismos hospedadores y se estudiará el efecto de algunas bacterias probióticas de uso

humano sobre dicha capacidad (Capítulo 7).
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Se estudió la influencia de diferentes variables y determinantes de patogenicidad sobre la

capacidad de adherencia e invasividad de Campylobacter spp. a cultivos celulares Caco-2. Se

determinó que ninguno de los dos parámetros varía al emplear diferentes tiempos de incubación (entre

1 y 4 h). Sin embargo se observó que ambos aumentan de manera proporcional a la concentración del

inóculo microbiano empleado, hasta alcanzar el punto de saturación (MOI = 100). La adherencia no se

ve alterada al emplear pH de 5, 6 y 7, mientras que la invasividad disminuye a medida que se reduce el

valor de este parámetro. Entre las 5 cepas de Campylobacter estudiadas, las más resistentes ante

condiciones de estrés (118 y LP2) presentan una capacidad similar de adherencia e invasión a células

epiteliales en fase exponencial y estacionaria de crecimiento. Por el contrario, la entrada en fase

estacionaria ocasiona una disminución en la capacidad de adherencia e invasividad en las cepas más

sensibles al estrés (11351, 11168 y LP1). El análisis de varios genes asociados con la virulencia de

Campylobacter (flaA, ciaB, cadF y pldA) permitió observar que no es la presencia de éstos sino su

composición lo que pudiera estar relacionado con la capacidad de adherencia e invasividad observada

en las diferentes cepas estudiadas.



Capítulo

2

Influencia de diferentes variables y determinantes

de patogenicidad sobre la adherencia e invasividad

de Campylobacter



2.1. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS

Se ha descrito que Campylobacter sufre cambios metabólicos y fisiológicos importantes

durante su entrada en fase estacionaria con respecto a las características observadas en fase

exponencial, reflejados en alteraciones en su patrón de movilidad, en los niveles de expresión de

algunos de sus genes y en variaciones en cuanto a la utilización de los sustratos (Wright et al., 2009;

Martínez-Rodríguez et al., 2004). Sin embargo, prácticamente todos los estudios acerca de la

adherencia e invasividad del patógeno han empleado cultivos en fase exponencial, por lo que el efecto

de la fase de crecimiento sobre estos parámetros continúa siendo desconocido.

La presencia de algunos genes como flaA, ciaB, pldA y cadF se ha asociado con la virulencia y

la patogenicidad de Campylobacter, y puede influir sobre su capacidad de adherencia e invasividad

(Datta et al., 2003), por lo que el estudio de estos genes resulta de interés cuando se analizan estos

parámetros. Además de depender de factores genéticos de virulencia, la capacidad de Campylobacter

spp. para adherirse e invadir cultivos de Caco-2 puede verse afectada además por diferentes variables,

como son la especie y cepa bacteriana, el tiempo de incubación del patógeno con las células

epiteliales, el pH del medio y la concentración del inóculo bacteriano (Mooney et al., 2003; Szymanski

et al., 1995).

Debido a o anterior, el principal objetivo de este capítulo es el estudio de la influencia de

diferentes variables (tiempo de incubación, pH, multiplicidad de infección, fase de crecimiento y efecto

de la cepa bacteriana) sobre la capacidad de adherencia e invasividad de Campylobacter spp. a

cultivos de células epiteliales Caco-2, con el propósito de optimizar la metodología a emplear en

adelante en nuestro laboratorio en este tipo de estudios. De igual manera, este capítulo tiene como

objetivo estudiar diferentes factores de virulencia de Campylobacter y establecer su relación con su

capacidad de adherencia e invasividad a células Caco-2. Para ello, se siguieron los siguientes objetivos

específicos:

Determinar la influencia del tiempo de incubación sobre la capacidad de adherencia e invasividad

de Campylobacter a células Caco-2 y selección del período óptimo.

Optimizar la concentración del inóculo de Campylobacter a emplear en estudios de adherencia e

invasividad a células Caco-2.

Estudiar la influencia del pH sobre la capacidad de adherencia e invasividad de Campylobacter a

células Caco-2.



Determinar la influencia de la cepa de Campylobacter en la adherencia e invasividad a células

Caco-2, por medio del cumplimiento de los siguientes sub-objetivos.

Caracterizar el comportamiento de 5 cepas de Campylobacter aisladas de diferentes

orígenes, durante la fase exponencial y la fase estacionaria, y observar la influencia de la fase

de crecimiento sobre su capacidad de adherencia e invasividad.

Determinar si exioste una relación entre el patrón de adherencia e invasividad de las

diferentes cepas y la presencia de distintos factores de virulencia relacionados con dichas

características, como son las proteínas codificadas por los genes flaA, ciaB, cadF y pldA.



2.2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.2.1. Células eucariotas

2.2.1.1. Material plástico

Para el cultivo de las células epiteliales se emplearon rascadores de células de 25 cm, placas

de 24 pozos, frascos de cultivo de 75 cm2 con ventilación y envases para centrífuga de 50 mL y fondo

cónico (Sarstedt, Nümbrecht, Alemania).

2.2.1.2. Medios y reactivos

Para la siembra y mantenimiento de las células epiteliales Caco-2, se utilizaron los siguientes

medios y reactivos: medio modificado Dulbecco Eagle con glutamina y piruvato (DEMEM), suero fetal

bovino (SFB), solución de aminoácidos no esenciales, mezcla de antibióticos estreptomicina y

penicilina (SP) y tripsina/EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) (Cambrex BioScience, Wokingham,

Reino Unido), colorante azul tripán (BioWhittaker, Walkersville, EE.UU.) y tampón fosfato salino libre de

calcio y magnesio (PBS-Ca/Mg) pH 7, 6 y 5. En adelante, en todos los casos en los que no se especifique

el pH del tampón empleado, se asumirá que se usó el de pH 7.

2.2.1.3. Obtención de células s Caco-2

Las células Caco-2 se obtuvieron de la Colección Europea de Cultivos Celulares para la

Microbiología Aplicada y la Investigación (ECACC 86010202, Salisbury, Reino Unido) y se mantuvieron

en congelación (-70º C) hasta el momento de su utilización.

2.2.1.4. Condiciones de cultivo de células Caco-2

Las células se cultivaron en frascos de cultivo con Medio DEMEM con 10% de SFB, 1%

aminoácidos no esenciales y 1% SP, a 37º C con 5% de CO2 (estufa Inco 2, Memmert, Alemania). Los

cultivos se observaron a diario con la ayuda de un microscopio invertido y un aumento de 25X (CT Wild

Heerbrugg; Alemania) para comprobar su desarrollo, hasta que alcanzaron un 80-90% de confluencia,

es decir, de agrupación entre células. Llegado ese momento, se eliminó el medio de cultivo, se

añadieron 5 mL de la solución de tripsina/EDTA y se dejó reposar 8 min. Pasado este tiempo, se

añadieron 20 mL del medio de cultivo y con la ayuda de un rascador de células, éstas se separaron de

la superficie del frasco de cultivo y se transvasaron a envases de centrífuga.



Se centrifugó a 1000 rpm durante 5 min (Megafuge 1.0 Heraus Instruments, Hanau, Alemania),

se resuspendió en 4 mL de medio y se realizó el recuento de células al microscopio (Meiji Techno

ML5000, California, EE.UU.), con la ayuda de un hematocitómetro convencional. Para los ensayos

experimentales, las células Caco-2 se cultivaron en placas de plástico de 24 pozos, a una

concentración de 2 x 104 células por pozo y se incubaron durante 7 días hasta alcanzar la confluencia

para cultivos no diferenciados (ND) o 21 días para cultivos diferenciados (DF) bajo las condiciones

descritas. En adelante, siempre que el nivel de diferenciación celular no sea específicado en este

trabajo, se asumirá que se emplearon cultivos no diferenciados (ND), es decir, de 7 días de

crecimiento.

El cambio del medio de cultivo se realizó cada 48 h, usando medio fresco y atemperado a 38º

C (baño de agua Precisterm Selecta, Barcelona, España). En el último cambio previo a cada ensayo,

se sustituyó el medio DEMEM por uno carente de la mezcla de antibióticos. Previamente a cada

ensayo, las células se lavaron dos veces con PBS--Ca/Mg.

2.2.1.5. Ensayos de viabilidad de células Caco-2

Con el fin de determinar el efecto de la gentamicina (GTM) (500 mg/mL) empleada para los

ensayos de invasividad a lo largo de este estudio, sobre la viabilidad de las células Caco-2, las células

epiteliales se lavaron dos veces con 1 mL PBS--Ca/Mg y se incubaron durante 1 h con 5% CO2 con 500

l del compuesto. Como control se empleó PBS--Ca/Mg.

De manera similar, para probar el efecto de diferentes niveles de pH sobre la viabilidad de las

células Caco-2, las células epiteliales se lavaron dos veces con 1 mL PBS--Ca/Mg y se incubaron durante

1 h con 5% CO2 con 500 l de PBS--Ca/Mg (pH 7, 6 ó 5).

En ambos casos, después de la incubación, las monocapas celulares se lavaron dos veces con

1 mL de PBS--Ca/Mg. Se añadieron 200 l/pozo de tripsina/EDTA, se incubó durante 3 min y se

añadieron 800l/pozo de DEMEM. Se centrifugó durante 10 min a 5000 rpm. Se añadieron 50 l de

DEMEM y 50 l de colorante azul tripán al pellet obtenido y se incubó 5 min. Finalmente, se realizó el

recuento de células al microscopio, utilizando para ello un hematocitómetro convencional.

Usando la siguiente fórmula se calculó el porcentaje de viabilidad de las células:

Porcentaje de viabilidad = 100 x células viables x células totales -1



2.2.2. Células bacterianas

2.2.2.1. Medios y reactivos

Para el cultivo de las células de Campylobacter se utilizó como medio líquido caldo Brucella

(BB) (Bencton Dickinson and Company, Le Pont de Claix, Francia), y Müeller-Hinton con 5% de sangre

de cordero desfibrinada (MHS) (Biomedics, Tres Cantos, España) como agar de siembra. Se empleó

también PBS-Ca-Mg pH 7, 6 y 5 (Mediatech, Washington DC, E.E.U.U.), y gentamicina (GTM) (Merck,

Darmstadt, Alemania).

2.2.2.2. Cepas bacterianas

Se utilizaron cinco cepas de Campylobacter spp., dos pertenecientes a la Colección Nacional

de Cultivos Tipo del Reino Unido (NCTC, Londres, Inglaterra) (C. jejuni NCTC 11351 y C. jejuni NCTC

11168) y tres provenientes de diferentes aislamientos clínicos, suministradas por el Centro Nacional de

Microbiología del Instituto de Salud Carlos III (C. jejuni 118) y por el Departamento de Microbiología del

Hospital La Paz (C. jejuni LP1 y C. coli LP2). Todas las cepas empleadas se almacenaron hasta el

momento de su utilización a -70º C en viales con crioprotección específica (Microbank, Pro-Lab

Diagnostics, Neston, Reino Unido).

2.2.2.3. Condiciones de cultivo de cepas de Campylobacter

Las cepas de Campylobacter se cultivaron en agar MHS bajo condiciones de microaerofilia

(85% N2, 10% CO2, 5% O2) utilizando un incubador de atmósfera variable (VAIN) modelo MACS-VA500

(Don Whitley Scientific, Shipley, Reino Unido), durante 48 h a 38º C. En adelante, estas condiciones

serán denominadas como cultivo en microaerofilia o VAIN.

Se seleccionaron colonias aisladas que se inocularon en 50 mL de medio líquido BB e

incubadas durante 24 h en condiciones de microaerofilia y en agitación (240 rpm) por 18 h a 38º C. Se

realizó una dilución 1/10 de estos cultivos en BB fresco y se incubó en las condiciones descritas

anteriormente durante 18 h. Posteriormente, se realizó una dilución 1/100 de los cultivos en BB fresco.

Estos últimos cultivos, incubados según el tiempo indicado en cada caso, constituyeron el inóculo

bacteriano utilizado para los diferentes ensayos. Todos los cultivos posteriores de Campylobacter spp.

se realizaron en BB (medio líquido), o en MHS (medio sólido).



2.2.2.4. Estudio fisiológico del crecimiento de Campylobacter

Para el estudio fisiológico del crecimiento de Campylobacter spp., las cepas se cultivaron bajo

las condiciones mencionadas en el apartado 2.2.2.3. Se tomaron muestras después de 8, 24 y 48 h de

incubación bajo las condiciones descritas con antelación. Las muestras mencionadas se diluyeron de

manera seriada (PBS pH 7), se sembraron en MHS y se incubaron en microaerofilia durante 48 h.

Pasado este tiempo se realizó el recuento de las unidades formadoras de colonias por mililitro (ufc/mL).

2.2.2.5. Efecto de las condiciones de incubación sobre la viabilidad de Campylobacter

Los cultivos bacterianos se incubaron tanto con un 5% de CO2 como bajo condiciones de

microaerofilia. Se tomaron muestras de los cultivos a 1 h y 3 h, que equivale al tiempo de incubación

empleado para los ensayos de adherencia e invasividad, respectivamente. Se realizaron diluciones

seriadas y se sembró en medio sólido MHS para el recuento bacteriano.

2.2.2.6. Ensayos de viabilidad para Campylobacter

Para la determinación del efecto de los diferentes niveles de pH empleados en las pruebas de

adherencia e invasividad, se lavó dos veces el inóculo bacteriano y se resuspendió en PBS--Ca/Mg pH 7,

6 ó 5. Se incubó en condiciones de microaerofilia durante 2 h, después de lo cual se realizaron

diluciones seriadas y siembra en agar MHS.

De manera similar, para la determinación de la concentración óptima de antibiótico a emplear

en las pruebas de invasividad, se incubó en condiciones de microaerofilia el inóculo bacteriano con

diferentes concentraciones de GTM (0, 100, 250 y 500 mg/mL) durante 2 h, y se realizaron diluciones

seriadas y siembra en agar MHS.

2.2.3. Ensayos de adherencia e invasividad a células Caco-2

2.2.3.1. Condiciones generales

El método utilizado para las pruebas de adherencia e invasividad está basado en el descrito

por Hänel et al. (2004). Los inóculos bacterianos empleados en cada caso se centrifugaron a 5000 rpm

durante 10 min y se lavaron con PBS--Ca/Mg (con pH acorde a las especificaciones de cada caso) + 1%

de SFB y la densidad óptica a 600 nm se ajustó según la concentración bacteriana especificada en

cada caso. De esta suspensión, 500 l se inocularon en pozos que contenían monocapas de células



Caco-2. El número de bacterias inoculado se determinó retrospectivamente, utilizando diluciones

seriadas y cultivo en placas con el medio sólido.

Se incubaron las células Caco-2 por el tiempo especificado en cada caso a 37º C y 5% de CO2

para permitir la adherencia e invasividad de las bacterias. Para la determinación de la adherencia, se

lavaron las células tres veces con PBS--Ca/Mg, se lisó la monocapa celular con Tritón X-100 al 1% y se

contabilizó el total de las bacterias adheridas e internalizadas por medio de diluciones seriadas y

recuento en placas de agar MHS.

Para la determinación de las bacterias internalizadas, las células infectadas se lavaron dos

veces con PBS--Ca/Mg y se incubaron con 5% CO2 a 37º C durante el tiempo especificado en cada caso

en PBS--Ca/Mg fresco con 1% de SFB y la concentración necearia de GTM específica para cada cepa,

con el fin de eliminar el número de microorganismos extracelulares. Las células se lavaron 2 veces con

PBS--Ca/Mg y se lisaron con Tritón X-100 al 1%. Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas y se

sembró en medio sólido.

En cada ensayo de adherencia e invasividad se realizó el recuento del número de células

epiteliales de tres pozos diferentes. Para ello se lavaron las monocapas de células Caco-2 dos veces

con 1 mL de PBS--Ca/Mg, se añadieron 200 l/pozo de tripsina/EDTA, se incubó durante 3 min y se

añadieron 800 l/pozo de DEMEM. Se centrifugó durante 10 min a 5000 rpm y se resuspendió en 100

l de DEMEM. Finalmente se realizó el recuento de células al microscopio, utilizando para ello un

hematocitómetro convencional. Este recuento se realizó con la finalidad de controlar la multiplicidad de

infección (MOI) empleada en cada caso.

De igual manera, en cada ensayo se realizó el recuento del inóculo bacteriano empleado, para

lo cual se sembraron diluciones seriadas del cultivo y se incubaron bajo las condiciones especificadas

para cada bacteria.

Las tasas de adherencia e invasividad se calcularon basándose en el inóculo bacteriano

empleado, utilizando las siguientes fórmulas:

Porcentaje de adherencia = 100 x Bacterias adheridas x Bacterias en el inóculo-1

Porcentaje de invasividad = 100 x Bacterias invasoras x Bacterias en el inóculo-1



2.2.3.2. Influencia del tiempo de incubación en ensayos de adherencia e invasividad de

Campylobacter

Se obtuvieron inóculos bacterianos de la cepa C. jejuni LP1 según la metodología descrita en

2.2.2.3., tras 24 h de incubación. Los ensayos de adherencia e invasividad se realizaron según se

mencionó con anterioridad. El inóculo bacteriano, ajustado a un MOI final de 1000 (Karlyshev et al.,

2004) se incubó en presencia de las células epiteliales durante 1, 2, 3 ó 4 h, y se empleó PBS--Ca/Mg

con pH 7.

2.2.3.3. Influencia de la concentración del inóculo de Campylobacter en ensayos de

adherencia e invasividad

Se obtuvieron inóculos bacterianos de la cepa C. jejuni LP1 según la metodología descrita en

2.2.2.3., tras 24 de incubación. Los ensayos de adherencia e invasividad se realizaron según se

mencionó con anterioridad, empleando PBS--Ca/Mg a pH 7. Para ello, se utilizaron diferentes niveles de

inóculo bacteriano, que corresponden a los siguientes valores de MOI: 1000; 100; 10; 1; 0,1 y 001; los

cuales se incubaron durante 1 h en contacto con las células epiteliales.

2.2.3.4. Influencia del pH en ensayos de adherencia e invasividad de Campylobacter

Se obtuvieron inóculos bacterianos de la cepa C. jejuni LP1 según la metodología descrita en

2.2.2.3., tras 24 de incubación. Antes de su adición a los cultivos celulares, el inóculo bacteriano (MOI =

1000) se lavó tres veces (4500 rpm x 6 min), se resuspendió en PBS--Ca/Mg a pH 7, 6 ó 5, y se incubó

durante 1 h con las células epiteliales.

2.2.4. Estudio de factores de patogenicidad relacionados con la virulencia de Campylobacter

2.2.4.1. Extracción de ADN cromosómico bacteriano

Para la extracción del ADN cromosómico de Campylobacter spp., las cepas de este

microorganismo se cultivaron bajo las condiciones mencionadas en el apartado 2.2.2.3. La

concentración bacteriana se ajustó a una A600 = 0,6 ± 0,01 y los cultivos se centrifugaron a 2700 rpm

durante 15 minutos. Se lavó el pellet con 500 μL de TES (10 mM tris-HCl pH 8; 0,1 mM EDTA; 100 mM

NaCl), se centrifugó a 12000 rpm durante 4 min y se resuspendió en 600 μL de TE (10 mM tris-HCl pH

8; 0,1 mM EDTA) y lisozima (10 mg/mL) (Sigma-Aldrich, Dorset, Reino Unido). Por último, se incubó en

un baño de agua (Precisterm Barcelona, España) a 37º C durante 30 min.



Posteriormente se añadieron 70 μL de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10% hasta lograr la

lisis del cultivo, y se agregaron 700 μL de fenol-Sevag (fenol:cloroformo:alcohol isoamílico, 25:24:1)

agitando suavemente por inversión. Se centrifugó a 12000 rpm durante 15 min y se recogió la fase

superior acuosa, a la cual se añadieron 700 μL de Sevag (cloroformo:alcohol isoamílico, 24:1).

Después de agitar suavemente, se centrifugó a 12000 rpm durante 15 min. Se recogió nuevamente la

fase acuosa superior y se añadieron 20 μL de NaCl 5M (1/25 volumen).

A continuación se agregaron 1,4 mL de etanol al 100% (-20º C). El ADN compactado presente

en la muestra se recogió con la ayuda de una pipeta y se lavó con 500 μL de etanol al 70%. La

muestra se incubó a 37º C hasta su desecación y la fracción recuperada se resuspendió en 50 μL de

TE.

2.2.4.2. Síntesis de cebadores

Para la amplificación de los genes flaA, cadF, ciaB y pldA, se emplearon los siguientes

cebadores, sintetizados por Eurofins M.W.G. GmbH (Hamburg, Alemania):

Tabla 2.1. Cebadores para los genes flaA, cadF, ciaB y pldA empleados en este trabajo

2.2.4.3. Amplificación del gen flaA

Para la amplificación del gen flaA, se mezclaron 2 μL del ADN microbiano obtenido como se

indica en 2.2.4.1.; 12,5 μL de agua bidestilada, 5 μL de tampón para Taq polimerasa (10 mM Tris-HCl,

pH 8,3; 50 mM KCl); 5 μL de MgCl2; 5 μL de solución de deoxinucleótidos trifosfato (dNTPs)

(Amersham Pharmacia Biotech, Sunnyvale, E.E.U.U.); 10 μL del cebador en dirección 5’→3’; 10 μL del

cebador en dirección 3’→5’; y 0,4 μL de Taq polimerasa (Applied Biosystems, Tres Cantos, España).

Gen Oligonucleótido Secuencia 5’ 3’ Referencia

flaA flaA-F
flaA-R

ATGGGATTTCGTATTAACAC
CTGTAGTAATCTTAAAACATTTTG

Hänel et al., 2004

cadF cadFI-F2B
cadFI-R1B

TTGAAGGTAATTTAGATATG
CTAATACCTAAAGTTGAAAC

Zheng et al., 2006

ciaB ciaBI-652
ciaBI-1159

TGCGAGATTTTTCGAGAATG
TGCCCGCCTTAGAACTTACA

Zheng et al., 2006

pldA pldA-361
pldA-726

AAGAGTGAGGCGAAATTCCA
GCAAGATGGCAGGATTATCA

Zheng et al., 2006

→



La reacción de PCR se llevó a cabo en un termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf,

Alemania). El programa de termociclado que se empleó para la amplificación del ADN bacteriano

consistió en una etapa de desnaturalización inicial, en la cual se mantuvo la muestra a 95 ºC durante

10 minutos, para activar la enzima y conseguir la separación de las dos cadenas de ADN molde.

A continuación se repitieron 35 ciclos de tres fases cada uno:

1) Desnaturalización de los oligonucleótidos con el ADN molde (95º c durante 1 min).

2) Hibridación del ADN desnaturalizado con sus secuencias complementarias 45º C (1 min).

3) Síntesis de las nuevas cadenas de ADN (72º C durante 2 min).

Una vez finalizados los ciclos, la muestra se mantuvo a 72 ºC durante 10 min para que tuviera

lugar una elongación final. Una vez concluida la reacción, la muestra se almacenó a 4º C hasta el

momento de su uso.

Para la verificación de los fragmentos amplificados (tamaño del gen 1,7 Kb), se llevó a cabo una

electroforesis en gel de agarosa, empleando agarosa al 0,7% con un 20% de tampón de carga a 5

V/cm, utilizando como marcador de pesos moleculares λ-hindIII/ECO (Biotools, Madrid, España). La

electroforesis se realizó a 5 V/cm y una vez finalizada, los geles se colocaron en tampón TAE (Tris-

fosfato-EDTA) con bromuro de etidio (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) 0,5 µg/mL para su tinción.

2.2.4.4. Digestión enzimática del gen flaA

Se realizó la comparación de los fragmentos amplificados del gen flaA obtenidos como se

indicó en 2.2.4.1. de las diferentes cepas de Campylobacter spp. Para ello, se emplearon dos enzimas

diferentes: AluI y DdeI. En ambos casos, 8 μL de la muestra del gen amplificado se incubaron durante 2

h a 37º C con 1 μL de tampón Tris-HCl 50 mM y 0,8 μL de la enzima. Posteriormente se realizó una

electroforesis en gel de agarosa al 2% con un 20% de tampón de carga a 5 V/cm, empleando 100 bp

Ladder (Biotools, Madrid, España)5como marcador de pesos moleculares.

2.2.4.5. Amplificación de los genes cadF, ciaB y pldA

Para la amplificación de los genes cadF, ciaB y pldA, se mezclaron 2 μL del ADN microbiano

obtenido como se indica en 1.2.3.1.; 12,5 μL de agua bidestilada, 5 μL de tampón para Taq polimerasa

(10 mM Tris-HCl, pH 8,3; 50 mM KCl); 5 μL de MgCl2; 5 μL de solución de deoxinucleótidos trifosfato

(dNTPs) (Amersham Pharmacia Biotech, Sunnyvale, E.E.U.U.); 10 μL del cebador en dirección 5’→3’; 



10 μL del cebador en dirección 3’→5’; y 0,4 μL de Taq polimerasa (Applied Biosystems, Tres Cantos,

España).

La reacción de PCR se llevó a cabo en un termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf,

Alemania). El programa de termociclado que se empleó para la amplificación del ADN bacteriano

consistió en una etapa de desnaturalización inicial, en la cual se mantuvo la muestra a 95 ºC durante

10 minutos, para activar la enzima y conseguir la separación de las dos cadenas de ADN molde.

A continuación se repitieron 35 ciclos de tres fases cada uno:

1) Desnaturalización de los oligonucleótidos con el ADN molde (95º c durante 1 min).

2) Hibridación del ADN desnaturalizado con sus secuencias complementarias 42º C (1 min).

3) Síntesis de las nuevas cadenas de ADN (72º C durante 50 seg).

Una vez finalizados los ciclos, la muestra se mantuvo a 72 ºC durante 10 min para que tuviera

lugar una elongación final. Una vez concluida la reacción, la muestra se almacenó a 4º C hasta el

momento de su uso.

Posteriormente, se verificaron los fragmentos amplificados para los genes ciaB (527 bp), cadF (400

bp) y pldA (385 bp) mediante una electroforesis en gel de agarosa, empleando agarosa al 2% con un

20% de tampón de carga a 5 V/cm, utilizando 100 bp como marcador de pesos moleculares.

2.2.4.6. Secuenciación de los genes flaA, cadF, ciaB y pldA y determinación de sus

alineamientos

Para llevar a cabo la secuenciación de los genes flaA, cadF, ciaB y pldA, se emplearon 10 μL del

ADN obtenido como se indica en 2.2.4.1. y 1 μL del cebador en dirección 5’→3’. La secuenciación se

realizó en el Centro de Investigaciones Biológicas (SECUGEN, CIB-CSIC, Madrid, España). Una vez

obtenida las secuencias, se determinaron sus alineamientos múltiples, empleando el programa

CLUSTAL W (http://www.ebi.ac.uk).

2.2.5. Análisis estadístico

Los datos experimentales se analizaron utilizando el programa Minitab versión 14.1 (Minitab 14,

State College, PA). Para el análisis de datos se empleó la prueba t de Student. Las diferencias entre



muestras se consideraron significativas cuando p≤0,05. En las Tablas y Figuras correspondientes, N se

refiere al número de experimentos realizados y n al número de muestras analizadas.



2.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

2.3.1. Influencia del tiempo de incubación en ensayos de adherencia e invasividad de

Campylobacter

El tiempo de incubación del inóculo bacteriano con las células epiteliales es una variable que

puede influir en los resultados de los ensayos de adherencia e invasividad. Con el fin de optimizar el

tiempo de incubación a emplear durante dichos ensayos, se estudió la variabilidad de estos parámetros

al emplear diferentes períodos de incubación (1, 2, 3 y 4 h) (Figura 2.1.).

Figura 2.1. Adherencia e invasividad de C. jejuni LP1 a cultivos de células epiteliales Caco-2 al emplear
diferentes tiempos de incubación (1, 2, 3 y 4 h). Resultados expresados como la media del % de adherencia o
invasividad con respecto al inóculo ± la desviación estándar para N=2, n=2.

Se debe mencionar que antes de llevar a cabo este estudio, se observó que las condiciones de

incubación a las que sería sometida la cepa C. jejuni LP1 durante las pruebas de adherencia e

invasividad no afectan de manera significativa (p>0,05) la viabilidad de la bacteria (Tabla A.1.). De

manera similar, se determinó la concentración mínima de gentamicina (GTM) necesaria a emplear para

asegurar la eliminación de las células de C. jejuni LP1 que no han logrado invadir los cultivos de Caco-

2 durante las pruebas de invasividad (Tabla A.4.). Se estudió también el efecto de la máxima

concentración de gentamicina empleada para ensayos de invasividad a lo largo de este estudio (500

mg/mL) sobre la viabilidad de las células Caco-2 y se vió que la misma no se ve significativamente

afectada (p>0,05) (Tabla A.5.) al emplear dicho compuesto.
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A pesar de que se han realizado numerosos estudios en los cuales se emplean Campylobacter

spp. y células Caco-2, no existe un consenso en cuanto al tiempo de incubación a utilizar, aunque se

suelen usar períodos entre 1 y 5 h (Hänel et al., 2004; Szymanki et al., 1995). Russell y Blake (1994)

encontraron que la adherencia máxima de C. jejuni a cultivos de Caco-2 se logra entre las 1 y 2,5 h de

realizada la inoculación, sin embargo, dicho estudio no excedió las 2,5 h. De manera similar, el equipo

de Konkel (1992) describió que los valores máximos de invasividad de C. jejuni a células Caco-2 se

logran a las 4 h de incubación. Por otra parte, se ha observado que al emplear la línea celular INT 407,

la adherencia de C. jejuni aumenta de manera lineal durante el tiempo de incubación, hasta hasta

alcanzar su máximo a las 4 h, momento en el cual este parámetro declina rápidamente (McSeegan y

Walker, 1986).

Para la selección de los tiempos de incubación a emplear en este estudio se tomaron en

cuenta como referencia, además de lo anteriormente mencionado, los valores medios del tiempo de

tránsito intestinal en pollos. A pesar de que dicho tiempo depende de muchas variables, tales como la

edad (Petersen et al., 1999), la temperatura ambiental (Gordon y Roland, 1997), la viscosidad de la

dieta y la complementación del alimento con enzimas (Almirall y Esteve-García, 1994; Wang et al.,

1992), se ha visto que el promedio se encuentra entre los 155,6 ± 16,1 min en pollos de 14 días de

crecimiento y los 175,0 ± 44,5 min en los de 26 días (Juarez Estrada et al., 2007).

Se debe mencionar que se se evitó el empleo de tiempos de incubación mayores a 5 h, ya que

se ha determinado que Campylobacter spp. tiene un período limitado de vida dentro de la vacuola de

las células eucariotas (De Melo et al., 1989).

Los resultados obtenidos muestran que tanto la adherencia como la invasividad no varían de

manera significativa al emplear los diferentes tiempos de incubación seleccionados para este estudio

(p>0,05). Debido a lo anterior y a la falta de homogeneidad en los protocolos recogidos en la

bibliografía, se optó por emplear en adelante períodos de incubación de 1 h, ya que permiten reducir el

tiempo del estudio y obtener valores de adherencia e invasividad similares a los logrados utilizando

lapsos mayores de tiempo. En estudios similares que realizamos con otras cepas de Campylobacter se

obtuvieron resultados semejantes (datos no mostrados), permitiéndose por todo ello admitir que en las

condiciones utilizadas en los estudios de adherencia e invasión a células Caco-2, 1 h es un tiempo

suficiente para lograr la adherencia máxima de Campylobacter a las monocapas celulares.



2.3.2. Influencia de la concentración del inóculo de Campylobacter en ensayos de adherencia e

invasividad

Otra variable fundamental a tomar en cuenta a la hora de realizar estudios de adherencia e

invasividad, es la relación existente entre la concentración del inóculo bacteriano utilizado y la densidad

celular de los cultivos celulares, variable denominada comúnmente MOI (de sus siglas en inglés

“Multiplicity of Infection”). Con el fin de homogeneizar el MOI a utilizar en los estudios posteriores, se

estudió la adherencia de Campylobacter a células de Caco-2 usando diferentes concentraciones de

inóculo bacteriano (Figura 2.2.).

Figura 2.2. Adherencia e invasividad de C. jejuni LP1 a cultivos de células epiteliales Caco-2 empleando
diferentes MOI (1000; 100; 10; 1; 0,1; y 0,01). Resultados expresados como la media del % de adherencia o
invasividad con respecto al inóculo ± la desviación estándar para N=2, n=2. (*) Significativamente diferente con
respecto al MOI inmediatamente superior (p≤0,05).

Los resultados muestran que los niveles de adherencia e invasividad aumentan

significativamente (p≤0,05) y de manera proporcional a la concentración del inóculo microbiano

empleado hasta alcanzar un MOI de 100. Resultados similares se han descritos en estudios previos en

los que se ha visto que la invasividad de C. upsaliensis a cultivos celulares aumenta de manera gradual

a medida que se incrementa la concentración de inóculo empleada (Mooney et al., 2003). En nuestras

condiciones experimentales, cuando se alcanza un MOI de 100, parece ocurrir una saturación de la

superficie de las células epiteliales, por lo cual, al aumentar el inóculo bacteriano, no se observa un

incremento en el número de bacterias adheridas o invasoras. Debido a esto, se determinó emplear un
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MOI de 100 para los estudios subsiguientes. Resultados similares se obtuvieron para el resto de las

cepas utilizadas en este estudio (datos no mostrados).

Varios autores han propuesto diferentes MOI para lograr niveles de adherencia e invasividad

óptimos con Campylobacter en diferentes tipos de cultivos celulares, los cuales varían entre 20 y 2000

(Friis et al., 2005; Batchelor et al., 2004; Mooney et al., 2003; Hu y Kopecko, 1999). Es probable que el

alto nivel de variabilidad entre los resultados obtenidos por los distintos autores se deba a las

diferencias entre las cepas bacterianas empleadas, las líneas celulares y las condiciones

experimentales.

Además de esto, se han descrito diferencias de invasividad al emplear una única línea celular y

la misma cepa de Campylobacter en diferentes laboratorios, debidas posiblemente a la alta variabilidad

genética que existe entre cepas (Karlyshev et al., 2004; Wassenaar et al., 1991), que han sido

atribuidas a la existencia de secuencias hipervariables en su genoma (Parkhill et al., 2000).

2.3.3. Influencia del pH en ensayos de adherencia e invasividad de Campylobacter

A lo largo de su tránsito intestinal, tanto en pollos como en humanos, C. jejuni, debe

enfrentarse a distintos niveles de pH, característica que podría resultar decisiva en el proceso de

colonización.

En la actualidad existen pocas referencias bibliográficas acerca de los mecanismos que emplea

este patógeno para sobrevivir al tránsito a través del estómago en su camino hacia los intestinos,

aunque recientemente se ha demostrado que Campylobacter se encuentra equipado genéticamente

para detectar y responder ante los descensos bruscos de pH (Reid et al., 2008).

Con anterioridad se ha relacionado el pH del medio con la capacidad de adherencia de

diversos patógenos. Se ha visto, por ejemplo, que el pH ácido estimula la adherencia de Streptococcus

pneumoniae a células epiteliales del tracto respiratorio humano (Ishizuka et al., 2001) y del patógeno

Helicobacter pylori, estrechamente relacionado con Campylobacter (Maddocks, 1990), a tejidos

gástricos (Cortéis-Theulaz et al, 1996).

Después de demostrar que la viabilidad de las células Caco-2 y de C. jejuni LP1 no se ve

afectada por la exposición a diferentes pH (pH 5, 6 y 7) durante el período de tiempo utilizado en



nuestro estudio (Tabla A.2.), se determinó el efecto de este parámetro sobre la adherencia e

invasividad de C. jejuni LP1 a células de Caco-2 (Figura 2.3.).

En los resultados obtenidos se observa que la invasividad se reduce significativamente

(p>0,05) y de manera progresiva a medida que disminuye el pH del medio de cultivo de 5 a 7, aunque

la adherencia no varía significativamente entre los rangos de pH estudiados. Se decidió, por tanto,

utilizar un pH 7 en el trabajo experimental, con el fin de maximizar la capacidad de invasividad.

Figura 2.3. Adherencia e invasividad de C. jejuni LP1 a cultivos de células epiteliales Caco-2 a diferentes pH (5,
6 y 7). Resultados expresados como la media del % de adherencia o invasividad con respecto al inóculo ± la
desviación estándar para N=2, n=2. (*) Significativamente diferente con respecto al pH inmediatamente superior
(p≤0,05).

En la Tabla A.3. se establece una relación entre los valores medios del pH de diferentes

secciones del tracto gastrointestinal de pollos, y la capacidad de colonización de C. jejuni descrita para

cada una de dichas secciones. En dicha tabla se observa que la mayor capacidad de colonización en

intestinos de pollos se logra en las regiones de mayor pH, lo que sugiere una influencia directa de este

parámentro sobre la capacidad de adherencia y/o colonización del patógeno.

En estudios previos se ha determinado que el pH del tracto intestinal del pollo es más bajo que

el de humanos, lo que ha sido relacionado con las diferencias en los niveles de virulencia observados

en ambos casos (Denbow, 2000)

Por otra parte, Szymanski y colaboradores (1995) vieron que a pH inferiores a 5 disminuye

notablemente la motilidad de C. jejuni. A pesar de que se ha descrito previamente que esta propiedad

se debe a la presencia de uno o dos flagelos polares, se ha observado que a dichos niveles de acidez
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la estructura flagelar permanece intacta y que al incrementarse nuevamente el pH recobra su función

motil, por lo que se intuye que la disminución en la motilidad no es debida a una depolimerización

flagelar. Se ha demostrado también que la disminución de la motilidad de Campylobacter afecta su

capacidad de adherirse e invadir epitelios celulares, y aunque los mecanismos no se conocen, se cree

que la motilidad facilita el contacto necesario entre la célula epitelial y la bacteria para lograr su

posterior internalización (Szymanski et al., 1995).

Se ha propuesto que la disminución de la actividad flagelar a pH bajo puede ser responsable

de que, a pesar de que Campylobacter sobrevive en ambientes ácidos como el del estómago, no sea

capaz de iniciar un proceso infectivo en este tipo de entornos (Szymanski et al., 1995). También se ha

demostrado la implicación del flagelo y la motilidad en la iniciación del proceso de invasividad de

Campylobacter a las células epiteliales (Grant et al., 1993; Wassenaar et al., 1993).

A pesar de que en un principio se pensaba que el flagelo podía actuar como adhesina, en

estudios realizados con mutantes flagelares se ha visto que esta estructura no es responsable de la

adhesión de Campylobacter spp. a células epiteliales (Wassenaar et al., 1993). De hecho, en nuestros

experimentos se ha podido comprobar que la adherencia de Campylobacter a las células Caco-2 no se

ve afectada significativamente con la disminución del pH. Sin embargo, se ha observado que el flagelo

podría intervenir en el proceso de invasividad de este patógeno, mediando la unión inicial y permitiendo

a otras adhesinas establecer las uniones irreversibles requeridas para la invasividad (Szymanski et al.,

1995; Grant et al., 1993; McSweegan y Walker, 1986). Los resultados del presente trabajo muestran

una disminución en la capacidad de invasión de Campylobacter spp. a medida que baja el nivel de pH.

2.3.4. Estudio de la fisiología de crecimiento de Campylobacter

La determinación de los patrones de crecimiento de los microorganismos es uno de los

primeros pasos en casi cualquier estudio microbiológico, ya que permite determinar el comportamiento

del microorganismo a lo largo de un tiempo determinado y bajo las condiciones específicas en las que

se llevan a cabo los ensayos. Se estudiaron durante 48 h las curvas de crecimiento de las 5 cepas de

Campylobacter spp. empleadas a lo largo de este trabajo: C. jejuni NCTC 11351, C. jejuni NCTC 1116

(ambas procedentes de colecciones internacionales), C. jejuni LP1 y C. jejuni 118, y C. coli LP2

(provenientes de aislados clínicos) (Figura 2.4.).



Los resultados muestran una primera etapa de crecimiento en la que las distintas cepas

estudiadas presentan poblaciones iniciales cercanas a las 107 ufc/mL. La fase exponencial abarca

aproximadamente desde las 6 h a las 24 h, punto en el que las cepas alcanzan poblaciones máximas

cercanas a las 1010 ufc/mL. Una vez llegado este momento, los microorganismos entran en la fase

estacionaria y las curvas de crecimiento varían según la cepa de Campylobacter.

Figura 2.4. Curvas de crecimiento de las cepas de colección C. jejuni 11168 y 11351 (a), y de los aislados
clínicos C. coli LP2, C. jejuni LP1 y C. jejuni 118 (b). Resultados expresados como la media de Log ufc/mL ± la
desviación estándar para N=2, n=2.

En el caso de las cepas provenientes de la colección NCTC (C. jejuni NCTC 11351 y C. jejuni

NCTC 11168) y de C. jejuni LP1, a partir de las 24 h se presenta un período en que la viabilidad

disminuye de manera drástica, hasta alcanzar las 105 ufc/mL a las 48 h, sin registrarse diferencias

significativas entre las cepas (p>0,05). Esta disminución en la viabilidad es debida probablemente a la
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acumulación de metabolitos tóxicos y al agotamiento de nutrientes en el medio. Resultados similares se

han obtenido con anterioridad (Martínez-Rodríguez et al., 2004; Kelly et al., 2003) para las cepas 11168

y 11351, trabajando en condiciones similares a las utilizadas en el presente trabajo, lo que demuestra

una vez más la sensibilidad de estas cepas ante las condiciones de estrés propias de la fase

estacionaria.

A diferencia de las cepas anteriores, C. jejuni 118 y C. coli LP2 parecen ser más resistentes

ante la entrada en fase estacionaria, ya que sus poblaciones experimentaron menores reducciones

entre las 24 h y las 48 h, con poblaciones finales cercanas a las 107 ufc/mL.

Para la mayor parte de las bacterias, cuando se alcanza la fase estacionaria se activan una

serie de respuestas genéticamente reguladas, cuya finalidad es aumentar la resistencia del

microorganismo ante condiciones de estrés. En E. coli, por ejemplo, la respuesta general al estrés está

controlada por el factor sigma s, un producto del gen rpoS, que controla la expesión de más de 50

genes. De manera similar, se han encontrado ortólogos a rpoS en muchas otras bacterias Gram

negativas (Hengge-Aronis, 2000). A pesar de esto, Campylobacter carece de s o cualquier otro factor

sigma asociado con la adaptación a la fase estacionaria (Park, 2002).

Sin embargo, se ha descrito que en ausencia de otros mecanismos de adaptación al estrés, se

pueden generar cambios fisiológicos y producir nuevas cepas con fenotipos modificados, como vías

alternativas para sobrevivir ante situaciones estresantres en la llegada a la fase estacionaria en los

microorganismos con capacidad limitada para la regulación y adaptación genéticas al ambiente, como

ocurre en el caso de Campylobacter (Martínez-Rodríguez y Mackey, 2005; Martínez-Rodríguez et al.,

2004).

Los resultados obtenidos en este trabajo no permiten relacionar con los datos disponibles la

capacidad de adaptación al estrés producido durante la fase estacionaria con el origen de la cepa de

Campylobacter empleada.

2.3.5. Adherencia e invasividad de Campylobacter en fase exponencial y estacionaria a células

Caco-2

Debido a las diferencias observadas en los patrones de crecimiento entre las diferentes cepas

de Campylobacter estudiadas, se determinaron los perfiles de adherencia e invasividad de los aislados



clínicos y de las cepas de colección tanto en fase exponencial (18 h de crecimiento) como en fase

estacionaria (40 h) (Figura 2.5.). Antes de llevar a cabo estos ensayos, se determinó la influencia de las

condiciones de incubación empleadas en las pruebas de adherencia e invasividad (5% de CO2 durante

1 ó 3 h, respectivamente) sobre las cepas de Campylobacter estudiadas, confirmándose además que la

viabilidad de éstas no varía con respecto a la observada bajo condiciones convencionales de

incubación (microaerofilia) (Tabla A.1.).

Figura 2.5. Adherencia e invasividad de las cepas C. jejuni 11168, 11351, LP1, 118, y C. coli LP2 en (a) fase
exponencial (18 h de crecimiento) y en (b) fase estacionaria (40 h de crecimiento) a cultivos de células epiteliales
Caco-2. Resultados expresados como la media del % de adherencia o invasividad con respecto al inóculo  la
desviación estándar para N=3, n=2.

0

20

40

60

80

100

11351 LP1 118 11168 LP2

(%
)

Adherencia

Invasión

0

20

40

60

80

100

11351 LP1 118 11168 LP2

(%
)

Adherencia

Invasión

0

20

40

60

80

100

11351 LP1 118 11168 LP2

(%
)

Adherencia

Invasión

0,0001

1

0,1

0,001

0,01

(%
)

10(a)

0,0001

1

0,1

0,001

0,01

(%
)

10(b)

0

20

40

60

80

100

11351 LP1 118 11168 LP2

(%
)

Adherencia

Invasión

0

20

40

60

80

100

11351 LP1 118 11168 LP2

(%
)

Adherencia

Invasión

0

20

40

60

80

100

11351 LP1 118 11168 LP2

(%
)

Adherencia

Invasión

0

20

40

60

80

100

11351 LP1 118 11168 LP2

(%
)

Adherencia

Invasión

0

20

40

60

80

100

11351 LP1 118 11168 LP2

(%
)

Adherencia

Invasión

0,0001

1

0,1

0,001

0,01

(%
)

10(a)

0,0001

1

0,1

0,001

0,01

(%
)

10(b)



Para los ensayos de invasividad se emplearon las concentraciones mínimas de GTM

necesarias para inhibir completamente el crecimiento de las bacterias extracelulares, determinadas en

los ensayos de optimización, cuyos resultados se encuentran en la Tabla A.4.

En los experimentos en que se utilizaron cultivos en fase exponencial, los niveles de

adherencia e invasividad de las células Caco-2 fueron significativamente mayores para C. jejuni 118

que para el resto de las cepas estudiadas. Las otras tres cepas de C. jejuni (11351, LP1 y 11168)

presentaron menores valores. La cepa con menor capacidad para adherirse e invadir las células Caco-

2 fue C. coli LP2.

En el estudio llevado a cabo en fase estacionaria, nuevamente C. jejuni 118 tuvo los mayores

niveles de adherencia e invasividad, sin presentar diferencias significativas (p>0,05) con respecto a los

resultados obtenidos en la fase exponencial. De manera similar, el comportamiento de LP2 no resultó

significativamente distinto (p>0,05) al observado en fase exponencial, siendo la cepa de menor

adherencia e invasividad entre las estudiadas.

Las cepas restantes (11351, LP1 y 11168) se comportaron de manera similar entre sí y

presentaron una disminución significativa en su capacidad de adherencia e invasividad con respecto a

la registrada en fase exponencial. Estos resultados, junto con los obtenidos en el estudio de la

tolerancia al estrés en fase estacionaria de crecimiento (Figura 2.4.), parecen indicar que estas cepas

son más sensibles a las condiciones de estrés presentes en la fase estacionaria, lo que podría afectar

su capacidad para adherirse e invadir las células Caco-2. Por el contrario, tal como se observa en la

Figura 2.4., las cepas LP2 y 118 parecen poseer mecanismos más efectivos para controlar el estrés, lo

que podría influenciar su capacidad de adherencia e invasividad durante la fase estacionaria.

A pesar de la gran importancia que tiene la fase estacionaria para la supervivencia de

Campylobacter en el ambiente y en los alimentos, la mayoría de los estudios previos sobre la

capacidad de adherencia e invasividad de Campylobacter a células Caco-2 no han tomado en cuenta el

efecto de la fase de crecimiento sobre estos parámetros. En este sentido, únicamente se ha publicado

un estudio en el que se analiza la relación entre la exposición al estrés ambiental y la capacidad de

adherencia e invasividad de Campylobacter. En el mismo, se observó que la carencia de nutrientes

afecta de manera significativa la adherencia e invasividad de las cepas de C. jejuni estudiadas, aunque

se vió que el estrés oxidativo no ejerce el mismo efecto (Mihaljevic et al., 2007).



Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la adherencia e invasividad a células

Caco-2 dependen directamente de las características de la cepa de Campylobacter utilizada, las cuales

pueden ser o no modificadas con la fase de crecimiento, en dependencia de la capacidad de la cepa

para soportar situaciones de estrés e independientemente de su virulencia en fase exponencial.

2.3.6. Estudio de la presencia del gen flaA

Los resultados anteriores parecen indicar que las diferencias en la tasa de adherencia e

invasividad entre las distintas cepas de Campylobacter se deben a factores que van más allá del origen

de la cepa. Debido a esto, se estudió la presencia de algunos genes que determinan la expresión de

diferentes factores de virulencia y que se han relacionado con los procesos de adherencia e invasividad

de este patógeno.

El factor de virulencia más estudiado en Campylobacter es la flagelina, codificada, entre otros,

por el gen flaA (Wassenaar et al., 1991). Es por ello que se estudió la presencia de este gen en las

diferentes cepas de Campylobacter empleadas en este estudio (Figura 2.6.). Con tal fin, se extrajo el

ADN cromosómico de cada una de las cepas y se analizó la presencia del gen mediante PCR.

Figura 2.6. Estudio de la presencia del gen flaA por medio de la extracción del ADN cromosómico, amplificación
por PCR y migración en gel de agarosa. (SM) marcador molecular, (1) C. jejuni LP1, (2) C. coli LP2, (3) C. jejuni
118, (4) C. jejuni NCTC 11168, (5) C. jejuni NCTC 11351.

Los resultados muestran que el gen flaA está presente en todas las cepas estudiadas,

independientemente de su origen y de su capacidad de adherencia e invasividad, por lo que debe
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admitirse que las diferencias en la tasa de adherencia encontradas entre ellas no se podrían relacionar

directamente con la ausencia del gen en ninguna de las cepas.

En numerosos estudios se ha enfatizado la importancia del flagelo en la infectividad de

Campylobacter spp. (Aguero-Rosenfeld et al., 1990; Ueki et al., 1987; Newell et al., 1985). Además de

su papel como coadyuvante en el proceso de tropismo hacia los tejidos eucariotas y en el transporte

hacia las células epiteliales a través de la capa mucosa (Szimanski et al., 1995), tal como se ha

indicado con antelación, se cree que el flagelo puede tener otras funciones en el proceso de

patogénesis, actuando como iniciador en el proceso de invasividad de la bacteria a las células

epiteliales (Grant et al., 1993; Wassenaar et al., 1993).

2.3.7. Comparación de digestiones enzimáticas del gen flaA

Se ha descrito que los distintos alelos de flaA se pueden diferenciar mediante la comparación

de los fragmentos obtenidos después de su digestión con enzimas de restricción específicas

(Wassenaar y Newell, 2000). Basándose en lo anterior, se compararon los alelos del gen flaA de las

especies de Campylobacter estudiadas, empleando las enzimas AluI y DdeI (Figura 2.7.).

Se observó que en el caso de la restricción realizada empleando la enzima AluI, las cepas LP1

y 11351 tuvieron un patrón indistinguible entre ellas. Sin embargo, mediante la digestión con la enzima

DdeI se observaron diferencias entre los alelos de ambas cepas. Los diferentes patrones de bandas

para cada cepa y enzima empleadas sugieren que todas las cepas presentan distintos alelos para el

gen flaA, lo que podría explicar al menos en parte las diferencias en sus niveles de adherencia e

invasividad.

La idoneidad del gen flaA para ser empleado en este tipo de pruebas radica principalmente en

que, además de estar relacionado con la patogenicidad de Campylobacter, posee tanto regiones

altamente conservadas, como variables (Meinersmann et al., 1997).

Se ha visto además, que el análisis de reestricción del gen flaA con la enzima DdeI podría ser

una herramienta útil para estudios epidemiológicos, ya que permite clasificar diferentes cepas de

Campylobacter spp. según su origen, debido a que las especies más relacionadas entre sí parecen

tener un mayor grado de semejanza en el patrón de ruptura al ser digeridos con dicha enzima (Ayling et

al., 1996). La digestión del gen flaA utilizando ambas enzimas, AluI y DdeI, se ha utilizado



principalmente como medio para discriminar el origen de distintas cepas de Campylobacter spp. (Hald

et al., 2001; Petersen y Newell, 2001; Petersen y Wedderkopp, 2001; Nielsen et al., 2000).

Figura 2.7. Digestión enzimática del gen flaA. (a) enzima AluI, (b) enzima DdeI, (SM) marcador molecular, (1) C.
jejuni LP1, (2) C. coli LP2, (3) C. jejuni 118, (4) C. jejuni NCTC 11168, (5) C. jejuni NCTC 11351.

2.3.8. Estudio de la presencia de los genes cadF, ciaB y pldA

Además de flaA, otros genes como cadF, ciaB y pldA, se han relacionado con la capacidad de

adherencia e invasividad de Campylobacter spp. Al igual que se hizo en el caso de flaA, se estudió la

presencia de los genes anteriores en las diferentes cepas de Campylobacter estudiadas (Figura 2.8.).
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Los resultados obtenidos muestran que los tres genes estudiados (cadF, ciaB y pldA) se

encuentran presentes en las cinco cepas del patógeno, lo que indica que, al igual que ocurre con el gen

flaA, las diferencias en la tasa de adherencia encontradas entre las distintas cepas de Campylobacter

spp. no parecen ser debidas a la ausencia del gen en ninguna de ellas.

Como se ha mencionado, se sabe que los tres genes estudiados en este apartado participan

en los procesos de adherencia e invasividad de Campylobacter spp. En este sentido se ha visto que el

gen ciaB se ha asociado con la invasión celular, ya que codifica para la secreción de una proteína

necesaria para la invasión de las células epiteliales (Rivera-Amill et al., 2001).

Figura 2.8. Estudio de la presencia de los genes cadF, ciaB y pldA por medio de la extracción del ADN
cromosómico, amplificación por PCR y migración en gel de agarosa. (SM) marcador molecular, (1) C. jejuni LP1,
(2) C. coli LP2, (3) C. jejuni 118, (4) C. jejuni NCTC 11168, (5) C. jejuni NCTC 11351.

El gen cadF, por su parte, codifica para una proteína que interactua con la matriz proteica de

fibronectina del hospedador y es necesaria para la colonización de la superficie celular (Monteville et

al., 2003). De manera similar, el gen pldA, también relacionado con la invasión, codifica para una

proteína con actividad fosfolipasa, enzima que hidroliza los fosfolípidos de la membrana celular del

hospedador, ocasionando su lisis (Zhu et al., 2006; Ziprin et al., 2001, Grant et al., 1997).

2.3.9. Secuenciación de los genes flaA, cadF, ciaB y pldA

En los apartados anteriores no se encontró una relación entre la presencia/ausencia de los

genes estudiados y la capacidad de adherencia e invasividad de las distintas cepas de Campylobacter

spp. Por otra parte, las reestricciones enzimáticas del gen flaA resultaron útiles para poder diferenciar
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distintos patrones de bandas para cada cepa. Estos resultados permiten admitir como hipótesis que, a

pesar de que los cuatro genes que codifican para los factores de virulencia están presentes en todas

las cepas estudiadas, es posible que existan diferencias en las secuencias de dichos genes.

Basándose en lo anterior, se llevó a cabo la secuenciación del fragmento de cada gen y la

comparación entre las distintas cepas por medio de la determinación del porcentaje de homología entre

los alelos de dichos genes, el cual indica el grado de identidad que presentan entre sí los diferentes

alelos de un mismo gen (Tabla 2.2.). Las secuencias de los genes para cada cepa se encuentran

especificadas en las Figuras A.1.-A.4.

Tabla 2.2. % de identidad entre secuencias de los genes flaA, ciaB, cadA, pldA entre las cepas C. jejuni NCTC
11168, C. jejuni NCTC 11351, C. jejuni LP1, C. coli LP2 y C. jejuni 118.

La comparación de las secuencias del gen flaA confirmó los resultados obtenidos mediante la

digestión con las enzimas AluI y DdeI, es decir, las cepas analizadas presentan distintos alelos para el

fragmento analizado de flaA. Al realizar la comparación de las secuencias obtenidas con las incluidas

en las bases de datos, se determinó que la cepa LP1 presenta el alelo 233, la cepa LP2 el alelo 67, la

cepa 118 el alelo 190, la cepa 11168 el alelo 285 y finalmente, la cepa 11351 el alelo 156 del locus flaA

Cepa
Gen Cepa 11168 11351 LP1 LP2

118 85 85 84 85
LP2 96 98 97 -
LP1 97 97 - -

flaA

11351 96 - - -
118 100 98 99 87
LP2 87 87 86 -
LP1 99 98 - -

cadF

11351 98 - - -
118 100 99 99 100
LP2 100 99 99 -
LP1 99 99 - -

pldA

11351 99 - - -
118 100 98 99 77
LP2 77 77 77 -
LP1 99 98 - -

ciaB

11351 98 - - -



A pesar de que hasta la fecha se han descrito 1120 alelos diferentes para el gen flaA de

Campylobacter, que a su vez codifican para 287 flagelinas diferentes, todavía no se conoce la

variabilidad que presentan los distintos alelos de los genes ciaB, cadF, y pldA en esta especie. En los

resultados obtenidos se observó que cada uno de estos loci estudiados presenta diferentes alelos. Los

loci ciaB y cadF tienen cuatro alelos diferentes, cada uno de los cuales se encuentra compartido por las

cepas 118 y 11168. En el caso del locus pldA, únicamente se encontraron 3 alelos distintos entre las

cepas estudiadas, presentando las cepas LP2, 118 y 11168 el mismo alelo para este locus.

A partir de las secuencias obtenidas, se estableció el porcentaje de identidad entre diferentes

alelos de un mismo locus. Se observó que para el locus flaA todas las cepas, a excepción de 118,

presentaron un alto grado de identidad entre sí (96-98%). Sin embargo, el locus flaA de la cepa 118

sólo compartió un 84-85% de identidad con el resto de las cepas analizadas en este estudio.

Resultados similares se registraron en la cepa LP2 para los loci ciaB y cadF. Los loci ciaB y cadF de

LP2 presentaron únicamente 77 ó 86-87% de identidad, respectivamente, mientras que dichos loci

presentaron un alto nivel de identidad (98-100%) en el resto de las cepas analizadas (11168, 11351,

LP1 y 118).

Los resultados obtenidos en este apartado se pueden relacionar con el comportamiento

observado frente a la adherencia e invasividad de las células epiteliales Caco-2 descritos en el

apartado anterior. Las cepas 11168, 11351 y LP1 presentaron un patrón similar de adherencia e

invasividad, mientras que 118 y LP2, se comportaron de manera diferente, correspondiendo la cepa

118 a la más adherente e invasora y LP2 a la de menor adherencia e invasividad.

Las cepas 118 y 11168 comparten el mismo alelo para los loci ciaB, cadF ciaB, cadF y pldA, y

la única diferencia entre los genes estudiados correspondió al alelo del locus flaA. Lo anterior parece

indicar que entre los factores de virulencia estudiados, la existencia de distintos alelos en el locus flaA

sería la única diferencia que podría relacionarse, al menos en parte, con el comportamiento observado.

Los resultados obtenidos podrían sugerir que la composición de la flagelina de la cepa 118, codificada

por el alelo 190 del locus flaA, podría influir de manera positiva en la virulencia de esta cepa,

incrementando su capacidad de adherencia e invasividad, sin que esta propiedad se vea

significativamente afectada por la fase estacionaria de crecimiento.

Del mismo modo, los resultados obtenidos excluyen a las proteínas codificadas por los genes

ciaB, cadF y pldA, como factores implicados en la diferente adherencia e invasividad mostrada por las

cepas 118 y 11168, a pesar de que el alelo 67 del locus flaA podría estar involucrado en la disminución



de las capacidades de adherencia e invasividad de la cepa LP2. A pesar de esto, la posibilidad de que

los alelos presentes en los loci ciaB, cadF y pldA de la cepa LP2 pudieran estar relacionados con dicha

disminución, tampoco debe ser descartada. Además, otros genes o factores de virulencia no

estudiados en este trabajo podrían también contribuir a las diferencias observadas.

A pesar de que muchos genes relacionados con la patogenicidad de C. jejuni han sido

descritos, la relación entre éstos y el origen de cepas no está todavía claro. En este sentido, Datta et al.

(2003) estudiaron la presencia de genes relacionados con la patogenicidad en 111 aislamientos de

muestras clínicas humanas, carne de pollo y heces de pollo y de ternera. En el caso de los genes flaA,

cadF, pldA y ciaB no se observaron diferencias significativas en cuanto al origen del microorganismo.

De manera similar, en otro estudio se seleccionaron, entre otros marcadores genéticos, los

genes flaA y cadF como responsables de la expresión de la adherencia, y los genes ciaB y pldA para la

determinación de la expresión de la invasión. De entre 300 aislados de C. jejuni y C. coli obtenidos de

pacientes con enteritis, los genes flaA, cadF y pldA se detectaron en el 100% de los casos, mientras

que ciaB se observó en el 95%, no siendo posible establecer una relación entre el origen de la cepa y

la presencia de los genes (Talukder et al., 2008).

Por otra parte, Zheng et al. (2006) estudiaron la capacidad para adherirse e invadir células T84

de diferentes aislados de C. jejuni y C. coli obtenidos a partir de pollo, pavo, cerdo y ternera y las

compararon con las del aislado clínico C. jejuni 81-176. Observaron que todos los aislados poseen flaA,

cadF, pldA y que el 91% también contiene ciaB. Este último gen no se detectó en aquellas cepas de

invasión pobre del epitelio intestinal. Se vió también que a pesar de presentar todos los genes de

virulencia, no todos los aislados fueron capaces de invadir las células, probablemente debido a que

existen otros genes implicados en el proceso.

En resumen, se puede decir que la capacidad de adherencia e invasividad de Campylobacter

está estrechamente relacionada con la cepa empleada y se encuentra condicionada por múltiples

factores, pudiendo verse afectada por los mecanismos de resistencia al estrés observados durante la

fase estacionaria de crecimiento. De manera similar, la composición de la flagelina podría influir en la

capacidad de adherencia e invasividad del patógeno.



2.4. CONCLUSIONES

La adherencia y la invasividad de C. jejuni LP1 a células Caco-2 no varían de manera significativa

al emplear 1, 2, 3 y 4 h de incubación, por lo cual se determinó utilizar un período de 1 h en el protocolo

experimental de incubación.

La adherencia e invasividad de C. jejuni LP1 a células Caco-2 aumentan de manera proporcional a

la concentración del inóculo microbiano empleado hasta alcanzar un MOI de 100, punto en que ocurre

la saturación de las células, según las codiciones experiementales utilizadas. Por ello se seleccionó

emplear en adelante un MOI = 100 para el trabajo experimental.

A pesar de que la adherencia de Campylobacter no se ve afectada significativamente por valores

de pH de 5, 6 y 7, la invasividad se reduce significativamente y de manera progresiva a medida que

disminuye este parámetro, por lo que se eligió emplear pH =7.

La fisiología del crecimiento de las cepas clínicas LP2 y 118 es similar entre sí, mientras que las

cepas de colección 11168 y 11351 y la cepa clínica LP1 se comportan de manera diferente de las

anteriores pero semejante entre sí. Las cepas LP2 y 118 parecen ser más resistentes que las cepas

restantes ante las condiciones de estrés propias de la entrada en fase estacionaria. Las cepas más

resistentes ante condiciones de estrés (118 y LP2) presentan la misma capacidad de adherencia e

invasión a células epiteliales en fase exponencial y estacionaria de crecimiento, mientras que la

adherencia e invasividad de las cepas 11168, 11351 y LP1 disminuye con la entrada en fase

estacionaria.

Las 5 cepas de Campylobacter estudiadas presentaron alelos idénticos para los loci ciaB, cadF y

pldA, cuyos genes codifican para factores de virulencia. Sin embargo, el alelo flaA fue distinto en las

cepas 118 y 11168, las cuales difieren del resto en cuanto a su capacidad de adherencia e invasividad.

Estos resultados podrían demotrar que la composición de la flagelina podría estar relacionada con la

capacidad de adherencia y/o de invasión a las células Caco-2 por parte de Campylobacter.
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Los oligosacáridos pécticos (POS), se han propuesto como agentes reductores de la

adherencia de algunos patógenos. En este trabajo se estudió el efecto de un extracto de POS obtenido

a partir de cáscara de naranja sobre la adherencia e invasividad de C. jejuni a cultivos de Caco-2 con

diferente grado de diferenciación celular. Se demostró que los POS son capaces de reducir la

invasividad del patógeno en cultivos no diferenciados (ND) y diferenciados (DF), incluso a

concentraciones de 0,005 mg/mL, tanto si se lleva a cabo una incubación previa de la bacteria con el

extracto, como si ambos son inoculados simultáneamente a las células Caco-2. Este compuesto podría

ser considerado un antiinvasivo potencial para lograr la erradicación o la disminución de C. jejuni en la

cadena alimentaria humana.
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El trabajo de investigación descrito en este capítulo se llevó a cabo como parte de una colaboración

entre el departamento de Food Biosciences de la Universidad de Reading (Reading, Inglaterra), y el

Instituto de Fermentaciones Industriales (CSIC), y se realizó bajo la supervisión del Dr. Robert Rastall y

la Dra. Michelle Collins.



3.1. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS

En el mundo se producen cada año cerca de 70 millones de toneladas de naranjas (FAO,

2004). En España, la producción anual es cercana a los 7 millones de toneladas, la mayor parte de las

cuales es destinada a la industria de zumos (Intercitrus, 2009). El residuo de la naranja que queda

después de la extracción del zumo representa aproximadamente la mitad de la masa de la fruta, y la

mitad de dicho residuo corresponde a la cáscara (Braddock, 1999).

A nivel mundial, más de 2 millones de toneladas de pulpas de cítricos obtenidas a partir de

residuos industriales son destinados a la alimentación de ganado, por ser considerado un producto de

bajo valor añadido (Manderson et al., 2005). La pectina fabricada a partir de cáscara de cítricos

constituye un producto de valor añadido de estos residuos, principalmente dado a su uso en la industria

alimentaria como gelificante, texturizador, emulsificante y estabilizador (Liu et al., 2006). A pesar de

esto, su demanda en el mercado es baja en comparación con su potencial de producción a partir de los

residuos industriales y a su bajo costo (Manderson et al., 2005).

Los oligosacáridos pécticos (POS) presentes en la cáscara de la naranja, obtenidos tras la

eliminación de la pectina, se han propuesto como potenciales prebióticos humanos y como posibles

agentes reductores de la adherencia de algunos patógenos (Manderson et al., 2005; Hotchkiss et al.,

2003); sin embargo, hasta el momento no se ha estudiado su efecto sobre Campylobacter. En este

capítulo se determinará el efecto de un extracto de oligosacáridos pécticos provenientes de cáscara de

naranja, sobre la capacidad de colonización de Campylobacter, con miras a su posible inclusión como

complemento alimentario en piensos para pollos o como ingrediente funcional en alimentación humana

para lograr la disminución de este patógeno de la cadena alimentaria.

Para llevar a cabo estos estudios se utilizarán cultivos de células epiteliales Caco-2, que como

se comentó con antelación, constituyen un modelo in vitro reconocido para simular las condiciones

tanto del epitelio intestinal humano (Everest et al., 1992), como del pollo (Hänel et al., 2004). Las

células Caco-2 pueden presentar diferentes características y propiedades de acuerdo con su grado de

diferenciación. Su morfología después de 6 días de cultivo se caracteriza por la formación de bordes de

cepillo con microvellos y una forma celular compacta. Entre los días 16 y 22 de incubación, se obtienen

células diferenciadas que poseen características de enterocitos maduros (Friis et al., 2005; Everest et

al., 1992). A pesar de que ambos modelos han sido utilizados de manera alterna en diferentes trabajos,

no se conoce aún la manera en que el nivel de diferenciación puede influir sobre la línea celular como

modelo para estudiar la colonización de Campylobacter.



De manera similar, no existe uniformidad en cuanto a la metodología a emplear para la

incubación de Campylobacter con sustancias potencialmente antiadherentes o antiinvasoras, ya que en

algunos estudios se ha preincubado el patógeno con el compuesto de interés antes de su adición al

cultivo celular (Wittschier et al., 2007; Lee y Newell, 2006), mientras que en otros se inoculan ambos

simultáneamente a las células epiteliales (Shoaf et al., 2006).

Debido a lo mencionado anteriormente, el objetivo principal de este capítulo es estudiar el

efecto de un extracto de POS sobre la adherencia e invasividad de C. jejuni a células epiteliales Caco-

2. Para cumplir con este objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos parciales:

Obtener y caracterizar un extracto de POS.

Determinar las diferencias entre la capacidad de adherencia e invasividad de Campylobacter en

cultivos de células Caco-2 no diferenciados y en cultivos diferenciados.

Estudiar el efecto del extracto de POS y de su concentración sobre la capacidad de adherencia e

invasividad de Campylobacter a cultivos celulares diferenciados y no diferenciados de células Caco-2.

Determinar la influencia del método de incubación (con o sin incubación previa del POS con el

cultivo bacteriano) sobre la adherencia e invasividad de Campylobacter a células Caco-2.



3.2. MATERIALES Y MÉTODOS

3.2.1. Extracto de POS

3.2.1.1. Obtención del extracto de POS

Se obtuvo un extracto de oligosacáridos pécticos (POS) a partir de cáscara de naranja por

medio de extracción por flash con inyección de vapor siguiendo la metodología descrita por Fishman et

al. (2007). Brevemente, la solución obtenida después de la precipitación de la pectina y su remoción

por filtración, se evaporó bajo presión reducida para eliminar el alcohol isopropílico. El precipitado

floculado obtenido se colectó por decantación y se conservó en congelación a –20º C hasta el

momento de su uso. Posteriormente, esta fracción se nanofiltró como se ha descrito con antelación

(Manderson et al., 2005) y se preparó una solución madre (10 mg/mL) con el extracto diluido en PBS-

Ca/Mg. Seguidamente, se esterilizó por filtración (0,2 m) y se almacenó a -20º C hasta el momento de

su uso.

3.2.1.2. Caracterización de la fracción glucídica del extracto de POS

La composición total del contenido de carbohidratos y el contenido de ácido galacturónico,

presentes en el extracto de POS se determinaron empleando el método del fenol sulfúrico (DuBois et

al., 1956) y colorimetría (Filissetti-Cozzi y Carpita, 1991), respectivamente. La composición de

monosacáridos se determinó siguiendo la metodología descrita por Manderson et al. (2005).

Brevemente, se llevó a cabo una metanolisis de la muestra y, tras la evaporación del metanol, se

resuspendió en agua y se filtró (0,25 m). Se analizaron los hidrolizados por cromatografía de

intercambio iónico de alto desempeño , con detección de pulsos amperométricos (HPAEC-PAD).

3.2.2. Células eucariotas

3.2.2.1. Material plástico, medios, reactivos, obtención y condiciones de cultivo

Los materiales y métodos utilizados en este capítulo para el cultivo y mantenimiento de las

células epiteliales Caco-2 se encuentran descritos en los apartados 2.2.1.1.-2.2.1.4.

3.2.2.2. Ensayos de viabilidad de células Caco-2

Para evaluar el efecto de la presencia del extracto de POS en los ensayos de adherencia e

invasividad sobre la viabilidad de las células Caco-2, las células epiteliales se lavaron dos veces con 1



mL PBS-Ca/Mg y se incubaron con 500 L de POS (2,5 mg/mL) durante 1 h en 5% CO2. Como control se

empleó PBS-Ca/Mg. Se lavó dos veces con 1 mL de PBS-Ca/Mg y se añadieron 200 L/pozo de

tripsina/EDTA, se incubó durante 3 min y se añadieron 800 L/pozo de DEMEM. Se centrífugo por 10

min a 5000 rpm, se añadieron 50 L de DMEM y 50 L de colorante azul tripán al pellet obtenido y se

incubó 5 min. Se realizó el recuento de células al microscopio, utilizando un hematocitómetro

convencional.

Usando la siguiente fórmula se calculó el porcentaje de viabilidad de las células:

Porcentaje de viabilidad = 100 x células viables x células totales -1

3.2.3. Células bacterianas

3.2.3.1. Medios, reactivos, cepas y condiciones de cultivo

Para el desarrollo del presente trabajo se utilizó la cepa C. jejuni NCTC 11351, que constituye

la cepa tipo de C. jejuni y cuya capacidad de adherirse e invadir células epiteliales Caco-2 ha sido

estudiada por nosotros con anterioridad (Figura 2.5.). Los medios y la metodología empleada para la

preparación de los inóculos se han descrito previamente en 2.2.2.1 y 2.2.2.3.

3.2.3.2. Ensayos de viabilidad bacteriana

Para la determinación del efecto del extracto de POS sobre la viabildad de Campylobacter, se

lavó dos veces el inóculo bacteriano y se resuspendió en PBS-Ca/Mg. Posteriormente, dicho inóculo se

incubó en condiciones de microaerofilia con el POS a una concentración final 2,5 mg/mL y en agitación

durante 2 h, que corresponde al tiempo de incubación de los microorganismos con los compuestos

durante los ensayos de adherencia e invasividad. Como control se empleó PBS-Ca/Mg. Se realizaron

diluciones seriadas y se sembró en agar MHS para realizar el recuento bacteriano.

3.2.4. Ensayos de adherencia e invasividad a células Caco-2

3.2.4.1. Comparación de la capacidad de adherencia e invasividad de Campylobacter a

células Caco-2 ND y DF

Para comparar la capacidad de adherencia e invasividad de C. jejuni NCTC 11351 a cultivos de

Caco-2 ND y DF, se empleó la metodología descrita en 2.2.3.1., utilizando ambos tipos de cultivos

celulares. El tiempo de incubación de la bacteria en contacto con las células epiteliales fue de 1 h y se



empleó un MOI de 100 y un pH de 7. Estas condiciones de trabajo se optimizaron en el desarrollo del

Capítulo 2 y se comprobó su validez con la cepa utilizada (datos no mostrados).

3.2.4.2. Efecto del extracto de POS sobre la adherencia e invasividad de Campylobacter a

células Caco-2 ND y DF

Para determinar el efecto del extracto de POS sobre la adherencia e invasividad de C. jejuni

NCTC 11351 a células Caco-2, el inóculo bacteriano se lavó dos veces con PBS-Ca/Mg y se resuspendió

en PBS--Ca/Mg + 1% de SFB. La densidad óptica leída a 600 nm se ajustó a 0,5 (MOI=100). Se agregó el

POS (concentración final 2,5 mg/mL) y se incubó en agitación durante 1 h en condiciones de

microaerofilia. Después de este tiempo, se añadieron alícuotas de 500 L a las monocapas de las

células epiteliales Caco-2 y se incubó durante 1h a 37º C con 5% CO2.

Después de la incubación, se lavaron las células epiteliales dos veces con PBS-Ca-Mg y se siguió

la metodología descrita en 2.2.3.1. Los resultados se expresaron como las bacterias adheridas

comparadas con el control (ARC) o invasoras con respecto al control (IRC). Dichos valores se

calcularon según las siguientes fórmulas:

ARC = 100 x bacterias adheridas en la muestra (ufc/mL) x bacterias adheridas en el control (ufc/mL)-1

IRC = 100 x bacterias invasoras en la muestra (ufc/mL) x bacterias invasoras en el control(ufc/mL)-1

3.2.4.3. Efecto de la concentración de POS sobre la invasión de Campylobacter a células

Caco-2

Para la determinación del efecto de la concentración de POS sobre la invasión de C. jejuni

NCTC 11351 a las células Caco-2, se empleó el método descrito en el apartado anterior, utilizando

concentraciones finales de POS de 2,50; 1,50; 1,00; 0,50 y 0,05 mg/mL.

3.2.4.3. Efecto del método de incubación empleado para ensayos de adherencia e

invasividad de Campylobacter a células Caco-2

Se compararon los resultados obtenidos al emplear dos métodos diferentes de incubación. El

método I es el detallado en el apartado 3.2.4.2. y empleado a lo largo de este estudio. A diferencia del

anterior, en el método II no se realizó el paso de preincubación del inóculo bacteriano con el extracto de

POS, ya que ambos se añadieron al cultivo celular de manera simultánea (volumen final 500 L),



después del lavado de las células. Posteriormente se incubó durante 1 h a 37º C con 5% CO2. Una vez

realizada la incubación, se lavaron dos veces las células epiteliales con PBS--Ca/Mg y se siguió la

metodología descrita en 2.2.3.1. Los resultados se expresaron como se indica en 3.2.4.2.

3.2.5. Análisis estadístico

Los datos experimentales se analizaron utilizando el programa Minitab versión 14.1 (Minitab 14,

State College, PA). Para el análisis de datos se empleó la prueba t de Student. Las diferencias entre

muestras se consideraron significativas cuando p≤0,05. En las Tablas y Figuras, N se refiere al número

de experimentos realizados y n al número de muestras analizadas.



3.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

3.3.1. Caracterización del extracto de POS

Se realizó la caracterización del extracto de polisacáridos pécticos (POS) obtenido a partir de

albedo de cáscara de naranja, determinando su contenido de glucosa, arabinosa, galactosa, xilosa,

ramnosa, fucosa y ácido galacturónico (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Composición porcentual de monosacáridos en la muestra de POS. Resultados expresados como la
media del % con respecto al total de monosacáridos presentes en la muestra.

La glucosa fue el azúcar mayoritario en la composición del extracto de POS (58,1%), seguida

por la arabinosa (18,81%). En menores concentración se encontró la ramnosa (7,09%), el ácido

galacturónico (7,01), la galactosa (5,44%), la xilosa (3,36%) y la fucosa (0,19%).

En los resultados obtenidos se observa que las concentraciones de ácido galacturónico y de

ramnosa son similares, lo que sugiere la presencia de una estructura de ramnogalacturonano I (Figura

A.5.), con base de ramnosa y ácido galacturónico unidos de manera alterna y con residuos de

arabinosa y galactosa, unidas a la ramnosa en cadenas laterales (Ridley et al., 2001).

A diferencia de lo anterior, en un estudio realizado por Manderson et al. (2005) en el que se

caracterizó un extracto similar de POS, extraído también de albedo de naranja y utilizando la misma

metodología empleada en el presente trabajo, se obtuvo una relación ácido galacturónico-ramnosa

mucho mayor, que se atribuyó a la presencia de xilogalacturano.

En ambos estudios, sin embargo, el azúcar mayoritario fue la glucosa, cuya presencia es

probablemente debida a la glucosa libre proveniente de la cáscara de la naranja (Manderson et al.,

2005).

Monosacáridos % POS
Glucosa................................................. 58,10
Arabinosa.............................................. 18,81
Galactosa.............................................. 5,44
Xilosa………………………………......... 3,36
Ramnosa…………………………...….... 7,09
Fucosa………………………………....... 0,19
Ácido galacturónico…………………..... 7,01



3.3.2. Adherencia e invasividad de Campylobacter a células Caco-2 ND y DF

En general, se sabe que las lectinas bacterianas presentan una gran especificidad en cuanto al

hospedador y al tejido al que son capaces de adherirse (Fernández y Berenguer, 2000). Considerando

esto, se determinó el perfil de adhesión e invasividad de C. jejuni NCTC 11351 a cultivos de Caco-2 no

diferenciados (ND) y diferenciados (DF), con el fin de establecer si se observan diferencias en la

capacidad de colonización con respecto al grado de diferenciación celular (Figura 3.1). Previamente se

estudió el efecto del antibiótico empleado en las pruebas de invasividad sobre la viabilidad de las

células Caco-2 ND y DF (Tabla A.5.) y se determinó que esta propiedad no se ve afectada por la

concentración de gentamicina utilizada en este ensayo (500 mg/mL).

Figura 3.1. Adherencia e invasividad de C. jejuni NCTC 11351 a cultivos de células epiteliales Caco-2 ND y DF.
Resultados expresados como la media del % de adherencia o invasividad con respecto al inóculo ± la desviación
estándar para N=3, n=2. (*) Significativamente diferentes entre sí (p≤0,05).

Únicamente una pequeña proporción de las bacterias presentes en el inóculo tuvieron la

capacidad de adherirse o invadir las células epiteliales Caco-2. Tanto la adherencia como la invasividad

resultaron significativamente mayores (p≤0.05) en las células ND que en las DF, lo que sugiere un

mayor tropismo hacia las primeras.

Resultados similares a los obtenidos en este trabajo se han descrito recientemente por Van

Deun et al. (2008), quienes describieron que las células Caco-2 DF son menos susceptibles a ser

invadidas por C. jejuni que las células ND. Sin embargo, existe una gran heterogeneidad en cuanto al
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grado de diferenciación de las células Caco-2 empleadas en estudios de adherencia e invasividad de

Campylobacter hasta el momento. Mientras algunos autores utilizan células ND en sus trabajos (Ashgar

et al., 2007; Hänel et al., 2004), otros emplean cultivos DF (MacCallum et al., 2005; Karlyshev et al.,

2004; Szymanski et al., 1995).

Los resultados obtenidos por nosotros demuestran que el comportamiento observado depende

del grado de diferenciación de las células Caco-2, lo que parece ser un punto clave para la obtención

de resultados comparables entre diferentes autores y laboratorios.

3.3.3. Influencia del extracto de POS sobre la adherencia e invasividad de Campylobacter a

células Caco-2 ND y DF

Se estudió el efecto del extracto de oligosacáridos pécticos obtenidos a partir de cáscara de

naranja (POS) sobre la capacidad de adherencia e invasividad de C. jejuni NCTC 11351 a células

Caco-2 ND y DF. Antes de realizar estos ensayos, se determinó el efecto del compuesto sobre ambos

tipos de células (Tabla A.5.). Para ello, las células se incubaron durante 1 h con el extracto de POS (2,5

mg/mL) y se obtuvo que la viabilidad de las mismas no se afecta de manera significativa (p≤0,05) por la

presencia de dicho compuesto, a la concentración empleada. De igual manera, se determinó que la

presencia de POS (2,5 mg/mL) no afecta de manera significativa (p≤0,05) a la viabilidad de C. jejuni

NCTC 11351 (Tabla A.6.).

Para las pruebas de adherencia e invasividad, los POS se preincubaron con el cultivo

bacteriano (1 h) con el fin de maximizar el bloqueo de las lectinas del microorganismo, antes de su

contacto con las células Caco-2. Posteriormente, se inoculó la mezcla a las células ND y DF, y se

obtuvieron los resultados mostrados en la Figura 3.2.

En comparación con el control, el extracto de POS no afectó de manera significativa (p> 0,05)

la adherencia de C. jejuni LP1 a las células Caco-2 ND y DF. Sin embargo, la invasividad se redujo

significativamente (p≤0,05) con respecto al control en presencia del extracto de POS tanto en células

ND como DF, con valores de IRC de 4,3 y 6,4%, respectivamente. No se observaron diferencias

(p>0,05) en el efecto producido por el extracto de POS al emplear células ND y DF.

En los últimos años se han atribuido diversos efectos beneficiosos a los POS, principalmente a

los extraídos de la piel de naranja. Entre dichos efectos, los POS se han propuesto como prebióticos



potenciales, siendo fermentados sus oligosacáridos de manera más selectiva que las pectinas de las

cuales se derivan (Olano-Martín et al., 2002).

Figura 3.2. Influencia del extracto de POS (2,5 mg/mL) sobre la adherencia e invasividad de C. jejuni NCTC
11351 a cultivos de células epiteliales Caco-2 ND y DF. Resultados expresados como la media de las bacterias
adheridas comparadas con el control (ARC) o invasoras con respecto al control (IRC) ± la desviación estándar
para N=3, n=2. (*) Significativamente diferente al control (p≤0,05).

Los POS pueden también tener un efecto beneficioso sobre la microbiota intestinal, ya que son

capaces de ocasionar un aumento en las poblaciones de bifidobacterias y Eubacterium rectale

(Manderson et al., 2005). Recientemente se ha visto que también pueden proteger contra infecciones

producidas por E. coli (Rhoades et al., 2008) y contra las toxinas producidas por E. coli 0157:H7

(Olano-Martín et al., 2003). Aunque se desconoce el mecanismo exacto, se puede asumir que la

neutralización de la toxina se debe a su unión al POS, interacción que se asemeja a la que debe ocurrir

con el azúcar receptor.

Un mecanismo similar podría explicar los resultados obtenidos en este trabajo, en los que los

POS parecen interferir con el proceso de invasión celular, afectando la eficiencia de la adhesión. Como

se ha mencionado con antelación, una adherencia efectiva es un pre-requisito fundamental para la

invasión celular y es uno de los factores principales que permiten la iniciación de una colonización

exitosa (Zopf y Roth, 1996). La adherencia efectiva entre bacterias y células requiere de múltiples

puntos de unión (McSweegan y Walker, 1986) y la adsorción de oligosacáridos podría prevenir que se

establezcan dichas uniones por la saturación de los receptores o por impedimentos estéricos.
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3.3.4. Influencia de la concentración de POS sobre la invasividad de Campylobacter

Dado el efecto antiinvasivo de los POS sobre C. jejuni NCTC 11351 a células Caco-2, se

estudió la influencia de la concentración de este compuesto (0,05-2,5 mg/mL) sobre la invasión de

Campylobacter a cultivos Caco-2 (Figura 3.3.). Debido a que dicho efecto parece ser similar al usar

células ND y DF, se empleó únicamente el primer tipo, por requerir menos tiempo de incubación, al

igual que en el resto de los experimentos presentados en adelante a lo largo de este trabajo.

El efecto antiinvasivo de los POS fue significativamente dependiente de la concentración

empleada, a pesar de que todas las concentraciones estudiadas fueron capaces de inhibir la invasión

de Campylobacter a las células Caco-2. La inhibición máxima se obtuvo al emplear la mayor

concentración (2,5 mg/mL) de POS, con un IRC de 4%. Al disminuir la concentración de POS a 1,5

mg/mL, se observó una reducción en la actividad antiinvasora (IRC=23,8%). Concentraciones entre

0,05 y 1 mg/mL tuvieron un efecto similar en la invasión, y ofrecieron valores de IRC entre 62 y 70%.

Figura 3.3. Influencia de la concentración de POS sobre la invasividad de C. jejuni NCTC 11351 a cultivos de
células epiteliales Caco-2 ND. Resultados expresados como la media de las bacterias que han logrado invadir
con respecto al control (IRC) ± la desviación estándar para N=3, n = 2. (*) Significativamente diferente al control
(p≤0,05).

Otros autores han descrito una respuesta dependiente de la dosis de oligosacáridos contra la

adherencia celular de algunos patógenos asociados a alimentos (Lee y Newell, 2006; Shoaf et al.,

2006; Rhoades et al., 2005), pero no existen estudios que incluyan datos de invasividad.
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3.3.5. Influencia de la preincubación de POS con Campylobacter en la adherencia e invasividad

de células Caco-2

Se ha observado que la habilidad de algunos oligosacáridos para desplazar patógenos que se

encuentran adheridos a células es muy baja, e incluso inefectiva, en comparación con el grado de

inhibición observado cuando las células han sido previamente incubadas con el oligosacárido antes de

la infección bacteriana (Shoaf et al., 2006).

Por otra parte, algunos autores han logrado la inhibición de la adherencia de patógenos a la

superficie celular al preincubar los oligosacáridos con la bacteria antes de la infección (Wittschier et al.,

2007; Lee y Newell, 2006; Ruiz-Palacios et al., 2003; Cinco et al., 1984). En contraste, otros autores

han demostrado que al añadir de manera simultánea el microorganismo y el oligosacárido es posible

observar un efecto inhibitorio en la adherencia bacteriana (Shoaf et al., 2006; Rhoades et al., 2005;

Naughton et al., 2001). En nuestro estudio se comparó el efecto de la preincubación de Campylobacter

con los POS sobre la adherencia e invasividad a células Caco-2 ND (Figura 3.4.).

Figura 3.4. Efecto del método de incubación sobre la adherencia e invasividad de C. jejuni NCTC 11351 a
cultivos de células epiteliales Caco-2 ND. En el método I, el inóculo de Campylobacter se preincubó con el
extracto de POS durante una hora antes de ser añadido a las células epiteliales y en el método II, el inóculo
bacteriano y el extracto de POS se agregaron simultáneamente al cultivo celular. Resultados expresados como
la media de las bacterias adheridas (ARC) o invasoras (IRC) con respecto al control ± la desviación estándar
para N=3, n=2.

La preincubación del inóculo de Campylobacter con los POS durante una hora antes de su

adición a los cultivos celulares (método I) no parece tener influencia sobre el efecto inhibitorio

observado, ya que no se encontraron diferencias significativas (p>0,05) al comparar los resultados
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obtenidos al emplear este método con respecto a los logrados sin emplear el paso de preincubación

previa (método II). Además de solventar la controversia metodológica planteada con antelación, los

resultados aquí obtenidos presentan una utilidad potencial relevante, ya que indicarían que los POS

podrían llegar a ser utilizados como aditivos alimentarios de pollos para disminuir la invasividad de

Campylobacter sin la necesidad de realizar el paso previo de pre-incubación, difícil de implementar in

vivo.

Esta investigación ha demostrado que los oligosacáridos pécticos derivados de la cáscara de la

naranja, un subproducto de la industria alimentaria, pueden tener utilidad potencial como compuestos

antimicrobianos contra Campylobacter. En futuros trabajos se pretende valorar su empleo como aditivo

nutricional en pollos o como componente funcional en las dietas de humanos, con el fin de contribuir a

la disminución o erradicación de Campylobacter en la cadena alimentaria.



3.4. CONCLUSIONES

Al realizar la caracterización del extracto de POS obtenido, se determinó que la glucosa es el azúcar

mayoritario, seguida por la arabinosa. En menores concentraciones se encontró ramnosa, ácido

galacturónico, galactosa, xilosa, fucosa.

Tanto el porcentaje de adherencia como el de invasividad de C. jejuni NCTC 11351 fue

significativamente mayor al emplear cultivos de células Caco-2 ND que en cultivos de células Caco-2

DF, por lo que consideramos que las células ND son un modelo más apropiado para el estudio de la

capacidad de adherencia e invasión de Campylobacter a epitelios celulares Caco-2 y proponemos su

empleo con estos fines.

El extracto de POS disminuyó de manera significativa invasividad de C. jejuni NCTC 11351 a células

Caco-2. Dicho efecto fue dependiente de la concentración del extracto empleada.

La respuesta obtenida sobre la adherencia e invasividad de C. jejuni NCTC 11351 a cultivos celulares

Caco-2 no se ve afectada de manera significativa por el método de incubación empleado (incubación

previa o no del patógeno con POS).
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La manosa y algunos productos ricos en ésta como las levaduras, pueden ser efectivos en el

control de ciertos patógenos intestinales en animales de granja. Se estudió la influencia de levaduras

(S. cereviseae), de sus paredes celulares y de fracciones de manoproteínas extraídas de éstas por

métodos térmicos o enzimáticos, sobre la adherencia e invasividad de Campylobacter a células

epiteliales Caco-2. Las levaduras y las paredes celulares de éstas fueron capaces de reducir de

manera significativa la adherencia de Campylobacter a cultivos de Caco-2, aunque no parecieron influir

en su invasividad. El método empleado para preparar los extractos de manoproteínas influyó en su

composición y en su eficacia para disminuir la adherencia e invasividad de Campylobacter a células

Caco-2. Tanto la fracción proteica de las manoproteínas como la disponibilidad de los residuos de

manosa parecen intervenir en la inhibición de la adherencia de Campylobacter a células epiteliales

Caco-2. Las manoproteínas de levaduras también fueron capaces de disminuir la invasividad de otras

bacterias patógenas asociadas a los alimentos y de favorecer selectivamente la adherencia de algunas

bacterias lácticas que pueden ser potencialmente probióticas para pollos y humanos, por lo que podrían

ser consideras como potenciales agentes moduladores de la microbiota intestinal y como un medio

para la disminución de Campylobacter en la cadena alimentaria.



Capítulo

4

Influencia de las manoproteínas de levadura sobre

la adherencia e invasividad de Campylobacter



4.1. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS

Como se ha comentado previamente en los capítulos anteriores, en los últimos años ha ganado

relevancia el empleo de agentes antiadhesivos como alternativa al uso de antibióticos para el control de

patógenos en la alimentación animal. Se ha visto que para poder adherirse y desencadenar los

fenómenos de patogénesis, algunas bacterias patógenas se unen específicamente a las glicoproteínas

con extremos de D-manosa presentes en las superficies de las células eucariotas (Santin et al., 2001;

Pan et al., 1997; Firon et al., 1984; Ofek et al., 1977). Tomando este argumento como premisa, se ha

determinado que es posible bloquear las lectinas de ciertos patógenos con D-manosa exógena para

impedir la adhesión de las bacterias a las mucosas del intestino y evitar de este modo su unión a los

receptores y por tanto, la colonización bacteriana (Santin et al., 2001; Zopf y Roth, 1996; Russell y

Blake, 1994).

Algunos autores han demostrado que la introducción en la dieta de algunos animales y aves de

corral de D-manosa y de productos ricos en ésta, como las levaduras, los manoligosacáridos y el metil-

alfa-D-manósido, puede ser efectiva en el control de patógenos bacterianos intestinales como

Salmonella (Spring et al., 2000; Line et al., 1998; Oyofo et al., 1989a; Oyofo et al., 1989b).

Además de su efecto potencial en el control de patógenos intestinales, se ha observado que los

carbohidratos como la D-manosa, que no son digeribles por las enzimas de los mamíferos, pueden

influenciar positivamente la composición y la actividad metabólica de la microbiota intestinal, actuando

como prebióticos, y por tanto pueden resultar de gran interés como complemento alimentario para la

formulación de dietas veterinarias específicas y comida para mascotas (Zentek et al., 2002). Además,

estas propiedades hacen que pueda tener también una utilidad potencial para el consumo humano,

teniendo en cuenta que las D-manosa es un poducto de grado alimentario. Sin embargo, el alto precio

de la D-manosa hace que la inclusión de este compuesto como complemento en la dieta de los

animales no resulte una estrategia rentable.

La pared celular de las levaduras constituye aproximadamente un 30% del peso seco de estos

microorganismos y es rica en proteínas altamente glicosiladas unidas covalentemente a polisacáridos

de D-manosa, denominadas manoproteínas (Lipke y Ovalle, 1998; Klis, 1994). Las levaduras, en

especial Saccharomyces cerevisiae, conforman un importante porcentaje de los residuos industriales

de diversas industrias alimentarias, principalmente en la vinícola y la panadera, por lo que su inclusión



como complemento en la dieta de animales podría ser una estrategia eficaz y rentable tanto para el

control de patógenos como para estimular la proliferación de bacterias beneficiosas.

A pesar de que existen diversos estudios sobre el efecto de los productos ricos en D-manosa

en la adherencia intestinal de diferentes enteropatógenos, tanto in vitro como in vivo (White et al., 2002;

Line et al., 1998; Schoeni y Wong, 1994), apenas se conoce su efecto sobre Campylobacter spp., y los

únicos datos disponibles muestran resultados contradictorios, ya que en ocasiones el uso de dichos

productos parece disminuir la adhesión de esta bacteria (Schoeni y Wong, 1994), mientras que en otros

casos no parecen influir en esta capacidad (Line et al., 1998).

Debido a lo anteriormente mencionado, el objetivo principal de este capítulo es estudiar la

influencia de diferentes extractos derivados de la pared celular de S. cerevisiae sobre la adherencia e

invasividad de Campylobacter spp. a cultivos de células epiteliales de Caco-2, valorando también su

influencia sobre otros patógenos de interés alimentario y sobre algunas bacterias potencialmente

probióticas. Para lograr lo anterior, se plantearon los siguientes objetivos específicos:

Estudiar el efecto de levaduras y de paredes celulares de las mismas sobre la adherencia e

invasividad de Campylobacter a células Caco-2.

Realizar la extracción, mediante métodos térmicos y enzimáticos, y posterior caracterización de dos

extractos de manoproteínas provenientes de paredes celulares de levaduras, y estudiar su efecto sobre

la adherencia e invasividad del patógeno a las células epiteliales.

Determinar la influencia de la composición en proteínas y azúcares de los extractos obtenidos

sobre la adherencia e invasividad de Campylobacter a células epiteliales Caco-2

Seleccionar el extracto de manoproteínas más efectivo y estudiar su actividad sobre la adherencia

e invasividad de otros patógenos y de algunas especies bacterianas que pueden ser probióticos

potenciales tanto en pollos como en humanos.



4.2. MATERIALES Y MÉTODOS

4.2.1. Extracción y caracterización de fracciones de manoproteínas

4.2.1.1. Levaduras y paredes celulares

Para el desarrollo del siguiente capítulo se emplearon: S. cerevisiae (Laffort, Guipúzcoa,

España), paredes de S. cerevisiae (Laffort, Guipúzcoa, España) y D-manosa (Sigma-Aldrich,

Steinheim, Alemania). Las levaduras y las paredes de levaduras se resuspendieron (30 mg/mL) en

PBS-Ca/Mg y se calentaron durante 10 min a 85º C, para inactivar las enzimas y para eliminar las

estructuras vegetativas presentes (baño de agua Precisterm Barcelona, España). La D-manosa se

resuspendió en (30 mg/mL) en PBS-Ca/Mg y se esterilizó por filtración (0,22 µm). Todas las soluciones se

mantuvieron en congelación hasta el momento de su uso. En adelante, las muestras serán

denominadas LEC (levaduras calentadas), PAC (paredes de levaduras calentadas) y MAN (manosa).

4.2.1.2. Obtención de manoproteínas

Para la obtención de manoproteínas de levadura se partió de las paredes de levadura (Laffort,

Guipúzcoa, España). Cada procedimiento de extracción (enzimático y térmico) se llevó a cabo por

triplicado de la manera en que se explica a continuación.

4.2.1.2.1. Extracción enzimática

Para la extracción enzimática se suspendieron 2 g de paredes celulares de levadura en 100 mL

de tampón citrato-fosfato pH 7,2. Las paredes se lavaron y centrifugaron 3 veces a 5000 rpm por 10

min a 4º C (Beckman Avanti J-25, rotor JA-14, California, EE.UU.). La suspensión obtenida se incubó a

40º C durante 5 h con Glucanex 200G, una preparación enzimática comercial constituida por exo 1,3 β–

glucanasas obtenidas a partir de extractos purificados y concentrados producidos por la especie de

hongo filamentoso Trichoderma harzianum (Novozymes, Dittingen, Suiza). Posteriormente, el

sobrenadante se separó del pellet por centrifugación (5000 g durante 10 min a 4º C). El sobrenadante

se ultrafiltró a través de una membrana de 10 KDa de tamaño de poro (Minitan Millipore, Maryland,

EE.UU.). El ultrafiltrado obtenido se colectó y se mantuvo en congelación (-20º C) hasta su utilización.

Las manoproteínas obtenidas mediante este procedimiento enzimático en adelante serán designadas

como ME.



Las ME se resuspendieron en una concentración final de (30 mg/mL) en PBS-Ca/Mg.Se

esterilizaron por filtración (0,22 µm) y se mantuvieron en congelación (-20º C) hasta el momento de su

uso.

4.2.1.2.2. Extracción térmica

Para llevar a cabo la extracción térmica de manoproteínas, se preparó una suspensión de

pared de levaduras según las condiciones descritas anteriormente, y se calentó a 80-85º C en un baño

termostatizado con agitación (Memmert, Schwabach, Alemania) durante 24 h. Al igual que en el caso

anterior, el sobrenadante se separó del pellet por centrifugación (5000g durante 10 min a 4º C) y

posteriormente se ultrafiltró (tamaño de poro 10 KDa) y se mantuvo en congelación (-20º C) hasta su

utilización. Las manoproteínas obtenidas mediante este procedimiento de extracción térmica en

adelante serán designadas como MT.

Las MT se resuspendieron en una concentración final de 30 mg/mL en PBS-Ca/Mg. Se

esterilizaron por filtración (0,22 µm) y se mantuvieron en congelación (-20º C) hasta el momento de su

uso.

4.2.1.3. Tratamientos aplicados a la fracción de MT

Con el fin de determinar la influencia de la composición de MT (fracción más activa) sobre el

comportamiento observado en los ensayos de adherencia e invasividad, se llevaron a cabo los

tratamientos que se describen a continuación.

4.2.1.3.1. Hidrólisis de las proteinas presentes en la fracción de MT

Para lograr la proteolisis de la fracción de proteínas presentes en las manoproteínas, se utilizó

Pronasa (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania), que es una preparación comercial formada por una

mezcla de proteinasas exocelulares del hongo filamentoso Streptomyces griseus. Dicha preparación es

activa frente a proteínas nativas y a proteínas desnaturalizadas, provocando una digestión completa de

las mismas en aminoácidos individuales.

Para llevar a cabo la proteolisis se añadió una concentración de 50 Mm de Pronasa a una

suspensión de MT (30 mg/mL) y se incubó en agitación durante 40 h a 37º C. Transcurrido este tiempo,

la muestra se colocó en un baño de agua (Precisterm Barcelona, España) a 85º C durante 10 minutos



para desactivar la enzima. La muestra, denominada en adelante MTP, se mantuvo en congelación (-20º

C) hasta el momento de su uso.

Como control se empleó una muestra sometida a las mismas condiciones descritas con

anterioridad, pero empleando la enzima previamente inactivada por calor (85º C x 10 minutos). Esta

muestra será denominada en adelante MTPI.

4.2.1.3.2. Hidrólisis ácida de los oligosacáridos presentes en MT

Con el fin de lograr la separación de los oligosacáridos ricos en manosa del cuerpo de las

manoproteínas, se llevó a cabo una hidrólisis ácida. Para ello se preparó una solución de MT en agua

destilada estéril (150 mg/mL). A continuación se agregaron volúmenes iguales de la solución anterior y

de ácido trifluoroacético (2 N) en viales de vidrio, quese sellaron con la llama de un mechero. Los viales

se incubaron durante 24 h a 110º C (Belenguer, Madrid, España). Pasado este tiempo, se ajustó el pH

a 7 utilizando NaOH. Luego la concentración de manoproteínas se estableció con PBS-Ca-Mg en 30

mg/mL y la solución se esterilizó por filtración (0,22 µm). La muestra de MT, después de realizada la

hidrólisis ácida,se denominó MTH.

4.2.1.4. Caracterización de MT y ME

Se realizó un estudio de caracterización de las fracciones de manoproteínas con el fin de

determinar su contenido en proteínas y azúcares y, dentro de estos últimos, la proporción de glucosa y

manosa.

4.2.1.4.1. Fracción proteica

La caracterización de las proteínas de las manoproteínas extraídas (MT y ME) se determinó

según el método Bradford (Bradford, 1976), basado en la reacción de las proteínas con Azul de

Coomassie G-250 (Pierce Chemical Co., Rockford, EE.UU.). La absorbancia se determinó a 595 nm 15

min después de la adición del reactivo (espectrofotómetro Boeco S-22 UV/vis, Neubauer, Alemania).

Los resultados se expresaron como mg de albúmina sérica bovina por litro (BSA/L).

4.2.1.4.2. Polisacáridos

La fracción de polisacáridos totales se determinó por el método del fenol sulfúrico (DuBois et

al., 1956). Las lecturas de absorbancia se realizaron a 490 nm (espectrofotómetro Boeco S-22 UV/vis,

Neubauer, Alemania). Los resultados se expresaron como mg de manosa/L.



Para el aislamiento la fracción coloidal en la que se encuentran presentes los polisacáridos, se

siguió el procedimiento descrito por Segarra et al. (1995). Un total de 5 mL de etanol (96% v/v) y 50 mL

de HCl (1 N) se añadieron a 1 mL de la muestra. Después de 18 h de incubación a 22º C, los tubos se

centrifugaron (1800 g durante 20 min), el sobrenadante se eliminó y las muestras se lavaron 3 veces

con etanol (96% v/v).

Para llevar a cabo la hidrólisis de los polisacáridos y la obtención de los azúcares individuales,

las muestras obtenidas se hidrolizaron a 100º C durante 24 h en un vial cerrado que contenía 1 mL de

ácido trifluoroacético (TFA) 2 M y 0,5 mL de mioinositol (0,1% p/v, estándar interno).

Después de la hidrólisis, la mezcla se evaporó a sequedad en estufa. El residuo hidrolizado

seco se sililó siguiendo el procedimiento descrito por Troyano et al. (1991). La muestra se disolvió en

100 μL de piridina anhídrica, 100 μL de trimetilsilil imidazol, 100 μL de trimetilclorosilano, 100 μL de n-

hexano y 200 μL de agua desionizada, los cuales se añadieron secuencialmente, con agitación de la

muestra.

Los derivados sililados presentes en la fase orgánica se inyectaron inmediatamente en el

cromatógrafo de gases. Los derivados del trimetilsilil imidazol se analizaron en un cromatógrafo de

gases Hewlett-Packard 6890 (Cambridge Scientific Products, Cambridge, UK), equipado con un

detector de ionización de llama (FID) y con un inyector split/splitless. La separación se llevó a cabo en

una columna Carbowax 20M de 30 m de longitud x 0,25 mm de diámetro interno (Alltech Associates,

Deerfield, EE.UU.). La temperatura del inyector y del detector fue de 220º C. El horno se calentó a 40º

C por 10 min, luego la temperatura se incrementó 7º C/min hasta alcanzar los 150º C, seguido de un

incremento de 30º C/min hasta alcanzar los 210º C. El gas portador fue helio (12,5 psi, split 1/15). Los

factores de respuesta se calcularon con una serie de patrones puros a diferentes concentraciones,

usando mioinositol como patrón interno. La identificación de los compuestos presentes en las muestras

se llevó a cabo por medio de la comparación de los tiempos de retención de los picos con respecto a

los patrones puros.

4.2.2. Células eucariotas

4.2.2.1. Material plástico, medios, reactivos, obtención y condiciones de cultivo

Los materiales y métodos utilizados en este capítulo para el cultivo y mantenimiento de las

células epiteliales Caco-2 se encuentran descritos en los apartados 2.2.1.1.-2.2.1.4. En este capítulo se

emplearon células no diferenciadas (ND), que como se ha descrito previamente, representan un



modelo celular de gran utilidad para simular el comportamiento tanto el epitelio intestinal humano como

el del pollo.

4.2.2.2. Ensayos de viabilidad de células Caco-2

Para los ensayos de viabilidad de células eucariotas, se siguió la metodología descrita en el

apartado 3.2.3.2., incubándose las células con 500 L del compuesto de interés, a una concentración

final de 15 mg/mL.

4.2.3. Células bacterianas

4.2.3.1. Medios y reactivos

Para el cultivo de las cepas de Campylobacter, se emplearon los medios especificados en el

apartado 2.2.2.1. Para el cultivo de las otras especies estudiadas en este capítulo se emplearon los

siguientes medios de cultivo: para cultivos en medio líquido: caldo (LB) o caldo Man Rogosa Sharpe

(MRS) como medio líquido y agar MH o agar Man Rogosa Sharpe (MRS) como medio sólido (todos de

Oxoid, Basingstoke, Reino Unido).

4.2.3.2. Cepas

Se utilizó la cepa C. jejuni LP1, suministrada por el Departamento de Microbiología del Hospital

La Paz. Se seleccionó esta cepa ya que tanto la fisiología de su crecimiento, como su capacidad para

adherirse e invadir cultivos de células Caco-2 se asemejan a los de la cepa tipo de Campylobacter (C.

jejuni NCTC 11351) (Figuras 2.4. y 2.5., respectivamente), teniendo la peculiaridad de corresponder a

un aislamiento clínico de enteritis humana, por lo que su empleo resulta de especial interés.

Se usaron también las cepas Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC

1428, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923, y Lactobacillus

plantarum ATCC 10241, todas ellas pertenecientes a la Colección Norteamericana de Cultivos Tipo

(American Type Culture Collection; ATCC, Manassas, EE.UU.). Las cepas Shigella sonnei CECT 457 y

Lactobacillus casei CECT 475, se adquirieron en la Colección Española de Cultivo Tipo (Colección

Española de Cultivos Tipo, CECT, Valencia, España). Pediococcus damnosus DSM 20331 se adquirió

en la Colección Alemana de Microorganismos (Deutsche SammLung von Mikroorganismen, DSM,

Braunschweig, Alemania). Las cepas Lactobacillus salivarius IFa, Klebsiella spp. IFb y Enterococcus

faecium BIFI-58, se aislaron en nuestro instituto.



4.2.3.3. Condiciones de cultivo de cepas bacterianas

Las condiciones empleadas para el cultivo de Campylobacter se especifican en 2.2.2.3. Las

cepas de E. coli ATCC 25922, S. typhimurium ATCC 1428, P. aeruginosa ATCC 27853, S. sonnei

CECT 457, Klebsiella spp. IFb y S. aureus ATCC 25923 se cultivaron en agar LB y se incubaron en

aerofilia a 37º C durante 24 h. Se seleccionaron colonias aisladas, se inocularon en 50 mL de medio LB

y se incubaron en aerofilia durante 24 h a 37º C y en agitación (240 rpm). Las cepas de L. casei CECT

475, L. salivarius IFa, E. faecium BIFI-58, L. plantarum ATCC 10241, y P. damnosus DSM 20331 se

cultivaron en caldo MRS y se incubaron a 37º C con 5% de CO2 (estufa Inco 2, Memmert, Alemania),

durante 48 h (L. casei) o 24 h (cepas restantes).

Se realizó una dilución 1/10 de los cultivos en LB o MRS fresco y se incubó el cultivo preparado

en las condiciones descritas anteriormente. Posteriormente, se realizó una dilución 1/100 de los cultivos

en medio fresco. Estos últimos cultivos constituyeron el inóculo bacteriano utilizado para los ensayos

experimentales.

4.2.3.4. Efecto de las condiciones de incubación sobre la viabilidad bacteriana

Se realizaron estudios para determinar si la viabilidad de las cepas bacterianas empleadas es

afectada por las condiciones de incubación a las que los cultivos bacterianos se someten durante las

pruebas de adherencia e invasividad. Las cepas E. coli ATCC 25922, S. typhimurium ATCC 1428, P.

aeruginosa ATCC 27853, S. sonnei CECT 457, Klebsiella spp. IFb y S. aureus ATCC 25923, se

cultivaron tanto en 5% CO2 a 37º C, como según se indica en 4.2.3.3. Se tomaron muestras a 1 h y 3 h,

que equivale al tiempo de incubación empleado para los ensayos de adherencia e invasividad,

respectivamente. Se realizaron diluciones seriadas y se sembró en agar LB para el recuento

bacteriano.

4.2.3.5. Ensayos de viabilidad bacteriana

Para determinar el efecto de los diferentes compuestos empleados en este estudio sobre la

viabilidad de las diferentes especies y cepas bacterianas, los microorganismos se cultivaron según

4.2.3.3. y se siguió la metodología descrita en 2.2.2.6.



4.2.4. Ensayos de adherencia e invasividad a células Caco-2

4.2.4.1. Efecto de los extractos de manoproteínas sobre la adherencia e invasividad

bacteriana a células Caco-2

Para estudiar el efecto de las levaduras y sus fracciones sobre la adherencia e invasividad de

Campylobacter spp. a cultivos de células Caco-2, se utilizó la metodología descrita en 2.2.3.1.,

empleando una concentración final del compuesto de interés de 15 mg/mL.

En el caso de las especies bacterianas restantes, los inóculos bacterianos obtenidos como se

indica en 4.2.3.3., se lavaron con PBS pH 7, y se ajustó la concentración celular a una densidad óptica

de 0,5; obtenida a una longitud de onda de 600 nm. Los inóculos estandarizados se incubaron i en

matraces de 50 mL durante 1 h, con el compuesto a probar a una concentración final de 15 mg/mL. Las

condiciones de incubación empleadas fueron las adecuadas para cada bacteria.

Utilizando los cultivos mencionados, se llevaron a cabo estudios de adherencia e invasividad.

Para ello, se realizaron diluciones seriadas, se sembró en placas de agar MHS y se incubó a 38º C

durante 48 h en condiciones de microaerofilia, en el caso de Campylobacter spp.. En el caso de E. coli

ATCC 25922, S. typhimurium ATCC 1428, P. aeruginosa ATCC 27853, S. sonnei CECT 457, Klebsiella

spp. IFb y S. aureus ATCC 25923 se utilizó agar MH, y las placas se incubaron durante 24 h a 37ºC.

Las cepas de L. casei CECT 475, L. salivarius IFa, E. faecium BIFI-58, L. plantarum ATCC 10241, y P.

damnosus DSM 20331) se cultivaron en agar MRS con un 5% de CO2 durante 24 o 48 h, en

dependencia de la cepa utilizada, y como se describió previamente.

4.2.4.2. Determinación del efecto de la concentración de manoproteínas sobre la

adherencia e invasividad de Campylobacter

Se realizaron ensayos de invasividad de Campylobacter para determinar el efecto de la

concentración del extracto de manoproteínas sobre este parámetro. Para ello se siguió el

procedimiento descrito en el apartado anterior, empleando concentraciones de 15; 10; 5; 2,5; 1 y 0,5

mg/mL del compuesto de interés.

4.2.5. Análisis estadístico

Los datos experimentales se analizaron utilizando el programa Minitab versión 14.1 (Minitab 14,

State College, PA). Para el análisis de datos se empleó la prueba t de Student. Las diferencias entre



muestras se consideraron significativas cuando p≤0,05. En las Tablas y Figuras, N se refiere al número

de experimentos realizados y n al número de muestras analizadas.



4.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

4.3.1. Influencia del empleo de S. cerevisiae y sus paredes sobre la adherencia e invasividad de

Campylobacter a células Caco-2

Como se ha comentado previamente, el empleo de manosa (MAN) para el control de la

adherencia de patógenos a los epitelios intestinales puede ser una estrategia interesante desde el

punto de vista práctico, pero poco rentable económicamente. Sin embargo, existen alternativas que

podrían ser económicamente viables, como son las levaduras y las paredes de levaduras, que

representan una parte importante de los subproductos derivados de diferentes procesos industriales

para la obtención de vino, cerveza o pan. Dichos productos contienen manosa polimérica en su

estructura y constituyen una fuente económica de este compuesto.

Tomando lo anterior como premisa, se determinó el efecto de levaduras inactivas de la especie

S. cerevisiae (LEC) y de paredes celulares (PAC) obtenidas a partir de levaduras de esta misma

especie, sobre la adherencia e invasividad de C. jejuni LP1 a células epiteliales Caco-2 (Figura 4.1.),

empleando D-manosa como control. Este estudio se realizó tras determinar que ninguno de estos

compuestos afecta ni a la viabilidad de los cultivos de células Caco-2 ni a cultivos de Campylobacter

(Tablas A.5. y A.6., respectivamente).

Figura 4.1. Influencia de la presencia de MAN, LEC y PAC (15 mg/mL) sobre la adherencia e invasividad de C.
jejuni LP1 a cultivos de células Caco-2 no diferenciadas. Los resultados representan los valores medios de las
bacterias adheridas con respecto al control (ARC) o invasoras con respecto al control (IRC) ± la desviación
estándar para N=3, n=2. (*) Recuentos significativamente diferentes al control (p≤0,05).
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Tanto las levaduras como las paredes de levaduras se sometieron a un tratamiento térmico,

con el fin de incrementar la eficiencia del proceso inhibitorio. En ensayos previos, se comprobó que

este tipo de tratamiento incrementa los sitios disponibles de adsorción (datos no mostrados). Lo

anterior puede ser debido a que las condiciones utilizadas en el tratamiento térmico ocasionan la

desnaturalización de las proteínas y contribuyen a la liberación de monómeros glucídicos. Esta

liberación de monómeros glucídicos contribuye a ampliar el número de sitios de adsorción disponibles

con respecto a los presentes en levaduras o paredes intactas, y de esta manera aumentar la superficie

de unión a las lectinas bacterianas (Nunez et al., 2008; Bejaoui et al., 2004).

Los resultados obtenidos indican que la manosa y las levaduras son capaces de inhibir la

adherencia de C. jejuni de manera similar, en un 44% y 42,3% de ARC, respectivamente. Sin embargo,

las paredes de las levaduras parecen ser más efectivas para inhibir la adherencia del microorganismo,

ya que presentaron el menor valor medio para ARC (7%).

A pesar del grado de inhibición de la adherencia de Campylobacter a las células Caco-2

observado, ni las levaduras, ni sus paredes tuvieron un significativo efecto reductor (p≤0,05) sobre su

capacidad de invasividad, ya que presentaron valores de IRC mayores al 95%, lo que indica que las

bacterias adheridas lograron, en su mayoría, invadir las células.

Por el contrario, se vió que la manosa reduce de manera significativa la invasión de las células

Caco-2 por C. jejuni, lo que viene representado por un valor de IRC de 12%. Estos resultados muestran

que la manosa puede ser potencialmente más efectiva que las levaduras y paredes de levaduras

tratadas en controlar la invasión de C. jejuni a las células epiteliales Caco-2.

4.3.2. Extracción y caracterización de fracciones de manoproteínas a partir de paredes de

levaduras

Se extrajo la fracción soluble de las manoproteínas presentes en la pared celular de S.

cerevisiae para estudiar su influencia sobre la adherencia e invasividad de C. jejuni LP1 a células

epiteliales Caco-2. Para ello se emplearon dos métodos de extracción: uno térmico y otro enzimático.

Con el fin de caracterizar ambos extractos, se determinó el contenido global de proteínas y

polisacáridos presentes en cada caso. De forma adicional, se estudió la composición en azúcares de

las manoproteínas para cada uno de los extractos obtenidos (Tabla 4.1.).



La composición de cada extracto resultó ser dependiente del método de extracción empleado.

El extracto enzimático (ME) presentó una proporción mayor de polisacáridos (90,9%) que el obtenido

por el método térmico (MT) (66,1%), mientras que la fracción proteica fue mayor en MT (31,3%) que en

ME (9,9%). En ambos casos, la manosa fue el azúcar mayoritario presente en las glicoproteínas, lo que

permite admitir que a pesar del método de extracción empleado, las manoproteínas fueron el

componente principal de ambos extractos.

Tabla 4.1. Composición porcentual de proteínas y polisacáridos de ME y MT de paredes celulares de S.
cerevisiae. Datos expresados como la media del % ± la desviación estándar para N=3, n= 3.

Tal como se ha visto aquí, en estudios previos se ha descrito que los métodos de extracción

empleados para obtener manoproteínas a partir de las levaduras podrían influir en su composición y

sus propiedades tecnológicas (Freimund et al., 2003; Dupin et al., 2000), En este apartado hemos

comprobado cómo la composición del extracto de manoproteínas varía en dependencia del método de

extracción utilizado.

En la Figura 4.2. se muestran los resultados obtenidos en la caracterización molecular de los

extractos de manoproteínas obtenidos (ME y MT) mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con

dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE). Ambos extractos presentaron una banda proteica correspondiente

a una masa molecular relativa de 30 KDa. Además de esto, se detectaron tres bandas en el extracto

térmico, con masas moleculares relativas entre 10 y 21,5 KDa, las cuales no estaban presentes en el

extracto obtenido enzimáticamente.

Los resultados obtenidos muestran que la extracción térmica produce fracciones proteicas más

heterogéneas que las obtenidas mediante procedimientos enzimáticos. Esto puede ser debido a que

los métodos enzimáticos son capaces de cortar en un punto específico del anclaje de las

manoproteínas en la pared celular, mientras que el procedimiento térmico utilizado facilita una ruptura

Método de extracción Proteínas Polisacáridos Manosa Glucosa

ME 9,9 ± 0,2 90,9 ± 0,5 78,0 ± 0,4 10,9 ± 0,3

MT 31,3 ± 0,1 66,1 ± 1,6 61,3 ± 1,2 4,9 ± 0,3



menos específica de los enlaces no covalentes, lo que produce una fracción proteica más heterogénea

que la obtenida con procedimientos enzimáticos (Dupin et al., 2000).

Figura 4.2. Análisis por electroforesis SDS-PAGE de ME y MT. Columna A: marcador de peso molecular; B:
extracto térmico (MT) y C: extracto enzimático (ME). Los pesos moleculares de los estándares se encuentran en
el lado derecho del gel.

4.3.3. Efecto de MT y ME sobre la adherencia e invasividad de Campylobacter

Se determinó el efecto de los extractos MT y ME sobre la viabilidad de cultivos no diferenciados

de Caco-2 (Tabla A.5.) y de C. jejuni LP1 (Tabla A.6.), utilizando una concentración de 15 mg/mL, y no

se encontraron variaciones significativas en este parámetro en presencia de los extractos de

manproteínas (p>0,05).

De igual manera, se estudió la influencia ME y MT sobre la adherencia e invasividad de C.

jejuni LP1 a células Caco-2 (Figura 4.3.). La ME fue capaz de inhibir la adherencia de Campylobacter a

las células Caco-2 y presentó un valor medio de ARC de 48,1%, similar al obtenido para la manosa

(44%). Sin embargo, la fracción de ME apenas influyó en la invasión celular, obteniéndose un valor

medio para IRC (94%), muy superior al observado con la manosa (12%). La fracción de MT presentó

una menor capacidad para inhibir la adherencia, con un ARC de 72,3%; sin embargo fue capaz de

inhibir significativamente la invasión de C. jejuni a las células Caco-2, en una proporción del 91,9%, lo

que corresponde a un IRC de 8,1%.

Los resultados obtenidos muestran que las diferencias de composición entre los dos extractos

se reflejan en su capacidad de interferir en los procesos de adherencia e invasividad de C. jejuni LP1.
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El hecho de que el extracto ME haya presentado una cantidad de manosa polimérica más alta podría

explicar su mayor poder antiadherente, tal como ha sido descrito por otros autores al emplear manosa

(Sharon, 2006; Fernandez et al., 2002). Además de contener polímeros de manosa, el extracto MT es

rico en proteínas, lo que podría estar relacionado con la inhibición de la invasividad observada al

emplear este compuesto.

Figura 4.3. Influencia de ME y ME (15 mg/mL) sobre la adherencia e invasividad de C. jejuni LP1 a cultivos de
células epiteliales Caco-2 no diferenciadas. Resultados expresados como la media de las bacterias adheridas
con respecto al control (ARC) o de bacterias invasoras con respecto al control (IRC) ± la desviación estándar
para N=3, n=2. (*) Significativamente diferente al control (p≤0,05).

Debido a la efectividad presentada por el extracto MT sobre la invasividad de C. jejuni a

cultivos de Caco-2, se determinó el efecto de la concentración del mismo (Figura 4.4.).

Se observó que el efecto del extracto de MT sobre la invasividad de C. jejuni LP1 es

dependiente de la concentración del compuesto y que al emplear concentraciones de 10 y 15 mg/mL

del extracto MT se obtiene una disminución significativa de la invasión con respecto al control.
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En estudios previos realizados con otros carbohidratos que presentan actividad antiadhesiva se

ha visto que el efecto observado resulta directamente proporcional a la concentración utilizada del

compuesto (Strickling et al., 2000).

Figura 4.4. Influencia de diferentes concentraciones (0; 0,5; 1; 2,5; 5; 10; 15 mg/mL) de MT sobre la invasividad
de C. jejuni LP1 a cultivos de células epiteliales Caco-2 no diferenciadas. Resultados expresados como la media
de las bacterias invasoras con respecto al control (IRC) ± la desviación estándar para N=3, n = 2. (*)
Significativamente diferente al control (p≤0,05).

4.3.4. Influencia de la fracción proteica y efecto de la hidrólisis ácida de MT sobre la adherencia

e invasividad de Campylobacter

Los resultados obtenidos previamente indican que la fracción proteica presente en el extracto

de MT podría tener un papel significativo en el efecto observado sobre la adherencia e invasividad de

C. jejuni LP1. Con el fin de estudiar la influencia de su fracción proteica, las MT se hidrolizaron

enzimáticamente empleando una mezcla comercial de proteasas (Pronasa) capaz de actuar tanto

sobre las proteínas nativas como sobre las desnaturalizadas, sin afectar la fracción glucídica de las

manoproteínas.

Para confirmar la acción proteolítica de la mezcla de enzimas, se determinó el perfil proteico de

la fracción de manoproteínas obtenidas por extracción térmica (MT) tras ser tratada con la mezcla

activa (MTP) y después de ser inactivada por calor (MTPI) como control (Figura 4.5.).

Se observó que la mezcla de proteasas es capaz de hidrolizar la mayor parte de las proteínas

presentes en la fracción MT, dado que la fracción MTP presentó una concentración de proteínas de
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15,57 ± 1,28 mg/BSA/L, mientras que la concentración de proteínas de MTPI resultó significativamente

mayor, con una media de 126,59 ± 0,77 mg/BSA/L.

Figura 4.5. Perfil proteico de la fracción de MTP (manoproteína térmica con pronasa) y MTPI (manoproteina
térmica con pronasa inactiva). Resultados expresados como mg/BSA/L ± la desviación estándar para N=3, n=2.
(*) Significativamente diferentes entre sí (p≤0,05).

Además de la posible influencia de la fracción proteica de las manoproteínas sobre la

adherencia e invasividad de C. jejuni LP1, la disponibilidad de los grupos de D-manosa podría constituir

otra variable importante. Para estudiar el efecto del grado de disponibilidad de los grupos manosa en el

extracto MT, se llevó a cabo una hidrólisis ácida del extracto (MTHA), con el fin de aumentar la

presencia de monómeros de manosa disponibles para competir por los sitios de adherencia celular.

Seguidamente, se estudió la influencia de MTHA, MTP y MTPI (15 mg/mL) sobre la adherencia

e invasividad de C. jejuni LP1 a cultivos de Caco-2 no diferenciados (Figura 4.6). Antes de esto, se

determinó que ninguno de los tres extractos empleados (MTHA, MTP y MTPI) afectan de manera

significativa la viabilidad de cultivos de Caco-2 no diferenciados (Tabla A.5.), ni de C. jejuni LP1 (Tabla

A.6.) (p>0,05).

Los extractos MTP y MTPI presentaron valores semejantes de adherencia con respecto al

control, con unos valores de ARC de 75,3 % y 77 %, respectivamente, sin mostrar diferencias

significativas entre sí (p>0,05). Sin embargo, la hidrólisis de la porción proteica de las manoproteínas sí

afectó la capacidad de invasión a las células epiteliales Caco-2, lo que se refleja en que al utilizar MTPI

se obtuvieron valores de IRC significativamente menores (p≤0,05) que al usar MTP, lo que sugiere que
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las fracciones proteicas de las manoproteínas juegan un rol fundamental en el efecto antiinvasivo del

extracto MT.

Figura 4.6. Influencia de los extractos de manoproteínas térmicas (15 mg/mL) sometidos a hidrólisis ácida
(MTHA), e hidrolizados con pronasa (MTP) y su control preparado con pronasa inactiva (MTPI) sobre la
adherencia e invasividad de C. jejuni LP1 a cultivos de células epiteliales Caco-2 no diferenciadas. Resultados
expresados como la media de las bacterias adheridas con respecto al control (ARC) o de bacterias invasoras
con respecto al control (IRC) ± la desviación estándar para N=3, n = 3. (*) Significativamente diferente al control
(p≤0,05).

Estos resultados parecen indicar que la fracción proteica de las manoproteínas interviene en el

efecto observado, interfiriendo en la adherencia efectiva de C. jejuni LP1 a las células epiteliales e

impidiendo la internalización del patógeno. Se ha descrito previamente que la fracción proteica de las

glicoproteínas puede promover el establecimiento de uniones débiles con la célula, debidas

principalmente a enlaces hidrofóbicos y a fuerzas de Van der Waals (Tuomola et al., 1998).

Aunque entre las fracciones de manoproteínas estudiadas MT presentó la mayor capacidad

para inhibir la invasión de C. jejuni a células epiteliales Caco-2, sus propiedades antiadherentes fueron

menores que las observadas para el extracto enzimático de manoproteínas (ME) y para la manosa.

Estos resultados podrían indicar que no todas las unidades de manosa presentes en las manoproteínas

se encontraban disponibles para competir con Campylobacter por los sitios de unión a la célula. Se

llevó a cabo entonces la hidrólisis ácida de MT, con el propósito de aumentar la disponibilidad de

monómeros activos de manosa capaces de competir por la adherencia a la célula.

En los resultados obtenidos se puede observar que, después de la hidrólisis (MTHA), se

produjo una disminución significativa (p≤0,05) en la adherencia de C. jejuni a las células Caco-2, lo que
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confirma la importancia de la manosa expuesta y no polimerizada para el proceso de adherencia del

patógeno. El valor medio obtenido para ARC fue de 16%, lo que representa el mínimo obtenido para

esta variable en los experimentos realizados. Sin embargo, la hidrólisis ácida afectó en cierto grado el

valor de IRC, que presentó un valor medio del 15%.

4.3.5. Efecto de MTHA sobre la adherencia e invasividad de otros patógenos bacterianos

asociados a pollos

Aunque el objetivo principal de este capítulo es el estudio del efecto de las manoproteínas

sobre Campylobacter, resulta también de interés conocer si la fracción de manoproteínas que presentó

más actividad frente a Campylobacter puede ser de utilidad potencial para el control de otros patógenos

intestinales. Tal es el caso de Salmonella spp., E. coli, Clostridium spp., Shigella spp. y Klebsiella spp.,

bacterias que al igual que Campylobacter spp,. son considerados patógenos bacterianos causantes de

enfermedades gastrointestinales asociadas a alimentos (Cardoso et al., 2006; Ibrahim et al., 2004;

Schroeder et al., 2003; Sackey et al., 2001; Wasfy et al., 2000; Kottom et al., 1995).

Otras especies, como P. aeruginosa, pueden actuar como patógenos oportunistas y se han

asociado a enfermedades en humanos (Kunert et al., 2007; Sadikot et al., 2005; Aoki et al., 2004),

causando también infecciones en pollos y otras aves, y provocando una alta tasa de mortalidad en

animales contaminados (Hebat-Allah y Halim, 2004; Walker et al., 2001; Bapat et al., 1985).

Por tratarse de bacterias patógenas, y dado a que la habilidad de adherirse y de penetrar en

las células epiteliales es común a gran cantidad de microorganismos patógenos (Finlay y Falkow,

1989a), se estudiaron las diferencias en cuanto al nivel de adherencia e invasividad de E. coli ATCC

25922, S. typhimurium ATCC 1428, Klebsiella spp., S. sonnei CECT 457 y P. aeruginosa ATCC 27853

a células Caco-2 (Figura 4.7.).

Para los ensayos de invasividad se emplearon las concentraciones mínimas de gentamicina

necesarias para inhibir completamente el crecimiento de las bacterias extracelulares, determinadas en

las pruebas de optimización cuyos resultados se encuentran en la Tabla A.4. De igual manera, antes de

la realización de estas pruebas, se determinó que las condiciones de incubación a las que son

sometidas las bacterias durante las pruebas de adherencia/incubación, no afectan de manera

significativa la viabilidad de ninguna de las cepas (Tabla A.1.).



En la Figura 4.7. se puede observar que todas las cepas estudiadas tienen la capacidad de

adherirse e invadir las células epiteliales Caco-2, y que solamente una parte de las células adheridas

tiene la capacidad de invadir las mismas, observándose una gran variabilidad entre el comportamiento

de las diferentes cepas estudiadas. El mayor porcentaje de adherencia a los cultivos de Caco-2 fue

alcanzado por E. coli ATCC 25922, mientras que Klebsiella spp. IFb correspondió a la de menor

adherencia. S. typhymurium ATCC 1428, por otra parte, presentó la mayor tasa de invasividad,

mientras que P. aeruginosa ATCC 27853 fue la cepa menos invasora.

Figura 4.7. Adherencia e invasividad de S. typhimurium ATCC 1428, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC
27853, Klebsiella spp. IFb y S. sonnei CECT 457 a cultivos de células epiteliales Caco-2 no diferenciadas.
Resultados expresados como la media del porcentaje de adherencia o invasividad ± la desviación estándar para
N=3, n=2.

Se han llevado a cabo numerosos trabajos de investigación empleando cultivos de Caco-2 para

estudiar fenómenos de adherencia e invasividad en E. coli (Guo y Xu Zi, 2004; Coconnier et al., 1993;

Darfeuille-Michaud et al., 1990; Knutton et al., 1987), Salmonella (Kottom et al., 1995; Coconnier et al.,

1993; Finlay y Falkow, 1990), P. aeruginosa (Kim y Wei, 2007; Hirakata et al., 1998), Klebsiella (Di

Martino et al., 1997; Darfeuille-Michaud et al., 1992) y Shigella (Pédron et al., 2003), demostrando que

diferentes cepas de estas especies tienen la capacidad de adherirse e invadir epitelios celulares

Caco-2 con mayor o menor efectividad.

0

20

40

60

80

100

S.typhimurium E.coli P.aeruginosa K.planticola S.sonnei

(%
)

Adherencia
Invasividad

Klebsiella spp. S. sonnei

0,0001

1

0,1

0,001

0,01

(%
)

10

0

20

40

60

80

100

S.typhimurium E.coli P.aeruginosa K.planticola S.sonnei

(%
)

Adherencia
Invasividad

Klebsiella spp. S. sonnei

0

20

40

60

80

100

S.typhimurium E.coli P.aeruginosa K.planticola S.sonnei

(%
)

Adherencia
Invasividad

0

20

40

60

80

100

S.typhimurium E.coli P.aeruginosa K.planticola S.sonnei

(%
)

Adherencia
Invasividad

Klebsiella spp. S. sonnei

0,0001

1

0,1

0,001

0,01

(%
)

10



Como se comentó previamente, la adhesión de patógenos a las células epiteliales del

hospedador requiere de dos factores fundamentales: un receptor celular y una adhesina bacteriana

(Falkow, 1991; Finlay y Falkow, 1989b).

Los resultados obtenidos por nosotros muestran que el nivel de adherencia no se relaciona de

manera directa con los resultados de invasividad y que no todas las bacterias que se adhieren a la

superficie de las células epiteliales, son capaces de invadir a las mismas.

En todas estas especies estudiadas se han detectado también cepas que presentan resistencia

a antibióticos, como es el caso de Salmonella spp. (Mandal et al., 2006; Duffy et al., 1999; Boonmar et

al., 1998; Brisabois et al., 1997), E. coli (Kose et al., 2007; Wiener et al., 1999; Nijsten et al., 1996),

Klebsiella spp. (Paterson et al., 2004; Wiener et al., 1999; Darfeuille-Michaud et al., 1992), Shigella spp.

(Merino et al., 2004; Aseffa et al., 1997; Lima et al., 1997; Materu et al., 1997) y P. aeruginosa (Georges

et al., 2006; Brown e Izundu, 2004; Carmeli et al., 1999). Por tanto, el hecho de disponer de alternativas

naturales a los antibióticos presenta un gran interès desde el punto de vista práctico.

Debido a la efectividad presentada por el extracto de manoproteínas MTHA como agente

antiadherente y antiinvasivo contra Campylobacter spp., se estudió el efecto de este extracto sobre S.

typhimurium ATCC 1428, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella spp. IFb y S.

sonnei CECT 457. Para ello, en primer lugar se estudió la influencia de la fracción de manoproteínas

sobre la viabilidad de las diferentes especies bacterianas (Anexo A.6.), lo que permitió determinar que

la viabilidad no se afecta de manera significativa en ninguno de los casos (p>0,05).

Antes de llevar a cabo estos ensayos, se determinó la influencia de las condiciones de

incubación empleadas en las pruebas de adherencia e invasividad (5% de CO2 durante 1 ó 3 h,

respectivamente) sobre las cepas bacterianas estudiadas, y se determinó que la viabilidad de éstas no

varía con respecto a la observada bajo las condiciones aerobias de incubación (Anexo A.1.). Los

resultados obtenidos con respecto al efecto del extracto de MTHA sobre la adherencia e invasividad a

células Caco-2 de las cepas comentadas se presentan en la Tabla 4.2.

Los resultados muestran que cada especie bacteriana se ve afectada de manera diferente por

el extracto de MTHA utilizado. En el caso de E. coli, P. aeruginosa y Klebsiella spp., se observa un

incremento de la adherencia en presencia de MTHA (p≤0,05), en especial en el caso de ésta última.

Sin embargo, MTHA parece disminuir de manera significativa (p≤0,05) la adherencia de S. typhimurium

ATCC 1428 y S. sonnei CECT 457.



Tabla 4.2. Influencia del extracto de MTHA (15 mg/mL) sobre la adherencia e invasividad de S. typhimurium
ATCC 1428, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella spp. IFb y S. sonnei CECT 457 a
cultivos de células epiteliales Caco-2 no diferenciadas. Resultados expresados como la media de las bacterias
adheridas con respecto al control (ARC) o de bacterias invasoras con respecto al control (IRC) ± la desviación
estándar para N=3, n = 3. (*) Significativamente diferente al control (p≤0,05).

Con anterioridad se ha observado que algunas sustancias son capaces de promover la

adhesión de algunos enteropatógenos a cultivos de células epiteliales. Por ejemplo, Lee y Puong

(2002a), observaron que algunos carbohidratos como glucosa, galactosa, fucosa, fructosa y sacarosa

pueden aumentar la adherencia de E. coli y Salmonella spp. a cultivos de Caco-2.

Uno de los sistemas de adherencia bacteria-célula que más se ha estudiado y que se

encuentra mejor caracterizado es el de las fimbrias tipo I, presente en varios miembros de la familia

Enterobacteriaceae, y que incluye a E. coli (Elliott y Kaper, 1997; Adlerberth et al., 1995; Salit y

Gotschlich, 1977), Salmonella (De Buck et al., 2003; Naughton et al., 2001; Dibb-Fuller et al., 2000;

Dibb-Fuller et al., 1999; Ewen et al., 1997; Korhonen et al., 1980), Klebsiella (Huang et al., 2006;

Tarkkanen et al., 1997; Fader et al., 1982) y Shigella (Snellings et al., 1997; Gbarah et al., 1993; Deguid

y Old, 1980). En numerosos estudios se ha demostrado que la adherencia a células epiteliales de

patógenos que presenten fimbrias tipo I es inhibida por oligosacáridos que contienen D-manosa (Pan et

al., 1997; Craven et al., 1992; Oyofo et al., 1989c; Jones y Richardson, 1981).

No obstante, se ha visto que cada bacteria puede exhibir más de un mecanismo de adherencia.

En este sentido se ha determinado que los microorganismos pueden presentar diferentes adhesinas

que se expresan bajo distintas condiciones ambientales y según las características del tejido del

hospedador (Ensgraber y Loos, 1992; Collinson et al., 1991; Vaisanen, 1984). Lo anterior podría

explicar las diferencias en el nivel de adhesividad de las cepas E. coli ATCC 25922, S. typhimurium

ATCC 1428, Klebsiella spp. IFb y S. sonnei CECT 457 observadas en este estudio.

Bacteria % ARC % IRC

S. typhimurium ATCC 1428 9,70 ± 2,45* 19,85 ± 6,72*

E. coli ATCC 25922 140,40 ± 10,82* 0,24 ± 0,00*

P. aeruginosa ATCC 27853 115,2 ± 13,51* 81,76 ± 24,09*

Klebsiella spp. IFb 255,38 ± 92,44* 1,06 ± 0,00*

S. sonnei CECT 457 33,53 ± 6,17* 1,26 ± 0,00*



Además de esto, se ha observado que existe una heterogeneidad significativa en la afinidad de

adherencia de las fimbrias tipo I por determinados compuestos manosilados entre diferentes géneros e

incluso dentro de una misma especie (Sokurenko et al., 1995; Sokurenko et al., 1994), lo que podría

justificar las diferencias observadas entre las tasas de adherencia en las distintas especies con fimbrias

tipo I estudiadas.

A diferencia de lo que ocurre con E. coli, Salmonella, Shigella y Klebsiella, se ha visto que P.

aeruginosa se une a las células epiteliales intestinales del hospedador principalmente mediante

fimbrias de tipo IV. A pesar de que la naturaleza de los receptores de dichas fimbrias en el hospedador

no ha sido esclarecida hasta el momento (Thomas y Brooks, 2004; Stone y Kwaik, 1998), se ha visto

que la adherencia de este patógeno oportunista a las células epiteliales no es afectada por la presencia

de D-manosa (Beuth et al., 1987).

En nuestros resultados se observa que la invasividad de todas las cepas estudiadas disminuye

de manera significativa (p≤0,05) en presencia de MTHA, siendo las más afectadas E. coli, Klebsiella

spp. y S. sonnei, con una disminución de 0,24%; 1,06% y 1,26%, respectivamente.

De nuestro estudio se puede deducir que un aumento de la adherencia no necesariamente

conlleva un mayor grado de invasión de los epitelios celulares. En este sentido se ha visto que para

que Salmonella y otros patógenos sean capaces de invadir células eucariotas se requiere de la síntesis

de varias proteínas bacterianas, denominadas invasinas, y que dicha síntesis se puede llevar a cabo

únicamente si la adherencia a la superficie de la célula del hospedador ha ocurrido de manera

irreversible (Finlay y Falkow, 1989b). Lo anterior constituye otro ejemplo para demostrar que una

adherencia efectiva es esencial para que ocurra la invasión celular, y que no siempre la adherencia se

lleva a cabo de una manera efectiva.

Aunque se necesitan más estudios en este sentido en los que se aborden variables como el

efecto cepa, de los resultados obtenidos en este apartado mediante le empleo de MTHA se puede

deducir con los extractos de manoproteínas ricos en manosa poodrían constituir una alternativa eficaz

para disminuir la adherencia y/o la invasividad de otros patógenos intestinales como E. coli, Salmonella,

Klebsiella y Shigella, y de algunos patógenos oportunistas como P. aeruginosa.



4.3.6. Efecto de MTHA sobre bacterias potenciales probióticas para pollos

La microbiota residente en el tracto gastrointestinal del hospedador juega un rol importante

como inhibidora de la colonización por parte de patógenos, ya sea por medio de la competencia

específica por los receptores celulares, por la producción de metabolitos antimicrobianos o debido al

mejoramiento de la respuesta inmune del hospedador (Neeser et al., 2000).

Se han llevado a cabo numerosos estudios en los que se emplean bacterias pertenecientes a

la microbiota de pollos con el fin de evitar su colonización por bacterias patógenas. Dichos

microorganismos constituyen potenciales probióticos e incluyen algunas cepas de Bifidobacterium spp.

(Jung et al., 2008; Willis y Reid, 2008), Pediococcus spp. (Lee et al., 2007), E. faecium (Willis y Reid,

2008; SamLi et al., 2007; Audisio et al., 2000; Netherwood et al., 1999; Morishita et al., 1997), y

Lactobacillus spp., entre los que se encuentran cepas como L. plantarum (Heres et al., 2004; Heres et

al., 2003), L. salivarius (Wolfenden et al., 2007; Lan et al., 2004; Rada y Rychly, 1995), L. casei y L.

acidophilus (Willis y Reid, 2008).

Al igual que en el caso de los enteropatógenos estudiados en este capítulo, el modelo de

células epiteliales Caco-2 se ha empleado extensivamente para el estudio de la adherencia de

bacterias lácticas al intestino (Lee et al., 2003; Lee y Puong, 2002; Granato et al., 1999; Bernet-Camard

et al., 1997; Bernet et al., 1994). Tomando encuenta esta premisa, y considerando que la habilidad de

adherirse a la mucosa intestinal es un requisito importante para los microorganismos que se consideran

probióticos, ya que permite al menos una colonización temporal del tracto intestinal animal y humano

(Alander et al., 1999, Ouwehand et al., 1999), se estudió la adherencia e invasividad a células Caco-2

no diferenciadas de cinco potenciales bacterias probióticas de pollos (Figura 4.8.).

Ninguna de las cepas estudiadas logró invadir de manera efectiva los cultivos de células Caco-

2 (datos no mostrados), lo que podría interpretarse como un indicador de su ausencia de

patogenicidad, característica de interés a la hora de seleccionar bacterias probióticas.

A pesar de lo anterior, todas las cepas se adhirieron a los cultivos epiteliales, correspondiendo

las mayores tasas de adherencia a P. damnosus, L. casei y L. plantarum. Con antelación se ha visto

que la adherencia de las bacterias ácido lácticas a las mucosas intestinales depende más de la cepa

bacteriana que del hospedador (Rinkinen et al., 2003), lo que indica que las cepas de P. damnosus, L.

casei y L. plantarum empleadas en nuestro estudio cumplen con este requisito que es de utilidad para

ser consideradas como potenciales probióticos tanto en pollos como en humanos.



Al igual que ocurre con otros microorganismos, la adherencia de los lactobacilos a las células

epiteliales intestinales está mediada por mecanismos múltiples. Además, las adhesinas involucradas

varían de una cepa a otra (Craven et al., 1998; Adlerberth et al., 1996), lo que podría explicar las

diferencias encontradas entre las distintas cepas estudiadas.

Figura 4.8. Adherencia e invasividad de L. plantarum ATCC 10241, L. salivarius IFa, L. casei CECT 475, E.
faecium BIFI-58 y P. damnosus DSM 20331 a cultivos de células epiteliales Caco-2 no diferenciadas. Resultados
expresados como media del % de adherencia o invasividad ± la desviación estándar para N=3, n=2.

Una vez determinado el perfil de adherencia de las cepas potencialmente probióticas para

pollos, se estudió el efecto de la presencia del extracto de manoproteínas MTHA (15 mg/mL) sobre su

crecimiento (Figura 4.9.). Se obtuvo que si bien el compuesto no afecta la viabilidad de L. plantarum, L.

casei, E. faecium y P. damnosus; las poblaciones de L. salivarius se ven favorecidas de manera

significativa (p≤0,05) en su presencia.

Los manooligosacáridos y algunas proteínas no son hidrolizados por las enzimas digestivas

endógenas en el intestino delgado, y sí lo son por algunas cepas de lactobacilos y bifidobacterias de

manera preferencial en el intestino grueso, lo que permitiría considerar algunos de estos compuestos

como potenciales candidatos a prebióticos (Lyons, 1994; Miles, 1993; Cummings y Macfarlane, 1991).

Lo anterior, podría explicar el incremento en la población de L. salivarius observado en nuestros

resultados. Este aumento podría ser beneficioso para la salud gastrointestinal de pollos y humanos, ya

que en otros estudios se ha visto que la presencia de L. salivarius puede prevenir la colonización de
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algunos patógenos como S. enteritidis (Pascual et al., 1999). Además de esto, se ha visto que L.

salivarius es capaz de producir bacteriocinas efectivas contra patógenos como Campylobacter (Stern et

al., 2006), E. coli (Lim et al., 2007) y L. monocytogenes (Corr et al., 2007).

Figura 4.9. Influencia del extracto de manoproteínas (15 mg/mL) sometido a hidrólisis ácida (MTHA) sobre el
crecimiento de L. plantarum ATCC 10241, L. salivarius IFa, L. casei CECT 475, E. faecium BIFI-58 y P.
damnosus DSM 20331. Resultados expresados como la media del Log ufc/mL ± la desviación estándar para
N=2, n=2. (*) Significativamente diferente al control (p≤0,05).

Basándose en lo anterior, se determinó el efecto del extracto de MTHA (15 mg/mL) sobre la

adherencia de E. faecium BIFI-58, L. salivarius IFa, L. plantarum ATCC 10241, L. casei CECT 475 y P.

damnosus DSM 20331 a células Caco-2 no diferenciadas (Figura 4.10.). Cabe destacar que debido al

incremento en el crecimiento bacteriano observado para L. salivarius en presencia de MTHA, la

concentración del inóculo se ajustó según la concentración del control antes de llevar a cabo estas

pruebas. De igual manera, antes de la realización de los ensayos, se determinó que las condiciones de

incubación a las que son sometidas las bacterias durante las estudios de adherencia, no afectan de

manera significativa la viabilidad de ninguna de las bacterias (Tabla A.1.).

La presencia del extracto MTHA parece favorecer de manera significativa la adherencia a las

células Caco-2 de tres de las cinco cepas estudiadas. Los mayores incrementos correspondieron a E.

faecium (ARC = 250%), y en menor medida a L. salivarius (ARC = 206%) y L. plantarum (ARC =

120%). En el caso de P. damnosus y L. casei, se observó una disminución de la adherencia con
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respecto al control en presencia de las manoproteínas, con valores de ARC de 86% y 30%,

respectivamente.

Figura 4.10. Influencia del extracto de manoproteínas (15 mg/mL) sometido a hidrólisis ácida (MTHA) sobre la
adherencia de L. plantarum ATCC 10241, L. salivarius IFa, L. casei CECT 475, E. faecium BIFI-58 y P.
damnosus DSM 20331 a cultivos de células epiteliales Caco-2 no diferenciadas. Resultados expresados como la
media de las bacterias adheridas con respecto al control (ARC) ± la desviación estándar para N=3, n = 3. (*)
Significativamente diferente al control (p≤0,05).

Las razones de estas diferencias no son claras y en principio se desconocen los mecanismos

que hacen que en algunas de las cepas estudiadas aumente la adherencia mientras que en otras

disminuya. Sin embargo, los resultados sugieren que en los mecanismos de adherencia difieren entre

las distintas cepas.

Previamente, algunos autores han encontrado que algunas bacterias lácticas comparten sitios

de unión con ciertos enteropatógenos (Neeser et al., 2000). Esta característica se ha observado en

cepas de L. johnsonii, L. plantarum y otros lactobacilos, cuya adherencia a células Caco-2 está

mediada por un receptor específico para manosa similar al encontrado en E. coli (Sun et al., 2007; So-

Young et al., 2006; Neeser et al., 2000; Adlerberth et al., 1996). En estos casos, se ha visto que la

adherencia de estos lactobacilos se inhibe en presencia de manosa (Sun et al., 2007; So-Young et al.,

2006).

Otros autores han encontrado que la adherencia de L. johnsonii La1 a células Caco-2 se inhibe

frente a paredes de S. cerevisiae, aunque se ha visto que sus adhesinas son diferentes a los pili tipo 1
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presentes en E. coli (Neeser et al., 1986; Firon et al., 1983),o a las fimbrias tipo 1 presentes en

Salmonella (Firon et al., 1983) y a las adhesinas de L. plantarum 299 y 299v (Adlerberth et al., 1996).

Sin embargo, se ha visto que la adherencia de las bacterias lácticas a los epitelios celulares no

siempre sigue la misma dinámica y que si la manosa es capaz de inhibir la adherencia de algunas

bacterias pertenecientes a este grupo, no lo es en el caso de otras como L. rhamnosus GG (Lee y

Puong, 2002), L. acidophilus y L. bulgaricus (Conway et al., 1987), lo que confirma que son varios los

mecanismos que pueden intervenir en la adherencia de las bacterias lácticas a las células epiteliales.

Los resultados obtenidos sugieren que la inclusión de manoproteínas en la dieta de pollos

puede ser de utilidad para el control de Campylobacter y otros patógenos, pudiendo además ejercer

efectos positivos sobre parte de la microbiota beneficiosa. Al favorecer la adherencia y/o el crecimiento

de algunas bacterias residentes en el intestino del pollo, se podrían obtener beneficios adicionales

como la producción de bacteriocinas y de otros metabolitos de interés, como son los ácidos grasos de

cadena corta (Ouwehand y Salminen, 2003), y el aumento de la competencia por sitios de unión y

nutrientes entre la microbiota residente y los patógenos, al complementar su dieta con compuestos

como el estudiado.

En resumen se puede decir que las manoproteínas extraídas de las paredes celulares de

levaduras constituyen una fuente natural potencial de bajo costo para el control de Campylobacter y

otros patógenos en pollos. Debido al grado alimentario de estos compuestos, también se podría llegar a

emplear en humanos.

En futuros trabajos los esfuerzos irán orientados al estudio de los mecanismos moleculares

envueltos en la inhibición de los fenómenos de adherencia e invasividad a los epitelios celulares en

Campylobacter al emplear manoproteínas. También es de particular interés profundizar en el estudio de

los mecanismos que regulan el efecto favorable de las manoproteínas sobre algunas bacterias lácticas,

así como su carácter prebiótico, con el objetivo de conocer las pautas que regulan este efecto selectivo.

Lo anterior facilitará el establecimiento de nuevos métodos y procesos de producción de fracciones de

manoproteínas y/o extractos de levaduras para ser empleados como alternativas a los antibióticos en

alimentación animal para el control de patógenos o como componente funcional en la dieta de

humanos.



4.4. CONCLUSIONES

1) Las levaduras de la especie S. cerevisiae y paredes celulares aisladas a partir de estas son

capaces de reducir de manera significativa la adherencia de C. jejuni LP1 a cultivos de Caco-2. Sin

embargo, no influyen en la capacidad de invasividad de Campylobacter a dichos cultivos.

2) El método empleado para la extracción y preparación de la fracción de manoproteínas

determina su composición y por tanto, su eficacia en cuanto a la disminución de la adherencia y/o

invasividad de C. jejuni LP1 a las células Caco-2. El extracto obtenido de manera enzimática resultó útil

para la disminución de la adherencia, mientras que el logrado por medios térmicos logró reducir la

invasividad de C. jejuni LP1 incluso a concentraciones de 10 mg/mL.

3) La fracción proteíca de las manoproteínas, así como la disponibilidad de los residuos de

manosa, influyen en la efectividad de la adherencia entre Campylobacter y las células Caco-2.

4) La hidrólisis ácida de la fracción de manoproteínas obtenida por extracción térmica (MTHA)

resultó ser el extracto de mayor actividad antiadhesiva y antiinvasora contra C. jejuni LP1. Este extracto

fue capaz de disminuir la invasividad de otras bacterias patógenas asociadas a alimentos, como es el

caso de S. typhimurium ATCC 1428, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella spp.

IFb y S. sonnei CECT 457, y de favorecer selectivamente la adherencia de algunas bacterias lácticas

potencialemente prebióticas, como E. faecium BIFI-58, L. salivarius IFa, L. plantarum ATCC 10241, L.

casei CECT 475 y P. damnosus DSM 20331.
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Los quitosanos (Qs) son polímeros de quitina obtenidos a partir de caparazones de crustáceos

que presentan propiedades antimicrobianas contra una gran variedad de microorganismos. Se estudió

la actividad antibacteriana de tres Qs con diferentes pesos moleculares (PM) frente a seis bacterias

Gram negativas y tres Gram positivas. Campylobacter spp. fue el microorganismo más sensible al Qs,

independientemente de su peso molecular. La concentración mínima inhibitoria del Qs sobre

Campylobacter varió entre 0,005 y 0,05%, lo que demuestra la sensibilidad de la bacteria a este

compuesto. Los Qs ocasionaron una pérdida en la integridad de la membrana de Campylobacter,

medida como el incremento en la permeabilidad al marcador de fluorescencia yoduro de propidio. A

medida que las células entraron en fase estacionaria, se observó un cambio en la resistencia de la

membrana celular a la pérdida de integridad ocasionada por los Qs. Se analizó también la actividad

antimicrobiana contra C. jejuni de diferentes oligómeros de quitosanos resultantes del tratamiento

enzimático de dos Qs de orígenes distintos. El efecto antimicrobiano de los oligómeros sobre C. jejuni

depende de la fracción, de su origen, del grado de deacetilación, de la viscosidad, y de la enzima

empleada para su extracción. Las fracciones de mayor tamaño (>30 KDa y 10-30 KDa) presentaron

una actividad antimicrobiana mayor que los Qs parentales, mientras que las de 3-10 KDa apenas

afectaron la viabilidad bacteriana. Los Qs y sus oligómeros podrían ser considerados como potenciales

aditivos a emplear en la alimentación del pollo con miras a la disminución de Campylobacter dentro de

la cadena alimentaria humana.
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5.1. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS

El quitosano (Qs) es un polímero de carbohidratos derivado de la deacetilación de la quitina y

constituye el segundo biopolímero natural en abundancia después de la celulosa (No y Meyers, 2007).

Su producción se lleva a cabo a partir de caparazones de crustáceos, provenientes fundamentalmente

de desechos de la industria pesquera, por lo que puede presentar diferencias en su composición según

la fuente de obtención y el tratamiento al cual sea sometido, lo que afecta al peso molecular y al grado

de deacetilación del mismo.

A lo largo de los últimos años, se han incrementado de forma significativa los estudios sobre el

Qs, debido principalmente a su actividad biológica y a su inocuidad, y se ha empleado en diferentes

aplicaciones tanto en la industria alimentaria como en la farmacéutica (Devlieghere et al., 2004). A

pesar de que el Qs tiene diversas propiedades interesantes a nivel industrial, la más atractiva es su uso

potencial como conservante natural de alimentos, debido a su potente actividad antimicrobiana contra

numerosos microorganismos alimentarios (Beverlya et al., 2008; No et al., 2002). Debido a lo anterior, y

dada la alta producción de crustáceos en España (cerca de 130 toneladas anuales) (INE, 2009), el Qs

podría también constituir una alternativa natural de interés para el control de Campylobacter.

Aunque existen diversos estudios acerca de la actividad antibacteriana de los Qs sobre

microorganismos patógenos (Liu et al., 2006; No et al., 2002; Helander et al., 2001), no existen

referencias acerca de su efecto sobre Campylobacter, y las diferencias en cuanto a su capacidad

antimicrobiana sobre bacterias Gram negativas y Gram positivas sigue siendo un tema controvertido

(Beverlya et al., 2008; Miralles et al., 2007; Chhabra et al., 2006; Devlieghere et al., 2004).

Los oligómeros derivados del Qs, producidos por hidrólisis parcial del Qs, han logrado resolver

algunos problemas prácticos como la baja solubilidad de los Qs bajo condiciones fisiológicas,

incrementando de esta forma el campo de aplicación industrial de estos compuestos (Qin et al., 2005).

Dichos oligómeros presentan diferentes propiedades biológicas que son de gran utilidad para la

industria alimentaria. Así, por ejemplo, se han utilizado como agentes clarificantes en zumos de

manzana (Rungsardthong et al., 2006), como antioxidantes en el proceso de elaboración de salchichas

(Roller et al., 2002) o como componentes de diferentes películas utilizadas para el envasado, con el

objetivo de ayudar a evitar el deterioro de los alimentos (Cagri et al, 2004). Además de lo anterior, su

actividad antimicrobiana los convierte en potenciales conservantes de origen natural (Tsai et al., 2002;

Roller y Covill, 1999).



En diferentes estudios se ha visto que algunos oligómeros derivados de quitosanos son

capaces de modular la microbiota intestinal de pollos (Li et al., 2007) y otros animales de granja (Liu et

al., 2008; Shigehiro et al., 1990), por lo que han sido propuestos como potenciales agentes prebióticos

a emplear en alimentación animal (Li et al., 2007) y humana (Lee et al., 2003).

Con base en lo anterior, se planteó como principal objetivo de este capítulo la determinación de

la influencia de Qs y sus oligómeros sobre la viabilidad de Campylobacter spp. Para lograrlo, se

propusieron los siguientes objetivos específicos:

1) Estudiar el efecto del peso molecular de los Qs sobre el crecimiento de Campylobacter spp. y

otras bacterias de interés para la industria alimentaria, tanto Gram negativas como Gram positivas, y

determinar el efecto de la concentración del Qs sobre la viabilidad bacteriana.

2) Determinar el mecanismo de acción de los Qs contra Campylobacter, por medio del estudio de

su influencia sobre la integridad de la membrana celular bacteriana, profundizando en el efecto de las

diferentes fases del crecimiento del microorganismo en el comportamiento observado.

3) Realizar la caracterización de dos Qs extraídos de fuentes diferentes, y obtener oligómeros

partir de ellos.

4) Determinar la influencia del origen, método de obtención y grado de polimerización de los Qs y

sus oligómeros sobre la viabilidad de Campylobacter.



5.2. MATERIALES Y MÉTODOS

5.2.1. Obtención de quitosanos y sus oligómeros

Se emplearon tres quitosanos comerciales (Qs) con pesos moleculares relativos (PM)

diferentes: 120 kDa (A), 400 kDa (B) y 643 kDa (C). Los Qs de 120 y 400 kDa se obtuvieron de Sigma

(Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.), mientras que el de 643 kDa se obtuvo de Idebio (Madrid, España).

Todos los Qs presentaron un grado de deacetilación cercano al 85%.

Se utilizaron también otros dos Qs (D y E), y los oligómeros obtenidos a partir de ellos fueron

suministrados por la Dra Beatriz Miralles, como parte de un trabajo de colaboración entre el IFI y el

Instituto de Estudios Biofuncionales de la Universidad Complutense de Madrid. Las fracciones se

obtuvieron mediante dos tratamientos enzimáticos diferentes, el primero empleando quitosanasa y el

segundo utilizando lisozima de clara de huevo. Estos tratamientos permitieron la separación de los

diferentes oligómeros según su peso molecular en fracciones >30 KDa, de 10-30 KDa y de 3-10 KDa.

Brevemente, los Qs D y E se prepararon por medio de la deacetilación de la quitina extraída de

caparazones de Chionoecetes opilio (cangrejo de las nieves) y de Palinurus elephas (langosta

europea), respectivamente. Una vez purificados, se disolvieron completamente 500 mg en 100 mL de

tampón acetato (0,1 M), se añadieron 5 mg/mL de las enzimas lisozima de clara de huevo (Sigma-

Aldrich, Dorset, Reino Unido) o quitosanasa de Streptomyces griseus (Sigma-Aldrich, Steinheim,

Alemania), y se incubó según las condiciones optimizadas con antelación (datos no mostrados),

especificadas en la Tabla 5.1. Se tomaron muestras en diferentes intervalos de tiempo. La viscosidad

obtenida a diferentes momentos de la reacción de depolimerización se midió por viscosimetría.

Tabla 5.1. Condiciones empleadas para las reacciones enzimáticas

Tras la depolimerización enzimática con quitosanasa y lisozima, se separaron por ultrafiltración

tres fracciones deferentes en una celda de agitación (Millipore corporation, Maryland, EE.UU.), para lo

cual se utilizaron filtros de membranas de acetato de celulosa con tamaño de poros de 30, 10 y 3 KDa.

Enzima Tiempo de reacción (días) PH Temperatura (º C) Agitación (rpm)

Lisozima 6 4,5 37 100

Quitosanasa 4 5,7 37 100



El promedio del peso molecular de los Qs se determinó utilizando la ecuación de Mark Howink,

empleando los valores obtenidos por viscosimetría (Wang et al., 1991). El grado de deacetilación se

determinó por espectroscopia UV (Ching Tan et al., 1998).

Las soluciones madre (0,1% p/v) de A, B, C, D y E, así como de las fracciones obtenidas de los

dos últimos, se prepararon en 10 mM de ácido acético y el pH se ajustó a 7,0 con NaOH.

5.2.2. Células bacterianas

5.2.2.1. Medios y reactivos, cepas y condiciones de cultivo

Se emplearon 9 cepas microbianas, que incluyen 6 bacterias Gram-negativas: C. jejuni LP1

(LP1), C. jejuni NCTC 11351 (11351), C. jejuni NCTC 11168 (11168), C. coli LP2 (LP2), E. coli ATCC

25922, P. aeruginosa ATCC 27853, y 3 Gram-positivas: S. aureus ATCC 25923, L. salivarius IFa y L.

casei CECT 475. Todas las cepas se obtuvieron y cultivaron como se detalla en 4.2.3.2.-4.2.3.3.

5.2.2.2. Ensayos de viabilidad bacteriana

Para determinar el efecto de los compuestos empleados en este estudio sobre la viabilidad de

las diferentes especies y cepas bacterianas, se siguió la metodología descrita en 3.2.3.2.

5.2.3. Actividad antimicrobiana de Qs y sus oligómeros

Cada inóculo microbiano se lavó 2 veces y se resuspendió en PBS. Se inoculó 1 mL de cada

cultivo en placas de 24 pozos (Sarstedt, Nümbrecht, Alemania) y se añadió el volumen requerido de la

solución madre de Qs o de sus oligómeros para lograr la concentración específica para cada caso.

Como control se empleó PBS. Las muestras se incubaron durante 24 h para bajo las condiciones

adecuadas para cada especie, según se indica en 4.2.3.3. Después de la incubación se hicieron

diluciones seriadas y siembra para realizar el recuento de las bacterias viables, empleando el medio de

cultivo y las condiciones de incubación apropiadas para cada cepa bacteriana.

5.2.4. Estudio del efecto de Qs y sus oligómeros sobre la integridad de la membrana celular
bacteriana

5.2.4.1. Tinción con yoduro de propidio

Los cultivos bacterianos tratados con Qs y los controles no tratados se tiñeron con yoduro de

propidio (IP) (Sigma-Aldrich, Dorset, Reino Unido), con el fin de determinar si la exposición al Qs



provocaba una pérdida de integridad de la membrana. La solución de IP se añadió a una concentración

final de 2,9 µmol/L (Martinez-Rodríguez y Mackey, 2005). Después de una incubación de 10 min, se

lavaron las muestras dos veces, se resuspendieron en PBS y se midió el nivel de fluorescencia relativa

(FR), que corresponde a la relación fluorescencia/densidad óptica, empleando para ello un lector

multifunción (BMG LABTECH Inc., Champigny sur Marne, France) con excitación y emisión de 495 y

615 nm, respectivamente. La longitud de apertura se fijó en 10 nm. Los resultados se expresaron como

FR, que corresponde al incremento en FR con respecto al control.

5.2.4.2. Efecto de la fase de crecimiento sobre la integridad de la membrana de

Campylobacter

Se tomaron muestras de las cepas de C. jejuni LP1 y NCTC 11351 en diferentes momentos de

su crecimiento, durante la fase exponencial (1, 3, 5 y 7 h) y en la fase estacionaria (24 h). La

fluorescencia se determinó tal como se mencionó anteriormente.

5.2.5. Análisis estadístico

Los datos experimentales se analizaron utilizando el programa Minitab versión 14.1 (Minitab

14, State College, PA). Para el análisis de datos se empleó la prueba t de Student. Las diferencias

entre muestras se consideraron significativas cuando p≤0,05. En las Tablas y Figuras, N se refiere al

número de experimentos realizados y n al número de muestras analizadas.



5.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

5.3.1. Efecto del peso molecular de los Qs sobre el crecimiento bacteriano

Se determinó la actividad antibacteriana de tres quitosanos (Qs) con diferentes pesos

moleculares (PM) contra Campylobacter y otros microorganismos de interés para la industria

alimentaria. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 5.2.

Tabla 5.2. Influencia de los Qs de diferentes pesos moleculares (A: 120 kDa; B: 400 kDa; C: 643 kDa) (0,5%)
sobre la viabilidad de C. jejuni LP1 (LP1), C. jejuni NTCC 11351 (11351), C. jejuni NTCC 11168 (11168), C. coli
LP2 (LP2), E. coli ATCC 25922 (25922), P. aeruginosa ATCC 27853 (27853), S. aureus ATCC 25923 (25923),
L. salivarius IFa (IFa) y L. casei CECT 475 (475). Resultados expresados como la media del % de inhibición con
respecto al control ± la desviación estándar para N=3, n=2. (*) Calculado basándose en el límite de detección
logarítmico (30 ufc por placa).

Los Qs inhibieron de forma significativa (p≤0,05) el crecimiento de los microorganismos

estudiados. Sin embargo, esta inhibición estuvo relacionada con la cepa bacteriana y el PM del Qs. El

efecto inhibitorio de los Qs sobre las bacterias Gram-negativas fue mayor que sobre las cepas Gram-

positivas. Campylobacter fue el microorganismo más sensible a la acción de los Qs, con independencia

de su PM. Las cuatro cepas estudiadas, que pertenecen a dos especies diferentes (C. jejuni y C. coli)

mostraron poblaciones viables cercanas al límite de detección (30 ufc por placa) para la concentración

utilizada (0,5% p/v). El grado de inhibición para el Qs C (PM = 643 KDa) fue ligeramente menor que el

Cepa

microbiana

Qs A

(PM =120)

Qs B

(PM = 400)

Qs C

(PM = 643)

LP1 83,63 ± 0,00* 83,63 ± 0,00* 83,41 ± 0,01

11351 82,02 ± 0,00* 82,02 ± 0,00* 69,62 ± 0,03

11168 83,72 ± 0,00* 83,72 ± 0,00* 83,50 ± 0,03

LP2 76,51 ± 0,00* 76,51 ± 0,00* 76,51 ± 0,00*

25922 78,20 ± 0,00* 74,37 ± 0,37 58,03 ± 0,64

27853 47,00 ± 0,03 46,87 ± 0,01 37,08 ± 0,11

25923 35,11 ± 0,01 28,24 ± 0,12 6,49 ± 0,06

IFa 22,74 ± 0,12 10,84 ± 0,25 5,42 ± 0,02

475 10,29 ± 0,40 8,61 ± 0,40 3,59 ± 0,20



de A (PM = 120 KDa) y B (PM = 400 KDa), siendo la reducción superior a 5 logaritmos en todos los

casos.

Las otras dos especies de bacterias Gram-negativas estudiadas (E. coli ATCC 25922 y P.

aeruginosa ATCC 25923) también resultaron inhibidas por los Qs, aunque en grado menor que las

cepas de Campylobacter. Para estos microorganismos, la capacidad de inhibición de los Qs disminuyó

al aumentar el PM. En general, las bacterias Gram positivas estudiadas fueron más resistentes a la

acción de los Qs ya que la viabilidad de la especie más sensible (S. aureus) disminuyó únicamente un

35,11%. Por otra parte, L. salivarius y L. casei fueron las bacterias más resistentes, ya que la viabilidad

resultó afectada por los Qs en menos de un 23%.

A pesar de que se ha observado que los Qs son efectivos contra algunas bacterias Gram

positivas (Beverlya et al., 2008; Chhabra et al., 2006), actualmente se considera que son más activos

contra las Gram negativas (Miralles et al., 2007; Devlieghere et al., 2004; Helander et al., 2001). En

este sentido, algunos autores han encontrado que ciertas bacterias Gram positivas empleadas como

probióticos, como es el caso de los lactobacilos, pueden ser más resistentes a los Qs que los

microorganismos Gram negativos (Tsai y Hwang, 2004, Jeon et al., 2001). Por otra parte se ha

observado también una modulación en la microbiota intestinal de pollos al incluir Qs en sus dietas,

traducida en un aumento en las concentraciones de Lactobacillus en los ciegos de los animales, y en

una disminución en los recuentos de E. coli (Li et al., 2007).

Se cree que la actividad antimicrobiana de los Qs depende de la interacción entre los grupos

protonados NH2 del Qs y la carga negativa de la superficie celular bacteriana. Esta carga negativa

puede variar en dependencia de las características de la cepa bacteriana analizada, influyendo también

en la susceptibilidad al Qs. El hecho de que las bacterias Gram positivas hayan resultado en general

más resistentes que las Gram negativas se relaciona con las diferencias estructurales de las paredes

celulares de ambos grupos (Tsai y Hwang, 2004).

La actividad antimicrobiana de los Qs puede depender de diferentes factores, entre los que se

incluyen el grado de acetilación, el peso molecular y la concentración empleada (Chiu et al., 2007;

Zheng y Zhu, 2003; No et al., 2002). Existen estudios que relacionan el peso molecular de los Qs con

su poder antimicrobiano, con resultados muy diferentes entre sí. Algunos autores han observado un

aumento de la actividad antimicrobiana de los Qs contra bacterias Gram negativas a medida que

aumenta su peso molecular (No et al., 2002; Jeon et al., 2001), mientras que otros concluyen que la

actividad parece disminuir al aumentar dicho parámetro (Liu et al., 1999). Sin embargo, se ha visto que



algunos Qs con PM de 200-300 KDa presentan una eficacia significativa como inhibidores del

crecimiento tanto de bacterias Gram positivas, como de Gram negativas (Kim et al., 2007).

Dado el alto poder bactericida contra Campylobacter spp. que presentó el Qs A, se realizó la

determinación de la concentración mínima inhibitoria de dicho compuesto sobre varias cepas de este

género (Tabla 4.3.).

A pesar de que las cepas estudiadas se inhibieron completamente por una concentración 10

veces inferior a la empleada en un principio (0,05%), se observaron diferencias significativas entre las

cepas analizadas. C. jejuni LP1 fue la cepa más resistente y no se inhibió por concentraciones de

0,01% del Qs. A diferencia de lo anterior, C. jejuni 11351 y C. jejuni 11168 se inhibieron por el Qs a

0,01%. No se observaron diferencias significativas con respecto al control (p>0,05) al emplear

concentraciones de 0,005%. La cepa C. coli LP2 fue la más sensible y su viabilidad se vio reducida un

39,53% después de ser sometida a una concentración de 0,005% del Qs A.

Tabla 5.3. Concentración minima inhibitoria del Qs A sobre el crecimiento de C. jejuni LP1 (LP1), C. jejuni NTCC
11351 (11351), C. jejuni NTCC 11168 (11168) y C. coli LP2 (LP2). Resultados expresados como la media del %
de inhibición con respecto al control ± la desviación estándar para N=3, n=2. (a) Calculado en base al límite de
detección logarítmico (30 ufc por placa). (b) Significativamente diferente al control (p≤0,05).

Algunos autores han descrito que la actividad antimicrobiana de los Qs depende de la dosis

empleada (Raafat et al., 2008) y se ha determinado la mínima concentración capaz de inhibir el

crecimiento de los microorganismos, la cual varía entre 0,005 y 0,1%, es dependiente de la especie

bacteriana y de las características del Qs utilizado (Wang et al., 2007, No et al., 2002; Sano et al.,

2001). En este trabajo, la mínima concentración inhibitoria para Campylobacter se encontró entre 0,005

y 0,05%, lo que demuestra la gran sensibilidad de esta bacteria ante los Qs. Los resultados también

sugieren que, además de la especie, la cepa microbiana también es un factor fundamental para

determinar la sensibilidad ante este compuesto.

Concentración Qs A (%)

Cepa 0,50 0,25 0,10 0,05 0,01 0,005 0,0025

LP1 83,63 ± 0,00ab 83,63 ± 0,00ab 83,63 ± 0,00ab 83,63 ± 0,00ab 2,93 ± 0,18 7,03 ± 0,37 -

11351 82,02 ± 0,00 ab 82,02 ± 0,00ab 82,02 ± 0,00ab 82,02 ± 0,00ab 24,38 ± 0,30b 0,68 ± 0,12 -

11168 83,72 ± 0,00 ab 83,72 ± 0,00ab 83,72 ± 0,00ab 83,72 ± 0,00ab 3,21 ± 0,07b 0,00 ± 0,08 -

LP2 76,51 ± 0,00 ab 76,51 ± 0,00ab 76,51 ± 0,00ab 76,51 ± 0,00ab 76,51 ± 0,00ab 39,53 ± 0,12b 0,00 ± 0,07



5.3.2. Estudio de la integridad de la membrana celular bacteriana

La pérdida de la integridad de la membrana celular de C. jejuni LP1 por la acción de Qs A se

comparó con la de otras bacterias Gram negativas afectadas en diferente medida por el compuesto (E.

coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 25923) y con la de la cepa Gram positiva L. salivarus IFa. En la

Figura 5.1. se muestran los resultados obtenidos.

Figura 5.1. Permeabilidad al yoduro de propidio de las células de C. jejuni LP1 (LP1), E. coli ATCC 25922
(25922), P.aeruginosa ATCC 27853 (27853) y L. salivarus IFa (IFa) expuestas al Qs A. Resultados expresados
como la media del incremento de fluorescencia (RF) con respecto al control (ΔFR) ± la desviación estándar para
N=3, n=2.

En general, la permeabilidad a IP siguió el mismo patrón observado en la inhibición de la

viabilidad. C. jejuni LP1, presentó el mayor aumento en fluorescencia relativa con respecto al control

(ΔRF = 64,4). Dicha cepa fue seguida por E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 25923, las cuales

presentaron un ΔRF de 19,5 y 11 respectivamente. Finalmente, L. salivarius resultó prácticamente

impermeable a PI (ΔRF = 7), observándose tan sólo un pequeño incremento con respecto al control.

A pesar de que los mecanismos responsables de la actividad antimicrobiana de los Qs todavía

no se conocen detalladamente (Devlieghere et al., 2004), se cree que los Qs se unen a la membrana

celular bacteriana y producen una desestabilización de sus cargas. Lo anterior conduce a una pérdida

de lípidos, lo que explica la pérdida de las funciones de la membrana como barrera protectora contra el

medio externo (Raafat et al., 2008; Kim et al., 2003, Choi et al., 2001; Helander et al., 2001). De aquí
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que la acción antimicrobiana de los Qs sea considerada como permeabilizadora y no tóxica (Vaara,

1992). Esta propiedad hace que los Qs puedan ser contemplados como agentes antimicrobianos

potencialmente útiles en la preservación y seguridad alimentaria, ya que usadas en combinación con

sustancias tóxicas pueden facilitar la entrada de éstas.

5.3.3. Estudio de la integridad de la membrana celular de Campylobacter en diferentes fases de

crecimiento

Se sabe que de C. jejuni carece de algunos de los mecanismos de regulación que tienen otros

microorganismos frente a situaciones de estrés, como los presentes en fase estacionaria (Martínez-

Rodríguez y Mackey, 2005). Se cree que como consecuencia de dicha carencia, algunas de sus

características fisiológicas son capaces de sufrir notables variaciones, en especial las relacionadas con

la estructura de su membrana celular. Es por ello que se han observado cambios importantes en

cuanto a la composición de la membrana celular de este microorganismo en diferentes etapas de su

crecimiento (Martínez-Rodríguez y Mackey, 2005), por lo que resulta interesante determinar el efecto

del QsA en diferentes fases de su ciclo vital. Debido a lo anterior, se determinó el efecto del QsA sobre

permeabilidad de la membrana celular de una cepa clínica y una de colección de C. jejuni (LP1 y

11351, respectivamente) en diferentes fases del crecimiento bacteriano (Figura 5.2.).

A pesar de que el patrón de comportamiento observado fue similar para ambas cepas de

Campylobacter, se observó cierta diferencia en la magnitud de la respuesta ante el Qs. El valor para

ΔRF mostrado por C. jejuni LP1 aumenta hasta las 5 h de crecimiento, lo que coincide con la fase

exponencial (Figura 2.4.). Después de esto, se observa una ligera disminución de ΔRF, que alcanza su 

valor mínimo a las 24 h. Sin embargo, el ΔRF para C. jejuni 11351 aumenta hasta las 7 h y luego, al

alcanzar las 24 h, disminuye rápidamente hasta valores cercanos a los obtenidos a las 3 h de

crecimiento, es decir, al comienzo de la fase exponencial.

Los resultados demuestran que el aislado clínico C. jejuni LP1 se encuentra mejor adaptado

para sobrellevar las situaciones de estrés ambiental debido a la presencia del Qs, ya que tarda un

tiempo menor que la cepa de colección (C. jejuni 11351) en poner en funcionamiento los mecanismos

necesarios para contrarrestar los daños en la membrana ocasionados por acción del Qs.

En ocasiones anteriores se ha visto que los sucesivos pases in vitro de las cepas de colección,

como es el caso de la 11351, pueden derivar en una disminución de los atributos de patogenicidad



bacteriana y en el nivel de resistencia a factores de estrés ambiental (Casadevall y Pirofki, 2007), lo

que podría explicar las diferencias encontradas entre ambas cepas.

Figura 5.2. Permeabilidad al yoduro de propidio de las células de C. jejuni LP1 (a) y C. jejuni NCTC 11351 (b)
durante diferentes etapas de crecimiento, en fase exponencial (1, 3, 5 y 7 h) y en fase estacionaria (24 h).
Resultados expresados como la media del incremento de fluorescencia (RF) relativo al control (RF) ± la
desviación estándar para N=3, n=2.

La biogénesis de la membrana celular bacteriana es un proceso dinámico (Fisher et al., 2006).

Se ha visto que a medida que C. jejuni 11351 se acerca a la fase estacionaria de crecimiento se

registran cambios en su composición de ácidos grasos de membrana, acompañados por un incremento

en la resistencia. Se cree que lo anterior puede ser reflejo de la respuesta fisiológica del

microorganismo ante condiciones adversas, dada su limitada capacidad para llevar a cabo una

regulación genética de adaptación al ambiente (Martínez-Rodríguez y Mackey, 2005).

0

50

100

150

200

1 2 3 4 5

Tiempo (h)

FR

0

50

100

150

200

1 3 5 7 24

Tiempo (h)

FR

(a)

(b)




1 3 5 7 24

Tiempo (h)

0

50

100

150

200

1 2 3 4 5

Tiempo (h)

FR

0

50

100

150

200

1 3 5 7 24

Tiempo (h)

FR

(a)

(b)




1 3 5 7 24

Tiempo (h)



Las observaciones anteriores podrían explicar el comportamiento observado en el estudio de la

permeabilidad de la membrana celular de C. jejuni registrada a las 7 h (LP1) ó 24 h (11351) como

consecuencia de su exposición al Qs.

5.3.4. Obtención de oligómeros de quitosanos

Además del PM se ha determinado que otras características de los Qs, como es el grado de

deacetilación, pueden afectar su poder antimicrobiano (Tsai et al., 2002). Debido a lo anterior, se

determinó el valor de esta variable en dos muestras de Qs obtenidas a partir de caparazones de

Chionoecetes opilio (D) y Palinurus elephas (E) (Tabla 5.4.).

Tabla 5.4. PM y grado de deacetilación obtenidos por viscosimetría de los Qs D y E.

Se observó que las características del Qs dependen del origen de la muestra. El Qs D,

obtenido a partir de caparazones de Chionoecetes opilio, presentó menor peso molecular y mayor

grado de deacetilación que el Qs E, proveniente de Palinurus elephas.

En general, se ha visto que la quitina y los quitosanos derivados de ella, pueden presentar

grandes variaciones en sus características químicas, en especial en cuanto a su grado de

desacetilación y a su peso molecular, dependiendo tanto de su fuente de origen como del método

empleado para su obtención (Muzzarelli, 1977).

Al igual que ocurre con el grado de deacetilación, se ha visto que la viscosidad de los

quitosanos juega un papel fundamental sobre su capacidad antimicrobiana (Rhoades y Roller, 2000).

Por este motivo, se determinó la viscosidad de los Qs D y E durante el tratamiento enzimático con

lisozima y quitosanasa (Figura 5.3.). Se obtuvo que la viscosidad de D y E disminuye de manera

significativa durante las primeras fases de la reacción enzimática. La actividad de la lisozima produjo en

Qs
PM

(KDa)
Grado de

deacetilación (%)
D 645 90
E 731 75



ambas muestras patrones similares, resultando la viscosidad alcanzada por la muestra E menor que la

de D, debido probablemente al mayor grado de acetilación de la primera.

Se han visto diferentes grados óptimos de acetilación para la acción de la lisozima, basándose

en la capacidad de esta enzima para hidrolizar parcialmente los quitoligómeros N-acetilados. Hirano y

Nagao (1989) encontraron una tasa óptima de degradación al emplear Qs con 80% de desacetilación.

Sashiwa et al. (1990), por otra parte, observaron que la mayor susceptibilidad a la lisozima se obtienen

al emplear quitina soluble 30% N-acetilada.

Figura 5.3. Variación en el tiempo de la viscosidad específica de los Qs D y E tras su depolarización con
lisozima (a) o quitosanasa (b). Resultados expresados como la viscosidad específica del quitosano en relación
con la concentración del solvente.
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Asimismo, Kurita et al. (2000) sugirieron que el mejor grado de deacetilación para la hidrólisis

del Qs al utilizar lisozima debe ser de 56%, y que Qs con grados de deacetilación menores a 11% y

mayores a 97% no son hidrolizables con esta enzima, ya que poseen muchas o muy pocas N-

acetilaciones continuas, respectivamente.

A pesar de que en el caso de la quitosanasa se observó también un descenso en la viscosidad

en los primeros minutos, el patrón de comportamiento resultó diferente para cada uno de los Qs, lo que

indica que la actuación de esta enzima es diferente en distintos sustratos, demostrando una alta

especificidad. Los resultados permitieron determinar también que la degradación del Qs E es menor, lo

que sea probablemente debido a su menor grado de deacetilación.

5.3.5. Efecto de diferentes fracciones de oligómeros de quitosanos sobre la viabilidad de

Campylobacter

A pesar del poder antimicrobiano de los Qs contra Campylobacter spp. observado en este

estudio, la baja solubilidad de muchos de estos compuestos hace que su uso a nivel industrial se

dificulte de manera considerable en algunos casos. Los oligómeros obtenidos a partir de los Qs

constituyen una buena alternativa a este problema, ya que su solubilidad es mucho mayor que la de los

Qs originales (Cabrera y Van Cutsem, 2005).

Debido a lo anterior, se estudió el efecto sobre la viabilidad de C. jejuni de los Qs D y E, así

como de diferentes fracciones obtenidas a partir de éstos, mediante extracción enzimática, empleando

las enzimas quitosanasa y lisozima. Los resultados obtenidos se representan en la Tabla 5.5.

Se observaron diferencias significativas (p≤0,05) en cuanto a la actividad antimicrobiana contra

C. jejuni entre los Qs parentales (D y E) y sus oligómeros. Algunas de las fracciones resultaron más

activas que su Qs parental, lo que demuestra que podrían ser responsables de la actividad

antimicrobiana global del Qs.

De igual manera, se determinó que la actividad antimicrobiana varía de acuerdo al grado de

polimerización del Qs y de sus fracciones, y que los oligómeros de 10-30 KDa son los más activos

contra C. jejuni, independientemente de la enzima utilizada para su preparación. Por el contrario, las

fracciones de oligómeros con grado de polimerización de 3-10 KDa presentaron la menor capacidad

antimicrobiana. Con antelación se ha descrito que existe una relación directa entre el peso molecular



de los oligómeros de Qs y su actividad antimicrobiana (No et al., 2002) y se ha visto que su eficacia

aumenta con el grado de polimerización, siendo los grado de polimerización de 1-10 KDa críticos para

la inhibición de microorganismos (Jeon et al., 2001). Igualmente, se ha demostrado que los Qs

parcialmente hidrolizados tienen una mayor eficacia antibacteriana que los Qs sometidos a hidrólisis

extensivas (Uchida et al., 1989).

Tabla 5.5. Influencia de fracciones de oligómeros de quitosanos (0,05%) de diferentes pesos moleculares (>30
KDa, 30-10 KDa, 10-3 KDa) extraídas con quitosanasa o lisozima, sobre la viabilidad de C. jejuni LP1. (D y E)
Qs, (P) Qs parental. Resultados expresados como la media del % de inhibición con respecto al control ± la
desviación estándar para N= 3, n= 2.

Por otra parte, se obtuvo que los oligómeros preparados con quitosanasa poseen una actividad

antimicrobiana mayor contra C. jejuni que los obtenidos usando lisozima. Este comportamiento podría

estar relacionado con el grado de deacetilación, que fue mayor en los oligómeros obtenidos con

quitosanasa (datos no mostrados). Por lo general, el número de grupos aminos es dependiente de el

grado de polimerización y del grado de deacetilación del Qs, y se ha determinado que la actividad

antibacteriana tiende a aumentar con el grado de deacetilación (Tsai et al., 2002).

Estos resultados podrían ser explicados también por la viscosidad, que resultó mayor en las

muestras tratadas con lisozima, ya que se ha determinado que una disminución en este parámetro

conlleva una pérdida en la actividad antimicrobiana de los Qs (Rhoades y Roller, 2000).

Se determinó que los Qs parentales D y E presentan un efecto inhibitorio contra C. jejuni LP1

menor al observado para Qs A, al ser empleado en la misma concentración (0,05%). Sin embargo, se

comprobó que algunos de los oligómeros de Qs D son capaces de generar daños en el microorganismo

incluso mayores a los producidos por Qs A, como es el caso de ambas fracciones de 30-10 KDa y la de

>30 KDa, obtenida por la acción de la quitosanasa.

Quitosanasa Lisozima

Qs P >30 30-10 10-3 >30 30-10 10-3

D 51,07  1,04 83,82  1,22 99,58  0,31 0,00  0,00 52,40  1,22 89,36  0,00 0,00  0,00

E 70,28  3,84 73,02  1,21 74,86  0,38 60,14  4,72 29,61  3,74 63,23  1,12 41,50  4,31



En la actualidad, los Qs son reconocidos como compuestos biodegradables, no tóxicos,

abundantes y de bajo precio (Tiyaboonchai, 2003), lo que hace que su utilización sea muy sostenible.

Además de ello, se ha visto que no son hidrolizados por las enzimas digestivas (Hasegawa, 2001) y

que al ser incluidos en la dieta de pollos y humanos es posible favorecer la digestibilidad de nutrientes,

modular la microbiota intestinal y mejorar algunos parámetros fisiológicos (Lee et al., 2003; Knaul et al.,

1999).

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que los Qs y sus oligómeros podrían llegar a

ser empleados en la alimentación animal con miras a disminuir la incidencia de Campylobacter spp. en

el intestino de pollos, debido a su alta capacidad antimicrobiana contra esta bacteria. A pesar de esto,

la baja solubilidad de estos compuestos hace que los oligómeros obtenidos a partir de éstos

constituyan una alternativa interesante al empleo de antibióticos en la alimentación de pollos, con miras

la disminución de la incidencia de Campylobacter en estos, sin afectar considerablemente a los

componentes de la microbiota autóctona intestinal. De igual manera, resultaría interesante ahondar

acerca del empleo de Qs y sus oligómeros en alimentación humana, en búsqueda de la modulación de

la microbiota intestinal y de la eliminación de patógenos intestinales.



5.4. CONCLUSIONES

De los microorganismos estudiados, Campylobacter spp. fue el más sensible al Qs,

independientemente del PM de éste. La concentración mínima inhibitoria del compuesto sobre

Campylobacter varió entre 0,005 y 0,05%, lo que demuestra la sensibilidad global de esta bacteria a los

Qs. A pesar de esto, se observaron diferencias en el nivel de sensibilidad a los Qs entre las distintas

cepas de Campylobacter estudiadas.

El Qs ocasionó una pérdida en la integridad de la membrana de Campylobacter, medida como el

incremento en la permeabilidad celular ante un marcador de fluorescencia, la cual resultó mayor en la

fase exponencial de crecimiento y disminuyó gradualmente a medida que las células entraron en fase

estacionaria.

Las características de los Qs dependen del origen de la muestra y de su forma de obtención, difiriendo

en cuanto a PM, grado de deacetilación y viscosidad.

El efecto antimicrobiano de los oligómeros de quitosanos sobre C. jejuni depende de su origen, la

fracción y la enzima empleada para su extracción. Los oligómeros preparados con quitosanasa poseen

una actividad antimicrobiana mayor contra C. jejuni que los obtenidos usando lisozima. Las fracciones

mayores (más de 30 KDa y entre 10 y 30 KDa) presentan mayor actividad que los Qs parentales,

mientras que las de 3-10 KDa apenas afectan la viabilidad bacteriana.
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Se estudió el poder antimicrobiano de tres tipos de vinos jóvenes diferentes: blanco, rosado y

tinto, sobre dos cepas distintas de C. jejuni (LP1 y 11351). Se comprobó que los vinos, que presentaron

una concentración del 11,5% de etanol, fueron capaces de disminuir de manera significativa la

viabilidad del patógeno, aún después de ser diluidos al 25%. El poder microbicida del vino tinto resultó

mayor que el del vino rosado, y este fue superior al del vino blanco. Estos resultados sugieren que

otros compuestos del vino, además del alcohol y el pH, presentan actividad antimicrobiana. El estudio

individual de estos factores demostró el poder antimicrobiano del alcohol en las concentraciones

utilizadas, mientras que el pH no afectó significativamente la viabilidad de Campylobacter. Se estudió el

poder antimicrobiano frente a C. jejuni de una serie de compuestos fenólicos puros que están presentes

en la uva y en el vino. Se utilizó un rango de concentración comprendido entre 0 y 100 mg/mL. Algunos

compuestos fenólicos estudiados presentaron actividad antimicrobiana frente a Campylobacter, y el

efecto observado fue dependiente de la cepa estudiada. La permeabilidad de la membrana externa

(ME) al ioduro de propidio (IP) aumentó de manera significativa en presencia de los compuestos

fenólicos activos contra C. jejuni, lo que sugiere que éste es el mecanismo de acción en las condiciones

experimentales utilizadas en este trabajo. Nuestros resultados indican que algunos compuestos

fenólicos presentes en el vino podrían contribuir a la disminución de la colonización de C. jejuni y

reducir la incidencia de campilobacteriosis en humanos. De igual manera, podrían ser empleados como

compuestos funcionales en alimentación humana.



Capítulo

6

Actividad antimicrobiana de compuestos fenólicos

presentes en la uva y el vino contra Campylobacter
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6.1. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS

La cosecha de la uva es una de las más importantes a nivel mundial, con más de 60 millones

de toneladas métricas producidas al año. La mayor parte de la producción de uvas se dedica a la

fabricación de vino. España es uno de los mayores productores de vino con una obtención de entre 31

y 50 millones de hectolitros anuales en el período 2000-2005 (FAOSTAT, 2006; FAS, 2006).

Se estima que, en todo el mundo, las industrias vinícolas producen anualmente entre 7 y 9

millones de toneladas de residuos (Baumgartel et al., 2005). El manejo de dichos residuos constituye

un gran problema medioambiental debido a su carácter estacional y a sus características

contaminantes (KEPOS, 2000; Seóanez et al., 2000; Vogt et al., 1986). En este sentido, se estima que

entre los meses de agosto y octubre de 2005 sólo en España se produjeron 787.000 toneladas de

residuos de semillas y pieles, comunmente denominados orujos (FAOSTAT, 2006).

A pesar de que algunos autores afirman que el uso de estos residuos como fertilizantes de

suelos podría ser una buena opción para minimizar el impacto ambiental, se cree que los orujos

pueden resultar fitotóxicos, lo que los hace incompatibles con los requerimientos necesarios para ser

empleados como abono orgánico en agricultura y los convierte en residuo de bajo uso, aumentando así

su impacto ambiental. Se cree que la fitotoxicidad de estos residuos se debe principalmente a la

presencia de compuestos fenólicos. Se ha determinado que los orujos poseen una alta concentración

de dichos compuestos, entre 1,2 y 19,0 g por cada Kg (Bustamante et al., 2008).

Sin embargo, se ha visto que estos compuestos son capaces de afectar al crecimiento y

metabolismo de algunas bacterias patógenas (Rodríguez-Vaquero et al., 2007a; Rodríguez-Vaquero et

al., 2007b; Puupponen-Pimiä et al., 2005; Wen et al., 2003), lo que convierte a los orujos de

vinificación, ricos en compuestos fenólicos, en potenciales antimicrobianos naturales. Debido a lo

anterior, resulta especialmente interesante determinar el efecto de dichos compuestos sobre

Campylobacter spp. Los orujos podrían constituir una fuente potencial de compuestos fenólicos a

utilizarse como complemento en la alimentación de pollos y humanos; con el fin de disminuir la

incidencia del patógeno en el hospedador y, de esta manera, disminuir el riesgo de contaminación de

humanos por consumo de estos animales.

A pesar de la gran cantidad de residuos de uva producidos en España cada año y pese a la

alta incidencia de enfermedades gastrointestinales en humanos ocasionadas por Campylobacter spp.,

hasta el momento no se han realizado estudios referentes al potencial uso de los compuestos fenólicos
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presentes en la uva como complemento en la alimentación del pollo y humano, con miras a la

eliminación de este patógeno de la cadena alimentaria.

Curiosamente, y a pesar de que el vino es una bebida de gran consumo en España y aunque

se ha visto que tiene un importante poder antimicrobiano contra otros patógenos alimentarios como E.

coli, Salmonella, Listeria, Shigella y H. pylori (Fernández et al., 2007; Moretro y Daeschel, 2004; Just y

Daeshchel, 2003; Mahady et al., 2003, Sugita-Konishi et al., 2001; Brenner et al., 1999; Marimon et al.,

1998; Bellido Blasco et al., 1996; Sheth et al., 1988), hasta el momento tampoco se ha estudiado su

efecto sobre Campylobacter.

El objetivo principal de este capítulo es determinar la influencia de los compuestos fenólicos

predominantes en la uva y en el vino sobre la viabilidad de Campylobacter. Además de lo anterior, se

estudiará también el efecto antimicrobiano del vino sobre el patógeno y se determinará si es debido

únicamente al bajo pH y a la alta concentración de etanol, o si por el contrario, los compuestos

fenólicos tienen influencia sobre dicho efecto. Por todo esto, se persiguieron los siguientes objetivos

específicos:

Determinar el efecto de la concentración y del tipo de vino sobre la viabilidad de Campylobacter.

Estudiar la influencia de la concentración de etanol del vino sobre la viabilidad de Campylobacter.

Establecer el efecto del pH del vino sobre la viabilidad de Campylobacter.

Evaluar la influencia de los compuestos fenólicos presentes en el vino y las uvas sobre la viabilidad

de Campylobacter.

Determinar el efecto que ejercen los compuestos fenólicos del vino y las uvas sobre la membrana

celular de Campylobacter.
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6.2. MATERIALES Y MÉTODOS

6.2.1. Muestras de vinos

Se utilizaron muestras comerciales de vino blanco, rosado y tinto de mesa con un porcentaje

de alcohol de 11,5% cada uno.

6.2.2. Compuestos fenólicos

Los compuestos fenólicos puros analizados en este trabajo fueron: ácido ferúlico, metil galato,

epicatequina, ácido sinápico, ácido hidroxibenzóico, quercitina, ácido gálico, ácido vanílico, triptofol,

ácido p-cumárico, ácido caféico y catequina (Sigma, Saint Louis, EE.UU.).

6.2.3. Células bacterianas

6.2.3.1. Medios y reactivos, cepas y condiciones de cultivo

En esta sección se emplearon las cepas C. jejuni LP1 y C. jejuni NCTC 11351, obtenidas y

cultivadas según se indica en 2.2.2.1.-2.2.2.3.

6.2.4. Influencia de la concentración de vino sobre la viabilidad de Campylobacter

El inóculo bacteriano se suspendió en vino y PBS para lograr concentraciones de vino de 1, 10,

25, 50, 75 y 100%. Se incubó en VAIN durante 10 min en agitación a 150 rpm (agitador S3 orbital

shaker, Elmi, Latvia), se realizaron diluciones seriadas y se sembró en agar MHS.

6.2.5. Influencia del alcohol sobre la viabilidad de Campylobacter

Se preparó una solución patrón de etanol en PBS al 11,5% v/v (pH 7). El inóculo bacteriano se

resuspendió en la solución patrón y PBS para lograr concentraciones de ésta de 1, 10, 25, 50, 75 y

100%. Se incubó en VAIN durante 10 min en agitación a 150 rpm (agitador S3 orbital shaker, Elmi,

Latvia), se realizaron diluciones seriadas y se sembró en agar MHS.

6.2.6. Influencia del pH sobre la viabilidad de Campylobacter

El inóculo bacteriano se suspendió en PBS (pH 3,2 y pH 7). Se incubó en VAIN durante 10 min

en agitación a 150 rpm (agitador S3 orbital shaker, Elmi, Latvia), se realizaron diluciones seriadas y se

sembró en agar MHS.
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6.2.7. Influencia de compuestos fenólicos del vino y la uva sobre la viabilidad de Campylobacter

Los compuestos fenólicos se agregaron a inóculos bacterianos de C. jejuni LP1 y C. jejuni

NCTC 11351 previamente lavados y resuspendidos en PBS (pH 7) con 5% v/v de etanol, para obtener

una concentración final de 1, 10, 100 ó 1000 mg/mL. Se incubó durante 10 min (tiempo establecido en

trabajos previos, datos no mostrados) en agitación en VAIN, se realizaron diluciones seriadas y se

sembró en agar MHS.

6.2.8. Determinación de la integridad de la membrana celular bacteriana

Para determinar el efecto de los diferentes compuestos fenólicos sobre la viabilidad de C. jejuni

LP1 y C. jejuni NCTC 11351, los microorganismos se incubaron en VAIN durante 10 min con cada uno

de los compuestos fenólicos, utilizando una concentración de 1000 mg/mL, y posteriormente se siguió

la metodología descrita en el apartado 5.2.5.

6.2.9. Análisis estadístico

Los datos experimentales se analizaron utilizando el programa Minitab versión 14.1 (Minitab

14, State College, PA). Para el análisis de datos se empleó la prueba t de Student. Las diferencias

entre muestras se consideraron significativas cuando p≤0,05. En las Tablas y Figuras, N se refiere al

número de experimentos realizados y n al número de muestras analizadas.
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6.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

6.3.1. Influencia de la concentración de vino sobre la viabilidad de Campylobacter

Se emplearon diferentes concentraciones de los vinos (100, 75, 50, 25, 10 y 1%) para

determinar la concentración mínima que es capaz de afectar la viabilidad de Campylobacter (Tabla

6.1). Se comprobó la calidad microbiológica de los vinos antes de llevar a cabo el estudio propuesto

(resultados no mostrados).

Como tiempo de incubación del vino con el patógeno se empleó un período de 10 min ya que

en experimentos previos (resultados no mostrados) se determinó que éste es el tiempo mínimo

requerido para lograr la inhibición total del crecimiento de C. jejuni LP1 con cada una de las tres

variedades de vino empleadas en este ensayo (concentración 100%).

Tabla 6.1. Influencia de diferentes concentraciones (100, 75, 50, 25, 10 y 1%) de vino blanco, tinto y
rosado sobre la viabilidad de C. jejuni LP1. Resultados expresados como Log ufc/mL ± la desviación estándar

para N=2, n=2. (a) Calculado en base al límite de detección logarítmico (30 ufc/mL). (b) Significativamente
diferentes al control.

Los resultados indican que la concentración mínima microbicida del vino rosado y tinto es de

10%, mientras que para el blanco es de 25%. Como se observa, los vinos tintos estudiados poseen un

mayor efecto microbicida contra C. jejuni LP1 que los vinos blancos.

Los vinos tintos poseen mayores concentraciones de compuestos fenólicos totales que los

rosados y estos que los blancos (Tabla resumen en Balasundram et al., 2006). Por ejemplo, se ha visto

que los vinos tintos españoles poseen en promedio 1869 mg de equivalentes de ácido gálico/L,

Concentración del vino (%)

100 75 50 25 10 1 0

Blanco < 1,48ab < 1,48ab < 1,48ab 6,41 ± 0,06b 6,99 ± 0,02 7,02 ± 0,03 7,02 ± 0,03

Tinto < 1,48ab < 1,48ab < 1,48ab < 1,48ab < 1,48ab 7,38 ± 0,03 7,38 ± 0,02

Rosado < 1,48ab < 1,48ab < 1,48ab < 1,48ab < 1,48ab 5,64 ± 0,05 5,53 ± 0,04
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mientras que los blancos tienen únicamente 292 (Sánchez-Moreno et al., 1999), por lo que es posible

que parte del efecto bactericida del vino sobre Campylobacter sea debido a la presencia de algunos

estos compuestos.

En estudios previos in vitro se ha visto que el vino es efectivo contra numerosos

microorganismos potencialmente patógenos entre los que se encuentran Chlamydia pneumoniae,

Escherichia coli, Helicobacter pylori, Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Salmonella enteritidis,

Salmonella typhimurium, Shigella dysenteriae, Shigella sonnei y Yersinia enterocolitica (Fernández et

al., 2007; Just y Daeshchel, 2003; Mahady et al., 2003; Schiever et al., 2003; Murray et al., 2002;

Corona et al., 2001; Daroch et al., 2001; Bellido Blasco et al., 1996; Weisse et al., 1995; Sheth et al.,

1988).

Además de lo anterior, se ha determinado también que el vino ocasiona un incremento en la

secreción gástrica y en la motilidad intestinal, lo que puede llegar a potenciar el efecto antimicrobiano

del propio intestino humano, contribuyendo así a la disminución del riesgo de padecer enfermedades

entéricas por dificultarse la invasión intestinal por patógenos, los cuales necesitan de un tiempo de

residencia que se acorta por los estímulos desencadenados por la ingesta moderada de esta bebida

(Bujanda, 2000; Pfeiffer et al., 1992).

6.3.2. Influencia de la concentración de etanol sobre la viabilidad de Campylobacter

Se ha descrito previamente que el alcohol disminuye de manera significativa la viabilidad de los

microorganismos, ya que deteriora su membrana plasmática y ocasiona un aumento en su

permeabilidad (Waite y Daeschel, 2007), y que concentraciones superiores a 15% de etanol conducen

a una inactivación inmediata de la mayor parte de las estructuras vegetativas (Ingram et al., 1984). En

base a lo anterior, se determinó hasta qué punto el etanol presente en el vino es el responsable de la

pérdida de viabilidad de C. jejuni LP1. Para ello, la cepa C. jejuni LP1 se expuso a concentraciones de

etanol equivalentes a las presentes en el vino (11,5%) y en el vino diluido al 75, 50, 25, 10 ó 1% (Figura

6.1.).

Se observó que el etanol afecta de manera significativa la viabilidad de C. jejuni LP1 cuando

está presente en concentraciones equivalentes a las que se encuentran en los vinos diluidos al 25%.

En este sentido, se ha visto que el consumo de vino con más de 10º de etanol en su composición
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puede proteger contra patógenos entéricos e incluso contra la infección ocasionada por el virus de la

hepatitis A, que puede transmitirse al ser humano a través de alimentos como las ostras (Desenclos et

al., 1992).

Según lo anterior, el poder bactericida del vino puede ser debido en parte al etanol, ya que, a

concentraciones menores a 25%, no afecta de manera significativa la viabilidad del microorganismo.

Sin embargo, este resultado no explicaría el comportamiento diferente como microbicida de los vinos

blancos y tintos.

Figura 6.1. Influencia de la concentración de etanol sobre la viabilidad de C. jejuni LP1. Las concentraciones de
etanol son equivalentes a las de un vino con 11,5% v/v de etanol y de dicho vino diluido al 1; 10; 25; 50 y 75%.
Resultados expresados como Log ufc/mL ± la desviación estándar para N=2, n=2. (*) Recuentos
significativamente diferentes comparados al control.

6.3.3. Influencia del pH sobre la viabilidad de Campylobacter

Los vinos se caracterizan por presentar un pH ácido. En este estudio, la determinación del pH

de las muestras utilizadas arrojó valores de 3,2; 3,6 y 3,8, para vino blanco, rosado y tinto,

respectivamente. Con el fin de determinar la influencia de este parámetro sobre C. jejuni LP1, se

comparó la viabilidad de este patógeno a pH neutro y a pH 3,2; este último correspondiente al vino

blanco, el cual presentó el mayor grado de acidez entre los vinos estudiados (Figura 6.2.).
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No se observaron diferencias significativas entre los recuentos bacterianos a pH 7 y 3,2

(p>0,05), lo que parece indicar que este parámetro no afecta la viabilidad de C. jejuni LP1 bajo las

condiciones analizadas y en el tiempo de experimentación empleado (10 min).

A pesar de los resultados anteriores, se sabe que C. jejuni posee una gran sensibilidad a

condiciones ambientales acídicas, en especial a niveles de pH menores a 5 (Alterkruse et al., 1999).

Sin embargo, es ampliamente conocido que para que C. jejuni pueda llegar al colon, antes debe

atravesar la parte superior del sistema digestivo y soportar las condiciones acídicas y enzimáticas que

presenta cada región. Dentro del tracto gastrointestinal del pollo, las secciones de menor pH

corresponden al buche (pH 4,74), al proventrículo (pH 4,03) y a la molleja (pH 3,35) (Gordon y Roland,

1997), por lo que el patógeno debe contar con los mecanismos necesarios para enfrentar tales

condiciones durante el tiempo que dura su tránsito por estas regiones (Reid et al., 2008).

Figura 6.2. Influencia del pH sobre la viabilidad de C. jejuni LP1 en comparación al control (pH 7). Resultados
expresados como Log ufc/mL ± la desviación estándar para N=2, n=2.

La habilidad de los patógenos entéricos para soportar condiciones acídicas afecta al número

de bacterias necesarias para generar patogenicidad, siendo denominado este número dosis infectiva

mínima. De hecho, se ha visto que aquellos patógenos que han desarrollado estrategias eficaces para

luchar contra estas condiciones de estrés, poseen una baja dosis infectiva mínima (Reid et al., 2008).

Por ejemplo, se ha visto que Shigella flexneri posee una dosis infectiva mínima de tan sólo 100

microorganismos y es capaz de sobrevivir condiciones extremas de acidez, ya que logra sobrevivir in

vitro a pH 2,5 durante horas (Blaser y Newman, 1982).
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Dada la baja dosis infectiva mínima de C. jejuni, que puede llegar a ser hasta de 40

microorganismos (Johansen et al., 2006), ha de admitirse que la bacteria se encuentra bien adaptada

para soportar las condiciones acídicas del sistema gastrointestinal (Reid et al., 2008). A pesar de esto,

se ha visto que el genoma de C. jejuni carece de muchos de los elementos de respuesta al estrés

acídico encontrados en otras bacterias (Holmes et al., 2005; Palyada et al., 2004), aunque

recientemente se han descubierto algunos genes relacionados con su respuesta ante bajos niveles de

pH (Reid et al., 2008).

6.3.4. Influencia de compuestos fenólicos del vino y la uva sobre la viabilidad de Campylobacter

Considerando como hipótesis que las diferencias entre los recuentos de microorganismos

encontrados en vinos blancos, rosados y tintos no se debieron exclusivamente a la concentración de

alcohol o al pH, podrían deberse a algún compuesto encontrado en mayores concentraciones en vino

tinto y rosado (Moretro y Daeschel, 2004). En estudios previos se ha visto que algunas bebidas con

igual pH y concentración de alcohol que un vino tinto presentan una menor actividad antimicrobiana

que éste frente a Samonella enteriditis, y este efecto ha sido atribuido a la presencia de los compuestos

fenólicos presentes en el vino, provenientes de la uva (Marimon et al., 1998).

En las uvas, los compuestos fenólicos se concentran mayormente en la piel y semillas

(Rodríguez Montealegre et al., 2006). Los compuestos fenólicos contenidos en la uva son parcialmente

extraídos durante la elaboración del vino. En el caso de los vinos tintos, las semillas y la piel de la fruta

se mantienen en contacto con el vino durante varios días, lo que permite una mayor liberación de estos

compuestos, al igual que en los rosados por provenir de la uva tinta, por lo que su concentración en

estos vinos es mayor que en los blancos, (Priego Capote et al., 2007).

Con anterioridad se ha demostrado que algunos de estos compuestos, además de ser

considerados como potentes antioxidantes (Soares, 2002) pueden tener propiedades microbicidas ante

diferentes microorganismos, sin embargo, su efecto sobre C. jejuni no se ha estudiado. Debido a lo

anterior, se analizó el efecto de diferentes concentraciones de algunos de los compuestos fenólicos

mayoritariamente encontrados en las uvas y el vino, sobre la viabilidad de C. jejuni LP1 y C. jejuni

NCTC 11351, con el fin de determinar la concentración mínima microbicida de cada uno de ellos frente

a ambas cepas (Tabla 6.2.).
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Se observó que C. jejuni LP1 es inhibido por todos los compuestos fenólicos estudiados de

manera proporcional a la concentración empleada, a excepción de la catequina y la quercitina, que no

tuvieron efecto sobre la viabilidad del patógeno, incluso a concentraciones de 1000 mg/mL. La misma

relación entre la concentración empleada y el efecto microbicida se observó también para la cepa C.

jejuni NCTC 11351, a excepción de en el caso de la epicatequina, el ácido sinápico, el ácido vanílico y

el triptofol, compuestos que no presentaron actividad antimicrobiana sobre la cepa.

Tabla 6.2. Influencia de diferentes compuestos fenólicos presentes en el vino sobre la viabilidad de C. jejuni LP1
y C. jejuni NCTC 11351 empleando concentraciones de 1, 10, 100 y 1000 mg/mL. Resultados expresados como
las diferencias con respecto al control (Log ufc/mL) para N=2, n=2. (+) Significativamente diferente al control
(p≤0,05).

C. jejuni LP1 C. jejuni NCTC 11351

Concentración (mg/mL) Concentración (mg/mL)

Compuesto fenólico 1 10 100 1000 1 10 100 1000

Ácido ferúlico - - + + - + + +

Metil galato - + + + - - - +

Epicatequina - + + + - - - -

Ácido sinápico - + + + - - - -

Ácido hidroxibenzóico + + + + - + + +

Quercitina - - - - + + + +

Ácido gálico + + + + - + + +

Ácido vanílico - + + + - - - -

Triptofol - - + + - - - -

Ácido p-cumárico - - + + - + + +

Ácido caféico - + + + - - + +

Catequina - - - - - + + +
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Los dos compuestos de mayor efecto microbicida sobre C. jejuni LP1 fueron el ácido gálico y el

ácido p-hidroxibenzóico, ya que a concentraciones tan bajas como 1 mg/mL fueron capaces de

disminuir significativamente la viabilidad del microorganismo. En vinos tintos jóvenes españoles

similares a los empleados en este estudio se han encontrado concentraciones entre 15,11 ± 5,09 y

27,21 ± 7,42 mg/mL en el caso del ácido gálico y entre 21,73 ± 4,84 y 33,92 ± 11,12 mg/mL del ácido

hidroxibenzóico (Rodríguez-Delgado et al., 2002), por lo que se podría atribuir a estos compuestos

parte del poder antimicrobiano del vino sobre la cepa, ya que de forma natural se encuentran a

concentraciones mayores a la estudiada.

A diferencia de lo anterior, el compuesto con mayor actividad sobre C. jejuni NCTC 11351 fue

la quercitina, que inhibió su crecimiento incluso a 1 mg/mL. Resulta interesante recalcar que dicho

compuesto no presentó efectos antimicrobianos sobre la cepa C. jejuni LP1. En vinos tintos jóvenes

españoles se han observado concentraciones de quercitina que varían entre 8,45 ± 3,70 y 25,57 ±

11,48 mg/mL (Rodríguez-Delgado et al., 2002), por lo que podría esperarse que en el vino el efecto

antimicrobiano de dicho compuesto sobre esta cepa pueda ser de interés.

Después de la quercitina, los compuestos que presentaron un mayor poder antimicrobiano

contra C. jejuni NCTC 11351 fueron la epicatequina y los ácidos ferúlico, hidroxibenzóico, gálico y p-

cumárico, que resultaron eficaces incluso a concentraciones de 10 mg/mL. Además de las

concentraciones de ácido gálico y ácido hidroxibenzóico determinadas en vinos españoles tintos

jóvenes mencionadas con antelación, se ha visto que la concentración de epicatequina se encuentra

entre 9,24 ± 4,56 y 14,87 ± 6,23 mg/mL (Rodríguez-Delgado et al., 2002), por lo que podría decirse

que también estos compuestos pueden ser en parte causantes del poder antimicrobiano del vino sobre

esta cepa. En los mismos vinos se ha determinado que la concentración de ácido ferúlico entre 0,47 ±

0,28 y 0,81 ± 0,34 mg/mL y la de ácido p-cumárico entre 0,22 ± 0,09 y 2,77 ± 0,43 mg/mL, por lo que

podría esperarse que no afecten de manera significativa la viabilidad de la cepa en el vino.

Por otra parte, los compuestos que fueron efectivos contra C. jejuni LP1 a 10 mg/mL fueron el

metil galato, la epicatequina, el ácido sinápico, el ácido vanílico y el ácido caféico. En vinos tintos se

han reportado concentraciones iguales o superiores a éstas únicamente en el caso de la epicatequina

(Rodríguez-Delgado et al., 2002; Salagoite-Auguste y Bertrand, 1984), por lo que se puede pensar que

entre estos compuestos.

En contraste con los resultados mencionados, los compuestos anteriores presentaron una baja

actividad antimicrobiana contra la cepa C. jejuni NCTC 11351 en el caso del ácido caféico
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(concentración mínima microbicida = 100 mg/mL) y del metil galato (1000 mg/mL), y nula para el caso

de la epicatequina, ácido sinápico y ácido vanílico, como ya se ha mencionado.

El ácido ferúlico, el triptofol y el ácido p-cumárico afectaron significativamente la viabilidad de

C. jejuni LP1 aunque a concentraciones que no se alcanzan normalmente en vinos (mayores a 100

mg/mL). A pesar de que puede que dichos compuestos en el vino no sean capaces de disminuir la

viabilidad del patógeno, resultaría interesante estudiar su posible uso como antibacteriano.

Como se observa en los resultados, el efecto de los diferentes compuestos fenólicos podría

variar de acuerdo con la cepa empleada. Como se comentó en el Capítulo 2, podría admitirse que la

cepa de colección (C. jejuni NCTC 11351) ha logrado desarrollar mayores mecanismos de defensa

ante una mayor cantidad de compuestos, posiblemente debido a los sucesivos pases in vitro.

Previamente, se ha observado para otros microorganismos una relación entre el poder

antimicrobiano de los compuestos fenólicos y la cepa bacteriana estudiada. Se ha visto, por ejemplo,

que para que la cepa E. coli ATCC 35218 sea afectada por los ácidos gálico, vanílico, caféico y por la

quercitina y la catequina, se requieren de concentraciones de 200, 500, 1, 100 y 200 mg/mL,

respectivamente, mientras que la cepa E. coli ATCC 25922, no se ve afectada por la presencia de

ácido vinílico o catequina, y que para que su viabilidad se vea afectada, es necesario el empleo de

cantidades diferentes de los mismos compuestos, hasta 500 mg/mL de ácido gálico y quercitina, y 100

mg/mL de ácido caféico (Rodríguez-Vaquero et al., 2005).

Algunos compuestos fenólicos del vino como la quercitina y los ácidos gálico, vanílico, caféico

poseen propiedades antimicrobianas contra patógenos como E. coli, P. fluorescens o K. pneumoniae

en concentraciones de hasta 0,3 mg/mL (Rodríguez-Vaquero et al., 2007a; Rodríguez-Vaquero et al.,

2007b; Aziz et al., 1998; Baranowski y Nagel, 1982). Se ha visto también que los ácidos

hidroxibenzóico y p-cumárico a concentraciones de hasta 0,1 mg/mL pueden inhibir el crecimiento de E.

coli, Pseudomonas fluorescens Klebsiella pneumoniae y Bacillus cereus (Aziz et al.., 1998; Baranowski

y Nagel, 1982).

Se ha observado también que la catequina, el ácido gálico y la quercitina resultan efectivos

contra Listeria monocytogenes en concentraciones mayores a 25 mg/mL y que esta última además

constituye un potente agente antimicrobiano contra cepas de Aspergillus niger, Bacillus subtilis,

Candida albicans, E. coli, Micrococcus luteus, P. aeruginosa, S. cerevisiae, S. aureus y Staphylococcus

epidermidis (Rodríguez Vaquero et al., 2005; Rauha et al., 2000). De manera similar se ha visto que
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administrar por vía oral 143 mg/Kg de quercitina en el alimento de conejillos de indias, los puede

proteger contra shigelosis provocadas (Vijaya y Anathan, 1996). Sin embargo, hasta el momento no se

ha reportado actividad antimicrobiana alguna para el caso del triptofol.

Recientemente se ha visto también que el ácido sinápico es un efectivo agente antimicrobiano

frente a cepas de Salmonella y otros patógenos, que es capaz de mejorar la retención de nutrientes y

que tiene el poder de modular la actividad gastrointestinal de pollos (Johnson et al., 2008). En cuanto al

ácido ferúlico, se ha visto que resulta efectivo contra cepas de S. aureus, Bacillus cereus, P.

aeruginosa, E. coli, S. cerevisiae, Candida albicans y Aspergillus Níger (Panizzib et al., 2002). También

la epicatequina ha mostrado efectividad tanto frente a bacterias Gram positivas, como a Gram

negativas y hongos (Park et al., 2004). De manera similar, se ha visto que el metil galato es capaz de

inhibir el crecimiento de microorganismos Gram positivos, Gram negativos y levaduras (Da Silva et al.,

2008; Saxena et al., 1994).

Como se ha mencionado con antelación, las uvas son una fuente rica en compuestos fenólicos

(Priego Capote et al., 2007), por lo que el empleo en alimentación animal de los residuos sólidos

(semillas y pieles) provenientes de la industria vínica podría constituir una estrategia eficaz y de bajo

coste para la disminución de Campylobacter spp. a nivel de hospedador.

Un aspecto interesante de los compuestos fenólicos es su efecto sobre algunas bacterias

lácticas, ya que se ha visto que algunos de ellos, como es el caso de los ácidos ferúlico y p-cumárico,

pueden ser metabolizados por Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum y Pediococcus sp. (Cavin

et al., 1993), por lo que su inclusión en la dieta de pollos podría llegar a ser útil para las bacterias

beneficiosas, a la vez de resultar efectivo eliminando a las bacterias patógenas.

Tomando en cuenta que la eficacia de los compuestos fenólicos presentes en la uva puede

verse incrementada por el efecto de las condiciones propias del vino (Waite y Daeschel, 2007), se

podría esperar que las concentraciones mínimas reportadas en este trabajo como inhibitorias para C.

jejuni LP1 fueran aún menores en el vino. Debido a lo anterior, el empleo de vino en la maceración de

carnes podría constituir una estrategia eficaz para la disminución de la carga microbiana del

alimento.Resulta interesante mencionar que se ha visto que los efectos antimicrobianos de los

compuestos fenólicos permanecen estables durante su almacenamiento por largos períodos de tiempo

en congelación, lo que podría facilitar su aplicación a nivel industrial (Nohynek et al., 2006).
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6.3.5. Estudio de la integridad de la membrana celular de Campylobacter después de su

exposición a compuestos fenólicos del vino

Los mecanismos microbicidas de los compuestos fenólicos han sido atribuidos a diversas

causas, como la inhibición de la síntesis de ácidos nucléicos (Plaper 2003; Hilliard 1995), la

inhabilitación del metabolismo energético (Haraguchi et al.,1998; Salvatore et al., 1998) o alteraciones

en las funciones de la membrana celular (Cushnie y Lamb, 2005; Tsuchiya y Linuma, 2000; Mirzoeva et

al., 1997; Sato et al., 1997; Ikigai et al., 1993).

Sin embargo, ya que se desconoce el mecanismo de acción de estos compuestos frente a

Campylobacter, se estudió el efecto de los compuestos fenólicos del vino sobre la integridad de la

membrana celular de C. jejuni LP1 y C. jejuni NCTC 11351 (Figura 6.3.) empleando ioduro de propidio

(IP) como marcador de fluorescencia.

Los resultados obtenidos indican que los compuestos fenólicos estudiados son capaces de

desestabilizar la membrana celular de C. jejuni, ya que se observó que los niveles de fluorescencia

intracelular de las bacterias sometidas a la acción de los compuestos antimicrobianos más efectivos,

son mayores que los del control.

En el gráfico se observa que la catequina prácticamente no afecta la estabilidad de la

membrana celular de la cepa clínica (C. jejuni LP1) y sin embargo sí lo hace con la de la cepa de

laboratorio (C. jejuni NCTC 11351). El compuesto que más afectó a la estabilidad de la membrana de

esta última cepa fue la quercitina, tal como se observó en los resultados de viabilidad. De igual manera,

los compuestos capaces de disminuir la viabilidad de C. jejuni LP1, incluso a concentraciones de 1 y 10

mg/mL (metil galato, epicatequina y ácidos sinápico, hidroxibenzóico, gálico, vanílico y caféico), son los

que más afectan la estabilidad de la membrana celular. Sin embargo, la quercitina y la catequina no

parecen afectar de manera significativa a la membrana de esta cepa.

En general se observa que el efecto de los compuestos estudiados sobre la membrana celular

es mayor en el caso de la cepa C. jejuni LP1, ya que las diferencias en la fluorescencia relativa con
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respecto al control (ΔFR) presentan valores más altos para dicha cepa que en el caso de C. jejuni

NCTC 11351. Esto coincide con los resultados discutidos en el apartado anterior en los que se observó

que, en general, la cepa de colección es más resistente a los compuestos estudiados.

De manera similar, se ha visto que algunos compuestos fenólicos aislados de frutos del bosque

y de aceites esenciales de hierbas son efectivos contra C. jejuni, H. pylori, Candida albicans y B.

cereus, y son capaces de afectar la membrana celular de Salmonella spp., aunque el mecanismo por el

cual esto ocurre todavía no ha sido esclarecido (Nohynek et al., 2006; Burt, 2004; Helander et al.,

1998).

Figura 6.3. Permeabilidad al IP de las cepas C. jejuni LP1 (LP1) y C. jejuni NCTC 11351 (11351) expuestas a
diferentes compuestos fenólicos puros presentes en el vino (1000 mg/mL). Resultados expresados como la
media del incremento de la fluorescencia (FR) relativo al control (ΔRF) ± la desviación estándar para N=3, n=3..
(1) Ácido ferúlico, (2) Metil galato, (3) Epicatequina, (4) Ácido sinápico, (5) Ácido hidroxibenzóico, (6) Quercitina,
(7) Ácido gálico, (8) Ácido vinílico, (9) Triptofol, (10) Ácido p-cumárico, (11) Ácido caféico, (12) Catequina.
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De los resultados obtenidos en este trabajo, se puede decir que los orujos provenientes de las

industrias vínicas, ricos en compuestos fenólicos, podrían ser empleados como complementos en la

alimentación del pollo, principal reservorio de Campylobacter, con miras a la disminución de este

patógeno en la cadena alimentaria humana. De igual manera, el vino, podría disminuir el riesgo de

infección por campilobacteriosis en humanos, ya sea por ingesta directa o por medio de la maceración

de carnes de pollo contaminadas.
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6.4. CONCLUSIONES

1) El vino, en especial el tinto y rosado, constituye un ambiente adverso para la supervivencia de

C. jejuni LP1. La concentración mínima microbicida del vino rosado y tinto fue de 10%, mientras que la

del blanco fue de 25%.

2) El etanol afecta de manera significativa la viabilidad de C. jejuni LP1 hasta en concentraciones

equivalentes a la que se encuentra en los vinos diluidos al 25%.

3) No se observaron diferencias significativas entre la viabilidad de C. jejuni LP1 a pH fisiológico y

al pH del vino, lo que parece indicar que, bajo las condiciones empleadas, este parámetro no afecta su

viabilidad.

4) Los compuestos fenólicos estudiados presentes en el vino y la uva afectan la viabilidad de C.

jejuni LP1 de manera proporcional a la concentración utilizada y su efecto depende de la cepa

bacteriana estudiada.

5) Los compuestos fenólicos estudiados son capaces de desestabilizar la membrana celular de C.

jejuni de forma proporcional al efecto antimicrobiano observado.
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El epitelio intestinal se encuentra recubierto por una capa de mucus a la cual Campylobacter

debe adherirse para poder colonizar los enterocitos subyacentes. Si se logra inhibir la adhesión de este

patógeno a la capa de mucus, se podría impedir su colonización. La adición de bacterias probióticas en

las dietas de pollos ha sido exitosa para inhibir la colonización del mucus por parte de otros

patógenos.Se estudió el efecto protector de cepas definidas de bacterias probióticas de uso humano

sobre la adherencia de Campylobacter spp. a mucus intestinal de pollo y se comparó con un producto

probiótico comercial de composición microbiana indefinida. Entre las cepas estudiadas, L. rhamnosus

LGG, P. freudenreichii JS y L. lactis LAC presentaron una mayor adherencia al mucus de pollo y

resultaron útiles para disminuir la adherencia del patógeno, en una medida comparable con la obtenida

al emplear la mezcla probiótica comercial que ha resultado efectiva en estudios in vivo. Por otra parte,

se comparó la tasa de adherencia de Campylobacter spp. a mucus intestinal de pollo, pavo y humano,

obtenido de yeyuno, colon y ciego, y se determinó que ésta es dependiente de la especie y región

intestinal de procedencia del mucus, así como de la especie y cepa bacteriana. La adherencia a mucus

de colon humano resultó mayor que en aves. Algunos probióticos de uso humano, como LGG, JS y

LAC, podrían ser empleados en la alimentación de pollos con el fin de disminuir la colonización de

Campylobacter spp.
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Capítulo

7

Influencia del mucus intestinal sobre la adherencia

de Campylobacter y papel de las bacterias

probióticas en el control de este patógeno

El trabajo de investigación descrito en este capítulo se llevó a cabo como parte de una colaboración
entre el Forum de Alimentos Funcionales de la Universidad de Turku (Turku, Finlandia) y el Instituto de
Fermentaciones Industriales (CSIC), y se realizó bajo la supervisión de la Dra. Reeta Satokari y la Dra.
Satu Vesterlund.



202

7.1. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS

Como se ha mencionado con antelación en este trabajo, la habilidad de Campylobacter spp.

para colonizar el tracto gastrointestinal, tanto en humanos como en aves, requiere de la adherencia del

patógeno a las células epiteliales intestinales (Van Deun et al., 2008). El epitelio intestinal se encuentra

recubierto por una capa protectora de mucus (Ma et al., 2006) a la cual Campylobacter debe adherirse

para poder colonizar los enterocitos (Sylvester et al., 1996). Por ello, se puede admitir que si se logra

inhibir la adhesión de la bacteria a la capa de mucus, se podría impedir el desarrollo de su proceso de

colonización.

Por otra parte, se sabe que a pesar de que Campylobacter constituye un importante patógeno

en humanos, por motivos aún desconocidos, la mayoría de las veces se comporta como comensal en

aves (Young et al., 2007; Lee y Newel., 2006; Sahin et al., 2001; Falk et al., 1998; Cawthraw et al.,

1994), lo que podría estar relacionado con las diferencias existentes entre la composición del mucus

humano y el de las aves (Byrne et al., 2007).

Nurmi y Rantala introdujeron en 1973 el concepto de exclusión competitiva (EC) como una

medida para reducir la colonización de Salmonella en aves, por medio de la adición de mezclas

indefinidas de bacterias procedentes de contenidos intestinales de pollos adultos sanos en las dietas

de pollos jóvenes (Nurmi y Rantala, 1973). En la actualidad se pueden conseguir diferentes productos

comerciales basados en este principio, algunos de los cuales son utilizados de manera rutinaria como

suplementos alimenticios en algunas granjas productoras de pollos. De manera similar, también existen

productos destinados a humanos con bacterias probióticas en su composición, a los cuales se han

atribuido efectos beneficiosos sobre la salud intestinal del consumidor (Salminen et al., 2005).

A pesar de haber ofrecido resultados satisfactorios contra Salmonella (Gerard y Brezillon, 2008;

Vicente et al., 2008; Ma et al., 2006; Garriga et al., 1998; Jin et al., 1996; Behling y Wong, 1994; Stern,

1994; Blankenship et al., 1993; Stavric, 1992; Stern, 1992), se han observado diferentes grados de

efectividad in vivo contra Campylobacter spp. al emplear mezclas bacterianas indefinidas, es decir, de

composición desconocida, obtenidas a partir de intestinos de pollo en la alimentación de estos animales

(Willis y Reid, 2008; Mulder and Bolder, 1991; Shanker et al., 1990; Shanker et al., 1988; Stern et al.,

1988; Soerjadi-Liem et al., 1984; Soerjadi et al., 1982). Además de las diferencias observadas en

cuanto al grado de efectividad, existen dos preocupaciones fundamentales relacionadas con el empleo

de mezclas bacterianas indefinidas. En primer lugar, la posible introducción de patógenos de aves o

humanos dentro de la cadena alimentaria, y en segundo lugar, el hecho de que estas prácticas no son
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aceptadas por las agencias reguladoras de algunos países (Stavric, 1992). Estos problemas podrían

solventarse empleando cepas bacterianas identificadas o definidas, sin embargo, no existe todavía

ninguna preparación de probióticos de composición definida que resulte efectiva para prevenir la

colonización de Campylobacter (Misotten et al., 2007; Stern et al., 2001; Audisio et al., 2000).

El objetivo principal de este capítulo fue estudiar in vitro el efecto protector de algunas cepas

probióticas de uso humano sobre la adherencia de Campylobacter spp. a mucus intestinal de pollo y

compararlas con un producto comercial de composición indefinida, en la búsqueda de alternativas

sostenibles para el control de Campylobacter spp. Además de esto, se determinaron las diferencias

existentes entre el porcentaje de adherencia a mucus de diferentes orígenes, con el fin de valorar si se

correlaciona con la tasa de colonización e infectividad de tejidos in vivo. Para ello se plantearon los

siguientes objetivos parciales:

Seleccionar entre 10 cepas de bacterias probióticas de uso humano, las más adherentes a mucus

intestinal de pollo.

Comparar la tasa de adherencia de Campylobacter spp. a mucus obtenido a partir de diferentes

secciones intestinales de pollo, pavo y humano, y la de otras bacterias patógenas alimentarias de

interés.

Investigar in vitro el efecto protector contra Campylobacter spp. de los probióticos seleccionados y

compararlo con el de una mezcla comercial específica para pollo.
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7.2. MATERIALES Y MÉTODOS

7.2.1. Obtención e inmovilización de soluciones de mucus

El mucus intestinal de aves se obtuvo a partir de intestinos de pollo y pavo sanos, y se procesó

como se ha descrito con anterioridad (Ouwehand y Salminen, 2003). Brevemente, el material intestinal

se mantuvo en hielo y se procesó durante los 20 min posteriores a su obtención. Se procedió a su

lavado empleando abundante PBS con 0,01% de gelatina. El mucus se extrajo a partir de tres

secciones intestinales diferentes: yeyuno (Ye), colon (Co) y ciego (Ci), y se colectó en una pequeña

cantidad de tampón Hepes (N-2-hidroxi etil piperazina-N-2-ácido etanol sulfónico) - Hanks (HH; 10 mM

HEPES, pH 7.4), mediante el raspado de los tejidos intestinales con una espátula de plástico. El mucus

obtenido se centrifugó (13000g, 10 min) para su higienización. El mucus humano utilizado es parte de

la colección del instituto Functional Foods Forum de la Universidad de Turku (Turku, Finlandia).

Para la determinación de la concentración proteica de las soluciones de mucus, se empleó el

método de Lowry (Lowry et al., 1951). Las muestras se almacenaron a -20º C hasta el momento de su

uso. Antes de cada ensayo de adherencia, el mucus se diluyó (0,5 mg proteina/mL) en tampón Hepes-

Hanks.

Para la inmovilización del mucus, se añadieron 100 μL de la solución anterior por pozo en

placas multipozos (Maxisorp, Roskilde, Dinamarca) y se incubó durante 24 h a 4º C.

7.2.2. Células bacterianas

7.2.2.1. Medios, reactivos, cepas y condiciones de cultivo

Se utilizaron cinco cepas de Campylobacte, mencionadas en 2.2.2.2. Para su cultivo, se

empleó BB como medio de líquido y MHS como medio sólido.

Los cultivos bacterianos se obtuvieron de la siguiente manera: las cepas congeladas se

sembraron en MHS y se incubaron durante 72 h a 37º C en jarras Gaspak, empleando un sistema de

generación de atmósfera microaerófila (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido). Se inocularon colonias

aisladas en BB y se incuaron durante 18 h bajo las condiciones mencionadas.

Las cepas E.. coli H-10407 y S. typhimurium 14028, cedidas por la Dra. Satu Vesterlund

(Functional Foods Forum, University of Turku), se cultivaron en caldo LB (Oxoid, Basingstoke,

Hamphshire, Reino Unido) y se incubaron en condiciones aerobias durante 18 h a 37ºC.
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Las cepas de probióticos utilizadas pertenecen a la colección del Functional Foods Forum:

Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 (LGG), Lactobacillus paracasei 219 (219), Propionibacterium

freudenreichii ssp Shermanii (JS), Lactobacillus plantarum ATCC 8014 (Plant), Lactococcus lactis ssp

Lactis (LAC), Lactobacillus reuteri INGI (REU), Lactobacillus paracasei (Shi), Lactobacillus acidophilus

La14 (La14), Lactobacillus rhamnosus LC-705 (705), Lactobacillus plantarum 115 (Lp115). Estas cepas

se cultivaron en caldo MRS (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) y se incubaron durante 18 h a 37º C

bajo condiciones anaerobias (10% H2, 10% CO2, 80% N2; Concept 400 anaerobic chamber, Ruskinn

Technology, Leeds, Reino Unido). La mezcla probiótica comercial Broilact® se obtuvo de Orion

Corporation (Turku, Finlandia).

Los microorganismos se marcaron metabólicamente mediante la adición de 5 μL/mL de

timidina tritiada (5-3H-thymidine 1,0 mCi/mL; Amersham Biosciences, Reino Unido) al medio de cultivo.

Antes de los ensayos de adhesión, las soluciones bacterianas se lavaron dos veces con tampón

Hepes-Hanks (pH 7,4). Se ajustó la concentración bacteriana hasta A600 = 0,25 ± 0,01, empleando un

lector óptico modelo Novospec II (Pharmacia LKB, Cambridge, Reino Unido).

7.2.3. Ensayos de adherencia a mucus intestinal

Los ensayos de adherencia se llevaron a cabo según se ha descrito previamente (Collado et

al., 2005). Para ello, se añadieron 100 μL de la solución bacteriana marcada metabólicamente en cada

pozo conteniendo mucus inmovilizado y se incubó durante 1 h a 37º C. Se lavó 3 veces empleando 250

μL de tampón Hepes-Hanks y se añadieron 200 μL de 1% SDS-0,1 M NaOH en cada pozo. Se incubó

durante 1 h a 60º C. Se transvasaron 100 μL de la solución de cada pozo a tubos con 1 mL de líquido

de centelleo (Perkin Elmer, Boston, EE.UU.). Como control del inóculo bacteriano se añadieron 100 μL

de la solución bacteriana inicial marcada metabólicamente en tubos con 1 mL de líquido de centelleo.

Para determinar la emisión de la timidina, se empleó un contador de centelleo (Wallac Trilux, 1450

Microbeta, Minesota, EE.UU.).

La adherencia al mucus intestinal se expresó como el porcentaje de radiactividad de la

suspensión bacteriana original marcada metabólicamente en relación con la fracción recuperada

después de la incubación del microorganismo con el mucus.

7.2.3.1. Ensayos de exclusión competitiva

Con el fin de determinar la habilidad de las cepas probióticas para inhibir la adhesión de

patógenos, se siguió el procedimiento descrito por Collado et al. (2005). En resumen, se añadieron 100
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μL de la solución de bacterias probióticas no marcadas metabólicamente (108 ufc/mL) al mucus

inmovilizado, se incubó durante 1 h a 37º C y se lavó tres veces con tampón Hepes-Hanks. Los

patógenos marcados metabólicamente (108 ufc/mL) se añadieron (100 μL) al mucus y se incubó

durante 1 h a 37º C. Las bacterias no adheridas se eliminaron mediante lavados con tampón Hepes-

Hanks y las adheridas se recuperaron mediante lisis con 200 μL de 1% SDS-0,1 M NaOH e incubación

durante 1 h a 60º C. La radiactividad se determinó por centelleo, tal como se indica en 7.2.3. La

adherencia se expresó como el porcentaje de radiactividad medida en presencia del probiótico, relativa

a la obtenida en su ausencia.

7.2.4. Análisis estadístico

Los datos experimentales se analizaron utilizando el programa Minitab versión 14.1 (Minitab 14,

State College, PA). Para el análisis de datos se empleó la prueba t de Student. Las diferencias entre

muestras se consideraron significativas cuando p≤0,05. En las Tablas y Figuras, N se refiere al número

de experimentos realizados y n al número de muestras analizadas.
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7.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

7.3.1. Adherencia de bacterias probióticas a mucus intestinal

Debido a que la adherencia suele ser un prerrequisito para la colonización de las bacterias

probióticas (Havenaar et al., 1992), se comparó la tasa de adhesión de 10 probióticos comerciales

humanos diferentes a mucus intestinal de diferentes secciones del intestino (yeyuno, colon y ciego) de

pollo (Figura 7.1.), con el fin de seleccionar las cepas que presentaban una mayor adherencia.

Figura 7.1. Adherencia de probióticos a mucus intestinal de pollo proveniente de yeyuno (Ye), colon (Co) y ciego
(Ci). Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 (LGG), Lactobacillus paracasei 219 (219), Propionibacterium
freudenreichii ssp Shermanii (JS), Lactobacillus plantarum ATCC 8014 (Plant), Lactococcus lactis ssp Lactis
(LAC), Lactobacillus reuteri INGI (REU), Lactobacillus paracasei (Shi), Lactobacillus acidophilus La14 (La14),
Lactobacillus rhamnosus LC-705 (705), Lactobacillus plantarum 115 (Lp115). Resultados expresados como % de
adherencia con respecto al inóculo bacteriano ± la desviación estándar para N=3, n=4.

A pesar de tratarse de probióticos humanos, todas las cepas estudiadas fueron capaces de

adherirse al mucus intestinal de pollo. Las cepas Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103, Propionibacterium

freudenreichii ssp Shermanii y Lactococcus lactis ssp Lactis presentaron la mayor capacidad de adherencia

al mucus de pollo, teniendo un porcentaje mayor que las otras bacterias probióticas estudiadas, por lo

cual se seleccionaron para los estudios posteriores. La alta tasa de adherencia al mucus presentada

por estas cepas podría resultar positivaya que puede ocasionar un aumento en el tiempo del tránsito

intestinal, lo que constituiría una ventaja ecológica ante otras bacterias (Sarra et al., 1992).
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El uso de bacterias probióticas en humanos ha sido el objetivo de numerosos estudios,

explotándose también desde el punto de vista comercial (Rastall et al., 2005; Borriello et al., 2003;

Isolauri, 2001; Madsen et al., 2001; Kirjavainen et al., 1998; Saxelin, 1997). En algunos trabajos

también se ha considerado la utilización de diferentes probióticos originalmente ideados para empleo

en humanos, en la alimentación de animales (Collado et al., 2007; Nikoskelainen et al., 2001). El uso en

animales de este tipo de probióticos conlleva una serie de beneficios, entre los cuales, probablemente

el más interesante para la industria alimentaria consiste en que su inocuidad ha sido comprobada en

humanos, por lo tanto, su posible inclusión en la cadena alimentaria no resultaría un problema desde el

punto de vista sanitario.

Según varios autores, para que las bacterias probióticas sean capaces de producir efectos

positivos en el hospedador deben ser capaces de colonizar, aunque sea de manera temporal, el tracto

gastrointestinal del hospedador (Alander et al., 1999). La adherencia a la mucosa intestinal puede

favorecer dicha colonización. Se cree que la diferencia en la capacidad de adherencia de diferentes

bacterias probióticas puede estar relacionada con su tiempo de retención dentro del organismo

hospedador y con los efectos beneficiosos que son capaces de producir (Ouwehand et al., 1999).

En los resultados de este trabajo se observa que la mayor parte de las cepas estudiadas se

adhirieron en mayor medida al mucus del intestino delgado del pollo que al colon y ciego. Con

antelación, Kizerwetter-Swida y Binek (2006) observaron diferencias en la tasa de adhesividad de

distintos aislados de Lactobacillus a mucus intestinal de pollo proveniente de duodeno, ileon, ciego y

recto, y determinaron que el nivel de adherencia es dependiente de la cepa bacteriana y de la región

intestinal estudiada.

7.3.2. Determinación de la adherencia de Campylobacter y otros patógenos alimentarios en

mucus de diferentes secciones intestinales

Se estudió la capacidad de adherencia a mucus intestinal de pollo y pavo, aislado de diferentes

secciones intestinales, de distintas cepas de Campylobacter, así como de dos especies patógenas

comúnmente aisladas en aves (E. coli y Salmonella) (Tabla 7.1.).

Los resultados muestran que todas las cepas fueron capaces de adherirse a los diferentes

tipos de mucus, aunque se observa que el porcentaje de adhesión depende de la especie de la que se

origina el mucus, de la región intestinal de la cual se aisló, y de la especie y cepa bacteriana empleada.
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Resultados similares fueron obtenidos por Collado et al. (2007), quienes observaron que la capacidad

de adherencia de patógenos intestinales a mucus de cerdo, depende tanto de la cepa microbiana

estudiada, como de la región intestinal de procedencia del mucus.

Tabla 7.1. Adherencia de C. jejuni NCTC 11351, C. jejuni NCTC 11168, C. jejuni 118 y C. jejuni LP1, C.coli LP2,
E. coli H-10407 y S. typhimurium 14028 a mucus intestinal de pollo y pavo proveniente de yeyuno (Ye), colon
(Co) y ciego (Ci). Resultados expresados como el % de adherencia con respecto al inóculo bacteriano ± la
desviación estándar para N=3, n=4.

La cepa de mayor adherencia a mucus intestinal de pollo fue C. jejuni LP1, mientras que C. coli

LP2 resultó ser la más adherente a mucus de pavo. Se observó que E. coli H-10407 parece tener más

Bacteria Región Pollo Pavo

Ye 2,51 ± 0,35 2,83 ± 0,26

Co 2,32 ± 0,10 1,48 ± 0,61

11135 Ci 3,23 ± 0,39 1,52 ± 0,41

Ye 2,57 ±0,08 2,20 ±0,31

Co 3,63 ±0,44 4,17 ±0,39

11168 Ci 4,00 ±0,54 3,31 ±0,20

Ye 1,12 ± 0,18 1,68 ± 0,15

Co 3,75 ± 0,05 3,78 ± 0,16

118 Ci 3,51 ± 0,25 3,51 ± 0,06

Ye 6,70 ± 1,05 0,34 ± 0,04

Co 5,52 ± 0,22 3,34 ± 0,08

LP1 Ci 5,72 ± 0,10 3,51 ± 0,12

Ye 2,69 ± 0,23 5,77 ± 0,30

Co 2,04 ± 0,65 5,76 ± 0,27

LP2 Ci 2,64 ± 0,86 5,93 ± 0,36

Ye 0,98 ± 0,07 -

Co 0,14 ± 0,02 -

10407 Ci 0,68 ± 0,12 -

Ye 0,54 ± 0,05 -

Co 0,50 ± 0,05 -

14028 Ci 0,68 ± 0,13 -
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afinidad por el mucus proveniente de yeyuno de pollo mientras que S. typhimurium 14028 se adhiere

más eficientemente a mucus de ciego del ave. A pesar de tratarse de importantes patógenos

gastrointestinales que, al igual que Campylobacter, son capaces de emplear al pollo como hospedador

(Giovanardi et al., 2005, Heres et al., 2005), la adherencia de ambos patógenos a mucus de pollo fue

menor que la observada para Campylobacter. Lo anterior confirma la especial habilidad de

Campylobacter para colonizar el mucus que recubre la superficie de las células epiteliales y contribuiría

en parte a explicar por qué esta bacteria es considerada el patógeno bacteriano transmitido por pollos

que ocasiona mayor número de enfermedades en humanos al año (EFSA, 2007).

Ya que la adherencia de Campylobacter spp. a la mucina intestinal es esencial en los primeros

estadios de la infección (Sylvester et al., 1996) se podría pensar que las diferencias en la composición

del mucus humano y el de aves podrían explicar por qué en general esta bacteria se comporta como

patógeno en los primeros y como comensal en las últimas (Byrne et al., 2007).

Debido a lo anterior, se estudió la capacidad de adherencia de C. jejuni 11351, 11168, 118 y

LP1, C.coli LP2, a mucus intestinal proveniente de colon humano (Figura 7.2.). Se determinó que la

adherencia a dicho mucus es mayor en los aislados clínicos LP2 (7,64 ± 0,47) y LP1 (6,97 ± 0,75), y en

la cepa de colección 11168 (7,86 ±0,66) que en las cepas restantes, denotando una mayor afinidad por

el mucus humano por parte de las primeras. Las cepas LP2, LP1 y 11168 presentaron también una

mayor adherencia a mucus colónico humano que a mucus colónico de pollo y pavo (Tabla 7.1.). Por el

contrario, la adherencia de C. jejuni 11351 (2,10± 0,07) y de 118 (2,59 ± 0,15) resultó menor en mucus

de colon humano que en el de pollo y pavo.

En estudios in vitro se determinó que la adherencia de Campylobacter spp. a células epiteliales

intestinales humanas disminuye en presencia de mucus intestinal de pollo, sin embargo, dicho efecto

no se observó al emplear mucus humano (Byrne et al., 2007).

El mucus intestinal de pollo se diferencia considerablemente del humano, en especial respecto

a la estructura de la mucina: índice de glicosilación, plegamiento, carga y moléculas asociadas

(Smirnov et al., 2004; Verma et al., 1994).

Se sabe que el mucus es quimiotáctico para Campylobacter y que tiene un efecto directo sobre

la motilidad y virulencia del patógeno (Szymanski et al., 1995; Hughdahl et al., 1988). La bacteria

expresa adhesinas que reconocen epítopos específicos en la mucina, y se adhiere de una manera

dependiente de la concentración (Sylvester et al., 1996).
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Se cree que la motilidad en espiral, como la que posee Campylobacter spp., facilita la

penetración a través de la capa de mucus, y así proporciona un mayor anclaje para el microbio. Debido

a esto, cuanto mayor sea la capacidad de adherencia al mucus, mayor será la probabilidad de alcanzar

las células epiteliales subyacentes (De Melo et al., 1988).

Figura 7.2. Adherencia de C. jejuni NCTC 11351 (11351), NCTC 11168 (11168), 118, LP1 y C. coli LP2 a mucus
intestinal de colon humano. Resultados expresados como % de adherencia con respecto al inóculo bacteriano ±
la desviación estándar para N=3, n=4.

7.3.3. Ensayos de exclusión competitiva

En este trabajo se estudió la capacidad de las cepas Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103,

Propionibacterium freudenreichii ssp Shermanii y Lactococcus lactis ssp Lactis, reconocidas como probióticos

humanos y las que presentaron la mayor adherencia a mucus intestinal de pollo, para prevenir por

exclusión competitiva (EC) la adhesión de Campylobacter spp. (Tablas 7.2.-7.3.). De igual manera se

comparó el efecto in vitro de dichas cepas con el de la mezcla probiótica indefinida Broilact®. Para

dichos experimentos se seleccionaron dos cepas provenientes de aislados clínicos C. jejuni 118 y C.

coli LP2, y una cepa perteneciente a la colección NCTC (C. jejuni NCTC 11168).

Al emplear los diferentes probióticos seleccionados se observaron disminuciones en el

porcentaje de adherencia de Campylobacter con respecto al control prácticamente en todos los casos.

Las mayores reducciones en la tasa de adherencia se observaron para C. jejuni 11168 al emplear

Broilact® en ciego (reducción de 31,07%), Propionibacterium freudenreichii ssp Shermanii en colon
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(36,36%) y Lactococcus lactis ssp Lactis en yeyuno (30,89%), así como para C. jejuni 118, al usar

Broilact® en yeyuno (38,4%) y Lactococcus lactis ssp Lactis en ciego (36,80%). Se determinó también

que estas reducciones parecen ser dependientes de la región intestinal en que fue extraído el mucus,

de la cepa probiótica utilizada y de la cepa de Campylobacter estudiada.

Tabla 7.2. Adherencia de C. jejuni NCTC 11168, C. jejuni 118 y C. coli LP2 a mucus proveniente de yeyuno (Ye),
colon (Co) y ciego (Ci) de pollo en presencia de Broilact®, Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 (LGG),
Propionibacterium freudenreichii ssp Shermanii (JS) y Lactococcus lactis ssp Lactis (LAC). Resultados
expresados como el % de adherencia ± la desviación estándar para N=2, n=3. Control de la adherencia = 100%.
(*) Significativamente diferente a la muestra con Broilact® l (p≤0,05).

A pesar de que no existen trabajos previos en los que se estudie el fenómeno de EC de

Campylobacter en mucus intestinal de pollo, en estudios in vivo, Morishita et al. (1997) encontraron una

reducción de un 27% en la tasa de colonización de C. jejuni al incluir una mezcla de L. acidophilus y E.

faecium en la dieta de pollos. Por otra parte, Ma et al. (2006), estudiaron el efecto de diferentes cepas

de Lactobacillus aisladas de pollo sobre la adherencia de Salmonella y E. coli a mucus intestinal de

pollo, y observaron una reducción en la adherencia de los patógenos en presencia de los lactobacilos,

dependiente de la cepa probiótica, del patógeno y de la región intestinal de procedencia del mucus.

Cepa de Campylobacter

Probiótico Región 11168 118 LP2

Broilact® Ye 75,39 ± 1,48 61,60 ± 10,18 82,98 ± 2,13

Co 88,77 ± 1,51 74,36 ± 13,30 81,33 ± 4,16

Ci 68,93 ± 6,39 95,29 ± 14,97 73,12 ± 2,46

LGG Ye 76,96 ± 2,22 90,40 ± 7,92 107,09 ± 7,47*

Co 98,93 ± 3,78 100,00 ± 10,88 94,00 ± 7,21

Ci 85,88 ± 9,59 98,82 ± 6,66 91,94 ± 1,61*

JS Ye 79,06 ± 8,14 92,00 ± 32,81 90,07 ± 8,60

Co 63,64 ± 3,78 89,74 ± 1,21 89,33 ± 9,87

Ci 75,14 ± 15,18 77,65 ± 16,64 79,84 ± 7,98

LAC Ye 69,11 ± 2,96 85,60 ± 3,39 87,90 ± 12,50

Co 85,03 ± 6,81 73,60 ± 2,26 81,33 ± 7,02

Ci 85,88 ± 3,20 63,20 ± 5,66 79,03 ± 5,82*
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En los resultados obtenidos en este trabajo se observa que en la mayor parte de los casos, no

existen diferencias significativas entre los resultados obtenidos al emplear Broilact® y las bacterias

probióticas seleccionadas, para el mucus proveniente de la misma región intestinal y para una misma

cepa de Campylobacter.

Broilact® fue el primer producto comercial de EC desarrollado y ha sido empleado con eficacia

en la alimentación de pollos desde 1987 (Schneitz, 2005). A pesar de que hasta ahora el efecto de

Broilact® sobre la adherencia de Campylobacter a mucus de pollo no había sido estudiado, la

efectividad de este producto sobre la colonización del patógeno in vivo ha sido objeto de

investigaciones. En este sentido, Hakkinen et al. (1999) determinaron que al añadir Broilact® como

complemento en la dieta de pollos contaminados con C. jejuni se observa una disminución significativa

en la tasa de colonización del patógeno. De manera similar, Aho et al. (1992) observaron una reducción

en la población de Campylobacter en las heces de pollos al incluir Broilact® como complemento en su

alimentación.

En resumen se puede decir que algunos probióticos de uso humano, tales como Lactobacillus

rhamnosus ATCC 53103, Propionibacterium freudenreichii ssp Shermanii y Lactococcus lactis ssp

Lactis, podrían ser empleados como agentes profilácticos en la alimentación de pollos con el fin de

disminuir la colonización de Campylobacter spp.
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7.4. CONCLUSIONES

1) Entre las 10 cepas probióticas estudiadas, Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103,

Propionibacterium freudenreichii ssp Shermanii y Lactococcus lactis ssp Lactis, fueron las más

adhesivas a mucus intestinal de pollo.

2) Todas las cepas de Campylobacter fueron capaces de adherirse a los diferentes tipos de mucus,

de una manera dependiente de la especie y región de la que se origina el mucus, y de la especie y

cepa bacteriana empleada. Las 5 cepas de Campylobacter estudiadas presentaron una mayor

adherencia a mucus intestinal de pollo que E. coli H-10407 y S. typhimurium 14028.

3) Las cepas Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103, Propionibacterium freudenreichii ssp

Shermanii y Lactococcus lactis ssp Lactis, son capaces de prevenir la adherencia de Campylobacter

spp. a mucus intestinal de pollo de una manera similar a la mezcla comercial Broilact® y el efecto es

dependiente de la cepa probiótica, de la región de procedencia del mucus y de la cepa de

Campylobacter.
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Tabla A.1. Influencia de las condiciones de incubación durante los ensayos de adherencia e invasividad sobre la
viabilidad bacteriana. Resultados expresados como la media del Log ufc/mL ± la desviación estándar para N=3,
n=2. AERO = incubación en condiciones de aerofilia a 37º C. VAIN 1 h = incubación en condiciones de
microaerofilia durante 1 h, VAIN 3 h = incubación en condiciones de microaerofilia durante 3 h, 5% CO2 1 h =
incubación con un 5% de CO2 durante 1 h, 5% CO2 3 h = incubación con un 5% de CO2 durante 3 h.

Control 5% CO2

Microorganismo

Condición del

control 1 h 3 h 1 h 3 h

C. jejuni NCTC 11168 VAIN 8,36 ± 0,09 8,22 ± 0,04 8,41 ± 0,07 8,16 ± 0,13

C. jejuni NCTC 11351 VAIN 7,62 ± 0,22 7,41 ± 0,07 7,60 ± 0,02 7,52 ± 0,16

C. jejuni LP1 VAIN 9,53 ± 0,03 9,53 ± 0,03 9,54 ± 0,12 9,68 ± 0,06

C. jejuni 118 VAIN 7,97 ± 0,08 8,06 ± 0,01 8,06 ± 0,05 8,07 ± 0,05

C. coli LP2 VAIN 9,52 ± 0,06 9,67 ± 0,02 9,18 ± 0,12 9,80 ± 0,62

S. typhimurium ATCC 1428 AERO 6,72 ± 0,01 8,25 ± 0,06 6,70 ± 0,01 8,48 ± 0,02

E. coli ATCC 25922 AERO 6,24 ±0,04 8,31 ±0,03 6,34 ± 0,01 8,13 ± 0,02

P. aeruginosa ATCC 27853 AERO 6,50 ± 0,04 8,39 ± 0,02 6,48 ± 0,01 8,19 ± 0,11

Klebsiella spp. IFb AERO 6,24 ± 0,11 8,17 ± 0,01 6,29 ± 0,10 8,20 ± 0,04

S. sonnei CECT 457 AERO 6,57 ± 0,02 8,09 ± 0,01 6,44 ± 0,03 8,15 ± 0,02
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Tabla A.2. Efecto del pH del medio (7, 6, 5) sobre la viabilidad de cultivos de células epiteliales Caco-2 no
diferenciadas. y cultivos en fase exponencial de C. jejuni LP1. Resultados expresados como la media del
porcentaje de células epiteliales viables o el Log de ufc/mL ± la desviación estándar. N=número de muestras,
n=número de repeticiones. P-valor calculado con respecto al control (pH 7).

Células Caco-2 C. jejuni LP1

pH N n % de células viables N n Log ufc/ml

7 3 2 83,92 ± 1,71 3 2 8,56 ± 0,10

6 3 2 84,64 ± 5,30 3 2 8,53 ± 0,05

5 3 2 87,50 ± 7,80 3 2 8,58 ± 0,05
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Tabla A.3. Relación entre el pH intestinal de pollos y la capacidad de colonización de C. jejuni. Valores del pH de
diferentes secciones del intestino de pollos (duodeno, jejuno, ileon y ciego) de 28 días de edad, expresados
como la media del pH ± la desviación estándar. (+) Capacidad de colonización moderada, (++) Capacidad de
colonización alta.

Duodeno Yeyuno Ileon Ciego Referencia

pH 6,2 ± 0,2 5,9 ± 0,5 6,6 ± 0,9 7,5 ± 0,2

Juarez Estrada, M.A., Nava
Morales, G.M., Merino Guzmán,
R. 2007. Anticoccidial vaccine
effect on physiological and
immunological parameters in
broiler chickens. Veterinaria
México 38: 303-318.

Colonización + + + ++

Beerry, J.T., Hughdahl, M.B.,
Doyle, M.P. 1988. Colonization
of gastrointestinal tracts of
chicks by Campylobacter jejuni.
Applied and Environmental
Microbiology 54: 2365-2370.
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Tabla A.4. Influencia de diferentes concentraciones de gentamicina (GTM), antibiótico utilizado en las pruebas
de invasividad, sobre la viabilidad de los diferentes microorganismos. (+) Crecimiento bacteriano, (-) Ausencia de
crecimiento bacteriano. (*) Mínima concentración de GTM capaz de inhibir el crecimiento bacteriano y, por tanto,
seleccionada para las pruebas de invasividad.

Concentración GTM (mg/ml)

Microorganismo 0 100 250 500

C. jejuni NCTC 11168 + -* - -

C. jejuni NCTC 11351 + -* - -

C. jejuni LP1 + -* - -

C. jejuni 118 + -* - -

C. coli LP2 + -* - -

S. typhimurium ATCC 1428 + + + -*

E. coli ATCC 25922 + + -* -

Klebsiella spp. IFb + + -* -

S. sonnei CECT 457 + + -* -

P. aeruginosa ATCC 27853 + + -* -
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Tabla A.5. Influencia de los diferentes compuestos empleados en pruebas de adherencia e invasividad sobre la
viabilidad de cultivos de células epiteliales Caco-2. Resultados expresados como la media del % de células
viables ± la desviación estándar para N=3, n=2. ND=células no diferenciadas, DF=células diferenciadas,
GTM=gentamicina, POS=oligosacáridos pécticos, MAN=D-manosa, LEC=levaduras calentadas, PAC=paredes
de levaduras calentadas, ME=manoproteína enzimática, MT=manoproteína térmica, MTP=manoproteína térmica
hidrolizada con pronasa, MTPI=manoproteína térmica hidrolizada con pronasa inactiva, MTHA=manoproteína
térmica sometida a hidrólisis ácida. P-valor con respecto al control.

Concentración

(mg/ml) Diferenciación N n

% de células

viables

- ND 3 2 83,92 ± 1,71
Control

- DF 4 2 89,47 ± 3,80

0,50 ND 3 2 83,64 ± 6,72
GTM

0,50 DF 3 2 89,61 ± 5,49

2,50 ND 4 2 83,05 ± 3,33
POS

2,50 DF 4 2 81,53 ± 7,63

MAN 15,00 ND 3 2 84,12 ± 2,70

LEC 15,00 ND 3 2 85,61 ± 4,26

PAC 15,00 ND 3 2 86,35 ± 4,35

ME 15,00 ND 2 2 83,95 ± 14,88

MT 15,00 ND 2 2 83,16 ± 3,44

MTP 15,00 ND 3 2 82,70 ± 9,75

MTPI 15,00 ND 3 2 82,90 ± 11,25

MTHA 15,00 ND 3 2 83,04 ± 6,00
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Tabla A.6. Efecto de los diferentes compuestos empleados en pruebas de adherencia e invasividad sobre la
viabilidad de C. jejuni (LP1, NCTC 11168, NCTC 11351), C. coli LP2, S. typhimurium ATCC 1428, E. coli ATCC
25922, P. aeruginosa ATCC 27853, K. planticola CECT 843 y S. sonnei CECT 457. Resultados expresados
como la media del Log ufc/mL ± la desviación estándar para N=2, n=2. POS=oligosacáridos pécticos,
GMP=glicomacropéptidos, SOS=oligosacáridos sialilados, MAN=D-manosa, LEC=levaduras calentadas,
PAC=paredes de levaduras calentadas, MOS=manooligosacáridos, ME=manoproteína enzimática,
MT=manoproteína térmica, MTP=manoproteína térmica hidrolizada con pronasa, MTPI=manoproteína térmica
hidrolizada con pronasa inactiva, MTHA=manoproteína térmica sometida a hidrólisis ácida. P-valor calculado con
respecto al control de la cepa en cuestión.

Microorganismo Compuesto

Concentración

(mg/ml) Log ufc/ml

C jejuni NCTC 11351 Control - 7,95 ± 0,45

C jejuni NCTC 11351 POS 2,5 8,21 ± 0,13

C jejuni LP1 Control - 8,56 ± 0,10

C jejuni LP1 MAN 15 8,60 ± 0,03

C jejuni LP1 LEC 15 8,58 ± 0,11

C jejuni LP1 PAC 15 8,60 ± 0,04

C jejuni LP1 MOS 15 9,11 ± 0,22

C jejuni LP1 ME 15 8,77 ± 0,09

C jejuni LP1 MT 15 8,56 ± 0,13

C jejuni LP1 MTP 15 8,51 ± 0,06

C jejuni LP1 MTPI 15 8,50 ± 0,11

C jejuni LP1 MTHA 15 8,47 ± 0,09

S. typhimurium ATCC 1428 Control - 8,02 ± 0,03

S. typhimurium ATCC 1428 MTHA 15 8,37 ± 0,04

E. coli ATCC 25922 Control - 8,63 ± 0,07

E. coli ATCC 25922 MTHA 15 8,72 ± 0,01

P. aeruginosa ATCC 27853 Control - 7,52 ± 0,06

P. aeruginosa ATCC 27853 MTHA 15 7,53 ± 0,02

K. planticola CECT 843 Control - 8,62 ± 0,01

K. planticola CECT 843 MTHA 15 8,63 ± 0,01

S. sonnei CECT 457 Control - 8,29 ± 0,12

S. sonnei CECT 457 MTHA 15 8,20 ± 0,08
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118 GATTGATCAGCTTAAAATATTTGCTAGCAGCGAAGAGGAAAAAGCTTATATAGAATATTT 60
11168 GATTGATCAGCTTAAAATATTTGCTAGCAGCGAAGAGGAAAAAGCTTATATAGAATATTT 60
Lp1 GATTGATCAGCTTAAAATATTTGCTAGCAGCGAAGAGGAAAAAGCTTATATAGAATATTT 60
11351 GATTGATCAGCTTAAAATATTTGCTAGCAACGAAGAGGAAAAAGCTTATATAGAATATTT 60
Lp2 GATTGATATATTAGAACAAATAGCTAATAATGAAGATGAGTTAGCTTATATAGAGTATTT 60
******* * ** * * **** * ***** ** ************ *****

118 TGAAAAATTAAAATTAGCGTTTTGTGAAAAAGATGAAGATAGGGTTATAAAAGCTTGGCA 120
11168 TGAAAAATTAAAATTAGCGTTTTGTGAAAAAGATGAAGATAGGGTTATAAAAGCTTGGCA 120
Lp1 TGAAAAATTAAAATTAGCGTTTTGTGAAAAAGATGAAGATAGGGTTATAAAAGCTTGGCA 120
11351 TGAAAAATTAAAATTGGCATTTTGTGAAAAAGACGAAGATAGAGTTATAAAAGCTTGGCA 120
Lp2 TCAAAAGCTAAAACTAGCTTTTTGTGAAAAGGAAGAAGAAAAGGTTATAGGAGCGTGGCA 120
* **** ***** * ** *********** ** ***** * ****** *** *****

118 AGAAGCTGAATTTGCTTGGATGAAAGTAAAATCACCTTTACAAGTGGGACATCCTTTAGA 180
11168 AGAAGCTGAATTTGCTTGGATGAAAGTAAAATCACCTTTACAAGTGGGACATCCTTTAGA 180
Lp1 AGAAGCTGAATTTGCTTGGATGAAAGTAAAATCACCTTTACAAGTGGGACATCCTTTAGA 180
11351 AGAAGCTGAATTTGCTTGGATGAAAGTAAAATCACCTTTACAAGTGGGACATCCTTTAGA 180
Lp2 AGAGGCTGAATTTGCATGGATGAAAGTCAAATCTCCATTACAAGTAGGTCATCCTTTAGA 180
*** *********** *********** ***** ** ******** ** ***********

118 ATATTATGAAGATAATTATACTCATGCGGTGGCATTAGAATGGGATATAAGAATAGAAGA 240
11168 ATATTATGAAGATAATTATACTCATGCGGTGGCATTAGAATGGGATATAAGAATAGAAGA 240
Lp1 ATATTATGAAGATAATTATACTCATGCGGTGGCATTAGAATGGGATATAAGAATAGAAGA 240
11351 ATATTATGAAGATAATTATACTCATGCGGTGGCATTAGAATGGGATATAAGAATAGAAGA 240
Lp2 ATACTATGAAGATAATTACACTCATGCTGTAGCTTTAGAGTGGGATATAAGAATAGAAGA 240
*** ************** ******** ** ** ***** ********************

118 TGAAAATGATTTTGATGTTTTGAAATTTGGTAATGAAATTAAGGAAAGTTTTGAACATGT 300
11168 TGAAAATGATTTTGATGTTTTGAAATTTGGTAATGAAATTAAGGAAAGTTTTGAACATGT 300
Lp1 TGAAAATGATTTTGATGTTTTGAAATTTGGTAGTGAAATTAAGGAAAGTTTTGAACATGT 300
11351 TGAGAATGATTTTGATGTTTTGAAATTTGGTAATGAAATTAAGGAAAGTTTTGAACATGT 300
Lp2 TGAGAGTGATTTTGATGCCTTGAAATTTTCAAAAGATATCAAGCAAAGCTTTATGCGCGT 300
*** * *********** ********* * ** ** *** **** *** * **

118 TTATAAAAATATAGGACTTGAAGATTGTGAATTAGAAAAAGAAGTTTTATCTAATATAGA 360
11168 TTATAAAAATATAGGACTTGAAGATTGTGAATTAGAAAAAGAAGTTTTATCTAATATAGA 360
Lp1 TTATAAAAATATAGGACTTGAAGATTGTGAATTAGAAAAAGAAGTTTTATCTAATATAGA 360
11351 TTATAAAAATATAGGACTTGAAGATTGTGAATTAGAAAAAGAAGTTTTATCTAATATAGA 360
Lp2 ATATGAAAATATCGGAATTCAAGATGAGCAACTTAAAAATGAAGTTTTGCATAATATTGA 360
*** ******* *** ** ***** ** * **** ******** ****** **

118 AAAAACTCAACTTTATATTTGCACTCCGATGATATTTTATGGTGCTGAACTTAAAGGTTT 420
11168 AAAAACTCAACTTTATATTTGCACTCCGATGATATTTTATGGTGCTGAACTTAAAGGTTT 420
Lp1 AAAAACTCAACTTTATATTTGCACTCCGATGATATTTTATGGTGCTGAACTTAAAGGTTT 420
11351 AAAAACTCAACTTTATATTTGCACTCCGATGATATTTTATGGTGCTGAACTTAAAGGTTT 420
Lp2 TAAAACACAGCTTTATGTTTGTGCGCCAATGATTTATTATGGAGCTGAGCTTAAGGGTTT 420
***** ** ****** **** * ** ***** * ****** ***** ***** *****

118 ATTCTCAGCTCAAGTC 436
11168 ATTCTCAGCTCAAGTC 436
Lp1 ATTCTCAGCTCAAGTC 436
11351 ATTCTCAGCCCAAGTC 436
Lp2 GTTTTCTGCGCAAGTT 436
** ** ** *****

Fig. A.1. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos del gen ciaB de las cepas C. jejuni 118 (118), C. jejuni
NCTC 11168 (11168), C. jejuni LP1 (LP1), C. jejuni NCTC 11351 (11351) y C. coli LP2 (LP2). Secuencias
comparadas con base de datos.
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118 TTAGACTTGGTTATCATTTTGACGATTTTTGGCTTGATCAATTAGAATTTGGGTTAGAGC 60
11168 TTAGACTTGGTTATCATTTTGACGATTTTTGGCTTGATCAATTAGAATTTGGGTTAGAGC 60
LP1 TTAGACTTGGTTATCATTTTGACGATTTTTGGCTTGATCAATTAGAATTTGGGTTAGAGC 60
11351 TTAGACTTGGTTATCATTTTGACGATTTTTGGCTTGATCAATTAGAATTTGGCTTAGAGC 60
LP2 TTAGACTAGGGTATCATTTTGATGATTTTTGGCTTGATCAATTAGAACTAGGTTTAGAAC 60

******* ** *********** ************************ * ** ***** *

118 ATTATTCTGATGTTAAATATACAAATACAAATAAAACTACAGATATTACAAGAACTTATT 120
11168 ATTATTCTGATGTTAAATATACAAATACAAATAAAACTACAGATATTACAAGAACTTATT 120
LP1 ATTATTCTGATGTTAAATATACAAATACAAATAAAACTACAGATATTACAAGAACTTATT 120
11351 ATTATTCTGATGTTAAATATACAAATACAAATAAAACTACAGATATTACAAGAACTTATT 120
LP2 ATTACTCGGATGTAAAATATACAAATTCTACTCTTACCACCGATATTACTAGAACTTATT 120

**** ** ***** ************ * * * ** ** ******** **********

118 TGAGTGCTATTAAAGGTATTGATGTAGGTGAGAAATTTTATTTCTATGGTTTAGCAGGTG 180
11168 TGAGTGCTATTAAAGGTATTGATGTAGGTGAGAAATTTTATTTCTATGGTTTAGCAGGTG 180
LP1 TGAGTGCTATTAAAGGTATTGATGTGGGTGAGAAATTTTATTTCTATGGTTTAGCAGGTG 180
11351 TGAGTGCTATTAAAGGTATTGATGTGGGTGAGAAATTTTATTTTTATGGTTTAGCAGGTG 180
LP2 TGAGTGCTATTAAAGGCATTGATTTAGGTGAGAAATTTTATTTTTATGGTTTAGCTGGTG 180

**************** ****** * ***************** *********** ****

118 GAGGATATGAGGATTTTTCAAATGCTGCTTATGATAATAAAAGCGGTGGATTTGGACATT 240
11168 GAGGATATGAGGATTTTTCAAATGCTGCTTATGATAATAAAAGCGGTGGATTTGGACATT 240
LP1 GAGGATATGAAGATTTTTCAAATGCTGCTTATGATAATAAAAGCGGTGGATTTGGACATT 240
11351 GAGGATATGAGGATTTTTCAAATGCTGCTTATGATAATAAAAGCGGTGGATTTGGACATT 240
LP2 GGGGATATGAGGATTTTTCTAAAGGCGCTTTTGATAATAAAAGTGGAGGATTTGGCCATT 240

* ******** ******** ** * **** ************ ** ******** ****

118 ATGGCGCGGGTGTAAAATTCCGTCTTAGTGATTCTTTGGCTTTAAGACTTGAAACTAGAG 300
11168 ATGGCGCGGGTGTAAAATTCCGTCTTAGTGATTCTTTGGCTTTAAGACTTGAAACTAGAG 300
LP1 ATGGCGCGGGTGTAAAATTCCGTCTTAGTGATTCTTTGGCTTTAAGACTTGAAACTAGAG 300
11351 ATGGTGCGGGTGTAAAATTCCGTCTTAGTGATTCTTTGGCTTTAAGACTTGAAACTAGAG 300
LP2 ATGGAGCAGGTTTAAAATTTCGCCTTAGTGATTCTTTAGCTTTAAGACTTGAAACAAGAG 300

**** ** *** ******* ** ************** ***************** ****

118 ATCAAATT 308
11168 ATCAAATT 308
LP1 ATCAAATT 308
11351 ATCAAATT 308
LP2 ATCAAATT 308

********

Fig. A.2. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos del gen cadF de las cepas C. jejuni 118 (118), C. jejuni
NCTC 11168 (11168), C. jejuni LP1 (LP1), C. jejuni NCTC 11351 (11351) y C. coli LP2 (LP2). Secuencias
comparadas con base de datos
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118 AGTGAGGCGAAATTCCAACTTAGTGTTAAAAAAAGACTTTTTGAAAATTTACTAGGACTA 60
11168 AGTGAGGCGAAATTCCAACTTAGTGTTAAAAAAAGACTTTTTGAAAATTTACTAGGACTA 60
LP2 AGTGAGGCGAAATTCCAACTTAGTGTTAAAAAAAGACTTTTTGAAAATTTACTAGGACTA 60
LP1 AGTGAGGCGAAATTCCAACTTAGTGTTAAAAAAAGACTTTTTGAAAATTTACTAGGACTA 60
11351 AGTGAGGCGAAATTCCAACTTAGTGTTAAAAAAAGACTTTTTGAAAATTTACTAGGACTA 60

************************************************************

118 GATGAAAAATATTATATAGCCTATACTCAAACTTCTTGGTGGCAAATTTATGAGCATTCT 120
11168 GATGAAAAATATTATATAGCCTATACTCAAACTTCTTGGTGGCAAATTTATGAGCATTCT 120
LP2 GATGAAAAATATTATATAGCCTATACTCAAACTTCTTGGTGGCAAATTTATGAGCATTCT 120
LP1 GATGAAAAATATTATATAGCCTATACTCAAACTTCTTGGTGGCAAATTTATGAGCATTCT 120
11351 GATGAAAAATATTATATAGCCTATACTCAAACTTCTTGGTGGCAAATTTATGAGCATTCT 120

************************************************************

118 TCTCCTTTTAGAGAAACCAACTATCAACCAGAATTTTTTATAGATCTTCCTTTATATCTT 180
11168 TCTCCTTTTAGAGAAACCAACTATCAACCAGAATTTTTTATAGATCTTCCTTTATATCTT 180
LP2 TCTCCTTTTAGAGAAACCAACTATCAACCAGAATTTTTTATAGATCTTCCTTTATATCTT 180
LP1 TCTCCTTTTAGAGAAACCAACTATCAACCAGAATTTTTTATAGATTTTCCTTTGTATCTT 180
11351 TCTCCTTTTAGAGAAACCAACTATCAACCAGAATTTTTTATAGATTTTCCTTTGTATCTT 180

********************************************* ******* ******

118 AAAGATTATGAATTTTTTAACAATCTACGCGTAGGTATATTGCATGAAAGCAATGGCAAG 240
11168 AAAGATTATGAATTTTTTAACAATCTACGCGTAGGTATATTGCATGAAAGCAATGGCAAG 240
LP2 AAAGATTATGAATTTTTTAACAATCTACGCGTAGGTATATTGCATGAAAGCAATGGCAAG 240
LP1 AAAGATTATGAATTTTTTAACAATCTACGCGTAGGTATATTGCATGAAAGCAATGGCAAG 240
11351 AAAGATTATGAATTTTTTAACAATCTACGCGTAGGTATATTGCATGAAAGCAATGGCAAG 240

************************************************************

118 GGAGATGAGAATTTACAATCTCGCTCATGGAATAGAATTTATGTATCTACTGCTATTTTA 300
11168 GGAGATGAGAATTTACAATCTCGCTCATGGAATAGAATTTATGTATCTACTGCTATTTTA 300
LP2 GGAGATGAGAATTTACAATCTCGCTCATGGAATAGAATTTATGTATCTACTGCTATTTTA 300
LP1 GGAGATGAGAATTTACAATCTCGCTCATGGAATAGAATTTATGTATCTACTGCTATTTTA 300
11351 GGAGATGAGAATTTACAATCTCGCTCATGGAATAGAATTTATGTATCTACTGCTATTTTA 300

************************************************************

118 TATAATAAATTTTTATTTGTTCCACGCCTTTGGTATAGAAT 341
11168 TATAATAAATTTTTATTTGTTCCACGCCTTTGGTATAGAAT 341
LP2 TATAATAAATTTTTATTTGTTCCACGCCTTTGGTATAGAAT 341
LP1 TATAATAAATTTTTATTTGTTCCACGTCTTTGGTATAGAAT 341
11351 TATAATAAATTTTTATTTGTTCCACGCCTTTGGTATAGAAT 341

************************** **************

Fig. A.3. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos del gen pldA de las cepas C. jejuni 118 (118), C. jejuni
NCTC 11168 (11168), C. jejuni LP1 (LP1), C. jejuni NCTC 11351 (11351) y C. coli LP2 (LP2). Secuencias
comparadas con base de datos
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LP1 AAGGCTATGGATGAGCAACTTAAAATCTTAGATACAATTAAAACTAAGGCAACTCAAGCA 60
LP2 AAGGCTATGGATGAGCAACTTAAAATCTTAGATACAATCAAAACTAAGGCAACTCAAGCA 60
11351 AAGGCTATGGATGAGCAACTTAAAATCTTAGATACAATCAAAACTAAGGCAACTCAAGCA 60
11168 AAGGCTATGGATGAGCAACTTAAAATCTTAGATACAATCAAAACTAAGGCAACTCAAGCG 60
118 AAGGCTATGGATGAGCAACTTAAGATCTTAGATACTATCAAGACCAAAGCTACTCAAGCC 60
*********************** *********** ** ** ** ** ** ********

LP1 GCTCAAGATGGACAAAGTTTAAAAACAAGAACCATGCTTCAAGCAGATATCAACCGTTTA 120
LP2 GCTCAAGATGGACAAAGTCTAAAAACAAGAACCATGCTTCAAGCAGATATCAACCGTTTA 120
11351 GCTCAAGATGGACAAAGTTTAAAAACAAGAACCATGCTTCAAGCAGATATCAACCGTTTA 120
11168 GCTCAAGATGGACAAAGTTTAAAAACAAGAACCATGCTTCAAGCAGATATCAACCGTTTA 120
118 GCTCAAGATGGTCAAAGTCTAAAAACAAGAACCATGCTTCAAGCAGATATAAACCGCTTA 120
*********** ****** ******************************* ***** ***

LP1 ATGGAAGAACTTGACAATATCGCAAATACTACTTCATTTAACGGTAAGCAACTTTTAAGT 180
LP2 ATGGAAGAACTTGACAATATCGCAAATACTACTTCATTTAACGGTAAGCAACTTTTAAGT 180
11351 ATGGAAGAACTTGATAATATCGCAAATACTACTTCATTTAACGGTAAACAACTTTTAAGT 180
11168 ATGGAAGAACTTGACAATATTGCAAATACTACTTCATTTAACGGTAAACAACTTTTAAGT 180
118 ATGGAAGAACTTGATAATATCGCAAATACAACTTCGTTTAATGGTAAACAACTTTTAAGT 180
************** ***** ******** ***** ***** ***** ************

LP1 GGAAATTTTATCAATCAAGAATTTCAAATCGGCGCAAGTTCAAATCAAACTGTAAAAGCT 240
LP2 GGAAATTTTATCAATCAAGAATTTCAAATCGGTGCTAGTTCAAATCAAACTATAAAAGCT 240
11351 GGAAATTTTATCAATCAAGAATTTCAAATCGGTGCTAGTTCAAATCAAACTGTAAAAGCT 240
11168 GGGAATTTTATCAATCAAGAATTTCAAATCGGTGCAAGTTCAAATCAAACTGTAAAAGCT 240
118 GGTGGTTTTACCAATCAAGAATTTCAAATCGGTTCAAGTTCAAATCAAACTGTTAAAGCA 240
** ***** ********************* * *************** * *****

LP1 ACCATAGGAGCAACTCAATCTTCTAAGATAGGTTTAACACGCTTTGAAACAGGAGGAAGA 300
LP2 ACTATAGGAGCAACTCAATCTTCTAAGATAGGTTTAACACGCTTTGAAACAGGAGGAAGA 300
11351 ACCATAGGAGCAACTCAATCTTCTAAGATAGGTTTAACACGCTTTGAAACAGGAGAAAGA 300
11168 ACTATAGGAGCAACTCAATCTTCTAAGATAGGTTTAACACGCTTTGAAACAGGAGGAAGA 300
118 ACTATAGGTGCAACTCAGTCTTCAAAAATCGGTGTTACAAGATTTGAAACAGGTTCACAA 300
** ***** ******** ***** ** ** *** * *** * *********** * *

LP1 ATTTCATCTAGTGGCGAAGTG 321
LP2 ATTTCATCTAGTGGTGAAGTG 321
11351 ATTTCATCTAGTGGTGAAGTG 321
11168 ATTTCAACTAGTGGCGAAGTA 321
118 AGTGTAACTTCAGGTGTAGTA 321
* * * ** ** * ***

Fig. A.4. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos del gen flaA de las cepas C. jejuni 118 (118), C. jejuni
NCTC 11168 (11168), C. jejuni LP1 (LP1), C. jejuni NCTC 11351 (11351) y C. coli LP2 (LP2). Secuencias
comparadas con base de datos



230

Fig. A.5. Modelo de la estructura del ramnogalacturonano I. El esqueleto está formado de disacáridos de 4-α-d-
AGal-(2)-α-L-Ram-(1). Las ramificaciones están conformadas por oligosacáridos compuestos principalmente por
residuos de a-L-arab y β-D-Gal unidos al carbono C4 de algunos de los residuos de Ram. Algunos de los
residuos de Ram pueden estar también O-acetilados en el carbono C2 o C3. Agal (ácido galacturónico), Ram
(ramnosa), Ara (arabinosa), Gal (galactosa). Adaptado de: Ridley, B.L., O`Neil, M.A., Mohnen, D. 2001. Pectins:
structure, biosynthesis and oligogalacturonude-related signalling. Phytochemistry 57: 929-967.
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