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RESUMEN

En este trabajo se ha evaluado la resistencia a la saliva,
al medio acido vy a las sales biliares de once cepas de origen
enolégico pertenecientes a Lactobacillus spp., Pediococ-
cus spp., y Oenococcus oeni, ademas de dos cepas probio-
ticas de referencia. Las cepas de Lactobacillus y Pediococ-
cus mostraron una alta resistencia a la lisozima (> 80 %),
y todas sobrevivieron a las sales biliares y a bajos valores
de pH (pH 1.8), lo que sugiere una buena adaptacion de
estas cepas a las condiciones gastrointestinales. También se
evalué su capacidad para adherirse a la mucosa intestinal y
para inhibir la adhesién de Escherichia coli a células epi-
teliales del intestino. En particular, la cepa P. pentosaceus
CIAL-86 mostré un alto porcentaje de adherencia a las
células intestinales (> 12 %), incluso superior al mostrado
por las cepas probidticas de referencia, y una alta actividad

anti-adhesion de E. coli CIAL-153 (> 30 %).

Palabras clave: Propiedades probiéticas. Bacterias lac-
ticas enolégicas. Resistencia al tracto gastrointestinal.
Adhesién/anti-adhesion Caco-2.

INTRODUCCION

Los alimentos fermentados probiéticos se consideran
como una parte importante del mercado de los alimentos
funcionales, con un gran crecimiento tanto en volumen
de ventas (60 a 70 % del total del mercado de alimen-
tos funcionales) como en la variedad de productos que se
ofertan (1).

Los microorganismos probibticos se definen como
microorganismos no patégenos que cuando se consumen
en cantidades adecuadas como parte de un alimento, con-
fieren al huésped un beneficio para la salud (2). La mayoria
de las cepas probidticas que se han estudiado y estan en el
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mercado han sido aisladas de productos lacteos asi como
de la microbiota intestinal, perteneciendo en su mayoria a
los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium (3). Las bacte-
rias lacticas (BAL) pueden considerarse el grupo bacteriano
mas numeroso ligado a los humanos. Se asocian de forma
natural a superficies mucosas y al tracto gastrointestinal (GI),
ademas de constituir una poblaciéon autéctona en hébitats
relacionados con alimentos, como plantas (frutas, vegeta-
les, cereales), leche o carne, u otros en los que se afiaden
de forma intencionada para la elaboraciéon de productos
fermentados a partir de los sustratos anteriores.

Aunque la mayoria de las cepas probiodticas que se
comercializan proceden de productos lacteos, reciente-
mente se ha comenzado a disponer de datos acerca de la
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tolerancia al transito GI de bacterias de origen vegetal de
los géneros Leucosnostoc y Pediococcus (4,5). También es
destacable el primer estudio sobre las propiedades probioti-
cas de una bacteria proveniente de una bebida alcohélica de
origen vegetal, concretamente Pediococcus parvulus (6).

Las BAL del vino pertenecen a los géneros Lactoba-
cillus, Leuconostoc, Pediococcus y Oenococcus, siendo
O. oeni la principal especie responsable de la fermentacion
maloléctica del vino. La ecologia de este grupo bacteriano
es compleja y se caracteriza por presentar un crecimiento
favorable en medios hostiles como el vino, i.e. bajo pH (en
torno a 3.5), escasa proporcién de nutrientes y presencia
de etanol. La resistencia a estos factores junto con la simi-
litud estructural y funcional con otros grupos bacterianos
probidticos convencionales, convierte a las BAL del vino
en potenciales candidatos con efectos beneficiosos para la
salud humana. Sin embargo, los primeros datos sobre su
potencial probiético se han publicado recientemente (7),
v no existe un estudio sistematico que describa la dispo-
nibilidad de una coleccién de microorganismos de origen
enoldgico que hayan sido caracterizados para determinar
su posible aptitud como probidticos, evaluados ademés
especificamente de forma que carezcan de propiedades
que pongan en riesgo la seguridad alimentaria.

El objetivo del presente trabajo es evaluar el potencial
probidtico de BAL de origen enologico, incluyendo cepas
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de diferentes géneros y especies. Para ello, se realiz6 un
estudio in vitro de las cepas bacterianas seleccionadas con
la finalidad de evaluar: a) su resistencia a las condiciones en
el tracto GI; b) su adherencia a las células intestinales; y ¢)
su efecto sobre la adhesion de bacterias patbgenas a células
epiteliales intestinales. Estos analisis se llevaron a cabo como
primer paso hacia el establecimiento de criterios racionales
para la deteccion y seleccion de microorganismos del vino
con potenciales propiedades probioéticas en humanos.

MATERIALES Y METODOS

Bacterias lacticas (BAL) del vino y medios
de cultivo

Se seleccionaron once cepas de BAL enolégicas perte-
necientes a la coleccion del CIAL (Instituto de Investigacion
en Ciencias de la Alimentacion, CSIC-UAM), concretamen-
te Lactobacillus casei (n = 3), L. plantarum (n = 1), Pedio-
coccus pentosaceus (n = 4) y Oenococcus oeni (n = 3)
(Tabla I). Estas bacterias fueron previamente aisladas de
mostos y vinos tintos e identificadas por la secuenciacion
parcial del gen 16S rRNA, tal y como se describe en More-
no-Arribas y Polo (8) y Garcia-Ruiz y cols. (9). A su vez,

TABLA1

RESISTENCIA A LA LISOZIMA Y A LA BILIS DE LAS BACTERIAS LACTICAS ESTUDIADAS

Resistencia a lisozima

(% supervivencia)

Resistencia a la bilis (% crecimiento)

ts, too 0.06% 0.125% 0.25% 05% 1%
Cepas enoldgicas

P pentosaceus CIAL-16 83.1 70.8 100 100 95.7 88.9 83.3
P pentosaceus CIAL-49 100 83.3 100 100 91.8 83.4 78.1
P pentosaceus CIAL-85 84.3 76.1 97.2 98.3 86.9 82.1 77.4
P. pentosaceus CIAL-86 93.9 88.6 99.1 100 88.3 89.5 84.1
L. casei CIAL-51 75.0 78.6 96.0 94.8 92.9 77.3 61.7
L. casei CIAL-52 71.1 70.7 98.2 96.6 97.5 78.0 64.3
L. casei CIAL-92 100 88.6 97.7 96.0 91.1 87.1 80.4
L. plantarum CIAL-121 65.1 50.8 93.6 91.2 89.0 89.5 88.7
O. oeni CIAL-117 62.1 < 1.00 100 100 100 96.8 90.7
O. oeni CIAL-118 60.0 1.00 90.7 89.8 82.7 87.5 80.5
O. oeni CIAL-119 32.0 < 1.00 100 100 90.6 87.1 72.9

Cepas de referencia

L. plantarum CLC 17 100 86.0

93.8 89.1 77.9 76.8 73.0

L. fermentum CECT5716 654 61.5

100 100 88.0 78.7 72.0

2
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se emplearon dos cepas probidticas control, en concreto,
Lactobacillus plantarum CLC 17 y L. fermentum CECT
5716 (10). Ademas para los estudios de inhibicion de la
adhesion a células Caco-2 se selecciond la cepa Escherichia
coli CIAL-153.

Los medios de cultivo empleados para las BAL fueron el
medio MRS o MRS-Agar (pH 6.2 + 0.2) excepto para las
cepas de O. oeni, que se utilizé el medio MRS malico-fruc-
tosa (pH 4.8 + 0.2) o MRS-cisteina-Agar. El medio emplea-
do para el cultivo de la cepa de E. coli fue TSB o TSA.

ENSAYO DE RESISTENCIA AL TRANSITO
GASTROINTESTINAL

Resistencia a la lisozima

La resistencia a la saliva de las BAL se evalu6 siguien-
do el método descrito por Zago y cols. (11). La tasa de
supervivencia se definié6 como el porcentaje (%) de UFC
(unidades formadoras de colonias)/mL tras 30 y 120 min
de incubacién a 37 °C con saliva, en comparacién con las
UFC/mL a tiempo 0.

Tolerancia al jugo gastrico

La resistencia al pH gastrointestinal y la pepsina de las
BAL se ensay6 en una solucién salina estéril suplementa-
da con pepsina (0,3 %) e incubada a 37 °C. El pH de la
solucion (5.0, 4.1, 3.0, 2.1 y 1.8) se fij6 gradualmente
acidificando con HCI (1 M). Se tomaron muestras a dife-
rentes tiempos (0, 20, 40, 60 y 90 min) de incubacion. Los
resultados obtenidos a los diferentes tiempos de incubacion
y pH se expresaron como el log UFC/mL.

Resistencia a sales biliares

La resistencia a las sales biliares —1 %, 0.5 %, 0.25 %,
0.125 % y 0.06 % (v/v)- se determiné siguiendo el pro-
tocolo descrito por Vinderola y Reinheimer (12). El creci-
miento bacteriano se monitoriz6 mediante la medida de
absorbancia a 600 nm en un lector de placas Synergy HT
(Bio-Tek Instruments, Inc. Winooski, USA). Los resultados
se expresaron como porcentaje de crecimiento respecto a
un control en ausencia de sales biliares.

Ensayos en cultivos celulares

La linea celular Caco-2 de adenocarcinoma de colon
humano se obtuvo de la American Type Culture Collection
(ATCC) y se utilizo en su estado de diferenciacién terminal
para simular a los enterocitos maduros del intestino del-
gado. Las celulas Caco-2 se cultivaron y mantuvieron en
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medio Dulbecco modificado por Eagle (DMEM, Sigma-Al-
drich) suplementado con un 10 % (v/v) de suero de ternera
fetal, a 37 °C y en una atmoésfera de 5 % de CO,/95 %
de aire a una humedad constante. Para los experimentos,
las células Caco-2 se sembraron en placas de 24 pocillos
con una densidad de 25.000 células/cm? y se cultivaron
durante 15 dias para obtener una monocapa de células
diferenciadas y polarizadas.

Ensayos de adherencia a células Caco-2

La capacidad de adhesiéon de las BAL enoldgicas selec-
cionadas y E. coli CIAL-153 a las células Caco-2 se llevo
a cabo siguiendo el protocolo descrito por Fernéndez de
Palencia y cols. (13). Las bacterias de un cultivo overnight
se centrifugaron (10.000 rpm, 10 min a 4 °C) y se resuspen-
dieron en solucién tampén de PBS (DPBS Lonza Walkersvi-
lle, Inc., USA) a una concentraciéon de 108 UFC/mL.

Los ensayos de adhesién consistieron en la exposicion
de las células Caco-2 a las BAL y E. coli CIAL-153 (ratio
1:100) en atmosfera de 5 % CO, y 37 °C. Tras una hora
de incubacién se eliminaron las bacterias no adheridas,
mediante lavados con DBPBS vy, se despegaron las células
Caco-2 con las bacterias adheridas incubando con 0.05 %
tripsina-EDTA. Finalmente, se procedi6 a determinar el
numero de bacterias adheridas a las células Caco-2 median-
te diluciones seriadas y siembra en placas en el medio de
cultivo correspondiente.

Todos los ensayos de adhesion y recuentos en placa,
se realizaron por triplicado. Los resultados se expresaron
como el porcentaje de bacterias adheridas (UFC/mL) con
respecto al nimero total de bacterias inoculadas inicialmen-
te (% Adhesion= [Bacterias adheridas/Total de bacterias
inoculadas] x 100).

Ensayos de anti-adhesion de E. coli
a células Caco-2 (competicion, inhibicién
v desplazamiento)

La capacidad de las BAL del vino para competir, inhi-
bir y desplazar la adhesioén de E. coli CIAL-153 a la linea
celular Caco-2 se realizdé como se describe previamente
con ligeras modificaciones. En el ensayo de competencia,
la exposicion de E. coli CIAL-153 a las células Caco-2 se
realizé de forma conjunta con las BAL durante un perio-
do de una hora y los resultados se expresaron como el
porcentaje de adhesiéon de E. coli CIAL-153 en presencia
de BAL con respecto a la adhesion de dicha bacteria en
ausencia de BAL. En referencia a los ensayos de inhibi-
cién y desplazamiento, la adicion de E. coli CIAL-153 al
cultivo de células Caco-2 se realizdé una hora antes y una
hora después a la exposicion con BAL, respectivamente.
Por su parte, los resultados de inhibicion de la adhesién
de E. coli CIAL-153 asi como los de desplazamiento se
expresaron como un porcentaje, entre la diferencia de
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la adhesiéon de E. coli CIAL-153 a células Caco-2 en
ausencia y presencia de BAL.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la seleccion de microorganismos potencialmente
probiéticos un punto importante es la evaluacién de su
resistencia a las condiciones extremas del tracto GI. La pri-
mera barrera que deben superar es la boca, con una alta
concentraciéon de lisozima en la saliva humana, seguido del
estbmago, con bajo pH y presencia de enzimas digestivas
(i.e., pepsina), y el intestino, que contiene bilis (14).

La tabla I muestra los resultados relativos de las BAL
enologicas a la resistencia a la lisozima. Se puede observar
la buena resistencia de las BAL no O. oeni a la lisozima,
con porcentajes de supervivencia superiores al 50 % tras
120 minutos de exposicién a dicha enzima. Las cepas
P pentosaceus CIAL-86 y L. casei CIAL-92 destaca-
ron por exhibir las tasas de supervivencia més elevadas
(88,6 %), con un valor similar e incluso superior a las bac-
terias probioticas control (Tabla I). Este resultado confirma

EVALUACION DE LAS PROPIEDADES PROBIOTICAS DE BACTERIAS LACTICAS DE ORIGEN ENOLOGICO

la alta resistencia a la lisozima de cepas del género la Lac-
tobacillus observada por otros autores (11,15).

En relacion a la resistencia al jugo gastrico, es importante
destacar que no se observaron diferencias significativas en el
recuento microbiano hasta alcanzar un pH inferior a 3. Este
hecho en el caso de las BAL enologicas era esperable, ya
que en el vino sobreviven en condiciones de pH proximas
a 3.5. En referencia a los probiéticos control, L. planta-
rum CLC 17 y L. fermentum CECT 5716, se observo
un descenso de 1-2 unidades logaritmicas. En cuanto a las
BAL enolbgicas, este descenso oscilé entre 1 y 3 unida-
des logaritmicas destacando las cepas L. casei CIAL-51 y
CIAL-52 por ser las mas resistentes a las condiciones de
acidez del estbmago, con la disminucién sélo de una unidad
logaritmica. Esta buena adaptacion al jugo géstrico también
se ha observado en otras cepas pertenecientes a los géneros
Lactobacillus y Pediococcus (13,15-17) (Tabla II).

Se ha descrito que el rango de concentracién de bilis en
el intestino oscila entre 0.3 y 0.5 % (18). En ese rango de
concentraciones biliares, las BAL analizadas mostraban un
elevado porcentaje de crecimiento (> 75 %), destacando
entre todas ellas la cepa O. oeni CIAL-117 (Tabla I). Es
importante resaltar que, en general, las BAL enologicas

TABLA 1II

EFECTO DEL JUGO GASTRICO SIMULADO SOBRE EL NUMERO (log UFC/mL) DE CEPAS DE BACTERIAS LACTICAS
(BAL) A DIFERENTE pH Y TIEMPO DE INCUBACION

Recuento bacteriano (log UFC/mL)

t0 t20 t40 t60 t90
pH 5.0 pH 4.1 pH 3.0 pH 2.1 pH 1.8
Cepas enoldgicas
P. pentosaceus CIAL-16 854 +0.09 8.65=+0.07 829+0.08 7.65+0.07 534=+0.12
P. pentosaceus CIAL-49 859+0.05 855005 837019 795+0.01 5.51+0.06
P, pentosaceus CIAL-85 8.60+0.01 856=+0.13 860=+0.23 748+0.01 5.80+0.04
P, pentosaceus CIAL-86 847 +0.05 838+0.11 841+0.04 795+0.06 5.15+0.21
L. casei CIAL-51 8.02+0.06 810+0.02 792+0.13 7.27+0.08 7.07=+0.10
L. casei CIAL-52 792+0.13 786003 796=+0.17 7.34+0.08 7.17+0.24
L. casei CIAL-92 8.02+0.11 796+0.16 795+0.15 7.70+0.21 5.32+0.01
L. plantarum CIAL-121 8.08+£0.07 8.06+0.08 805=x0.13 6.20+0.28 5.05+0.38
O. oeni CIAL-117 8.82+0.05 878+0.01 884+0.05 842+0.04 5.04=+0.06
O. oeni CIAL-118 8.63+0.01 862+0.10 859+0.05 840=+0.02 5.30=+0.14
O. oeni CIAL-119 859 +0.08 854+002 846+0.12 7.24+0.29 4.89+0.28
Cepas de referencia
L. plantarum CLC 17 8.08+0.07 819+0.10 808=x0.11 795+0.06 7.31+0.12
L. fermentum CECT5716 859 +0.05 8.18+0.01 8.18+0.07 7.46=+0.15 6.74+0.13
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estudiadas mostraron porcentajes de crecimiento superiores
a los observados en las cepas probioticas control, L. plan-
tarum CLC 17 y L. fermentum CECT5716 (Tabla I). Esta
buena tolerancia a la bilis esta en consonancia con lo des-
crito por Delgado y cols. (19), Turchi y cols. (15), Jensen y
cols. (17), y Cheny cols. (20) en otras cepas no enoldgicas
de Lactobacillus y Pediococcus.

Otro importante criterio de seleccién a considerar en la
evaluacion de un potencial microorganismo probiético es
analizar su capacidad para adherirse a la mucosa intestinal.
En el presente trabajo, esta habilidad se analiz6 empleando
la linea celular Caco-2, ampliamente utilizada en este tipo
de ensayos ya que simula in vitro la diferenciacion morfo-
légica v funcional del epitelio del colon humano y muestra
caracteristicas de los enterocitos maduros (13). Los porcen-
tajes de adhesion de las BAL enoldgicas a las células Caco-2
oscilaron entre 0.37-12.2 % dependiendo de la cepa, espe-
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cie y género (Fig. 1). Esta dependencia esta en linea con lo
descrito previamente por Collado y cols. (21), cuyo rango
de valores de adhesion oscilé entre 0.9-20 % (P, freuden-
reichii JS y L. rhamnosus GG, respectivamente). La cepa
P, pentosaceus CIAL-86 exhibi6 el porcentaje mas elevado
de adhesion (12.2 %), seguido por L. plantarum CIAL-121
(7.10 %), ambas con valores de adhesion superiores a las
cepas probidticas de referencia (Fig. 1).

Finalmente, se evalué la capacidad de las BAL del vino
para prevenir la adhesion de patdégenos a la mucosa intes-
tinal, llevandose a cabo para ello ensayos de inhibicion de
la adhesiéon de E. coli CIAL-153. Para estos ensayos, se
seleccionaron las cepas P. pentosaceus CIAL-86 y L. plan-
tarum CIAL-121, asi como la cepa probiética control
L. plantarum CLC 17, evaludndose su capacidad para
competir, inhibir y desplazar la unién de E. coli CIAL-153
a las ceélulas Caco-2 (Fig. 2). Partiendo de una adhesiéon de
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6.83 % de la cepa de E. coli CIAL-153 a las células Caco-2,
su inoculacién simultanea con las cepas de BAL enologicas
estudiadas (ensayos de competicion) redujo la capacidad de
adhesion de E. coli CIAL-153 entre 31-52 % (Fig. 2); esta
reduccion estd en consonancia con la descrita por Lee y
cols. (22). En relacioén a la inhibicion, en la literatura cien-
tifica se ha descrito que dicha capacidad depende tanto
del probiodtico como del patégeno, lo que refleja su alta
especificidad (21,23). En nuestro estudio, P. pentosaceus
CIAL-86 fue la cepa que maés inhibio la adhesion de E. coli
CIAL-153 a las células intestinales, mientras que L. plan-
tarum CIAL-92 fue la que mostré la menor inhibicion
(Fig. 2). Los altos valores de inhibicién de P. pentosaceus
CIAL-86y L. plantarum CLC 17 (> 30 %) podrian indicar
la competencia de estas cepas con E. coli CIAL-153 en
su adhesion a receptores de membrana comunes (24,25).
El desplazamiento de patbgenos previamente adheridos
también vari6 en funcion de la cepa y especie analizada
(Fig. 2). Las diferencias obtenidas en los diferentes ensayos
de anti-adhesion también han sido observadas por otros
autores (21-23,26) y parecen confirmar que en cada uno
de estos mecanismos estan implicados diferentes procesos.
Por otra parte, la ausencia de relacion entre los resultados
obtenidos en los ensayos de adhesién y anti-adhesion sugie-
re que en ambos fenémenos estarian implicados diferentes
factores y mecanismos, como ha sido descrito previamente
por otros autores (21,26,27).

En resumen, los ensayos de adhesion y anti-adhesion
reflejan una elevada especificidad de las cepas, destacando
P. pentosaceus CIAL-86 por tener un excelente nivel de
adhesién y una buena capacidad de anti-adhesién contra
E. coli CIAL-153. A su vez, los resultados obtenidos mues-
tran la buena resistencia de las once cepas de BAL eno-
légicas seleccionadas a las condiciones hostiles del tracto
Gl, con valores de resistencia a la saliva, jugo pancreatico
y bilis similares o superiores a las observadas en las cepas
probidticas control L. plantarum CLC 17 y L. fermentum
CECT 5716. En conjunto, y en las condiciones in vitro
ensayadas, estos resultados muestran, por primera vez, el
potencial probidtico de las BAL del vino, si bien, son nece-
sarios mas estudios sobre su posible papel beneficioso para
la salud humana.
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