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Resumen

El concepto de alimento funcional se emplea para describir a aquellos
alimentos adicionados con ingredientes de diversas clases y origenes que pueden
ejercer efectos beneficiosos sobre quien los ingiere. Este concepto surgido en Japon ha
ido popularizdndose y expandiéndose hacia otros continentes como FEuropa,
fundamentalmente debido al interés de la sociedad actual por la nutricion, la dieta y la
salud. Los probidticos representan una gran area dentro de los alimentos funcionales y
se ha intensificado la investigacion para desarrollar productos probidticos y

profundizar en el conocimiento de los efectos sobre la salud humana.

Los probidticos se definen como “suplementos alimentarios microbianos vivos
que afectan de forma ventajosa al animal huésped mejorando su equilibrio intestinal
microbiano”. Son microorganismos que estimulan las funciones protectoras del tracto
digestivo, y también son conocidos como bioterapéuticos, bioprotectores o
bioprofilacticos, ya que se utilizan para prevenir las infecciones entéricas y
gastrointestinales. Un microorganismo probiotico efectivo debe poseer una serie de
caracteristicas: no ser patégeno ni toxico, debe ejercer efectos beneficiosos sobre la
salud de quien lo ingiere, tener origen humano, ser tecnologicamente utilizable,
presentar un elevado porcentaje de células viables, debe ser capaz de sobrevivir a la
flora intestinal, ha de permanecer viable durante su almacenamiento en refrigeracion, y
tener capacidad de adherirse a la superficie mucosa, etc. El establecimiento de criterios
de seleccién y controles de calidad para productos probidticos se considera una
prioridad debido a la rapida incorporacion de estos productos en el mercado y su
distribucion en el ambito internacional sin la existencia previa de una normativa

comunmente aceptada.

En los ultimos anos ha aumentado el interés por los productos elaborados con
microorganismos probidticos, pertenecientes a los géneros Lactobacillus 'y
Bifidobacterium, esto ha dado lugar a la explotacion comercial de algunas de estas
bacterias y a la aparicion en el mercado de una gran variedad de productos probidticos.
En la actualidad, todavia se desconocen muchos aspectos relativos a su mecanismo de
accion; sin embargo si se reconoce su funcionalidad en diversos aspectos, tales como

la prevencion y tratamiento de trastornos gastrointestinales de diversa etiologia; la
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reduccion de la intolerancia a la lactosa; la modulacion de la respuesta inmunitaria; la
reduccion de los niveles de colesterol, la prevencion de ciertos tipos cancer, la
inhibicion del desarrollo de la flora competitiva, patdogena o alterante. Su actividad
antimicrobiana, aunque en gran medida se atribuye a la produccion de acidos orgénicos
(acido lactico y acético), es mucho mas compleja y, también, es fruto de su mayor
capacidad para competir por nutrientes, adaptarse al nicho ecoldgico y para sintetizar
otros compuestos antimicrobianos como bacteriocinas, compuestos heterociclicos,

diacetilo y otros.

Por tanto este trabajo aborda por una parte el estudio de las leches fermentadas
con bifidobacterias comercializadas en el mercado espafiol, analizando la cantidad de
microorganismos que contienen, identificando qué género estdn incluidos y
caracterizandolos molecularmente para conocer las relaciones genéticas entre ellos,
ademas de comprobar su viabilidad a las condiciones de almacenamiento en
refrigeracion y condiciones simuladas de transito gastrointestinal. Y por otra parte, la
seleccion y estudio de cepas de Bifidobacterium de origen humano siguiendo los
criterios establecidos por la FAO-OMS (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion-Organizacion Mundial de la Salud); tales como la
resistencia a las condiciones del tracto gastrointestinal, presencia de actividad
antimicrobiana frente a bacterias patdgenas, alterantes y otros, elevada capacidad de
adhesion a mucus; con el fin de obtener cepas de origen humano con posible
utilizacion como cepas probioticas como alternativa a las empleadas en la actualidad

para la elaboracion de productos lacteos.
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Summary

The concept of functional food is used to describe foods supplemented with
different types of ingredients and origins exercising beneficial effects on who ingests
them. This concept was born in Japan and it has been popularized and expanding
fundamentally toward other continents as Europe due to the concern of our society
about the nutrition, diet and health. Probiotics represents a great field inside the
functional foods and scientific investigation regarding the effects of probiotics on

human health and new products has been intensified in recent years.

Probiotics are defined as “live microbial food supplements that beneficially
affect the host animal by improving its microbial intestinal balance.” They are
microorganisms that stimulate protection functions of the digestive tract, they are also
known as biotherapeutics, bioprotector or bioprophylactics, and they are used to
prevent enteric and gastrointestinal infections. An effective probiotic microorganism
should possess characteristics such as: to be non-pathogen and non-toxic, to exercise
beneficial effects on the human health, with human origin, to be technologically
usable, to present a high percentage of viable cells, to be able to survive the intestinal
microflora, to remain viable during its storage in refrigeration, capacity to adhere to the
mucus surface, etc. The establishment of selection approaches and quality controls for
these products are considered a priority due to the quick incorporation of these
products in the market and their distribution in the international environment without

the commonly accepted normative.

Recently, the interest for the products that contain probiotic microorganisms
belonging to the genus Lactobacillus and Bifidobacterium has brought the commercial
exploitation of some of these bacteria with the appearance in the market of a great
variety of probiotic products. Nowadays, many relative aspects are still ignored to their
action mechanism; however their functionality is recognized in a lot of aspects, such as
the prevention and treatment of gastrointestinal diseases; reduction of the lactose
intolerance; modulation of the immune system; reduction of cholesterol levels,
prevention certain cancers, inhibition of pathogens, alterants microorganisms and
competitive flora. Their antimicrobial activity, is in great measure attributed to the

production of organic acids (lactic and acetic acid), but it is much more complex and it
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is also, their biggest capacity to compete for nutritional compounds and to adapt to the
ecological microflora and to synthesize other antimicrobial compounds like

bacteriocins, heterocyclic compounds, dyacetil and others.

For all these, the aim of this work is the study of the fermented milks with
bifidobacteria commercialized in the Spanish market under different points of view,
we analyze the quantity of microorganisms in these products using molecular
techniques. We also look into the study of the impact of different conditions such as
refrigeration and simulated gastrointestinal juices on their viability. The selection and
study of Bifidobacterium strains from human origin with possible use like probiotic
strains for the elaboration dairy products was made following the criteria of FAO-
WHO (Food and Agriculture Organization of the United Nations- World Health
Organization) the resistance to gastrointestinal conditions, antimicrobial activity
against pathogens, alterants and other microorganisms, and capacity of adhesion to

mucus.
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Resum

El terme d’aliment funcional s’usa per a descriure a aquells aliments que
contenen amb ingredients de diverses menes i origens que poden tindre un efecte
beneficidos en qui els consumeix. Aquest concepte que va sorgir al Japd ha anat
popularitzant-se i expandint-se cap a altres continents com Europa fonamentalment a
causa de la preocupacié sobre la salut, la dieta i la nutrici6 de la societat actual. Els
probiotics representen un gran area dins dels aliments funcionals i s’ha intensificat la
investigacid6 per desenvolupar nous productes probiotics i1 profunditzar en el

coneixement el efecte que tenen en la salut humana.

Els probiotics es defineixen com a “suplements alimentaris microbians vius que
afecten de manera profitosa I’animal hoste millorant el seu equilibri microbia”. Son
microorganismes que estimulen les funcions protectores del tracte digestiu; també soén
coneguts com bioterapeutics, bioprotectors o bioprofilactics, 1 s’utilitzen per prevenir
les infeccions enteriques i gastrointestinals. Un microorganisme probiotic efectiu ha de
tenir una serie de qualitats: no ha de ser patogen ni toxic, ha de tenir efectes
beneficiosos sobre la salut de qui I’ingereix, ha de ser d’origen huma, tecnologicament
utilitzable, ha de contenir un elevat percentatge de cél-lules viables, ha de tenir la
capacitat de sobreviure a la flora intestinal, ha de romandre viable durant
I’emmagatzematge en refrigeracid, ha de presentar capacitat d’adhesio a la superficie
mucosa intestinal, etc. L’establiment de criteris de seleccio i de controls de qualitat per
als productes probiotics es considera una prioritat a causa de la rapida incorporacid
d’aquests productes al mercat i a la distribucidé que se’n fa en 1’ambit internacional

sense que hi haja una normativa acceptada per tothom.

La majoria dels productes probiotics estan elaborats amb microorganismes que
pertanyen als geéneres Lactobacillus i Bifidobacterium. Aixd ha donat lloc a
I’explotacid industrial d’alguns bacteris 1 a 1’aparicié de productes que contenen
microorganismes definits 1 viables en grau suficient per a modificar la microflora, amb
la qual cosa exerceixen un efecte beneficids per a la salut. En I’actualitat es
desconeixen molts aspectes relatius al seu mecanisme d’accid; en canvi, si que es

reconeix la seua funcionalitat en diversos aspectes com la prevencio i el tractament de
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trastorns gastrointestinals, la reduccio de la intolerancia a la lactosa, la modulacio del
sistema immune, la reducci6 del nivells de colesterol, la prevencio de diversos tipus de
cancer i la inhibicid del desenvolupament de la flora competitiva, patdogena o alterant.
La seua activitat antimicrobiana, encara que en gran mesura es atribuida a la produccio
d’acids organics (acid lactic 1 acetic), €s molt més complexa i a més es fruit de la seua
major capacitat per a competir pels nutrients i adaptar-se al niu ecologic 1 per a
sintetitzar compostos antimicrobians com sén les bacteriocines, compostos

heterociclics, diacetil i altres peptides.

Per tot aixd, aquest treball vol abragar per una banda I’estudi de les llets
fermentades amb bifidobacteris comercialitzades en el mercat espanyol, analitzant la
quantitat de microorganismes que contenen, identificant en quin génere microbia estan
inclosos aquests, i1 caracteritzant-los molecularment per conéixer les relacions
genetiques entre aquests, a més de comprovar-ne la supervivéncia en condicions
d’emmagatzematge en refrigeraci6 1 en les condicions simulades de transit
gastrointestinal. Per altra banda, la seleccié i I’estudi de soques de Bifidobacterium
d’origen huma seguint els criteris establerts per la FAO-OMS (Organitzacié de les
Nacions Unides per I’Agricultura i I’ Alimentacio- Organitzacio Mundial de la Salut);
com son la resisténcia a les condicions del tracte gastrointestinal, la presencia
d’activitat antimicrobiana enfront a bacteris patogens, alterants u d’altres, la capacitat
d’adhesi6 al mucus intestinal; amb la finalitat de obtindre soques probiotiques com a

alternativa a les emprades en 1’actualitat per a I’elaboracid de productes lactics.
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1. ALIMENTOS FUNCIONALES

En los ultimos veinte afios, se han producido importantes avances en el
campo de la nutricion debido, en parte, a su expansion hacia otras areas cientificas
como la inmunologia, y la ecologia microbiana y gendmica. Los esfuerzos
coordinados en estas disciplinas han permitido profundizar en las bases que explican
la estrecha relacion entre la dieta y el estado de salud, de modo que, actualmente se
atribuye no s6lo al valor nutritivo de aquella, sino también a los efectos beneficiosos

derivados de sus complejas interacciones con el huésped y la microbiota intestinal.

En este contexto, han surgido los llamados “alimentos funcionales”,
considerados como aquellos que, ademas de aportar los nutrientes recomendados,
ejercen efectos beneficiosos sobre una o mas funciones del organismo, fomentando
la salud y reduciendo el riesgo de enfermedad. Japon fue el primer pais en introducir
en el etiquetado de sus productos el término de “alimento funcional”, a finales de la
década de 1980, y en estos momentos sus productos representan el 50% del mercado
(Stanton et al., 2001). Este concepto ha ido popularizandose y expandiéndose hacia
otros continentes como Europa, fundamentalmente debido a la preocupacion por la
nutricion, dieta y salud de la sociedad actual. Los probidticos representan un gran
grupo dentro de los alimentos funcionales y se ha intensificado la investigacidon para

desarrollar productos probioticos y su efecto sobre la salud.

2. PROBIOTICOS

Los probidticos son definidos por la FAO (Food and Agriculture Organization
of the United Nations) como microorganismos vivos que administrados en
adecuadas cantidades ejercen un efecto beneficioso sobre el huésped. La mayoria de
los probidticos son bacterias del género Lactobacillus y Bifidobacterium aunque
también se emplean algunos otros géneros como Enterococcus, Streptococcus, y

Saccharomyces. (Tabla 1).

El término “probiotico”, derivado de bios, palabra griega que significa “vida”,

nacié a mediados del siglo pasado a partir de la observacion de la influencia positiva
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de determinados microorganismos en la flora intestinal. El término probiotico fue
usado por primera vez en el afio 1965 por Lilly y Stillwell, para describir a aquellas
sustancias secretadas por un microorganismo que estimulan el crecimiento de otras,

en contraposicion al término antibidtico.

Tabla 1. Microorganismos empleados como probidticos. (modificado de Alvarez-Olmos y
Oberhelman, 2001)

Lactobacillus spp.  Bifidobacterium spp.  Lactococcus spp.  Streptococcus spp.
L.acidophilus B.bifidum L.lactis S.thermophilus
L.lactis B.longum L.cremoris
L.bulgaricus B.breve L.diacetylactis
L.rhamnosus B.lactis/animalis
L.casei B.adolescentis
L.kefir
L.brevis
L.reuteri
L.helveticus
L.plantarum
L.salivarius
L.johnsonii

Enterococcus spp. Bacillus spp. Otras especies
E.faecium B.subtilis Saccharomyces cerevisiae
E.faecalis B.coagulans Saccharomyces boulandii

Leuconostoc spp.

La palabra fue aplicada posteriormente para referirse a extractos de tejidos
que estimulaban el crecimiento bacteriano (Sperti, 1971) sin embargo, Parker (1974)
fue el primero en usar el término probidtico de acuerdo con el sentido que hoy
conocemos, es decir, organismos o sustancias que contribuyen al balance
microbiano intestinal. Mas adelante, Fuller (1991) acot6 mas este concepto y
redefini6é a los probiodticos como aquellos microorganismos vivos, principalmente
bacterias y levaduras, que son agregados como suplemento en la dieta y que afectan
de forma beneficiosa al desarrollo de la flora microbiana del intestino. Por otra parte,
Saavedra (1994) propuso una definicion mas general, sefialando a los probiodticos
como microorganismos viables que, ingeridos con la alimentacion, pueden tener un
efecto positivo en la prevencion o en el tratamiento de estados patologicos
especificos. Fuller (1999) redefinid el concepto de probidticos como suplementos de
origen microbiano que afectan beneficiosamente la fisiologia del huésped,

modulando la inmunidad y mejorando, ademas, el balance microbiano y nutricional
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del tracto gastrointestinal. Salminen et al. (1999) definid los probidticos como
preparaciones de células microbianas o componentes de células que tiene un efecto
beneficioso sobre la salud de quien los ingiere. Esta definiciéon no implica que los
probidticos deban ser viables, ya que se sugiere que las formas no viables también
pueden mostrar efectos beneficiosos (Ouwerhand y Salminen, 1998). En la
actualidad, la definicion que se suele emplear es la elaborada por la FAO/OMS en
2001 con los siguientes términos: los probidticos son microorganismos vivos que, al
ser administrados en cantidades adecuadas, ejercen una accion beneficiosa sobre la

salud del huésped.

2.1. PROBIOTICOS: Criterios para la evaluacion

El establecimiento de criterios de seleccion y controles de calidad para
productos probidticos se considera una prioridad debido a la rapida incorporacion de
estos productos al mercado y su distribuciéon en el ambito internacional sin la
existencia previa de una normativa comunmente aceptada. En concreto, la
FAO/OMS, en mayo de 2002, hizo publica una guia para la evaluacion sistematica

de probidticos en alimentos; dicha guia incluye los siguientes aspectos:

v' Identificaciéon del género, la especie y la cepa probidtica

Los lactobacilos y las bifidobacterias incorporados a estos productos se
consideran seguros segin su clasificacion taxondmica. Por ello, es necesaria una
correcta identificacion a nivel de género y especie, para garantizar que se trata de
microorganismos presumiblemente inocuos y de grado alimentario (GRAS). Por
otro lado, los efectos beneficiosos no se pueden atribuir de forma generalizada a un
género o especie, sino que son dependientes de cepa. Por eso, es necesario
profundizar en su identificacion a nivel intraespecifico, mediante métodos de
caracterizacion fenotipica y genotipica, a fin de asociar un determinado efecto con
una cepa concreta, y poder realizar su seguimiento en estudios tecnologicos, clinicos

y epidemiologicos.
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v" Estudios «in vitro» para la seleccion de probioticos de uso en humanos

Dentro de estas pruebas de seleccion in vitro se incluyen: 1) la resistencia a la
acidez gastrica y a las sales biliares, que constituyen unas condiciones limitantes
para la supervivencia a través del tracto gastrointestinal, de lo contrario los
microorganismos probioticos no llegarian viables al final del intestino para ejercer
su accion beneficiosa para la salud, ii) la adherencia a la mucosa intestinal y a las
células epiteliales, ya que se consideran propiedades que deben de poseer para
ejercer efectos inmunomoduladores. También, se incluyen ciertas habilidades para la
reduccion de la adhesion de la flora competitiva y actividad microbiana que
favorezca el desplazamiento de patogenos; y por ultimo el anélisis de la capacidad

de hidrolizar las sales biliares.

v Seguridad de los probidticos

Las cepas utilizadas pertenecen, en su mayoria, a los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium, que son comensales humanos que han sido aplicados
histéricamente de forma segura en la fermentacion de alimentos. Estos son aspectos
que garantizan a priori su inocuidad, aunque tedricamente su uso en alimentacion
podria tener efectos colaterales. Por ello, y pese a que las bacterias utilizadas se
consideran seguras, se recomienda que sean sometidas a las siguientes pruebas de
caracterizacion: i) resistencia a antibidticos, verificando la ausencia de genes de
resistencia transferibles (Danielsen y Wind, 2003); ii) actividades metabdlicas
perjudiciales (produccion de acido D-lactico); iii) estudios epidemiologicos sobre
posibles efectos adversos en los consumidores; 1v) determinacion de la produccion
de toxinas y capacidad hemolitica, si la cepa pertenece a una especie potencialmente

productora, y v) ausencia de infectividad en animales inmunodeprimidos.

v' Estudios «in vivo» utilizando animales y humanos
Estos estudios estan destinados a demostrar las propiedades atribuidas a los
probidticos en relacion con el bienestar y calidad de vida, la mejoria de una
condicidn clinica y/o sintomas, la reduccion del riesgo y rapidez en la recuperacion

de enfermedades.
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v Etiquetado

Se ha recomendado la incorporacion en el etiquetado de los siguientes
aspectos: 1) género, especie y nombre de la cepa, para evitar confusiones sobre su
funcionalidad; i1) minimo numero de viables de la cepa probiotica al final de la vida
atil (10° células viables por ml); iii) ingestion recomendada para que la dosis del
probidtico sea efectiva en relacion con la mejora de salud declarada; iv) efectos
beneficiosos que puede proporcionar a la salud; v) condiciones adecuadas de
almacenamiento, y vi) direccion de contacto con centros de informacion al

consumidor.

v’ Viabilidad e identidad de cepas declaradas en productos probioticos
comerciales
Los productos probidticos comercializados actualmente se pueden dividir en
tres tipos: los alimentos fermentados convencionales a los que se les adicionan
probidticos (yogures, leche, quesos, etc.); las leches cultivadas y fermentadas,
utilizadas, basicamente, como vehiculos de bacterias probidticas (leche acidofila,
etc.), y los suplementos dietéticos o preparaciones farmacéuticas liofilizadas. La
propia definiciébn de probidtico exige el mantenimiento de la viabilidad de los
microorganismos durante todo el periodo de vida util del producto, ya que esto
condicionara su efectividad; si bien ciertas propiedades inmunologicas también se
han atribuido a bacterias no viables. Aunque todavia existe poca informacion sobre
las dosis y la frecuencia de consumo necesaria para garantizar la efectividad de estos
productos, en general, se sugiere que estos productos mantengan unos valores de

viables de 10°-107/ml o g (Sanders et al., 1999; Ouwerhand et al., 2002).

Asimismo, la correcta identificacion de las especies utilizadas y su
correlacion con las declaradas es otro aspecto que se debe exigir en cualquier
producto probiotico. Esto requiere la aplicacion no s6lo de métodos convencionales
de identificacion, sino también de técnicas moleculares, ya que no siempre es
sencillo resolver la posicion taxonomica de las cepas probidticas; también es
necesario garantizar la existencia de técnicas eficaces que permitan el seguimiento

de las introducidas en el mercado (Fasoli et al., 2003). Por ejemplo, en ciertas
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preparaciones de probioticos liofilizados se han detectado diferencias entre las
especies de los géneros Bifidobacterium y Bacillus declaradas y las detectadas en el
producto del mercado, asi como la presencia de otras no declaradas (Fasoli et al.,

2003).

3. PREBIOTICOS Y SIMBIOTICOS

Como la viabilidad de las bacterias en los alimentos y durante el transito
gastrointestinal puede ser variable se han desarrollado los prebioticos (Fooks et al.,
1999). Los prebioticos son ingredientes alimenticios no digeribles que afectan
beneficiosamente al huésped, estimulando selectivamente el crecimiento y/o
actividad de bacterias del colon, que tiene la propiedad potencial de mejorar la salud
del huésped (Gomes y Malcata, 1999; Nagendra, 2001). Principalmente estimulan el
crecimiento y actividad de lactobacilos y bifidobacterias. Entre ellos encontramos
fructoligoséacaridos (FOS), inulina, galactooligosacarido (GOS), fibra, lactulosa,
azucares y alcoholes. La combinacion de probioticos y prebidticos recibe el nombre

de simbioticos.
4. EFECTOS BENEFICIOSOS DE LOS PROBIOTICOS

Los probiodticos afectan a la composicion de la flora intestinal y son capaces
de modular el sistema inmune con beneficios sobre la salud (Mattila-Sandholm et

al., 2000). Entre los beneficios estudiados se incluyen:

0 Atenuacion de la intolerancia a la lactosa v consiguiente mejora de la

digestibilidad: las bacterias productoras de acido acético presentes en productos
como el yogur aumentan la actividad lactasa en el intestino delgado, reduciendo el

problema de la asimilacion.

O Efectos sobre el sistema inmunologico: algunas cepas muestran una actividad

inmunoestimulante en humanos, pudiendo actuar bien como adyuvantes de

respuestas inmunes especificas (por intervencion de los linfocitos T4), bien
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aumentando los mecanismos defensivos no especificos contra las infecciones o
tumores (por fendémenos fagocitarios). Existen resultados que sugieren que la
aparicion de las bacterias probidticas puede contrarrestar los efectos mutagénicos y

genotoxicos en el colon y en otros lugares (Salminen et al., 1999).

O Mantenimiento de la flora intestinal normal: la flora de microorganismos

lacticos vivos de los productos probidticos ayuda a repoblar el intestino humano en
los casos de alteracion de la microflora propia como consecuencia de infecciones
intestinales. Su consumo se recomienda en la prevencion y tratamiento de la diarrea,
enteritis o colitis (Lee y Salminen, 1995). Pero también por el descenso de los
niveles de colesterol, por su efecto beneficioso en el tratamiento de la artritis

reumatoide, infecciones de orina, etc. (Tannock, 1999; Nagendra, 2001).

O Prevencion del cancer: estudios epidemioldgicos recientes aportan evidencias

de que el consumo probidticos pueden reducir el riesgo de sufrir cancer de colon

(Salminen et al., 1999; Nagendra, 2001).

O Reduccidn en las alergias: la intervencion de los probidticos puede ayudar a

reducir y aliviar los sintomas de alergias alimentarias mediante la modulacion del
sistema inmune a través de la modificacion de la flora intestinal (Mattila-Sandholm

et al.,2000).

0 Reduccidn del colesterol: elevados niveles sanguineos de ciertos lipidos son

un factor de riesgo para problemas cardiovasculares. El efecto de los probiodticos en
la reduccion de los niveles de colesterol y los mecanismos de accion de estos efectos
son desconocidos pero algunas hipotesis sugieren que ciertas cepas pueden asimilar

la molécula de colesterol (Salminen et al., 1999).

O Salud gastrica: La habilidad de las bacterias probidticas para influenciar la

colonizacion y actividad de Helicobacter pylori, bacteria asociada a gastritis
cronicas, ulcera péptica y un factor de riesgo para el cancer gastrointestinal, ha sido

evaluada por diferentes autores (Hamilton-Miller, 2003; Felley y Michetti, 2003;
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Sgouras et al., 2004). Resultados de estudios animales y humanos sugieren que
algunos probioticos o sus productos metabodlicos pueden inhibir las infecciones por
H.pylori (Salminen et al., 1999; Collado et al., 2005; Sgouras et al., 2004; Wang et
al., 2004).

O Efectos nutricionales: La fermentaciéon es un proceso que aumenta la

biodisponibilidad de proteinas (aminoacidos y péptidos) por la accion proteolitica de

las bacterias empeladas como estarter (Fook ef al., 1999).

5. ANTECEDENTES HISTORICOS BACTERIAS ACIDOLACTICAS

Uno de los primeros estudios bacteriologicos del yogur fue realizado por
Grigoroff en 1905, quien observo la presencia de tres tipos distintos de
microorganismos, unos denominados "diplostreptococcus", otros microorganismos
de forma cocobacilar y otros de forma bacilar. Esta misma observacion fue realizada
por Liierssen y Kiihn (1908). No obstante, la popularidad alcanzada por el yogur se
atribuye a Metchnikoff (1910), quien postuld la teoria de que la ingestion de una
bacteria acido lactica, denominada Bulgarian bacillus, prolongaba la vida. La
presencia de este microorganismo en el yogur parecia inhibir el crecimiento en el
intestino de los microorganismos responsables de la putrefaccion. Bulgarian bacillus
es en realidad "Thermobacterium bulgaricum"” (Orla-Jensen, 1931), mas tarde
denominado Lactobacillus bulgaricus (normalmente conocido como Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus). No obstante, Rettger y Cheplin en 1921 y Rettger et
al. en 1935, encontraron que Thermobacterium acidophilin (Lactobacillus
acidophilus) era la bacteria acidoldctica que podia asentarse en el intestino y,
ademas, las principales propiedades terapéuticas del yogur se ponian de manifiesto
cuando Lactobacillus acidophilus era una de las bacterias presentes en el cultivo

estarter. (Lactic Acid Bacteria, Microbiology and Functional Aspects, book).

La clasificacion de las bacterias acidolacticas de Orla-Jensen aun se acepta
como método estdndar de diferenciacion de estos microorganismos. Los de forma

esférica (cocoidea) se conocen como "Streptococcus” y los bacilos se clasifican
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como Thermobacterium, Streptobacterium y Betabacterium. Segun la séptima
edicion del manual de Bergey's (1957), todas las bacterias acidolacticas se incluyen
en la familia Lactobacillaceae, que a su vez se subdivide en Streptococcaceae (de
forma esférica u ovoide) y Lactobacillaceae (de forma bacilar). Esta clasificacion
ha sido reorganizada en la octava edicion del manual de Bergey (1974), que las
considera dos familias separadas: Streptococcaceae y Lactobacillaceae. En la
edicion del manual de Bergey de 1986, los anteriores microorganismos estan
agrupados en diferentes secciones. Las bacterias acidolacticas (LAB) son un grupo
de bacterias Gram-positivas agrupadas por una gran cantidad de caracteristicas
morfologicas, metabolicas y fisiologicas. La descripcion general de este grupo de
bacterias se incluye en el grupo de Gram-positivos, no esporulados, cocos o bacilos

que producen acido lactico como producto de la fermentacion de carbohidratos.

Tabla 2. Caracteristicas diferenciales de las bacterias acidolacticas .

Carnob. Lactob.  Aeroc. Enteroc. Lactoc. Leucon. Pedioc. Streptoc.  Tetragenoc. Weissella.b
Vagoc.  Oenoc.

Formacioén de tétradas - - + = = = T = T =
CO, a partir de glucosa ¢ " = - - - * - - - *
. + * + 4 + + * - F +
Crecimiento a 10°C =
- s - + - - i I - -
Crecimiento a 45°C W - + 4 - * - _ n o
Crecimiento 6,5% NaCl - - - - - - . - ¥ -
Crecimiento 18% NaCl HD + - 1+ * x - - i
Crecimiento a pH 4,4 - - + + - - - - -
L OLDs L L L O LD L . I, (L

Crecimiento a pH 9,6

a) + positivo - negativo +/- respuesta en varias especies ND: no determinado.

b) algunos tipos de Weissella también poseen forma bacilar.

c) test para homo- o heterofermentadores de glucosa; negativo y positivo denota homofermentativo y
heterofermentativo, respectivamente.

e) pequefias cantidades de CO, pueden ser producidas, dependiendo del medio.

f) no crecimiento en 8% de NaCl.

Los limites de este grupo han sido objeto de controversia pero histéricamente
los géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, y Streptococcus forman el
corazdn del grupo. Las revisiones taxonomicas de este género y la descripcion de
nuevos géneros sugieren que las bacterias acidolacticas comprendan los siguientes

geéneros: Aerococcus,  Alloiococcus, Carnobacterium,  Dolosigranulum,
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Enterococcus,  Globicatella,  Lactobacillus,  Lactococcus,  Lactosphaera,
Leuconostoc, QOenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus 'y Weissella. El género Bifidobacterium, frecuentemente esta
considerado en el mismo contexto que las bacterias acidolacticas y posee algunas

caracteristicas comunes, hablaremos de este género mas adelante.

La clasificacion de las bacterias acidolacticas en diferentes géneros esta
basada en la morfologia, modo de fermentar la glucosa, el crecimiento a diferentes
temperaturas, la configuracion del acido lactico producido, la habilidad para crecer a
elevadas concentraciones de sales y la tolerancia 4cido-base. Las bacterias
acidolacticas obtienen energia metabdlica esencialmente mediante la fosforilacion a
nivel de sustrato, durante la oxidacion de carbohidratos, formando acido lactico
como principal metabolito. Ademas, poseen actividad proteolitica, lo que les permite
la obtencion de aminoacidos a partir de proteinas, en medios ricos en dichos
constituyentes; aunque ésta es reconocidamente inferior a otros grupos microbianos

(Bacillus, Proteus, Pseudomonas...).

6. FILOGENIA DE LAS BACTERIAS ACIDOLACTICAS

Las comparaciones de la secuencia de rRNA son consideradas como una
medida Optima para determinar las verdaderas relaciones filogenéticas entre las
bacterias (Woose, 1987). Inicialmente, estas comparaciones fueron realizadas con
hibridaciones de DNA-rRNA o por catalogacion de oligonucledtidos. Los avances
en las técnicas moleculares han encabezado los métodos de secuenciacion de
fragmentos largos de rRNA, primero mediante el uso de la transcriptasa inversa
(Lane et al., 1988) y por la secuenciacion directa por PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) de los genes de rRNA. Los bancos de datos genéticos disponibles para
agrupar las grandes cantidades de secuencias hacen posible construir amplios
arboles filogenéticos (Woose, 1987). Los datos obtenidos demuestran que la pared
celular Gram-positiva posee una fuerte relevancia filogenética. Todas las bacterias

Gram-positivas se agrupan en uno de los 11 principales taxones (Woose, 1987).

10
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Figura 1. Esquema del arbol filogenético de las bacterias LAB, que también incluye
algunos aerobios y anaerobios facultativos Gram-positivos (Ref. Prokaryotes 3%d.)

La composicion global del DNA, entendida como el porcentaje de cada una
de las bases presentes en la secuencia y expresada normalmente en % de moles
G+C, es uno de los parametros que caracterizan el genoma. Sin embargo, su valor
taxonomico es limitado ya que, aunque diferencias importantes en dicho porcentaje
son indicativas de la existencia de divergencia filogenética, la determinacion de
valores similares no lleva implicita una relacion de proximidad. Pese a ello, es una
de las caracteristicas requeridas para la delimitacion de especies y géneros
(Stackebrandt et al., 1992). Las bacterias Gram-positivas se pueden dividir en dos
grupos principales. Es comtn designarlos por su contenido en G+C, expresado como
porcentaje molar en G+C en el DNA. El "Punto de Fusion" estd frecuentemente

fijado en un 50% pero mdés bien se encuentra dentro del intervalo 53-55%. El
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elevado contenido en G+C de la subdivision Actinomycetes engloba a géneros tales
como  Bifidobacterium,  Arthrobacter,  Micrococcus,  Propionibacterium,
Microbacterium, Cornynebacterium, Actinomyces y Streptomyces (Woose, 1987;
Stackebrandt y Teuber, 1988). El bajo contenido en G+C o la subdivision
Clostridium incluye todas las bacterias acidolacticas, junto con aerobios y
anaerobios facultativos tales como Bacillus, Staphylococcus, Listeria, y anaerobios
como Clostridium, Peptococcus, y Ruminococcus (Woose, 1987; Stackebrandt y

Teuber, 1988).

Los detalles de las relaciones filogenéticas entre el género de las bacterias
acidolécticas (LAB) y entre ellas y otros géneros con bajo contenido en G+C se han
conocido gracias al extenso estudio Collins, empleando la transcriptasa y las
técnicas de secuenciacion por PCR (Collins et al, 1989, 1991,1999; Martinez-
Murcia y Collins, 1990; Martinez-Murcia, 1993). Se han definido limites maximos
de variacion en el contenido de G+C, entre cepas de la misma especie, del 3-5%,

seguin autores, y entre especies del mismo género el 10-12%.

7. GENERO LACTOBACILLUS

Los lactobacilos se encuentran ampliamente distribuidos en los vegetales,
carnes y pescados. Forman parte de la flora normal de la boca, tracto intestinal y
aparato reproductor femenino humano y de muchos animales. No son considerados
patogenos (excepto algunas especies que parecen intervenir en la caries dental).
Tienen una gran importancia industrial, pues se utilizan en diversos procesos de
fermentacion lactica (yogur, quesos...). Intervienen también, en la fabricacion de

productos derivados de los vegetales (pepinillos, aceitunas...).

Son bacilos largos con morfologia cocobacilar y corineforme. Es frecuente la
formacion de cadenas. Son Gram-positivos, inmoviles, aunque existen unas pocas
especies moviles por flagelos peritricos. No son esporulados. Son sacaroliticos
obligados. Su caracteristica principal es la de fermentar azicares con produccion de

acido lactico, pudiendo ser homofermentadores u heterofermentadores. Su
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crecimiento se ve favorecido por la anaerobiosis o por tensiones de oxigeno
reducidas. Crecen entre 2°C y 53°C, aunque su temperatura 6ptima es de 30-40°C.
Son aciduricos, creciendo Optimamente a pH comprendidos entre 5,5-6,2. Se han
descrito siete grupos serologicos (A-G) de lactobacilos, basdndose en sus
determinantes antigénicos especificos. Se han descrito mas de 102 especies y la

especie tipo es Lactobacillus delbrueckii que pertenece al grupo E.

Tabla 3: Caracteristicas del género Lactobacillus. (Adaptado de Axelsson, 1998)

GRUPO1 GRUPO II GRUPO III
CARACTERISTICAS Homofermentativos Heterofermentativo Heterofermentativo
Obligados s Facultativos s Obligados
Fermentacion de pentosas. - + +
CO,; a partir de glucosa - - +
CO; a partir de gluconato - + +
Presencia de aldolasa. + + -
Presencia de fosfocetolasa. - + +
Lb. acidophilus Lb. casei Lb. brevis
Lb. delbrueckii Lb. curvatus Lb. buchneri
Lb. helveticus Lb. plantarum Lb. fermentum
Lb. salivarius Lb. sake Lb. reuteri

Requieren medios nutricionales complejos, con aminodcidos, péptidos,
derivados de acidos nucleicos, vitaminas, sales, acidos grasos y carbohidratos
fermentables. El medio de cultivo méas empleado es el medio MRS descrito por
Man, Rogosa y Sharpe en 1960, este medio contiene ademas, magnesio, manganeso
acetato y polisorbato 80 (Tween 80) que facilitan de gran forma el crecimiento de
los bacilos lacticos, incluso de las especies mas exigentes, como Lactobacillus
brevis y Lactobacillus fermenti. El medio MRS esta especialmente recomendado
para la enumeracion y mantenimiento de bacilos lacticos, ya sea por la técnica del
numero mas probable (NMP) en caldo o por siembra en masa. El problema de este
medio es que con frecuencia se suelen presentar contaminantes, con lo cual se
precisa una mayor selectividad y por ello se desarrollé el medio MRS modificado

(mLSM) al que se le adiciona acido acético como agente selectivo.

También se emplea para el aislamiento de los microorganismos del yogur el
medio LS- agar diferencial formulado por la CeNAN Centro Nacional de
Alimentacioén y Nutricion (1982) estd concebido para la enumeracion simultanea de

Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus. A la mezcla base que
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contiene triptona, peptonas, extractos de carne y levadura, cisteina y cloruro sodico,
se le adiciona leche descremada y la solucién estéril de TTC (cloruro de
trifeniltetrazolio) al 1%. (ver Anexos). En este medio Lactobacillus delbrueckii
crece en forma de colonias lobuladas rojas de 1-1,5 mm de didmetro rodeadas de una
zona blanca opaca y Streptococcus thermophilus crece en este medio formando
colonias ovales o redondas rojas de aproximadamente 0,5 mm de didmetro con un
pequetio halo claro a su alrededor. EI CeNAN ha adoptado este medio de forma

alternativa al recuento con dos medios, MRS y M-17.

8. GENERO STREPTOCOCCUS

Existen mas de 66 especies y la especie tipo es Streptococcus pyogenes, pero
la tnica especie de estreptococos que estd asociada a la tecnologia alimentaria es
Streptococcus thermophilus, que se emplea en la fabricacion del yogur (junto con
Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus y con otros microorganismos Lb. casei;
Lb. acidophilus; Bifidobacterium). Streptococcus thermophilus fue descrito por
primera vez por Orla-Jensen en 1919. Su nombre procede del término griego
“therme” que significa calor y del término “philus” que significa afinidad. Son
células esféricas u ovoides de 0,7-0,9 um de didmetro, distribuidas en parejas o
formando cadenas. Son anaerobios facultativos, quimioorganotrofos con
metabolismo fermentativo. Son catalasa negativos. Crece con un 2,5% de cloruro
sodico pero no con un 4%. No crece a pH superiores a 9,6 ni en leche que posea un
0,1% de azul de metileno. La temperatura minima de crecimiento es de 19-21°C. La
resistencia al calor, la habilidad para crecer a 52°C y el conjunto de carbohidratos
que puede fermentar, distingue a Streptococcus thermophilus de otros muchos
estreptococos. S. thermophilus esta incluido dentro del grupo "otros estreptococos"
por Schleifer y Kilpper-Bélz (1987), pero se encuentra actualmente dentro del grupo
de los estreptococos orales (Hardie y Whiley, 1995). Farrow y Collins propusieron
que S. thermophilus fuera considerado como una subespecie de S. salivarius porque
su homologia DNA-DNA era mayor del 70%, de esta forma fue aceptado el nombre

de S. salivarius subsp. thermophilus.
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El medio méas empleado para el aislamiento, mantenimiento o cultivo e
identificacion de estreptococos relacionados con productos lacteos es el agar M-17
que fue desarrollado por Teragazhi y Sandine en 1975, pero posteriormente Shankar
y Davies (1977) demostraron su eficacia del medio para el aislamiento selectivo de
Streptococcus thermophilus del yogur, que se debe a la combinacion de un fuerte
efecto tampon, que facilita el desarrollo de los estreptococos, y una elevada
concentracion de glicerofosfato, que inhibe el desarrollo de los lactobacilos. Shankar
y Davies (1977) observaron que se suprime el crecimiento de Lactobacillus si el pH
del medio M-17 es de 6,8. El CeNAN ha adoptado este medio de forma paralela con

MRS para el examen rutinario del yogur.

9. GENERO BIFIDOBACTERIUM

9.1. Antecedentes Historicos

En 1899, en el Instituto Pasteur, Tissier observod y aislo de bebés una bacteria
con una morfologia inusual y desconocida, en forma de Y. Entonces se planted el
problema de la ubicacion de esta bacteria en la clasificacion contempordnea. A
principios de siglo, la taxonomia estaba basada por completo en el criterio
morfoldgico y Tissier (1900) denomind a esta bacteria “Bacillus bifidus”. En ese
mismo tiempo, en Italia, Moro descubrié en condiciones similares una bacteria que
reconocidé como diferente de la que Tissier habia observado, y la identifico como
perteneciente al género Lactobacillus. A pesar de las diferencias entre esas dos
bacterias, Holland en 1920, propuso un nombre comun " Lactobacillus bifidus ", que
fue desarrollandose y ganando precision a lo largo del tiempo en paralelo con el

progreso cientifico.

Orla-Jensen (1924) fue el responsable de la direccion en la historia de la
taxonomia de las bifidobacterias y reconocid la existencia del género
Bifidobacterium como un taxon separado, pero con muchas similaridades al género
Lactobacillus, al que las bifidobacterias fueron incluidas en la 7 ed. Manual

Bergey's. La clasificacion e identificacion de los microorganismos que se basaba en
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la morfologia cambi6 su criterio; asi la fisiologia, los requerimientos nutricionales y

las caracteristicas metabdlicas y enzimaticas pasaron a tomar una mayor relevancia.

Tabla 4: Taxonomia del género Bifidobacterium

Dominio Bacteria
Linaje Firmicutes
Clase Actinobacteria

Subclase Actinobacteridae
Orden Bifidobacteriales

Familia Bifidobacteraceae

Bifidobacterium (28 especies)
Gardnerella (1 especie)
Aeriscardovia (1 especie)
Géneros
Parascardovia (1 especie)

Scardovia (2 especies)

En 1967, De Vries y Stothamer demostraron en las bifidobacterias, la
presencia de la enzima fructosa-6-fosfato y la ausencia de aldolasa y glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa, dos enzimas que si se encuentran en los lactobacilos. Se
pudieron distinguir dos tendencias: la escuela francesa que abogaba por la
separacion de los dos géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, combinando todas
las bifidobacterias bajo una unica clasificacion de B. bifidum (Holland, 1920; Orla-
Jensen, 1919-1924; Prevot, 1940-1955), y la escuela anglo-sajona que preferian
integrar a las bifidobacterias dentro del género Lactobacillus. En 1965, el progreso
de la genética molecular y de los equipos de trabajo de Sebald et al. (1965) y Werner
et al. (1966) mostraron que el porcentaje de G+C en el DNA de Bifidobacterium
difiere de Lactobacillus, Corynebacterium 'y Propionibacterium.

En 1974, la 8" edicion del manual de Bergey reconoce a Bifidobacterium
como un género propio formado por 11 especies (Buchanan y Gibbons, 1974). En la
9* edicion del Manual Bergey se incluyen nuevas especies, constituyéndose el
género con 33 especies, 7 de las cuales se descubrieron e incorporaron al género en

la década de los afios 90.
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Tabla 5: Cronologia de la taxonomia del género Bifidobacterium (Modificado de Ballongue, 1998.
Bifidobacteria and Probiotic action. Lactic Acid Bacteria, Salminen eds.)

NOMBRE AUTOR ANO
Bacillus bifidus Tissier 1900
Bacteroides bifidus Castellani y Chalmers 1919
Lactobacillus bifidus Manual Bergey's eds.1-4 1923-1934
Bifidobacterium bifidum Holland 1920
Bacterium bifidum Orla-Jensen 1924
Tisseria bifida Lehmann y Neumann 1927
Nocardia bifida Pribram 1929
Actynomices bifidus Vuillemin 1931
Actinobacterium bifidum Nannizzi 1934
Lactobacillus acidophilus var. bifidus Puntoni 1937

Weiss y Rettger

Lactobacillus parabifidum Weiss y Rettger 1938
Lactobacillus bifidus Prevot 1938
Cohnistreptothrix bifidus Manual Bergey's eds.5-7 1938
Corynebacterium bifidum Negrovi y Fischer 1939-1957
Lactobacillus bifidus Olsen 1944
5 grupos de bifidobacterias Gyorgy 1949
Descripcion de especies humanas Dehnert 1969
Nuevas especies animales Reuter, Mitsuoka y Scardovi 1969-1972
Familia Actinomycetae, Género Bifidobacterium Holdemann y Moore
constituido por 11 especies. Manual Bergey's eds.8 1o74
Género Bifidobacterium constituido por 33 especies. Manu:(life;rgey’s 1990
Orden Bifidobacteriales, Familia Bifidobacteriaceae,
Géneros Bifidobacterium y Gardnerella Stackebrandt e al. 1997
Géneros Bifidobacterium, Gardnerella, ]
Aeriscardovia, Parascardovia y Scardovia Tiang et al 2002
Género Bifidobacterium constituido por 28 especies. Actualidad 2004

En 1997 Stackebrandt er al. a través del andlisis molecular del 16S rRNA
propuso la familia Bifidobacteriaceae fam. nov., (1997). Esta familia engloba el
género tipo Bifidobacterium (Orla-Jensen, 1924) con 28 especies (la especie tipo es
Bifidobacterium bifidum, Tissier; Orla-Jensen, 1924) y el género Gardnerella

(Greenwood y Pickett, 1980), que unicamente incluye una especie Gardnerella
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vaginalis. Actualmente la familia Bifidobacteriaceae se encuentra formada por los

géneros Bifidobacterium, Gardnerella, Aeriscardovia, Parascardovia, Scardovia.

La morfologia de la familia consiste en bacilos pleomorficos que se presentan
individualmente, en cadenas o en grupos. Las células no tienen capsula y no forman
esporas, no son moviles ni presentan filamentos. Todas las especies son Gram
positivos a excepcion de G. vaginalis que presenta un Gram variable. Son
anaerobios, algunas especies de Bifidobacterium pueden tolerar el oxigeno
unicamente en presencia de CO, y Gardnerella es anaerobia facultativa. No utilizan
el indol, no hidrolizan la gelatina, catalasa y oxidasa negativas. El crecimiento
optimo se sittia entre 35-39°C.

Tabla 6. Principales caracteristicas que permiten la diferenciacion de los géneros Aeriscardovia,

Bifidobacterium, Parascardovia 'y Scardovia pertenecientes a la familia Bifidobacteriaceae. (adaptado de
Simpson et al., 2004).

Aeriscardovia  Bifidobacterium  Parascardovia  Scardovia

Crecimiento en aerobiosis + ) - -
Temperaturas de crecimiento (°C) 30-46 25-46 27-44 27-44
Alargamiento de las células después de + d + +
exposicion al oxigeno
Arabinosa +
Celobiosa -
Lactosa -
Maltosa +
Mannitol -
Mannosa (+
Melézitosa d
Rafinosa +
d
+

++ +a
+

Sacarosa

Salicina

Sorbitol -
Trehalosa -
Xylosa

e+ aan

[o N o NN T o NS S = i o Wi o Wi & Wi o I o i o N o
+ 4+

+ : Respuesta positiva; (+) : Respuesta débilmente positiva; - : Respuesta negativa; d : Respuesta variable

Tabla 7. Porcentaje molar en G+C de las bacterias acidolacticas y de la familia
Bifidobacteriaceae

Género Porcentaje de G+C
Lactobacillus 34,7-50,8 %
Streptococcus 33-44 %
Leuconostoc 39-42 %

Bifidobacterium 55-67 %
Aeriscardovia 54 %
Parascardovia 55%

Scardovia 45 %
Gardnerella 42-55 %
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9.2. Taxonomia del Género Bifidobacterium.

La clasificacion de las bifidobacterias ha sido modificada a lo largo de la

historia desde que se descubrid en 1899 el microorganismo denominado Bacillus

bifidus; y que en la actualidad representa al género Bifidobacterium como especie

tipo con el nombre de Bifidobacterium bifidum. En los Gltimos afios han aparecido

nuevas cepas y se han reclasificado, en la actualidad el género se encuentra formado

por un total de 28 especies.

Tabla 8. La lista actual de especies incluidas dentro del género Bifidobacterium (datos obtenidos List of
Bacterial names with Standing in Nomenclatura, Noviembre 2004, http://www.bacterio.cict.fr/).

Especie Subespecies

Referencia

Bifidobacterium adolescentis.
Bifidobacterium angulatum
Bifidobacterium animalis subsp. animalis
subsp. lactis

Bifidobacterium asteroides
Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium boum.
Bifidobacterium breve
Bifidobacterium catenulatum
Bifidobacterium choerinum.
Bifidobacterium coryneforme

Bifidobacterium cuniculi
Bifidobacterium dentium
Bifidobacterium gallicum
Bifidobacterium gallinarum
Bifidobacterium indicum
Bifidobacterium longum subsp. longum
subsp. infantis
subsp. suis
Bifidobacterium magnum
Bifidobacterium merycium
Bifidobacterium minimum.
Bifidobacterium pseudocatenulatum
Bifidobacterium pseudolongum subsp. pseudolongum
subsp. globosum
Bifidobacterium psychraerophilum

Bifidobacterium pullorum

Bifidobacterium ruminatium

Bifidobacterium saeculare

Bifidobacterium scardovii

Bifidobacterium subtile

Bifidobacterium thermacidophilum subsp. porcinum

subsp. thermacidophilum

Bifidobacterium thermophilum

Reuter, 1963

Scardovi y Crociani, 1974
(Mitsuoka 1969)

Scardovi y Trovatelli 1974
(Meile et al. 1997)

Masco et al. 2004
Scardovi y Trovatelli, 1969
Tissier, 1900

Orla-Jensen, 1924
Scardovi et al., 1979
Reuter, 1963

Scardovi y Crociani, 1974
Scardovi et al., 1979
Scardovi y Trovatelli, 1969
Biavati et al., 1982
Scardovi et al., 1979
Scardovi y Crociani, 1974
Lauer, 1990

Watabe et al., 1983
Scardovi y Trovatelli, 1969
Sakata et al., 2002

Scardovi and Zani 1974
Biavati y Mattarelli 1991
Biavati et al. 1982
Scardovi et al. 1979
Mitsuoka 1969
Yaeshima et al. 1992
Simpson et al., 2004a
Trovatelli et al. 1974
Biavati y Mattarelli 1991
Biavati et al. 1992
Hoyles et al., 2002
Biavati et al. 1982

Zhu et al. 2003

Dong et al. 2000
Mitsuoka 1969
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9.3. Habitats

Las bifidobacterias son habitantes normales del tracto gastrointestinal

humano y de diversos animales y estan presentes durante toda la vida pero en

distintas cantidades, apareciendo a los pocos dias después del nacimiento.

Constituyen una de las especies predominantes de la microflora del colon, junto con

Peptostreptococcus, Eubacterias, Clostridia y Bacteroides, las cuales se encuentran

presentes en niveles que van desde 10 a 10'" bacterias por gramo de material del

colon.

Tabla 9. La lista actual de especies incluidas dentro del género Bifidobacterium encontradas en diferentes

habitats (Adaptada de Prokaryotes 3 ed.).

Humanos Animal

Medioambiental y alimentos

Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium angulatum
Bifidobacterium animalis

Bifidobacterium asteroides
Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium boum
Bifidobacterium breve
Bifidobacterium catenulatum
Bifidobacterium choerinum
Bifidobacterium coryneforme
Bifidobacterium cuniculi
Bifidobacterium dentium
Bifidobacterium gallicum Bifidobacterium gallicum
Bifidobacterium gallinarum
Bifidobacterium indicum
Bifidobacterium longum Bifidobacterium longum
Bifidobacterium magnum
Bifidobacterium merycium

Bifidobacterium
pseudocatenulatum
Bifidobacterium pseudolongum Bifidobacterium pseudolongum

Bifidobacterium psychraerophilum
Bifidobacterium pullorum
Bifidobacterium ruminatium
Bifidobacterium saeculare
Bifidobacterium scardovii
Bifidobacterium subtile
Bifidobacterium thermacidophilum

Bifidobacterium thermophilum

Bifidobacterium adolescentis”
Bifidobacterium angulatum’
Bifidobacterium animalis”

Bifidobacterium breve®
Bifidobacterium catenulatum
Bifidobacterium choerinum®

Bifidobacterium longum®

Bifidobacterium minimum.
Bifidobacterium
pseudocatenulatum’
Bifidobacterium pseudolongum”

Bifidobacterium subtile

Bifidobacterium thermophilum®

“origen fecal humano,

b . .
> origen fecal animal
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La flora intestinal beneficiosa, representada principalmente por los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium, contribuye de forma significativa al estado de
salud del huésped, por sus funciones: (i) metabdlicas, interviniendo en la asimilacion
de nutrientes de la dieta; (i1) protectoras, contribuyendo al efecto barrera y al
desplazamiento de microorganismos patdgenos, y (iil) troficas, interviniendo en la
modulacién del sistema inmune y en el desarrollo y la proliferacion celular (Guarner

y Malagelada, 2003; Collins y Gibson, 1999).

9.4. Caracteristicas culturales y morfolégicas.

Son bacilos de variada morfologia, generalmente de forma bacilar, pueden
ser cortos, regulares, con ramificaciones. Son Gram-positivos, inmoviles, no son
esporulados y se tifien irregularmente con azul de metileno. Son anaerobios
estrictos, sin embargo el grado de tolerancia al oxigeno depende de la especie y del
medio de cultivo (De Vries y Stouthamer, 1969). Esos bacilos, con una pared
externa irregular, son usualmente concavos y sus extremidades pueden adquirir
diversas morfologias con extremos en forma de espatula. En algunos casos incluso
pueden presentar morfologia cocoidea. Se disponen aislados, en cadenas, en
empalizada o en forma de V, Y, T. La morfologia es muy variable y depende del

medio de cultivo donde se desarrollen.

Figura 2. Morfologia del género Bifidobacterium.

Su temperatura 6ptima de crecimiento oscila entre 36-38°C para las especies
de origen humano y 41-43°C para las especies de origen animal. No existe

crecimiento a temperaturas menores de 20°C y las bacterias pertenecientes a este
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género no resisten bien temperaturas mayores de 46°C. Por ejemplo,

Bifidobacterium bifidum muere a 60°C, (Rasic y Kurmann, 1983).

El pH requerido para su crecimiento oscila entre 6.5-7 y a pHs menores o
iguales el crecimiento es muy lento o incluso nulo, por todo ello, es importante
controlar el descenso del pH en los productos lacteos que contienen este
microorganismo. No existe crecimiento a pH menor de 4.0 o mayor de 8.0
(Scardovi, 1986). La apariencia de las colonias de este género bajo condiciones de
anaerobiosis puede variar mucho en funcion del medio que se emplee. En general,
las colonias que se forman son redondeadas, pueden ser brillantes y de diametro
muy variable, pero Scardovi (1986) distingui6 dos diferentes tipos de colonias de B.
bifidum, algunas colonias son muy lisas, convexas, blancas, y brillantes, mientras
que otras son rugosas, con bordes desiguales. Por ello, la morfologia de colonia no

es una buena referencia para la identificacion del género.

9.5. Caracteristicas fisiologicas.

Sus exigencias nutritivas y la necesidad de una anaerobiosis estricta hacen
que el cultivo de las bifidobacterias sea complicado, por ello en los ultimos afios se
han desarrollado una gran cantidad de medios de cultivo para la deteccion y
crecimiento. Ademads las bifidobacterias también han sido encontradas en aguas
fecales e incluso han llegado a multiplicarse en ellas, por ello, se pueden emplear
como indicador de contaminacion fecal de las aguas (Nebra ef al., 2003; Bonjoch et
al., 2004). Las bifidobacterias son anaerobias estrictas pero la sensibilidad al
oxigeno varia entre especies (De Vries y Stouthamer, 1969). Las bifidobacterias
excepto algunas especies de origen animal, son capaces de utilizar como unica
fuente de nitrogeno, las sales de amonio (Scardovi, 1986). Cuando crecen en
ausencia de una fuente de nitrégeno organica, segregan grandes cantidades de

aminoacidos tales como treonina, alanina, valina y acido aspartico.

En cuanto a los medios de cultivo se distinguen dos tipos para el aislamiento,
cultivo y caracterizacion de las bifidobacterias: medios no selectivos y medios

selectivos.
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Medios no selectivos: Estos medios suelen estar constituidos por diversas
sustancias tales como extracto de carne, peptonas, extracto de levadura, zumo de
tomate, sangre de caballo, leche... que permiten el crecimiento de muchas especies
de bifidobacterias. Estos medios pueden ser adicionados con sustancias con bajo
potencial redox, como puede ser la cisteina, cistina, acido ascorbico, sulfato de
sodio, etc. Existe un amplio abanico de medios de cultivo, desarrollados en su
mayoria en estos ultimos afios. Destacar el medio TPY (Triptona, Peptona y extracto
de levadura), fue descrito inicialmente por Scardovi (1986), como el mas adecuado
para el aislamiento y cultivo de las bifidobacterias de cualquiera que fuese su origen,
ya que todas crecen bien en él. Sin embargo, su riqueza y su falta de selectividad
hacen que también aparezcan profusamente lactobacilos, estreptococos y otras
bacterias afines. Para conseguir un medio mas selectivo, Samona y Robinson (1991)
propusieron la adicién de mezclas inhibidoras como 3 g/l de cloruro de litio con 0,1
g/l de sulfato de neomicina y con 15 mg/l de acido nalidixico, que se afaden al

medio en forma de solucidn, esterilizada por filtracion.

Tabla 10. Medios no selectivos mas empleados para el cultivo de las bifidobacterias
(Adaptado de Prokaryotes 3ed.).

Man, Rogosa y Sharp (MRS) Man et al., 1960
Agar jugo de tomate

Reinforced Clostridial agar Willis et al., 1973
Briggs liver (BL) Mitsuoka et al., 1984
Columbia blood agar comercial
Triptona-Peptona-Extracto de Levadura (TPY) agar Scardovi, 1986

Medios Selectivos: Los requerimientos fisicos de las bifidobacterias son
extremadamente variados, es dificil definir un medio selectivo apropiado para todas
las especies. El reciente entusiasmo de la incorporacion de las bifidobacterias a los
productos lacteos fermentados ha favorecido la propuesta de medios selectivos para
diferenciar el género Bifidobacterium de otros géneros que estan relacionados con
los productos lacteos y ademads para aislar las bifidobacterias del resto de flora
intestinal. Inicialmente el acido ascorbico y el sodio son empleados como sustancias

selectivas.
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Chang et al. (1983) modifico el MRS agar, el medio contenia cisteina y tinta
china para aislar numerosas especies de bifidobacterias y Matteuzzi et al. (1983)
sugirio la adicion de 80 pg de kanamicina/ml. Sonoike et al. (1986) emplearon el
principio de que las bifidobacterias son capaces de metabolizar carbohidratos tales
como los fructo-oligosacaridos y galactosil-oligosacaridos. Treinta y dos especies de
bifidobacterias han podido desarrollarse en este medio que contiene oligosacaridos

trans-galactosilados como fuente de carbono.

Tabla 11. Medios selectivos empleados para el aislamiento de las bifidobacterias
(modificado de Prokaryotes 3ed.).

RCA Reinforced Clostridial agar (pH 5,0) Willis et al., 1973
BSI (Panomomicina, neomicina, propionato sodico, cloruro de litio) Mitsuoka et al., 1965
NPLN (Panomomicina, neomicina, acido nalidixico, cloruro de litio) Teraguchi et al., 1978
Acido nalidixico, riboflavina, acido piravico Tanaka y Mutai, 1980
YN-6 (Acido nalidixico, neomicina y verde de bromocresol) Resnick y Levin, 1981
TOS (Transgalacto-oligosacaridos agar) Sonoike et al., 1986

BIM-25 (a.nalidixico, polimixina, kanamicina, acido iodoacetico, Munoa y Pares, 1988

trifeniltetrazolio)

Acido propiénico pH 5,0 Beerens, 1990
Dicloxacilina Sozzi et al., 1990
X-0Gal Chevalier et al., 1991
LP (cloruro de litio y propionato so6dico) Lapierre et al., 1992
mMRS Arroyo et al., 1994
RCA con azul Prussia Ghoddusi y Robinson, 1996
Transgalacto-oligosacaridos y propionato sddico Jietal., 1994

Sangre, glucosa agar con oxgall y gentamicina Lim et al., 1995
BFM Nebra et al., 1999
MRS-BCD (MRS con oxgall, cisteina y dicloxacilina) Ingham, 1999

TPY con 50pg/ml mupirocina Simpson et al., 2004b

Munoa y Pares (1988) intentaron cuantificar Bifidobacterium de aguas
mediante el medio Bifidobacterium lodoacetato 25 (BIM-25), éste es un medio
reforzado de clostridios (RCM) que contiene tres antibidticos (acido nalidixico,
poliximina B, kanamicina), &cido iodoacético y cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio
(TTC). El iodoacetato inhibe a la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa,

reduciendo considerablemente el crecimiento de bacterias que no son
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Bifidobacterium. El TTC hace posible la diferenciacion entre Bifidobacterium y
otras especies que no son bifidobacterias, ya que las bifidobacterias se desarrollan
formando grandes colonias blancas. Mitsuoka (1989) emple6 el propionato afiadido
al agar BL como uno de los agentes selectivos para el recuento de las bifidobacterias
de origen intestinal. El medio Agar BS asi obtenido no era satisfactorio para la
deteccion de todas las especies de bifidobacterias. Beerens (1990 y 1991) propuso
un medio selectivo que contiene 5 g/l de acido propionico como base del medio. El
medio se ajusta a un pH de 5,0. Chevalier ef al., (1991), propusieron X-o-Gal agar
en el que emplearon un sustrato cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-indolil-o—D-
galactésido para enumerar bifidobacterias en productos lacteos. El medio MRS
modificado (mMRS) fue descrito por Arroyo et al. (1994) consiste en MRS
adicionado con cisteina y acido clorhidrico. La cisteina es considerada como una

fuente esencial de nitrogeno para las bifidobacterias (Shah, 1997 y 2000).

El medio BFM (Nebra et al., 1999) estd libre de antibidticos y emplea la
lactulosa como fuente de carbono, ademas incluye azul de metileno, acido
propiénico (como agente selectivo) y cloruro de litio como inhibidores del
crecimiento de otras bacterias. El bajo pH del BFM contribuye a inhibir el
crecimiento de bacterias del género Enterobacteriaceae. Incluye también vitaminas,

tales como tiamina y riboflavina.

9.6. Caracteristicas bioquimicas

Las bifidobacterias difieren del resto de bacterias acidolacticas en que no
solamente producen &4cido lactico sino también 4cido acético, como uno de sus
principales productos de fermentacion. No producen CO, ni los acidos butiricos y
propionico. En el género Bifidobacterium, las hexosas son degradadas exclusiva y
especificamente por la ruta de la fructosa-6-fosfato descrita por Scardovi y
Trovatelli (1965). Las enzimas aldolasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa estan
ausentes mientras que la fructosa-6-fosfato es la enzima caracteristica del
metabolismo de azicares del género Bifidobacterium. (De Vries y Stouthamer,

1967). Generalmente son microorganismos catalasa negativos, no reducen los
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nitratos y emplean amonio como fuente de nitrogeno. No licuan la gelatina, no
fermentan el glicerol, no atacan las proteinas coaguladas y no forman indol.
Producen la rapida y completa coagulacion de la leche sin formacion de gas. La
fermentacion de la glucosa, lactosa, levulosa, fructosa y galactosa esta marcada por
la acidificacion de la leche. No producen acidos a partir de rhamnosa, glicerol,
eritriol, adonitol

Deguchi et al. (1985) se interesaron en la sintesis de vitaminas por las
bifidobacterias de origen humano: tiamina (B1), riboflavina (B2), B6, acido félico
(B9), B12 y &cido nicotinico. Cinco de esas vitaminas (con la excepcion de la
riboflavina) son sintetizadas por muchas especies y en gran cantidad, sobre todo B6,
B9 y B12. Algunos autores sostienen que B. bifidum y B. infantis son muy buenos
productores de vitaminas, mientras que B. breve y B. longum sintetizan pequenas
cantidades y B. adolescentis no sintetiza ninguna de esas vitaminas (B6, B9 y B12).
La produccion de vitaminas B2 y B6 por B. longum es elevada. B. breve y B. infantis
se caracterizan por su elevado nivel de produccion de 4cido nicotinico y biotina,

respectivamente.

9.7. Identificacion del Género Bifidobacterium
9.7.1. Caracterizacion fenotipica

La identificacion de las cepas bacterianas como Bifidobacterium es dificil, la
morfologia caracteristica en forma de Y, V, T proporciona una pequefia ayuda en la
identificacion a nivel de género de un aislado, ademas también puede ser de gran
ayuda para la identificacion a nivel de especie ya que existen diferencias
morfoldgicas entre ellas. Generalmente, las células del género Bifidobacterium
tienen forma bacilar (2-5 pm) frecuentemente en forma de espatula, hueso o
cuchara. Las formas en Y y V son frecuentes aunque pueden observarse formas
regulares y/o cocoides dependiendo del medio de cultivo y de la especie. El déficit
de ciertas sustancias estdn implicadas en la aparicion de las ramificaciones, entre
esos factores se encuentran los aminoazicares como N-acetil-glucosamina y
aminoacidos como la alanina, 4cido aspartico, acido glutdmico y serina. Las
concentraciones en sales de sodio e iones de calcio también pueden influenciar en la

aparicion de ramificaciones. Una de las practicas mas usuales para la diferenciacion

26



Introduccion

de las bifidobacterias es la propuesta por Holdeman et al., (1977) que esta basada en
la identificacién mediante cromatografia de gases de los productos de fermentacion
principalmente 4cido acético como producto final. La prueba més empleada para la
identificacion es el test de la fructosa-6-fosfato fosfocetolasa (F-6-PPK) que se
encuentra presente en todas las especies de bifidobacterias. Ademas, una forma
rapida y preliminar de identificacion de las bifidobacterias puede ser realizada
usando el enzima a-galactosidasa como marcador, este enzima no es detectado en
cepas de Lactobacillus (Chevalier et al., 1990) lo que puede ser de gran interés para
identificar bifidobacterias aisladas de productos lacteos. Este test enzimdtico esta
incluido en el sistema comercial API-ZYM (BioMerieux, Francia). Los perfiles de
utilizacion de fuentes de carbono pueden ser de gran ayuda ya que existen perfiles
determinados para cada especie. Existen sistemas miniaturizado comerciales como

API ID32, API 50 CHL que puede ser de gran ayuda.

Figura 3. Morfologia de distintas especies pertenecientes al género Bifidobacterium.

Aunque la hibridacion DNA-DNA es uno de los tests mas especificos no
suele emplearse de forma rutinaria en los laboratorios. La identificacion de las

bifidobacterias se realiza mediante test de fermentacion, fundamentalmente de
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carbohidratos. Tipo de estructura celular y/o perfiles de proteinas y enzimaticos
isoenzima transaldolasa y 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6-PGD) podrian ser
empleadas como caracteres adicionales para la distincion de cepas de
bifidobacterias. En general, las pruebas empleadas para la identificacion de
bifidobacterias se presentan en la tabla 12, donde se observar el empleo de las

técnicas genotipicas basadas en la PCR en detrimento de las fenotipicas.

Tabla 12. Técnicas empleadas para identificar las bifidobacterias a nivel de género, especie y cepa.

Identificacion a nivel género

Test de la Fructosa-6-fosfato fosfocetolasa
Cromatografia (gas-liquido) de los productos de fermentacion

PCR especifica de género

Identificacion a nivel Especie

Morfologia celular
Tests de fermentacion, Test enzimaticos
Perfiles de proteinas (SDS PAGE)
Estructura de la pared celular
Técnicas moleculares

Hibridacion in situ FISH

Identificacion a nivel cepa

Campo Pulsado (PFGE); Ribotipado; RAPDs

9.7.2. Caracterizacion genotipica

9.7.2.1. Anadlisis filogenéticos

Existen principalmente dos métodos empleados para el analisis filogenético
comparativo del género Bifidobacterium., el anélisis del gen RecA y el gen 16S del

rRNA.

Analisis del gen Rec A.
Un fragmento del gen Rec A, que esta presente en las bacterias y esta muy

conservado, es amplificado mediante la técnica de la PCR y posteriormente
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secuenciado. Las relaciones filogenéticas obtenidas se corresponden bien con el
analisis del gen completo del rRNA y proporciona con mayor rapidez y facilidad
una herramienta muy valiosa para el andlisis comparativo de los aislados humanos

por su mayor rapidez y facilidad (Kullen et al., 1997).

Analisis del gen 16S rRNA.

Empleando iniciadores universales de regiones conservadas a ambos lados del gen,
se puede amplificar mediante PCR el gen 16S rRNA directamente de las colonias
crecidas en placa. El amplificado (1.5 kb) se secuencia y se compara con otras
secuencias recogidas en bases de datos. Esto permite una adecuada caracterizacion
de aislados desconocidos y proporciona informacion sobre su posicion filogenética.
Esta técnica es de gran ayuda para entender las relaciones filogenéticas entre los
géneros microbianos presentes en el intestino humano. El analisis del 16S rRNA ha
sido una poderosa herramienta para discriminar entre los géneros Gardnerella y

Bifidobacterium.

9.7.2.2. Herramientas moleculares para la deteccion e identificacion de
bifidobacterias

El elevado niimero de cepas que no pueden ser identificadas por técnicas
fenotipicas y el tiempo requerido para el desarrollo de estas técnicas, han hecho
necesaria la aparicion de métodos moleculares para la identificacion de
bifidobacterias. La llegada de herramientas moleculares ha ampliado la capacidad de
identificar cepas del género Bifidobacterium de una manera eficaz y fiable, y
también ha permitido la evaluacion las relaciones evolutivas entre aislados. Esta
seccion describe las diferentes técnicas moleculares que se han empleado para
estudiar la ecologia microbiana del tracto gastrointestinal y para analizar las cepas
de bifidobacterias contenidas en productos lacteos y en las muestras
medioambientales. Las principales ventajas e inconvenientes de las técnicas mas

empleadas se describen en la tabla 13.
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Tabla 13. Ventajas y desventajas de las técnicas moleculares empleadas para las bifidobacterias.

(adaptado Ventura et al., 2004)
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en el empleo de una DNA polimerasa dependiente y termoestable. La repeticion de
ciclos alternos de temperaturas para la desnaturalizacion, union de oligonucleotidos
y extension de la cadena permite la amplificacion exponencial de una secuencia de
acidos nucleicos flanqueada por secuencias homologas a cebadores sintéticos. (Saiki
et al., 1988). La ventaja de esta técnica para la deteccion de bacterias presentes en
bajo ntimero, es la capacidad de amplificar cantidades muy pequefias de DNA (Song
et al., 1993; Giesendof et al., 1992). Es posible amplificar un gen o una parte de un
gen de un niimero limitado de células de la secuencia de DNA. La PCR puede ser
empleada en combinacién con otras técnicas con la ventaja de ser mucho mas
sensible que la hibridacion. En la actualidad existen distintos métodos de tipado
molecular basados en la PCR, pero se destacan aquellos que han sido empleados

para la realizacion de este trabajo.

Analisis de Polimorfismos Amplificados (AFLPs). El analisis mediante AFLPs
(Amplified-Fragment Lenght Polymorphism) estd basado en la deteccion de
polimorfismos mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y puede ser
empleado con cualquier muestra de DNA, independientemente de su origen o
complejidad. Estos polimorfismos se detectan por la presencia o ausencia de
fragmentos de restriccion obtenidos con la digestion del DNA genémico y la

posterior amplificacion de los mismos mediante la técnica de la PCR.

Este método analiza el genoma bacteriano total y no requiere un conocimiento
previo de la secuencia gendmica de las muestras. Ademas, puede ser utilizado con
cualquier muestra de DNA, independientemente de su origen y complejidad. Hay
que destacar su gran facilidad de realizacion, su capacidad discriminatoria y su
reproducibilidad, siempre y cuando las condiciones de digestion, ligado y
amplificacion de las muestras no varien. Sin embargo, es muy sensible a la calidad
del DNA de la muestra, pudiendo aparecer fragmentos de restriccion diferentes
derivados de una digestion parcial en caso de encontrarse el DNA gendmico en mal
estado. Esta técnica combina los principios del analisis de restriccion con la elevada

especificidad de la PCR y se ha empleado con bacterias acidolacticas (Nokuthula et
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al., 2000), para Lactobacillus delbrueckii (Moschetti et al., 1997), con estreptococos
(Van Eldere et al., 1999) y con bifidobacterias (Roy et al., 1996).

Restriccion del DNA amplificado mediante enzimas de restriccion
RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism of the 16S rRNA Gene)
y/o ARDRA, (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analisis). Consiste en la
amplificacion por PCR de una secuencia conocida del DNA genomico, utilizando
dos cebadores homologos a sus regiones extremas, seguido de su digestion con una
endonucleasa de restriccion y la posterior comparacion de los distintos patrones de

bandas de restriccion obtenidos.

Tiene como ventaja su elevada reproducibilidad inter e intra-laboratorio.
Como desventajas cabe destacar la complicacion de la metodologia a seguir en el
analisis, mas dificultosa que la que se sigue con RAPD’s y la obtencion de una
informacion restringida ya que unicamente se analiza una region determinada del

genoma.

Esta técnica se ha empleado para la diferenciacion entre las distintas especies
del género Lactobacillus (Zhong et al., 1998; Tynkkynen et al., 1999). Kullen et al.
(1997) empled esta técnica para diferenciar bifidobacterias ingeridas de las
autoctonas de cada individuo. Kok et al. (1996) desarrolld tres iniciadores
especificos del 16S rRNA para la cepa LW 420, probablemente B. animalis, con el
fin de monitorizar la presencia de esta cepa en el intestino humano. Se ha empleado
esta técnica para discriminar entre especies del género Bifidobacterium (Roy y

Sirois, 2000; Ventura ef al., 2001)

Amplificacion de DNA mediante iniciadores aleatorios, RAPDs (Random
Amplified Polymorphic DNA) o AP-PCR (Arbitrary Primed-PCR). Descrita por
Williams et al. (1990), es el mas simple de los métodos de tipado basados en los
acidos nucleicos. Esta técnica, se basa en la deteccion de diferencias en la secuencia
del DNA genémico total de distintas cepas, amplificando al azar regiones del DNA

encabezadas por secuencias a las que son capaces de unirse iniciadores de secuencia
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unica aleatoria. La secuencia del iniciador no guarda homologia conocida con el
DNA diana, por lo que la amplificacion se realiza con una temperatura baja de unioén
del iniciador. Asi se generan fragmentos de distintos tamafios, que mediante
separacion en gel de agarosa proporcionan patrones de bandas distintos para aquellas
cepas que presentan diferencias en sus secuencias genéticas (Welsh y McClelland,
1990) que son especificas para cada par iniciador-patrén empleados, obteniéndose

una huella gendomica o "fingerprinting" caracteristica de cada cepa.

Las ventajas de esta técnica son que no es necesario conocer con anterioridad
informacion sobre la secuencia a amplificar y que se puede emplear con gran
variedad de especies, requiriéndose poca cantidad de cultivo (Swaminathan y Matar,
1993). Es mas rapido que otros métodos (PCR-RFLP’s), ya que no se realiza la
digestion del producto amplificado. Por el contrario, esta técnica posee una reducida
reproducibilidad inter-laboratorios debido a que diferentes aparatos pueden dar lugar
a diferentes patrones de bandas (McPherson et al., 1993; Swaminathan y Barrett,
1995). Ademas, el patrén de bandas que se obtiene en unas determinadas
condiciones, no siempre es constante, sobre todo cualitativamente. Los andlisis
densitométricos por ordenador de cada amplificacion, permiten estudios mas

precisos.

Los RAPDs han mostrado ser discriminatorios a nivel de especie, se ha aplicado
al grupo de L. acidophilus que tiene 6 especies con similares fenotipos (Du Plessis y
Dicks, 1995). En un estudio sobre los diferentes tipos de L. plantarum, esta técnica
presentd una discriminacidon mayor entre subespecies que mediante ribotipado
(Johansson et al, 1995). La técnica RAPDs se han empleado con éxito para
diferenciar las subespecies de Lactobacillus delbruekii (Lb. delbruekii subsp.
bulgaricus y Lb. delbruekii subsp. lactis) (Torriani et al., 1999) y otros lactobacilos
(Ward y Timmins, 1999; Tynkkynen et al., 1999; Roy et al., 2000 y Cusick et al.,
2000). Las variedades de Streptoccocus thermophilus han sido diferenciados por
RAPD’s (Moschetti ef al., 1998). Esta técnica ha sido aplicada para caracterizar la
variabilidad genética de bifidobacterias aisladas de ratas alimentadas con dietas

especificas (Fanedl ef al., 1998). El género Bifidobacterium ha sido diferenciado por
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la técnica de  RAPDs (Vincent y Roy, 1998 y Kullen et al., 1997), usando cinco
iniciadores que distinguen tres especies diferentes (B. breve, B. bifidum y B.
adolescentis) en base a la similitud de los perfiles RAPDs obtenidos con cepas de
referencia (Vincent ef al., 1998). Esta técnica también es util para monitorizar cepas

industriales dentro de clusters especificos (B. longum/infantis o B. animalis/lactis).

ii) Hibridacion in situ FISH. La hibridacion in situ con sondas de oligonucledtidos
marcadas con moléculas fluorescentes es una técnica comun para la deteccion e
identificacion de microorganismos de diferentes ambientes microbianos, incluyendo
comunidades mixtas (Amann et al., 1995). Las sondas nos permiten hibridar
directamente sobre células fijadas en un portaobjetos, y la morfologia celular
bacteriana que ha hibridado puede ser observada bajo un microscopio de

epifluorescencia.

Esta técnica, basada en la hibridacion directa con una sonda complementaria
de una region del 16S o 23S rRNA, es una excelente herramienta para la deteccion,
ya que cada microorganismo posee un numero elevado de copias de moléculas de
rRNA a la que se puede unir una sonsa, produciendo una amplificacion de la sefial.
Este método presenta ventajas sobre la hibridacion DNA y la deteccion con
anticuerpos al no necesitar el cultivo previo de la bacteria ni la extraccion de los
acidos nucleicos, ademas la hibridacion inespecifica con otros microorganismos
presentes en la muestras no es habitual. Mediante la técnica de FISH podemos
obtener informacién que no ofrecen otros métodos, como son la morfologia, el

numero y la distribucion espacial de la bacteria en el medio en que se encuentra.

La mayor limitacion de este método es la sensibilidad, que depende del
numero de ribosomas existentes, de la penetracion de la sonda y de la matriz donde
se hibride, ya que en muchos casos es necesario un tratamiento previo de la muestra.
El medio empleado para el crecimiento bacteriano, los métodos de fijacién de la
bacteria y los agentes utilizados para embeber la muestra antes de visualizarla tienen

influencia en la intensidad de la sefal.
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Langendijk et al. (1995) y Harmsen et al. (1999 y 2000) han utilizado esta
técnica para detectar bifidobacterias en muestras fecales obteniendo datos

cuantitativos en la flora gastrointestinal.
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Objetivos

En los tltimos afos ha aumentado el interés por los productos elaborados con
microorganismos probioticos, siendo éstos mayoritariamente bacterias lacticas de
origen intestinal humano pertenecientes a los géneros Lactobacillus 'y
Bifidobacterium, lo que ha dado lugar a la explotacion comercial de algunas de
estas bacterias y la aparicion en el mercado de una gran variedad de productos. Un
probidtico es un suplemento dietético microbiano (principalmente localizado en
leches fermentadas y productos lacteos) que consumido en ciertas cantidades es
capaz de ejercer beneficios sobre la salud, que van mas alla de la nutricion bésica.
Para que estos microorganismos probidticos ejerzan su efecto beneficioso sobre el
huésped, han de encontrarse en proporciones elevadas en el y ser capaces de
sobrevivir en suficiente cantidad al transito gastrointestinal para alcanzar su sitio,
adherirse, implantarse y multiplicarse. Estudios in vitro e in vivo han confirmado
que algunas cepas de bifidobacterias son capaces de sobrevivir a su paso a través del
tracto gastrointestinal, pudiendo resistir en las condiciones acidas del estomago (pH
2) durante 90 minutos. Sin embargo, han mostrado escasa viabilidad en los
productos fermentados durante su almacenamiento en refrigeracion. Por lo tanto,
existen marcadas diferencias entre las cepas empleadas en cuanto a su habilidad para
tolerar las sales y acidos biliares, hecho que hace que su supervivencia y viabilidad
sea un criterio de seleccion importante. Ademads, las exigencias del mercado y el
desarrollo de nuevos productos probioticos obligan a la busqueda de nuevas cepas

probidticas que cumplan con los criterios establecidos por la FAO-OMS.

Por ello el trabajo aqui descrito se puede dividir en dos partes, una primera
parte donde se realiza una investigacion (aislamiento, identificacion, caracterizacion
y estudio de viabilidad) de las leches fermentadas con bifidobacterias
comercializadas en el mercado espafiol y una segunda parte donde se realiza una
seleccion y estudio de cepas de origen humano en funcion de algunos de los criterios
establecidos por la FAO con el fin de obtener cepas de origen humano con posible
utilizacién como cepas probidticas como alternativa a las empleadas en la actualidad
para la elaboracion de productos lacteos. Por todo lo expuesto anteriormente, los

objetivos de esta investigacion son:
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1.

40

Aislamiento, identificacion y caracterizacion molecular de cepas pertenecientes a
los géneros Lactobacillus, Streptococcus 'y Bifidobacterium presentes en

productos lacteos comerciales.

1.1. Identificacion la microflora de las diferentes variedades de yogur comercializadas
en Espafia, realizando recuentos totales de la poblaciéon microbiana de los yogures
para comprobar que cumplen con la normativa legal.

1.2. Aislamiento, mediante el empleo de medios de cultivo selectivos, de los
microorganismos existentes en los productos lacteos e identificacion mediante
pruebas bioquimicas e hibridacion con sondas.(Tiras API 50CHL e Hibridacion /n
Situ).

1.3. Puesta a punto de diversos métodos de extraccion de DNA y aplicacion de técnicas
moleculares (RAPDs, PCR, AFLPs, ARDRA...) para la caracterizacion genotipica

de estos microorganismos.

Estudio de la supervivencia de cepas pertenecientes a los géneros Lactobacillus,
Streptococcus 'y Bifidobacterium presentes en productos lacteos comerciales

durante su almacenamiento en refrigeracion a 4°C.

Estudio in vitro de la viabilidad de las cepas del género Bifidobacterium aisladas
de leches fermentadas comerciales frente a las condiciones de transito

gastrointestinal.

Deteccion molecular de la especie Bifidobacterium animalis/lactis en heces

humanas, Estudio in vivo.

Aislamiento, seleccion e identificacion molecular de potenciales cepas

probiodticas de origen humano que pertenecen al género Bifidobacterium.

Deteccion y estudio de actividad antimicrobiana de cepas de origen humano

pertenecientes al género Bifidobacterium.

Estudio de adhesion a mucus intestinal humano de cepas de Bifidobacterium de

origen humano, su papel en la exclusion y desplazamiento de patogenos.
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CAPITULO 1

Aislamiento, identificacion y caracterizacion molecular
de cepas pertenecientes a los géneros Lactobacillus,
Streptococcus y Bifidobacterium presentes en productos

lacteos comerciales.
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1. INTRODUCCION

Las bacterias acido lacticas (BAL) y las bifidobacterias son consideradas
microorganismos probidticos por las propiedades beneficiosas demostradas por
muchos estudios cientificos sobre la salud de quien los consume, por ello estan
siendo empleadas ampliamente para la elaboracion de leches fermentadas y otros
productos lacteos. Los productos probioticos han de contener un elevado niamero de
células viables, que han de permanecer viables a lo largo de la vida util del producto
y han de ser capaces de sobrevivir el paso a través del tracto gastrointestinal. Las
bifidobacterias son habitantes habituales del tracto gastrointestinal y estan presentes
en nuestro intestino en cantidades variables durante nuestra vida, apareciendo a los
pocos dias después del nacimiento. Bifidobacterium constituyen una de las especies
predominantes en la microflora del colon, se encuentran presentes en elevado
numero, del orden de 10° - 10'* células por gramo de material del colon (Tannock,

1999).

El aumento en el empleo de estas cepas para la elaboracion de productos
lacteos requiere una correcta identificacion de los microorganismos pertenecientes a
este género. Los niveles minimos de bifidobacterias que deben estar presentes en los
productos probidticos se ha establecido en 10° UFC/ml (Samona y Robinson, 1994),
sin embargo estos microorganismos probidticos muestran una disminucién en su
viabilidad en los productos lacteos, esta perdida de viabilidad puede ser debida a
numerosos factores tales como pH, acidez, oxigeno, presencia de otros
microorganismos, sustancias inhibidoras de su crecimiento, etc. (Gueimonde et al.,
2004; Shah, 2000; Dave y Shah, 1997). Numerosos estudios han demostrado que los
microorganismos sefialados en el etiquetado no se corresponden con los detectados
realmente en el producto (Temmerman et al., 2003, Hamilton-Miller et al., 1999).
Sumandose a esto, es muy importante distinguir e identificar la diversidad de cepas
probidticas contenidas en los productos comerciales y los métodos clasicos de
identificacion basados en sus caracteristicas fenotipicas no proporcionan resultados
claros, y en el caso de las bifidobacterias pueden cambiar su morfologia celular y de

colonia dependiendo del medio y las condiciones de cultivo (Scardovi, 1986). Los
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métodos clasicos de identificacion morfolégica y bioquimica son tediosos y tienen
muchas limitaciones, por ello, es necesario el desarrollo de métodos efectivos y
rapidos para la identificacion los microorganismos probioticos de manera rutinaria.
Una gran cantidad de métodos han sido empleados en la taxonomia del género
Bifidobacterium. Los perfiles de fermentacion de carbohidratos y enzimadticos
proporcionan resultados ambiguos en la diferenciacion entre especies (Chevalier et
al., 1990) por ello otros métodos basados en el analisis de DNA adquieren una gran
relevancia. Diversas técnicas estan siendo empleadas para la deteccion,
identificacion y clasificacion de las bifidobacterias procedentes de diversas muestras
tales como la hibridacion DNA-DNA, ribotipado, técnicas basadas en la PCR,
electroforesis desnaturalizante (DGGE) (Kokotovic y On, 1999; Mangin et al.,
1996; Charteris et al., 1997; Roy et al., 1996; Vincent et al., 1998; Gueimonde et
al., 2004). Las bifidobacterias también ha sido cuantificadas e identificadas
mediante el uso del microscopio de fluorescencia mediante la técnica de hibridacion
in situ con sondas especificas de género marcadas con fluorescencia (Amann et al.,

1990; Franks et al., 1998).

En la actualidad la comparacion de las secuencias del 16S rRNA adquiere
gran relevancia ya que es un método adecuado para la clasificacion e identificacion
de especies bacterianas (Charteris et al., 1997). El anélisis de la secuencia del gen
del 16S es una poderosa herramienta para determinar relaciones filogenéticas. La
digestion de la amplificacion generada por PCR del gen del 16S del rRNA se
denomina ARDRA y diversos autores la han utilizado (Woese, 1987; Zoetendal et
al., 1998; Ventura et al., 2001; Ingrassia et al., 2001).

La amplificacion del DNA mediante iniciadores aleatorios no especificos
(RAPD-PCR) es una técnica que permite la diferenciacién bacteriana a nivel de
especie y/o cepa y ha sido empleada para la clasificacion de bacterias lacticas
(Tynkkynen et al., 1999; Vincent et al., 1998). Entre las ventajas de esta técnica
destacan la facilidad de realizacion y la rapidez en la obtencion de resultados, ya que
no es necesario a priori conocer el género o especie del microorganismo a estudiar,

como inconvenientes destacan problemas en reproducibilidad de los perfiles
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obtenidos en distintos experimentos, este hecho compromete el poder

discriminatorio de esta técnica (Gibson ef al., 1998; Hernandez et al., 1995).

La maltiplex PCR se emplea en el estudio de la ecologia bifidobacteriana, es
rapida y facil de realizar y ademas con ella se obtienen resultados adecuados y
repetitivos. Esta técnica identifica a nivel de especie por lo que se ha de combinar

con otras técnicas de tipado para diferenciar a nivel de cepa.

Por todo lo anteriormente expuesto y dada la importancia de identificar las
bifidobacterias empleadas en la elaboracién de productos lacteos a nivel de género,
especie y cepa, el objetivo de este trabajo es determinar el contenido en
bifidobacterias de productos lacteos comerciales, la identificacion y el tipado de los
aislados empleando distintas técnicas moleculares (Multiplex PCR, ARDRA,
RAPDs, AFLP) que nos permitan alcanzar la discriminaciéon a todos los niveles
(género, especie y cepa) y asi poder establecer relaciones entre los aislados. Del
mismo modo, también se determina la cantidad de otras bacterias lacticas presentes
en productos lacteos comerciales (lactobacilos y estreptococos), y se identifican y
tiparan los aislados de la misma forma que para las bifidobacterias. De este modo
obtendremos un conocimiento completo de las cepas, pertenecientes a distintas
especies y géneros microbianos, empleadas en la elaboracién de productos lacteos

comercializados en Espafia.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Cepas referencia y muestras lacteas analizadas

Un total de 34 muestras de productos lacteos comerciales fueron sometidas a
estudio. Los tipos de productos analizados fueron 13 leches fermentadas con
bifidobacterias (tipo yogur so6lido), 4 leches fermentadas con lactobacilos
(Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus) y 13 yogures tradicionales, dos
quesos probiodticos y dos yogures pasteurizados después de la fermentacion.
Ademads, se emplearon cepas de referencia tales como Bifidobacterium infantis

(ATCC 15697), Bifidobacterium longum (ATCC 15707) y Bifidobacterium bifidum
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(ATCC 2952), Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus

casei para la puesta a punto de las técnicas moleculares.

2.2. Recuento y Aislamiento de microorganismos

Las muestras lacteas (10 g) se diluyeron en agua de peptona tamponada (4%)
(Sigma) y se homogenizaron en el Stomacher Mix 1 (Aes Laboratoire). A
continuacion, las muestras son diluidas serialmente en agua con tween 80 (4%). Los
medios de cultivo empleados para el aislamiento y enumeracién de las bacterias
lacteas fueron: para las bifidobacterias el medio selectivo BFM agar (Nebra &
Blanch, 1999) y el medio TPY agar (Triptona, Peptona y Extracto de levadura;
Scharlau Schemie) suplementado con una solucidon de antibidticos que contiene 0.1
g/l sulfato de neomicina (Panreac), 15 mg/ 1 de acido nalidixico (Panreac) y 3 g/ 1 de
cloruro de litio (Panreac). El medio M-17 (Merck) fue empleado para la deteccion
de los estreptococos. Se empled el medio LS-Differential agar (Scharlau Schemie)
para la enumeracion total de todas las bacterias lacticas (Lactobacillus y
Streptococcus) y las bifidobacterias (Nebra y Blanch, 1999). Las placas fueron
incubadas a 37°C durante 72 h bajo condiciones anaerobias obtenidas con los sobres

de anaerobiosis AnaeroGen (Oxoid).

2.3. Identificacion de los microorganismos mediante pruebas bioquimicas

Las colonias crecidas en los medios BFM agar, TPY agar, MRS agar, M-17
agar y LS-Differential agar fueron testadas mediante tincion Gram, prueba de la
catalasa, apariencia de colonia, morfologia celular y perfiles de fermentacién de
carbohidratos. El sistema de identificacion API 50 CHL (BioMerieux, France) fue
empleado para testar la accion de las cepas aisladas sobre 50 sustratos; este sistema
fue empelado segun instrucciones del fabricante, incubando la galeria bajo

condiciones anaerobias a 37°C durante 48-72 horas.

2.4. Identificacion de los microorganismos mediante sondas especificas
Para la deteccion de los géneros Bifidobacterium, Lactobacillus y la especie
Streptococcus thermophilus se disefaron sondas de las secuencias parciales del

rRNA 16S y del 23S. Las sondas especificas son marcadas con un fluorocromo
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(fluoresceina, color verde y/o rodamina, color rojo) para cada género de
microorganismos clasificados e identificados segin morfologia y perfil de pruebas
bioquimicas (lactobacilos, estreptococos y bifidobacterias). La especificidad se
comprobd tedricamente mediante el programa BLAST. Se empled para
bifidobacterias la sonda Bif662 (Langendijk et al., 1997). Para lactobacilos y
estreptococos contenidos en productos lacteos se disefiaron sondas correspondientes

al 16S y al 23S respectivamente.

1 ccaccgttacaccgggaa 18 BIF662

FITEEEET R
660 ccaccgttacaccgggaa 643 Bifidobacterium spp.
3 catgccttcgcttacgctaa 22 STH23

FEEETTTTErrrrrrrrrn
1883 catgccttcgcttacgctaa 1864 S.thermophilus 23S rRNA

1 gactcttcggggtgattt 18 Ldellé6

FEEETTTEEErrrrrrn
83 gactcttcggggtgattt 100 L.delbrueckii 16S rRNA

Las muestras diluidas se fijan con paraformaldehido (PFA 4%) durante 1
hora a 4°C, con el fin de mantener intactos los microorganismos de las muestras. Se
depositan 10 ul de la muestra fijada en los pocillos del portaobjetos de hibridacion y
se deja secar. Para permeabilizar la membrana celular, las muestras son sometidas a
deshidrataciones sucesivas en etanol (50, 80 y 100%). Posteriormente se hibrida con
la sonda especifica diluida en el tampon de hibridacion para cada y se mantiene en
oscuridad y atmosfera humeda a 46°C durante 90 minutos siguiendo la metodologia
de Langjedik et al., 1997. A continuacion se procede a la eliminacion del resto de
sonda no hibridada, esta operacion se realiza con el tampoén de lavado a 48°C
durante 20 minutos. La muestra se deja secar en oscuridad y se observa al

microscopio de fluorescencia, empleando para cada fluorocromo el filtro adecuado.
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2.5. Aislamiento del DNA genémico

Para el aislamiento del DNA gendémico bacteriano de las cepas se emplearon
los procedimientos descritos por Wilson (1987) con el uso de CTAB (Bromuro cetil
trimetil amonio).

Células de 24 h se resuspenden en 500 pl de tampon de TE (Tris-HCl 10mM
y EDTA 1mM) y se adicionan 20 pl de una solucién de lisozima (50 mg/ml), y se
incuba a 37°C durante una hora y media. Tras incubacién se adicionan 30 pl de SDS
(dodecil sulfato sodico 10%) y 3 pul de una solucidn de proteinasa K (10 mg/ml) y se
incuba 1 h. A continuacion, se afiaden 100 pl de NaCl 5M y 80 ul de una solucion
CTAB-NaCl (ver anexo), se mezcla bien y se incuba a 65°C durante 10 min. La
purificacion del DNA se realiza mediante la técnica de fenol-cloroformo-alcohol
1soamilico. Los &cidos nucleicos se precipitan con isopropanol frio y se lavan con
etanol frio al 70%, se seca a vacio y se resuspende en 50 pl de tampoén TE y se
conserva a -20°C. La concentracion de DNA se determina a 230, 260 y 280 nm, y la
integridad fue testada en gel de electroforesis al 1% (peso/vol) NuSieve agarosa

(FMC Bioproducts, Denmark).

2.6. PCR especificas

Los iniciadores empleados para las técnicas moleculares se detallan a continuacion:

Nombre Secuencia Gen Amplificado Referencia
Lm26 GAT TCT GGC TCA GGA TGA ACG 16S rRNA

Lm3 CGG GTG CGT GCC CAC TTT CAT G 1350pb  Kaufmann et al. (1997)
Lm3r CGG GGT GCT GCC CAC TTT CAT G

B.bif GCT TGT TGG GTG AGG TAA CGG CT B. bifidum 1180 pb

B.bre AGG GAG CAA GGC ACT TTG TGT B. breve 991 pb Dong ef al.(2000)
B.inf CTG TTA CTG ACG CTG AGG AGC T B. infantis 723 pb getat,

B.adol GTG GGG ACC ATT CCA CGG TC B. adolescentis 628 pb

B.lon TCC CGA CGG TCG TAG AGA TAC B. longum 467 pb

Bflact2 GTG GAG ACA CGG TTT CCC B. lactis

Bflact5 CAC ACC ACA CAA TCC AAT AC 680 pb Ventura et al. (2001)
Lm3 CGG GTG CGT GCC CAC TTT CATG  Bifidobacterium

PO GAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG 1400 pb Ventura et al. (2001)
L.del 1 AAT TCC GTC AAC TCC TCA TC L. delbrueckii .

Ldel 2 TGA TCC GCT GCT TCA TTT CA 715 pb Lick et al. (2001)
16S 1a ATT ACA TGC AAG TCG AAC GA 16S rRNA

16S 1b TTA ACC CAA CAT CTC ACG AC universal 1004 pb Marshall et al. (1999)
RapdBif AGT CAG CCA C RAPDs - Tynkkynen et al.(1999)

48



Capitulo 1

2.6.1. Género Bifidobacterium

Un fragmento especifico del gen 16S rRNA del género Bifidobacterium de
fue amplificado mediante el uso de los iniciadores Lm26 y Lm3 (Kaufmann et al.,
1997). Estos iniciadores se han empleado para identificar todas las especies de
bifidobacterias incluidas en el género y distinguirlas de otros géneros bacterianos.
La amplificacion de este fragmento especifico se realizd para un volumen de 50 ul

con las condiciones siguientes:

Taq- DNA polimerasa 2U
Tampoén Buffer (10 x) Sul
Desoxirribonucleétido trifosfato (ANTP) 300 uM
Cloruro de Magnesio (Cl, Mg) 1.5 mM
Iniciadores Lm3 y Lm26 1 uM
DNA muestra 200 ng

La amplificacion se realizd con los siguientes ciclos de temperaturas:
35 ciclos de 94°C durante 1 min, 58°C durante 3 min, y 72°C durante 1 min; y un
ciclo de extension final de 72°C durante 4 min. Los fragmentos amplificados se
separaron en una electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % (peso/vol) en tampdn
TAE y visualizadas bajo luz ultravioleta tras tincidn con bromuro de etidio

(0.5 pg/ml).

2.6.2. Multiplex PCR para las especies del género Bifidobacterium

Mediante el uso de los iniciadores descritos por Dong et al., (2000) para B.
bifidum, B. breve, B. infantis, B. adolescentes, B. longum, se realizd la multiplex
PCR para detectar e identificar las distintas especies de bifidobacterias. La
amplificacion se realizd6 en un volumen de 50 upl con los componentes que se

muestran en el cuadro.

La amplificacion se realizd con los siguientes ciclos de temperaturas: 1 ciclo

a 95°C durante 5 min; 35 ciclos de 95°C durante 1 min, 65°C durante 30 s, y 72°C
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durante 2 min; y un ciclo de extension final de 72°C durante 5 min. Los fragmentos
amplificados se separaron en una electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % (peso/vol)
en tampon TAE vy visualizadas bajo luz ultravioleta tras tincion con bromuro de

etidio (0.5 pg/ml).

Taq- DNA polimerasa 55U
Tampoén Buffer (10 x) Sul
Desoxirribonucleétido trifosfato (ANTP) 300 uM
Cloruro de Magnesio (Cl, Mg) 2.5 mM
Iniciadores 0,8 uM
DNA muestra Sul

2.6.3. Multiplex PCR Bifidobacterium lactis/animalis

Mediante el uso de los iniciadores Bflact2-Bflact5 se obtuvo, tras la
amplificacion del DNA, un fragmento de 680 pb tUnicamente para DNA de
Bifidobacterium lactis (Ventura et al., 2001), mientras que no se detectd ningln
fragmento para otras especies de Bifidobacterium y Lactobacillus. El empleo de los
iniciadores Lm3 amplificO un fragmento de 1400 pb especifica del género
Bifidobacterium. La amplificacion se realizd en un volumen de 50 pl con los

reactivos:

Taq- DNA polimerasa 2,5U
Tampon Buffer (10 x) Sul
Desoxirribonucleétido trifosfato (ANTP) 200 uM
Cloruro de Magnesio (Cl, Mg) 1.5 mM
Iniciador Lm3 y PO 10 pM
Iniciador Bflact 1 y Bflact 2 50 pM
DNA muestra 25 ng
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La amplificacion se realizd con los siguientes ciclos de temperaturas: 1 ciclo
a 95°C durante 5 min; 35 ciclos de 95°C durante 1 min, 61°C durante 1 min, y 72°C
durante 4 min; y un ciclo de extension final de 72°C durante 7 min. Los fragmentos
amplificados se separaron en una electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % (w/v) en
tampon TAE y visualizadas bajo luz ultravioleta tras tincidon con bromuro de etidio

(0.5 pg/ml).

2.6.4. PCR especifica para la especie Lactobacillus delbrueckii

Se emplearon los iniciadores especificos para Lactobacillus delbrueckii para
identificar mediante PCR aquellas cepas que segin las pruebas bioquimicas se
habian identificado como lactobacilos, se emplearon los iniciadores L.del 1 y Ldel 2
especifico de la especie Lactobacillus delbrueckii segin la metodologia empleada

por Lick et al., (2001). Las condiciones de la PCR se citan a continuacion:

Taq- DNA polimerasa 1,0U
Tampon Buffer (10 x) Sul
Desoxirribonucledtido trifosfato (ANTP) 200 uM
Cloruro de Magnesio (Cl, Mg) 1.5 mM
Iniciadores 0,5 mM
DNA muestra Sul

Las condiciones de amplificacion son un primer paso que consta de 10 ciclos
de 92°C durante 20 s, 65°C durante 75 s, y 72°C durante 40 s; seguido de 35 ciclos
de 90°C durante 20 s, 55°C durante 1 min, y 72°C durante 30 s. Finalizando con una

extension a 72°C durante 3 min.

2.7. ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis)
2.7.1. ARDRA géneros Lactobacillus, Streptococcus y Bifidobacterium

Se amplificaron 1004 pb del gen del 16 S del rRNA con el empleo de unos

iniciadores generales para este gen 16S la y 16S 1b descritos por Marshall et al.
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(1999). La reaccion de amplificacion se realizé en un volumen de 50 pl donde se

anadieron los reactivos que se citan a continuacion:

Taq- DNA polimerasa 2,50
Tampén Buffer (10 x) Sul
Desoxirribonucleétido trifosfato (ANTP) 200 uM
Cloruro de Magnesio (Cl, Mg) 1.5 mM
Iniciador 1,5 uM
DNA muestra Sul

Las condiciones de amplificacion son un primer paso que consta de 1 ciclo de
desnaturalizacion a 95°C durante 2 min, seguido de 30 ciclos de 94°C durante 30 s,
52°C durante 30 s de union de iniciadores, y 72°C durante 90 s. Finalizando con un

ciclo de extension 72°C durante 10 min.

DNA amplificado digeridos con 10 U de las enzimas de restriccion Ddel,
Hpall, Haelll, Hindl, Hindlll, Mwol, Mboll (Fermentas) en un volumen final de 20
ul a 37°C durante toda la noche y Acsl, Tagl, y Bstll a 60-65°C durante 3 h. La
digestion se visualizo bajo luz UV en un gel de electroforesis al 3% de agarosa en

tampon TAE tras tincion con bromuro de etidio (0.5 pg/ml).

2.7.2. ARDRA género Bifidobacterium

Un fragmento especifico del gen 16S rRNA del género Bifidobacterium de
1.35 kb fue amplificado mediante el uso de los iniciadores o primers Lm26 and Lm3
(Kaufmann et al., 1997). La amplificacion del fragmento especifico se realiz6 para
un volumen de 50 pl con las condiciones que se especifican en el apartado 2.4. para
el género Bifidobacterium.

DNA amplificado fue digerido con 10 U de las enzimas de restriccion Ddel,
Hinfl, EcoRl, Hpall, Mbol, BamHI (Fermentas) en un volumen final de 20 pl a

37°C durante toda la noche. La digestion se visualizo en un gel de electroforesis al
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3% de agarosa en tampdén TAE tras tincion con bromuro de etidio (0.5 pg/ml) y

visualizacion bajo luz UV.

2.8. RAPDs (Amplificacion del DNA mediante iniciadores aleatorios)

Se emplea como técnica de caracterizacion molecular que abarca todo el
DNA bacteriano, obteniéndose de este modo una diferenciacion mas intraespecifica,
es decir, se diferencia entre cepas. El iniciador empleado fue 5'- AGT CAG CCA C-
3" (Tynkkynen et al., 1999). La reaccion de amplificacion se llevara a cabo en un

volumen total de 50 ul que contiene:

Taq- DNA polimerasa 2,5U
Tampon Buffer (10 x) Sul
Desoxirribonucleotido trifosfato (ANTP) 200 uM
Cloruro de Magnesio (Cl, Mg) 1.5 mM
Iniciador 1,5 uM
DNA muestra Sul

La reaccion de amplificacion consistio en un paso inicial de desnaturalizacion
a 94°C durante 5 min, a continuacion 35 ciclos de amplificacion que consisten en
94°C durante 1 min, 32°C durante 2 min y 72°C durante 2 min, finalizando con un
ciclo de extension final de 72°C durante 2 min. Para comprobar la amplificacion se
realiza una electroforesis en gel de agarosa al 0,6% (agarosa MS-12, HispanLab) a
100 voltios durante 1,5 horas. Tras la electroforesis, el gel se tifie con bromuro de

etidio (0,5 pg/ml).

2.9. AFLPs (amplificacion de los polimorfismos generados)

El procedimiento empleado es el descrito por Gibson et al. (1998). Se toman

10 nug del DNA gendmico y se digiere toda la noche a 37°C con 20 U del enzima de
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restriccion HindlIll (New England BioLabs, UK) y 5 mM de espermidina (Sigma)
en un volumen final de 20 pl.

Una alicuota de 2.5 pg de los fragmentos de restriccion fueron ligados con
los adaptadores ADHI1 (5°- ACG GTA TGC GAC AG -3°) y ADH2 (5°- AGC TCT
GTC GCA TAC CGT GAG -3’) en un volumen de reaccion de 20 pl durante 3-4 h a
37°C. La mezcla de ligacion consiste en 2.5 ul de DNA digerido, 0.2 ug de cada
adaptador, y 1 U de T4 DNA ligasa (New England BioLabs, UK) en tampon para la
ligasa. Antes de la reaccion de PCR, el DNA ligado se diluye y se calienta a 80°C

durante 10 min para inactivar la enzima T4 ligasa. La reaccion de PCR para 50 ul

contiene:
Tag- DNA polimerasa 1,5U
Tampon Buffer (10 x) Sul
Desoxirribonucleotido trifosfato (ANTP) 200 uM
Cloruro de Magnesio (Cl, Mg) 2.5 mM
Iniciador HIG(5'- GGT ATG CGA ACA GAG CTT G -3") 200 ng
DNA muestra Sul

La reaccion de amplificacion consiste en un paso inicial de desnaturalizacion
a 94°C durante 5 min, seguido de 33 ciclos consistentes en una desnaturalizacion a
94°C durante 1 min, unién de iniciador a 60°C durante 1 min y una extension de
72°C durante 2 min. Los fragmentos amplificados fueron separados en un gel de
agarosa al 2,5% (peso/vol) en tampon TAE y visualizados bajo luz ultravioleta tras

tincion con bromuro de etidio (0,5 pg/ml).

2.10. Analisis de los datos

Los perfiles obtenidos con las técnicas de ARDRA, RAPDs y AFLPs fueron
visualizados bajo luz ultravioleta y se registrados en un soporte informatico. A
continuacion las bandas se analizan con el programa informatico TDI-Lane
Manager. La comparacion entre microorganismos se realiza mediante el coeficiente

de similitud de Dice (Sp), definido como:
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B 2a
P 2a+b+e

a = numero de bandas comunes para ambas cepas.

b y ¢ = nimero de bandas no comunes en cada cepa.

El coeficiente de similitud de Dice se utiliza en la construcciéon de una
representacion grafica de las relaciones entre los microorganismos analizados,
denominada “Dendrograma”. Con ayuda del programa informatico Lane Manager
(TDI) se determinan los coeficientes de similitud de Dice para cada combinacion de
parejas de microorganismos. Aplicando el algoritmo matematico UPGMA
(Unweighted-Pair Group Meted with Average linkage) los microorganismos son
agrupados en base a la similitud de sus perfiles de bandas y se construye el

dendrograma.

3. RESULTADOS

3.1. Cepas referencia y muestras lacteas analizadas

Las pruebas se realizaron por duplicado a 37°C y 42°C no observandose
diferencias significativas en cuanto al crecimiento de los microorganismos
(lactobacilos, estreptococos y bifidobacterias). Tras estos resultados se optd por la
temperatura de 37°C en la que se pudo observar un mayor crecimiento microbiano
de todas las especies incluidas en este estudio. Los microorganismos se
desarrollaron en condiciones de anaerobiosis (AnaeroGen de Oxoid) con un tiempo
optimo de incubacion entre 72 y 96 horas, tras los que se realiza la lectura de
recuento en placa. Para el aislamiento mediante triple estria el tiempo de incubacion
se redujo a 48 h, a excepcion de las bifidobacterias que necesitaron 72 h. Los
microorganismos identificados morfoldégicamente se incubaron durante 24 horas a
37°C para su crecimiento en masa y su posterior identificacién bioquimica mediante

la tira API-50 CHL.

En el medio de MRS (Fig. 1) la mayoria de las colonias que aparecen son

grandes, blancas, con bordes bien definidos. Estas se corresponden con el género

55




Capitulo 1

Lactobacillus, este medio pierde selectividad tras variaciones en el pH. En el medio
LS-Diferencial (Fig. 2) Lactobacillus delbrueckii crece en forma de colonias
lobuladas rojas de 1-1,5 mm de didmetro rodeadas de una zona blanca opaca y
Streptococcus thermophilus crece formando colonias ovales o redondas de

aproximadamente 0,5 mm de didmetro como maximo con un pequefio halo claro a

su alrededor. También pueden crecer bifidobacterias (Nebra et al., 1999).

Figura 3. Medio TPY. Figura 4. Medio BFM.

Figura 5. Medio M-17.
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En el medio TPY (Fig. 3) se observd crecimiento de bifidobacterias y
lactobacilos, pero, al adicionar 3 g/l de cloruro de litio, 0,1 g/l de sulfato de
neomicina y 15 mg/l de 4acido nalidixico al medio, éste fue selectivo para las
bacterias del género Bifidobacterium (Samona et al., 1991). El medio BFM (Fig. 4)
se empled para el aislamiento de bifidobacterias, que aparecen formando pequefias
colonias de color blanquecino o semi-transparentes, claramente diferenciables
gracias al color azul del medio. En el medio M-17 (Fig. 5) las colonias son color
crema y se corresponden con género Streptococcus. El mejor medio selectivo para el
crecimiento de las cepas de Bifidobacterium fue el medio BFM agar (Nebra et al.,
1999). El crecimiento de otros géneros en BFM agar ha sido estudiado por Lynch et

al. 2002, y en este medio unicamente crecen bifidobacteria.

El contenido de bifidobacterias y otras bacterias lacticas como Lactobacillus
y Streptococcus contenidas en los productos lacteos analizados se muestra en la
tabla 1. Para obtener la media de los microorganismos del género Lactobacillus se
emplearon los medios agar MRS con pH apropiado (pH 5,4) para aumentar su
selectividad y LS-Diferencial. Para los microorganismos del género Streptococcus
se usaron los medios agar M-17 y LS-Diferencial, para las bifidobacterias se emple6
fundamentalmente el medio BFM, aunque también se tuvo en cuenta el medio LS-
Diferencial. Todos los productos lacteos cumplen la normativa legal vigente pues
contienen mas de 10’ microorganismos vivos por gramo, capaces de mantener todas
sus caracteristicas durante la vigencia legal del producto (24 dias). Todas las
muestras varian entre 10°-10° células/ml. En las leches fermentadas con
bifidobacterias los porcentajes de aislamiento se encuentran entre 6-10% para el
género Bifidobacterium (BFM agar), 70-90% corresponde al género Streptococcus
(M-17) y entre 5-10% a Lactobacillus (MRS). Existe una gran variabilidad en el
contenido en bifidobacterias en los productos analizados; el bajo numero de
bifidobacterias en algunos productos podria limitar su efecto probiotico. Los
productos con adicion de otros microorganismos (L. casei, L. acidophilus, etc.) son

muy semejantes entre si, poseen un nimero de bacterias similar.
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Tabla 1. Microbiota contenida en los productos lacteos analizados.

TIPO DE RECUENTO  Lactobacilos Estreptococos Bifidobacterias
MUESTRA TOTAL (UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml)
BIO | Leche fermentada 9,20 x 10° 1,21 x 107 7,04 x 10° 1,5x 10°
BIO 2 Leche fermentada 1,80 x 10* 3,10x 107 1,40 x 10° 1,0x 10°
BIO 3 Leche fermentada 8,50 x 10* 1,00 x 10° 1,92 x 10 3,5x 10
BIO 4 Leche fermentada 3,20x 10° 4,40 x 107 2,50 x 10* 1,0x 10’
BIO 5 Leche fermentada 3,00 x 10* 8,00 x 10° 2,20x 10° 8,0x 10*
BIO 6 Leche fermentada 2,50 x 10* 2,15x 107 1,70 x 10* 3,6 x 10°
BIO 7 Leche fermentada 9,70 x 10* 2,40 x 107 7,30 x 10* 1,0x 10
BIO 8 Leche fermentada 3,60 x 107 3,00 x 107 4,00 x 10° 1,0x 10’
BIO 9 Leche fermentada 2,30x 10* 7,00 x 107 2,30x 10* 1,5x 10’
BIO 10 Leche fermentada 1,00 x 10° 5,80 x 10° 6,00 x 10° 1,2x 10°
BIO 11 Leche fermentada 1,90 x 10 3,00 x 10 1,20x 10 3,2x 107
BIO 12 Leche fermentada 9,00 x 10* 4,10x 107 7,80 x 10* 7,1x 10°
BIO 13 Leche fermentada 3,00x 10* 1,60 x 10° 1,90 x 10® 8,2x 10°
YOGUR 1 Yogur Natural 1,30 x 10* 2,01 x 107 1,30 x 10* -
YOGUR 2 Yogur Natural 3,05x 10* 8,30 x 10° 3,05x 10* -
YOGUR 3 Yogur Natural 4,00 x 10* 1,00 x 10° 4,00 x 10* -
YOGUR 4 Yogur Natural 4,50 x 10* 3,00 x 107 420x 10* -
YOGUR 5 Yogur Natural 5,00 x 10® 3,50 x 107 4,70 x 10* -
YOGUR 6 Yogur Natural 6,10 x 10° 5,60 x 10° 5,50 x 10° -
YOGUR 7 Yogur Natural 5,90 x 10 4,00 x 107 5,50 x 10° -
YOGUR 8 Yogur Natural 8,30 x 10° 3,00 x 107 8,00 x 10° -
YOGUR 9 Yogur Natural 1,20 x 10° 4,50 x 107 1,10 x 10° -
YOGUR 10 Yogur Natural 8,80 x 10° 4,00 x 10° 8,80 x 10° -
YOGUR 11 Yogur Natural 1,00 x 10° 2,10x 10* 7,90 x 10* -
YOGUR 12 Yogur Natural 8,70 x 10* 4,00 x 10 8,30 x 10° -
YOGUR 13 Yogur Natural 4,00 x 10° 1,00 x 10° 4,00 x 10° -
YOGUR PR. 1 Yogur Liquido 4,45x 10° 3,50 x 10* 4,45x 10* -
YOGUR PR. 2 Yogur Liquido 1,04 x 10 7,03 x 10’ 5,04 x 10’ -
YOGUR PR. 3 Yogur Liquido 2,50 x 10* 8,00 x 10’ 1,10 x 10* -
YOGUR PR. 4 Yogur Liquido 3,50 x 10* 1,00 x 10* 2,55x 10* -
QUESO Queso 3,60 x 107 3,00 x 107 4,00 x 10° 2,00 x 10°
QUESO Queso 2,30 x 10 7,00 x 107 2,30 x 10 1,00 x 10°

En los productos pasteurizados después de la fermentacion no se observo

ningin crecimiento después del periodo de incubaciéon de las placas, con ello
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podemos afirmar que en este tipo de productos no poseen microorganismos viables,
con ello exista la posibilidad de que algin microorganismo viable pueda
reproducirse en la matriz del producto por contaminacién externa o por problemas
en el proceso tecnologico. Los resultados obtenidos de los recuentos en placa de las

leches fermentadas con bifidobacterias se muestran en la Tabla 2.

En general, para todos los productos se observa que los estreptococos
predominan en la matriz, a excepcion de los productos liquidos adicionados
microorganismos (YOGUR PR. 1, 2, 3 y 4) en los que los lactobacilos y
estreptococos se encuentran en la misma proporcion. En leches fermentadas con
bifidobacterias no existe una normativa que regule la cantidad de bacterias del
género Bifidobacterium que deben contener, aunque el Codex Alimentarius
recomienda que la cantidad de bifidobacterias ha de ser del orden de 10’

bifidobacterias por g o ml.

Tabla 2. Recuentos obtenidos de las leches fermentadas con bifidobacterias.

PRODUCTO LS BFM MRS M-17
log UFC/ ml log UFC/ ml log UFC/ ml log UFC/ ml
B1 9.05+£0.2 6.18 £ 0.1 81105 8.86+ 0.3
B2 9.03+1.0 5.00+0.5 6.00+0.5 828+1.2
B3 8.95+0.5 454+0.6 7.33+0.8 823+£1.0
B4 9.02+0.3 7.00+0.4 749+04 8.15+£0.2
B5 8.77£0.2 490+0.6 6.90+0.1 834+0.3
B6 8.92£0.2 6.56 +0.8 7.64£0.6 8.40£0.6
B7 9.31%0.1 8.00£0.1 7.18+0.3 8.81%0.5
B8 9.00£0.5 746+ 1.0 736104 8.83+0.5
B9 9.00£0.8 7.32+0.9 6.83+0.8 8.18£0.6
B10 895104 7.82+0.6 6.52+0.1 8.40+0.3
Bl11 8.00+£0.2 7.53+0.7 6.30+0.2 7.98 £0.1
B12 9.07+0.6 7.71+0.5 7.30+0.3 8.48£0.5
BI13 9.30 £ 0.1 7.72+0.8 7.51+£0.2 8.05+£0.2
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Los productos que contienen bifidobacterias en un mayor nimero fueron las
leches fermentadas BIO 1 con 1 x 10°® UFC/ml, BIO 4, BIO 8 con 1 x 10’ UFC/ml
respectivamente, BIO 9 con 1.5 x 10’ UFC y BIO 11 con 3.2 x 10" UFC/ml. El resto
de productos analizados presentan unos niveles de bifidobacterias entre <1 x 10’
UFC/ml y 3.5 x 10* UFC/ml. La cantidad de microorganismos del género

Bifidobacterium es muy dispar en los diversos productos lacteos analizados.

3.2. Identificacion de los microorganismos mediante pruebas bioquimicas

El kit comercial API 50 CHL no fue valido para la diferenciacion entre
distintas cepas de bifidobacterias. Las cepas analizadas presentaron diferentes
perfiles en la fermentacion de carbohidratos a diferentes tiempos. Esto dificulta la
identificacion de cepas y refuerza la necesidad de desarrollar técnicas moleculares
que permitan la diferenciacion clara entre cepas.

Ya que los sistemas bioquimicos no son aplicables a bacterias del género
Bifidobacterium, éstas se identificaron usando la técnica de hibridacion in situ con
sondas fluorescentes para el gen 16S, tal y como describio Langendijk ef al., 1995.
Los resultados de FISH fueron adecuados para la identificacion de bifidobacterias;
todas las cepas aisladas del medio BFM presentaron una sefial cuando se hibridaron

con esta sonda (Franks et al., 1998).
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Figura 6. Morfologia de Bifidobacterias y Lactobacilos con tincion Gram.
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Figura 7. Lactobacilos y estreptococos, en tincion simple y en tincion Gram, respectivamente.

Las bacterias aisladas en funcién de su morfologia se siembran en su medio
selectivo correspondiente (MRS, M-17, BFM) con el método de triple estria para la
obtencion de colonias aisladas, con las que se realizaran las identificaciones
bioquimicas mediante el sistema API-50 CHL y las correspondientes pruebas
moleculares. El sistema API-50 CHL realiza un estudio de fermentacion de los 49
azucares que posee la galeria. El microorganismo a estudiar se inocula en cada
microtubo de la galeria. A continuacidon se incuba a 37°C, realizando la primera
lectura una vez transcurridas 24 horas y la segunda a las 48 horas. Durante la
incubacion, el catabolismo de los glicidos produce acidos organicos que hacen
virar el indicador del pH, pasando el medio de color violeta a color amarillo (prueba
positiva). Los resultados obtenidos constituyen el perfil bioquimico de la cepa y se
utilizan para su identificacion.

La mayoria de los lactobacilos fueron identificados correctamente a nivel de
especie como L. delbrueckii, mientras que a nivel de subespecie encontramos
numerosas diferencias debido a las cuales Unicamente se ha diferenciado a nivel de
especie. Estas diferencias en cuanto a subespecie son debidas en su mayoria a la
falta de reproducibilidad de las tiras API, ya que el considerar una prueba como
negativa y/o positiva provoca grandes variaciones en la identificacion del
microorganismo. De cualquier forma no se tuvo en cuenta la subespecie se
identificaron los microorganismos a nivel de especie. En el caso de L. casei y L.
rhamnosus no hubo ninglin problema en su identificacién, ya que por las
caracteristicas de las colonias y por su morfologia, observada al microscopio
mediante tinciones simples y Gram, quedaron claramente identificadas. En la tira

API, L. casei subsp. rhamnosus aparece como Lactobacillus rhamnonus, nombre
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reconocido también actualmente (Collins et al., 1989). Las bacterias del género
Bifidobacterium no fueron identificadas mediante las pruebas bioquimicas, ya que

no se encuentran incluidas en su base de datos.

Todos los microorganismos identificados mediante pruebas bioquimicas
fueron comprobados mediante el empleo de sondas especificas marcadas con
fluorocromos (Ver 5.- Hibridacion in situ). Destacar que la tira API 50-CHL no es
apropiada para la identificacion de bacterias acidolacticas y es necesaria una revision

de las pruebas para incluir nuevas especies microbianas.

Figura 8. Tira API-50 CHL.

3.3. Identificacion de los microorganismos mediante sondas especificas

Las sondas utilizadas en esta técnica, basadas en secuencias complementarias
al rRNA de los microorganismos, se emplean para la deteccion y recuento de las

bacterias acidolacticas en la propia matriz del producto.
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3.3.1. Género Bifidobacterium.

Se disefi6 una sonda especifica del 16S del rRNA las bacterias del género
Bifidobacterium marcada con fluoresceina. Se identificaron todas las cepas aisladas
de las leches fermentadas con bifidobacterias mediante la hibridacion de las mismas
con la sonda. Con ello se confirma los resultados obtenidos en tras crecimiento en
medio selectivo y observacion de la morfologia de colonia y celular. Este método de
evaluacion de las bifidobacterias mediante sondas especificas del género marcadas
con fluorocromos proporciona un elevado porcentaje de identificacion de las

bifidobacterias, observandose al mismo tiempo la morfologia de las mismas (Fig. 9).

Figura 9. Bifidobacterias hibridadas mediante la sonda especifica del 16S marcada con fluoresceina.

3.3.2. Género Streptococcus.

Para la comprobacion de las bacterias identificadas como estreptococos se
empled una sonda complementaria del 23S rRNA de Streptococcus thermophilus
que se marco con fluoresceina. La especificidad de la sonda se comprobd con cepas
de coleccion (cultivos puros) y con las aisladas de las muestras de lacteos
estudiadas. Esta sonda result6 adecuada para la deteccion de estreptococos en la
matriz de los productos, confirmandose los resultados anteriores obtenidos mediante

técnicas de identificacion bioquimica.
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Figura 10. Hibridacion in situ de Streptococcus thermophilus de yogur con sonda marcada con
fluoresceina.

3.3.3. Género Lactobacillus.

Para la comprobacion de las bacterias identificadas como lactobacilos se
empled una sonda complementaria del 16S rRNA que se marco con rodamina. La
sonda inicialmente disefiada para L.delbrueckii también hibrid6 con L.acidophilus y
L.casei aunque en el BLAST no se alineaban las secuencias. Esta sonda nos permitié
detectar los lactobacilos presentes en muestras lacteas. Todas las bacterias
identificadas como lactobacilos, independientemente de la especie, hibridaron con la
sonda, con lo que confirma los resultados de los test bioquimicos. Se observaron
diversas morfologias de lactobacilos, las identificadas mediante tira API-50 CHL

como L. delbrueckii'y L. acidophilus se muestra en la Figura 11.

Figura 11. Hibridacion in situ de L. delbrueckii y L. acidophilus de yogur con sonda marcada con
rodamina.
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3.4. PCR especificas

Unicamente se realizaron las reacciones de PCR especificas de género para
Lactobacillus y Bifidobacterium ya que para S. thermophilus la morfologia y el

sistema API -50 CHL es suficiente para su identificacion.

3.4.1. Género Bifidobacterium

Todas las cepas aisladas a partir de las 13 leches fermentadas con
bifidobacterias presentaron tras la reaccion de PCR con los iniciadores Lm3 y Lm26
segun el procedimiento descrito por Kaufmann et al. , (1997) un fragmento de 1.35
Kb especifico del gen del 16S del género Bifidobacterium (Fig.12). Este fragmento

no se detecto para las cepas de lactobacilos y estreptococos.

1 2 M 3 4

L 1500 pb
1.35Kb

L 1000 pb

-500 pb

Figura 12. PCR especifica del gen 16S rRNA del género Bifidobacterium. Calles 1 a 4
bifidobacterias aisladas de productos lacteos.

Por tanto esta técnica puede ser empleada para la identificacion directa y

especifica de de bifidobacterias.

3.4.2. Multiplex PCR para las especies del género Bifidobacterium

No se obtuvo amplificacion con la reaccion de multiplex PCR para los

iniciadores descritos por Dong et al., (2000) que identifican bifidobacterias de
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origen humano. Por ello, se procedio a la evaluacion de la presencia de
B. animalis/lactis en las leches fermentadas comerciales con bifidobacterias, ya que
esta especie es la mejor adaptada a los productos lacteos. Tras la multiplex PCR para
B.animalis/lactis segin procedimiento descrito por Ventura et al., (2001) se
amplificaron dos fragmentos de 1.40 Kb especifico del género y otro fragmento de
680 pb especifico de especie. En todas las muestras de leches fermentadas con
bifidobacterias se detecto la presencia B. animalis/lactis (Fig. 13). Luego todas las

cepas de bifidobacterias detectadas en los productos comerciales pertenecen a la

especie B.animalis/lactis.

M

— T B EE T
1500 pb - 4 d i d a - 1400 pb
1000 pb- | o

: oy == — G ——— — - 680 pb
500 pb- | — |

Figura 13. Multiplex PCR de las bifidobacterias aisladas de las leches fermentadas
comerciales. Linea M, 100 bp marcador DNA de pesos moleculares.

3.4.3. Lactobacillus delbrueckii

Todas las cepas de lactobacilos aisladas de los productos lacteos identificadas
mediante pruebas bioquimicas como L. delbrueckii, presentaron tras la reaccion de
PCR con los iniciadores descritos por Lick et al., (2001) un fragmento de 715 pb
especifico (Fig.14). Este fragmento no se detectd para las cepas de estreptococos y
bifidobacterias. De esta forma se confirman los resultados de la identificacion

mediante pruebas bioquimicas sin poder distinguir entre subespecies.
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Figura 14. PCR especifica de L. delbrueckii de las cepas de lactobacilos aisladas de las muestras
lacteas analizadas en este estudio. Lane M, 100 bp DNA marcador de pesos moleculares.

3.5. ARDRA-PCR
3.5.1. Géneros Lactobacillus, Streptococcus y Bifidobacterium:

Se amplificaron 1004 pb correspondientes al gen del 16 S del rRNA de todos
los microorganismos de productos lacteos analizadas, lactobacilos, bifidobacterias y
estreptococos, con el empleo de unos iniciadores generales descritos por Marshall et
al., (1999). (Fig.15). Los amplificados fueron digeridos y visualizados en un gel de
electroforesis al 3% de agarosa y visualizacion bajo luz UV. Se puede observar en la

figura 16 los perfiles ARDRA obtenidos de la digestion con la enzima Hpall.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M

- 1000 pb
1004 pb-

=800 nh

Figura 15. Amplificacion del 16S con primers generales de las cepas de bifidobacterias,
lactobacilos y estreptococos aislados de productos lacteos comerciales.
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9 10 11 12 M

- 1000 pb

-500 pb

Figura 16. Perfiles ARDRA obtenidos tras digestion del 16S de lactobacilos,
bifidobacterias y estreptococos con la enzima de restriccion Tagl. Lineas 1, 2, 3 son

lactobacilos; Lineas 4 y 5 estreptococos y lineas 6 y 7 bifidobacterias.
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Figura 17. Perfiles ARDRA obtenidos tras digestion del 16S de lactobacilos,
bifidobacterias y estreptococos con la enzima de restriccion Hpall. Lineas 1, 2, 3,
4, 5 estreptococos, Lineas 6, 7, 8, 9 lactobacilos y Lineas 10, 11, 12

bifidobacterias.
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- 1000 pb

- 500 pb

Figura 18. Perfiles ARDRA obtenidos tras digestion del 16S de lactobacilos, bifidobacterias
y estreptococos con la enzima de restriccion HpyF-10VII (Mwol). Lineas 1, 2, 3 son
estreptococos, Lineas 4 y 5 lactobacilos y lineas 6 y 7 bifidobacterias.

La restriccion del fragmento de 1004pb con la mayoria de las enzimas (Hinl,
Mboll, Taql, Hpall) de restriccion nos permitié diferenciar a los lactobacilos y
bifidobacterias de los estreptococos, mientras que Unicamente con la enzima Mwol
se diferenciaron los tres géneros, generandose para los estreptococos 3 bandas de
pesos moleculares aproximados de 550, 225 y 200 pb, para los lactobacilos se
generaron seis 650, 600, 350, 300, 250 y 200pb. Mientras que para las
bifidobacterias se generaron 3 fragmentos de 400, 200 y 150 pb. No se pudo
diferenciar ningin género mediante la restriccion del fragmento con Hindlll, Acsl,
Bstll.

Esta técnica es una forma rapida y sencilla de diferenciar los tres géneros de
microorganismos presentes en una leche fermentada con bifidobacterias utilizando la

enzima de restriccion Mwol.

3.5.2. Género Bifidobacterium

Un fragmento de 1.35 kb correspondiente al gen 16S rRNA del género

Bifidobacterium fue detectado en todas las bifidobacterias. Se realizo la restriccion

69




Capitulo 1

de los fragmentos amplificados mediante el empleo de las enzimas de restriccion
(EcoRl, Ddel, Hpall, Hinfl, Mbol y BamHI). Después de la digestion, para cada
bifidobacteria existe un perfil de restriccion especifico de cada enzima de
restriccion. Siendo los perfiles iguales entre cepas de bifidobacterias digeridas con la

misma enzima. (Fig. 2).

Esta técnica indica que se emplea una Unica especie en la elaboracion de la
leche fermentada, Bifidobacterium animalis/lactis, aunque hay algunas de estos
bifidobacteria que son las distintas cepas (ve resultados de RAPDs). Estas cepas se
identificaron como el B. animalis y B. lactis. Estas dos especies son consideras
idénticas por algunos autores (Cai et al., 2000; Klein, 2001); Estudios recientes han
propuesto recientemente a Bifidobacterium lactis como una nueva especie O
subespecie (Ventura y Zink, 2002). Estas especies se han empleado en Ia
elaboracion de productos lacteos fermentados en lugar de otras especies de
Bifidobacterium debido a sus excelentes caracteristicas tecnologicas (Meile et al.,
1997; Klein y Goldberg, 2002, Gueimonde et al., 2004). El anélisis comparativo de
las cepas gener6 un dendrograma en el que todas las cepas de Bifidobacterium

aisladas de los productos comerciales presentaban entre un 90-95% de homologia.

M
|
- 1000 pb
400pb- e R F = o i »

Figura 19. Perfiles ARDRA de las bifidobacterias aisladas de leches fermentadas
comerciales tras la amplificacion de un fragmento de 1.35 kb correspondiente al 16S rRNA
y digerido con la enzima de restriccion Mbol. Linea M, 100 bp DNA marcador molecular.
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La técnica de ARDRA es adecuada para diferenciar las bifidobacteria a nivel
de especie. Nos ha permitido observar que las bifidobacteria aisladas de los

productos lacteos pertenecen, principalmente, a la misma especie.

3.6 RAPDs

3.6.1. Leches fermentadas con bifidobacterias

Los perfiles obtenidos mediante la técnica RAPDs se observan en la fig.20
tras la amplificacion con el iniciador descrito por Tynkkynen ef al., (1999). Tal y
como se observa, el 80% de las cepas de bifidobacterias aisladas de productos
lacteos presentan el mismo perfil, con lo que suponemos que es la misma cepa o que

son cepas generadas a partir de la misma cepa de bifidobacteria.

- 1500 pb

- 1000 pb

-500 b

Figura 20. Perfiles generados con la técnica RAPD de las bifidobacterias aisladas de leches fermentadas
comerciales. B1 (Linea 1), B2 (Linea 2), B3 (Linea 3), B4 (Linea 4), B5 (Linea 5), B6 (Linea 6), B7
(Linea 7), B8 (Linea 8), Linea M, marcador DNA 100 pb. B. bifidum ATCC 2952 (Linea 9), B .longum
ATCC 15707 (Linea 10), B. infantis ATCC 15697 (Linea 11).

Unicamente, la cepa aislada del producto B7 presentd un perfil distinto al
resto de las bifidobacterias aisladas. La similitud entre las cepas de bifidobacterias

basada en los perfiles obtenidos mediante esta técnica RAPD fue evaluada
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generando un dendrograma mostrado en la Fig.21. Todas las bifidobacterias se
agruparon con un nivel de similitud del 56.6% (Fig.21), existiendo dos grupos
diferenciados, el primer grupo presenta una homologia del 65% y agrupa a las cepas
B7, B9, B10, B11, B12, B13 y a las cepas de referencia B.bifidum, B.infantis y
B.longum. El segundo grupo presenta un porcentaje de similitud 83% y en este
grupo se encuentran las cepas B1, B2, B3, B4, B5, B6, B8. Esto demuestra que las
cepas de bifidobacterias utilizadas en la elaboracion de productos comerciales son
diferentes, con la excepcion de B1, B2, B3, B4, B5 y B6 que presentan perfiles

idénticos.

De la misma manera, B9, B10, B11, B12 y la cepa B13 mostraron un grado
alto de similitud entre sus perfiles RAPD de alrededor del 72%. La técnica de
RAPDs genero6 varias bandas de 8 a 14 con pesos moleculares entre 1725 bp y 238
bp. Todo las cepas comparten 10-12 bandas cuyos pesos moleculares son 2500,

2150, 1700, 1510, 1395, 1250, 1120, 867, 550, 499 y 234 bp.

El perfil RAPD de la cepa contenida en el producto B7 presenta bandas
diferentes de pesos moleculares 796 bp y 900-800 pb que son exclusivas de esta
cepa. Las cepas de referencia mostraron perfiles RAPDs diferentes entre ellas y a su

vez diferentes a los obtenidos para las cepas aisladas de los productos lacteos.

Una de las desventajas caracteristica de esta técnica es la falta de
reproducibilidad, ésta se comprobd y se evalud con los datos obtenidos comparando
los resultados de dos termocicladores de PCR diferentes (Cycler PHC3 Termal,
Real; y el termociclador FPROGOSD, TECHNE). No se observo ningiin cambio en
los perfiles entre las reacciones realizadas con termocicladores, tiempo, y

concentraciones de DNA distintas. Todos los analisis se realizaron por duplicado.
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Figura 21. UPGMA dendrograma generado por comparacion de los perfiles RAPD-PCR obtenidos para
las bifidobacterias aisladas de leches fermentadas comerciales.

3.6.2. Productos lacteos comerciales.

Los perfiles obtenidos mediante RAPDs obtenidos tras la amplificacion con
el iniciador descrito por Tynkkynen et al., (1999) para los lactobacilos y
estreptococos aislados de las leches fermentadas con bifidobacterias y de los otros
productos lacteos tipo yogur analizados, se muestran en la figura 22 y 23. En los
perfiles se observan diferencias entre bacterias pertenecientes a la misma especie
procedentes de distintas marcas comerciales (Figuras 22 y 23). Se han analizado por
separado las distintas especies obteniéndose perfiles muy dispares entre ellas. Los
perfiles generados se estudiaron mediante el programa informatico TDI Lane
Manager obteniéndose un dendrograma en el que se puede observar graficamente las

similitudes genéticas (Figura 24 y 25).

Los estreptococos aislados de los productos lacteos (Figura 24) presentan una

gran homogeneidad en sus patrones de bandas. Los perfiles presentan un numero de
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banda entre 6 y 10 con pesos moleculares que oscilan entre 2000 y 500 pb. Todas
las cepas tienen en comun 3 bandas de pesos moleculares: 900, 850 y 570 pb. Como
se puede observar en la figura 24 existe una gran similitud en los perfiles obtenidos

mediante RAPDs para los lactobacilos (todos ellos L. delbrueckii).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M

-2000 pb

-500 ob

- - 100 pb

Figura 22. Perfiles obtenidos mediante RAPDs de bacterias del género Streptococcus.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

-3000 pb

-500 nh

-200 pb

Figura 23. Perfiles obtenidos mediante RAPDs de bacterias del género Lactobacillus
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Existen cepas de estreptococos y lactobacilos procedentes de distintos
productos lacteos que comparten que comparten un elevado porcentaje de similitud
tal como se puede observar en el dendrograma generado (fig.24). La tipabilidad del
método se establecid en un 80% y la reproducibilidad se estimo6 por estudio de la
cepa de estreptococo del producto B7 como control en los experimentos
independientes, asi como por otras cepas cuyo analisis se realizd por duplicado. En
el caso de los estreptococos aislados de las leches fermentadas comerciales (fig. 24),
la similitud entre las cepas es de un 75 %; en el dendrograma se observan dos
grupos unidos a un 80% y un 100% de similitud, que agrupan respectivamente 8 y 3
cepas. Como se puede observar los todos los lactobacilos se encuentran englobados
con un 80% de homologia. Existen dos grupos o clusters, el primero de ello, con una
homologia del 90%, engloba un total de 3 cepas y el segundo subgrupo con un 95%
de similitud aparecen englobadas 7 cepas identificadas como L. delbrueckii subsp.

bulgaricus. La homologia entre las cepas de los lactobacilos es muy elevada.

ST12
— st6

ST11

ST3
ST4
ST13
ST5
Grupo I: Lactobacillus ST10
ST1
ST2

ST7
ST8
ST9

LAS
LA8

LA10

Grupo II: Streptococcus LAl
LA2
LAI11
LA7
LA12
LA13
LA6
LA3

— LA4

Figura 24. Representacion grafica de la homologia genética del DNA amplificado de los estreptococos y
lactobacilos aislados de los yogures mediante RAPDs.
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El dendrograma generado por agrupacion de todos los microorganismos aislados
de las leches fermentadas con bifidobacterias se puede observar en la figura 25, en la
que los lactobacilos, estreptococos y bifidobacterias se agrupan con un 27.5% de
homologia, el empleo de esta técnica y la eleccion del iniciador, nos ha permitido
poder diferenciar entre los géneros (género Lactobacillus, género Streptococcus y
género Bifidobacterium) de microorganismos empleados en la elaboracion de

yogures.

B3
B2
Bi
BS
B4
Bl
BS
B
Bl1
Blo
B13
Bl2
BY

Grupo I: Bifidobacterium
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Grupo III: Streptococcus 510
58
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Figura 25. Representacion grafica de la homologia genética del DNA amplificado de los
microorganismos contenidos en las leches fermentadas con bifidobacterias mediante RAPDs.
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Figura 26. Representacion grafica de la homologia genética del DNA amplificado de los estreptococos,
lactobacilos y bifidobacterias mediante RAPDs.
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3.7. AFLPs

La técnica de AFLP fue empleada para diferenciar las cepas del género
Bifidobacterium aisladas de leches fermentadas comerciales. Se observo que el
mismo perfil AFLP se presenta para el 85% de las cepas. Los resultados son
similares a los obtenidos por medio de la técnica de RAPD, por lo que dada la
complejidad y los requisitos involucrados para la realizacion de esta técnica
(digestion, ligado, amplificacion), se selecciond la técnica de RAPD para la
diferenciaciéon a nivel de cepa de las bifidobacterias presentes en las leches

comerciales.

- 1000 pb

-500 nb

Figura 27. Perfiles generados con la técnica AFLPs de las bifidobacterias aisladas de leches fermentadas
comerciales. B1 (Linea 1), B2 (Linea 2), B3 (Linea 3), B4 (Linea 4), B5 (Linea 5), B6 (Linea 6), B7
(Linea 7), Linea M, marcador DNA 100 pb. B. bifidum ATCC 2952 (Linea 8), B .longum ATCC 15707
(Linea 9).

4. DISCUSION

En conclusion, la aplicacion de la técnica de multiplex-PCR para el anélisis
de producto lacteos comerciales puede ser una herramienta muy 1util para la

deteccion rapida de la especies B. animalis/lactis.
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La técnica de ARDRA permite la identificacion intra-especificamente,
mientras la técnica de RAPDs ha permitido diferenciar de bifidobacteria al nivel de
cepa. La combinacion de estas dos técnicas permite identificar las bifidobacteria a
nivel de especie con la técnica de ARDRA, y a nivel de cepa con la técnica de
RAPD. Esta identificacion a nivel de cepa es mas importante ya que muchos de los
efectos beneficiosos que estas bacterias ejercen en la salud humana no pueden
atribuirse de una forma extendida a un género y/o especies, porque estas propiedades
son dependientes de cada cepa. Por esta razon es muy importante encontrar una
técnica buena para la correcta identificacion a nivel de cepa; y emplear métodos
diferentes caracterizacion fenotipica y genotipica con el fin de poder asociar un
efecto especifico a una cepa concreta y poder llevar a cabo las investigaciones
necesarias en diferentes estudios tecnologicos, clinicos y epidemiologicos. Por
consiguiente, la combinacion de las técnicas de RAPDs y ARDRA nos proporciona

una herramienta adecuadas para la identificacion de las bacterias lacticas.
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CAPITULO 2

Supervivencia de cepas pertenecientes a los géneros
Lactobacillus,  Streptococcus 'y  Bifidobacterium
presentes en productos lacteos comerciales durante su

almacenamiento en refrigeracion a 4°C.
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1. INTRODUCCION

Los yogures y las leches fermentadas tienen la propiedad de contener
microorganismos vivos que proporcionan caracteristicas organolépticas y nutritivas
a estos productos. Estos productos estan considerados probiodticos porque cuando
son consumidos en ciertas cantidades, proporcionan efectos beneficiosos sobre la
salud del que los ingiere, efectos como el mantenimiento de la flora intestinal,
digestion de la lactosa, actividades inmunomodulantes y anticancerigenas, reduccion

de los niveles de colesterol, etc. (Sanders 1993; Schaafsma 1996 a, b).

Los géneros Bifidobacterium, Lactobacillus spp. y Streptococcus spp. son
empleados frecuentemente para la elaboracion de productos lacteos y muchas
especies son consideradas probidticas, para ello se sugiere que deberian llegar al
final del intestino viables y en suficiente nimero (10°-10” microorganismos/ml) para
que sus efectos puedan ser apreciados por el consumidor (Kurman y Rasic 1991,
Bouhnik 1993). Por ello, la efectividad de los productos probioticos implica el
estudio y analisis de la viabilidad de los microorganismos durante la vida 1til de los
productos probidticos y durante el tracto gastrointestinal. Existe un gran nimero de
estudios en los que se ha investigado la viabilidad de las bacterias lacticas en
diferentes productos lacteos (Shin et al., 2000, Defives et al., 1999, Nighswonger et
al., 1996) usando las técnicas tradicionales de cultivo en medios selectivos. Sin
embargo, estas técnicas presentan desventajas tales como el periodo de tiempo en
obtener resultados y las bacterias dafiadas o muertas que no pueden ser detectadas
con los métodos clasicos de recuento en placa, desestimando el numero real de
microorganismos presentes en una muestra. La deteccion y recuento de
microorganismos mediante tincion con fluorocromos presenta grandes ventajas
destacando la rapidez en la obtencion del numero de microorganismos presentes en
una muestras, la observacion directa de la morfologia bacteriana y la valoracion
directa del estado fisiologico de las células, es decir, la viabilidad bacteriana,
permitiendo de este modo un recuento exacto del niimero de microorganismos
presentes en una muestra. El kit de viabilidad LIVE/DEAD® BacLight (Molecular
Probes Inc., Eugene, Oreg.) ha sido desarrollado para diferenciar las bacterias

viables de las no viables en funcion de la permeabilidad de la membrana celular y
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esta técnica ha sido empleada para monitorizar el crecimiento de poblaciones
bacterianas (Franks et al., 1998, McFeters et al., 1995). El kit de viabilidad incluye
dos fluorocromos de acidos nucleicos: SYTO9 y ioduro de propidio. SYTO9 es un
fluorocromo que presenta una fluorescencia verde (excitacion y emisidon maxima a
480 y 500 nm), que penetra en las membranas de bacterias viables y no viables
(Handbook of fluorescent Probes and Research Chemicals, Molecular Probes,Inc.)
mientras que el fluorocromo ioduro de propidio presenta una fluorescencia roja
(excitacion y emision maxima a 490 y 635 nm) y unicamente penetra en aquellas
bacterias que presentan las membranas celulares dafiadas o con lesiones,
desplazando asi la fluorescencia de SYTO9 y proporcionando fluorescencia roja. De
este modo, las células que presenten la pared celular dafiada se detectaran por el
color rojo del fluorocromo mientras aquellas que presenten una fluorescencia verde
tendran intacta su pared celular y por tanto seran viables. Los objetivos de esta
técnica de tincion de bacterias mediante fluorocromos consisten en determinar la
proporcion de bacterias lacticas viables (vivas) y no viables presentes en diversas
muestras de productos lacteos o de cepas aisladas de los mismos, sin tener que
recurrir al empleo de otras técnicas y con ello reducir el tiempo necesario para el

estudio de viabilidad.

El objetivo de este estudio es determinar la viabilidad de las bacterias lacticas
presentes en productos lacteos comerciales durante toda la vida util del producto
almacenados en refrigeracion 4°C mediante el empleo del kit de wviabilidad
LIVE/DEAD® y de las técnicas clasicas de recuento en placa con el uso de medios
de cultivos generales y especificos para cada grupo de especies bacterianas presentes

en los productos lacteos analizados.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Muestras

Se analizé una muestra de los productos lacteos comerciales estudiados en el
capitulo 1. Los productos seleccionados fueron 4 leches fermentadas con

bifidobacterias (productos A, E, F y G) que ademds de contener bifidobacterias
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contenian también los fermentos clasicos del yogur, Streptococcus thermophilus y
Lactobacillus delbrueckii, cuya presencia viene seialada en la etiqueta del producto.
Dos muestras de yogur clasico (productos C y H) que contienen Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus delbrueckii; y dos muestras de leches fermentadas con
los fermentos clasicos del yogur adicionados con otros fermentos tales como
Lactobacillus casei o Lactobacillus acidophilus (productos B y D respectivamente).
Ademas, se analizaron dos muestras (T y M) de yogures pasteurizados después de la
fermentacion segiin B.O.E. n° 135, 3 junio 2002 y B.O.E. n°® 42, 18 febrero 2003,
como productos lacteos que han sufrido un proceso de pasteurizacion. Todos los
productos fueron almacenados a 4°C durante el andlisis. En el etiquetado de los
productos analizados (a excepcion de T y M) se indicaba la presencia de las
bacterias lacticas y bifidobacterias en estado viable. Las muestras fueron
monitorizadas semanalmente en intervalos de 2-3 semanas antes y después de la
fecha de caducidad. El pH de los productos fue medido mediante el empleo del pH-
metro 507 (Crison).

2.2. Enumeracion de las bacterias lacticas y bifidobacterias

(Ver capitulo 1.) Para los recuentos en placa se tomaron 10 g de cada muestra
que se diluyeron en 90 ml de agua de peptona y a continuacion fueron
homogenizados. Se realizaron las diluciones apropiadas (10*-10%) que fueron
sembradas en diferentes medios de cultivo por duplicado. Estos recuentos fueron
realizados en dos experimentos independientes. Los lactobacilos fueron enumerados
en el medio MRS Agar (Merck) y los estreptococos en M-17 Agar (Merck).
Bifidobacterium spp. se enumeraron empleando BFM agar (Nebra y Blanch, 1999) y
TPY Agar (Scharlau Schemie) suplementado con una solucion de antibidticos que
contenia 0.1 g/l de sulfato de neomicina, 15 mg/l de 4cido nalidixico y 3 g/l de
cloruro de litio (Panreac, Barcelona, Espafia). LS-Differential agar (Scharlau
Schemie) fue empleado como medio general para enumerar las bacterias lacticas
incluyendo también las bifidobacterias presentes en los productos lacteos analizados.
Las placas fueron incubadas a 37°C durante 3 dias en condiciones de anaerobiosis

mediante el uso de los sobres AnaeroGen (Oxoid Ltd., England).
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2.3. Identificacion de las bacterias

Los aislados de MRS agar, LS-Differential, M-17 agar y BFM agar fueron
testados mediante tincion Gram y la prueba de la catalasa. El sistema de
identificacion API 50 CHL (BioMerieux, France) fue empleado para la designacion
de género y especie. Mediante la técnica de hibridacion in situ con sondas
fluorescentes descrita por Langendijk et al. (1995) se identificaron a nivel de género

los aislados. (Ver capitulo 1).

2.4. Viabilidad de las bacterias lacticas y bifidobacterias a 4°C

Para valorar la viabilidad de las bacterias se tom6 como variable la integridad
de la membrana celular. Para ello se empled el kit de viabilidad LIVE/DEAD
BacLight (Molecular Probes, Texas, USA). Las muestras fueron asépticamente
homogeneizadas y diluidas serialmente en tampén PBS (130 mM/1 de cloruro de
sodio, 10 mM/1 fosfato de sodio, pH 7.2). Los recuentos totales, viables y no viables
fueron obtenidos mediante el uso del kit de viabilidad LIVE/DEAD BacLight
(Molecular Probes, Texas, USA). Todos los experimentos se realizaron por
triplicado.

Un total de 0.8 pl de la mezcla de fluorocromos del kit L/D (SYTO9 y PI)
fue afnadida a las muestras diluidas (250 pl), que fueron agitadas en el vortex y se
incubaron en la oscuridad durante 15 minutos a temperatura ambiente. Una alicuota
de 5 pl se afiadio a un portaobjetos recubierto con poli-L-lisina (SIGMA, Barcelona,
Espafia), se protegié con un cubreobjetos y se sell6 con vaselina para evitar perdidas
de la muestras por evaporacion.

La poblacion total es enumerada mediante el recuento de las células rojas y
verdes bajo el microscopio de epifluorescencia Olympus (BX50) con un conjunto de
filtros multiples (U-MWIB). Se realiz6 el recuento de un minimo de 20 campos por
muestra y por duplicado. Unicamente las células que presentaban fluorescencia

verde se consideraron viables.
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3. RESULTADOS

3.1. Enumeracion de bacterias en productos lacteos

Los recuentos en medio de cultivo general y especifico para cada unos de los
géneros contenidos en los productos lacteos analizados se muestran en la Tabla 1.
Los recuentos totales de las bacterias lacticas y bifidobacterias presentes en los
productos lacteos fueron obtenidos en LS-Differential agar. (Ver capitulo 1.
Aislamiento de bacterias). El namero total de bacterias viables fue de 10’-10° UFC/
g para todos los productos analizados (Tabla 1) excepto para el producto T en el que

no se detecto crecimiento en placa.

Tabla 1. Recuentos iniciales de las bacterias lacticas y bifidobacterias contenidas en los diferentes
productos analizados. Media +SEM (Error estandar de la media)

Medio LS BFM MRS M-17 TPY

Muestra LogUFC/g PH LogUFC/g LogUFC/g Log UFC/g LogUFC/g

A 8,96 £ 0,01 4,31 7,74 £0,02 7,28 £0,02 8,88 £ 0,06 8,95+ 0,01

B 8,65+ 0,05 3,93 - 8,56 £ 0,01 8,05+0,05 -

C 8,05£0,02 3,90 - 7,30+0,10 7,78 £0,01 -

D 8,02+ 0,03 3,94 - 6,90 £ 0,09 7,54 £ 0,05 -

E 8,99 + 0,03 4,23 6,18 £ 0,01 7,38 £0,03 8,86+ 0,06 8,80 +£ 0,01

F 8,40+ 0,10 4,38 4,54 £ 0,05 7,38 £0,04 8,86+ 0,10 8,80 £ 0,02

G 8,51+£0,09 4,19 6,56 £ 0,01 7,64 £0,06 8,40 £ 0,05 8,18 £0,01

H 8,48 £ 0,01 4,06 - 6,75 £ 0,05 8,55£0,03 -

En el medio LS diferencial se realizo el recuento total de microorganismos
contenidos en las muestras lacteas, ya que en este medio general crecen bien
lactobacilos, estreptococos y bifidobacterias; el medio MRS se empled para el
recuento de lactobacilos, L. delbrueckii, L. acidophilus y L. casei, mientras que en el
medio M-17 crecieron unicamente los estreptococos. Los medios BFM (selectivo
para bifidobacterias) y TPY (general de bifidobacterias) fueron usados para el

recuento de bifidobacterias, obteniéndose una unidad exponencial mas en el medio
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TPY, ya que este medio es menos selectivo que el BFM y algunas bifidobacterias
dafiadas pueden crecer en ¢l y no en BFM agar. Los productos lacteos analizados
contenian Lactobacillus delbrueckii y Streptococcus thermophilus, aunque no en
todas las etiquetas se sefialaba la presencia de estos fermentos. En las leches
fermentadas con bifidobacterias (productos A, E, F y G), se encuentran en unos
porcentajes que varian entre 6-10% para el genero Bifidobacterium en BFM agar,
70-90% correspondiente a los estreptococos en M-17 y entre 5-10% correspondiente
a Lactobacillus spp. en MRS. En los productos C, G y H que son yogures que
contienen los fermentos clasicos (L. delbrueckii y S. thermophilus), los porcentajes

de aislamiento fueron de 80-90% para estreptococos y 10-20% para lactobacilos.

Se observo una gran variabilidad en el contenido en bifidobacterias presentes
en los productos estudiados; el bajo nimero de células de bifidobacterias en algunos
productos podria limitar su efecto probiotico. Las bifidobacterias y otras bacterias
lacticas deben llegar viables y en suficiente cantidad al intestino para poder apreciar
sus efectos beneficiosos y alcanzar su sitio, adherirse, implantase o multiplicarse en
el tracto intestinal (Bouhnik, 1993). El producto F no podria ser considerado
probidtico debido a que su nivel en bifidobacterias es menor de 10°
bifidobacterias/ml. La viabilidad de las bacterias lacticas y de las bifidobacterias
contenidas en las muestras analizadas mediante técnicas tradicionales fue alrededor
de 10°-10" células/ml hasta el final de la vida util (fecha de caducidad). Esta
concentracion microbiana es la cantidad minima recomendada para que las células
lleguen al final del intestino y puedan ejercer los efectos beneficiosos sobre la salud
del consumidor. Por consiguiente, es necesario que el contenido inicial de bacterias
lacticas y bifidobacterias en los productos lacteos sea elevado (del orden de 10%-107
células por gramo en el volumen intestinal), de forma que tras el paso
gastrointestinal, en el que existen perdidas en la viabilidad bacteriana, lleguen
suficientes bacterias al final del intestino para poder ejercer sus efectos probidticos

sobre la salud de quien los consume.

3.2. Identificacion de las cepas aisladas

Todos los aislados fueron identificados mediante la galeria miniaturizada de

carbohidratos API 50-CHL (BioMerieux, France), técnicas basadas en la PCR y con
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sondas marcadas con fluorescencia (hibridacion in situ). (Ver capitulo 1. pag. 48).
Todos los lactobacilos aislados (8 cepas de 8 productos lacteos fermentados) fueron
identificados como L. delbrueckii y los estreptococos (uno por cada producto) como
S. thermophilus. L. casei fue aislado en el producto B y L. acidophilus fue
encontrado en el producto D.

El género Bifidobacterium fue encontrado en 4 muestras en las que se sefialaba
la presencia de este género en la etiqueta (productos A, E, F y G). El sistema API
fue muy util para lactobacilos y estreptococos pero no para las bifidobacterias. Las
colonias de bifidobacterias crecidas en medio selectivo (BFM) fueron identificadas
mediante hibridacion in situ con sondas fluorescentes especificas del gen 16S rRNA
del género Bifidobacterium (Langendijk et al., 1995). Todas las cepas aisladas de
BFM agar dieron sefal positiva cuando se hibridaron con la sonda, confirmando de
este modo su pertenencia al género Bifidobacterium. La reproducibilidad de la
identificacion bioquimica de los aislados empleando el sistema API 50-CHL fue
baja e imprecisa, sin embargo algunos autores consideran este sistema apropiado
para la identificacion de bifidobacterias (Shin et al., 2000, Nighswonger et al.,
1999). Por ello, es necesario el uso de técnicas alternativas tales como la PCR o la
hibridacion in situ (FISH) para identificar las bifidobacterias presentes en productos

lacteos.

3.3. Viabilidad de las bacterias lacticas y bifidobacterias a 4°C

Los recuentos totales de bacterias lacticas y bifidobacterias estimados con el kit
de viabilidad L/D fueron del orden de 10°-10° bacteria/ml para todos los productos
analizados al inicio del estudio y alrededor del 80-97% de esas bacterias
(lactobacilos, estreptococos y bifidobacterias) son viables (Fig. 1, Tabla 2). Los
resultados muestran que los recuentos en placa son aproximadamente uno o dos
ordenes menor que los recuentos obtenidos con la tincidon con fluorocromos
(SYTOY-PI) (Tabla 2), estos resultados sugieren que no todas las células viables en

la muestra son cultivables en medio de cultivo.
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D)

D)

I1T)

Figura 1. Viabilidad de Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp. y Streptococcus spp.
durante su almacenamiento en refrigeracion a 4°C. I) 2 semanas antes de la caducidad
del producto II) 1 semana antes de la caducidad; III) caducidad.
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Figura 2. Viabilidad del producto T (yogur pasteurizado después de la fermentacion) analizada
tras la tincién con los fluorocromos SYTO9 e ioduro de propidio incluidos en el kit de
viabilidad LIVE/DEAD.

Los recuentos de lactobacilos, estreptococos y bifidobacterias van
disminuyendo gradualmente durante el periodo previo a su caducidad (Fig. 1, Tabla
2). Después de la fecha de caducidad se observa un importante descenso en las
células viables, se observa que solo entre el 15-8% de las células iniciales
permanecen viables. Se observan diferencias en la viabilidad de los fermentos en
funcion del producto analizado; la disminucidon es més acusada en los productos

lacteos con menor pH (Tabla 2).

En los producto T y M (yogur pasteurizado después de la fermentacion) todas
las células muestran una fluorescencia roja tras la tincion con los fluorocromos
SYTO9 e ioduro de propidio (Fig. 2, Tabla 2). Por lo que todas las bacterias son no

viables.
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Tabla 2. Viabilidad de las bacterias contenidas en los productos lacteos analizados mediante técnicas de
cultivo en placa y recuento directo al microcopio de fluorescencia empleando el kit de viabilidad
LIVE/DEAD durante el almacenamiento de los productos a 4°C. Media + (SEM) error estandar de la

media.

1 semana después

2 semanas antes caducidad 1 semana antes caducidad caducidad caducidad
Muestra Células Células Células Células

Log UFC/ g viables Log UFC/ g viables Log UFC/ g viables Log UFC/ g viables

(SYTO) (SYTO) (SYTO) (SYTO)

A 8.96 (0.01) 9.16(0.04) 7.89(0.02) 8.80(0.02) 7.75(0.01) 8.74(0.05) 7.20(0.10) 7.81(0.09)
B 8.65(0.05) 9.01(0.04) 7.90(0.01) 8.70(0.07) 7.45(0.05) 8.49(0.05) 7.30(0.04) 6.21(0.10)
C 8.05(0.02) 8.77(0.09) 7.75(0.03) 8.42(0.04) 7.30(0.01) 8.36(0.07) 6.90(0.03) 7.96(0.09)
D 8.02(0.03) 8.36(0.04) 7.35(0.02) 7.25(0.04) 6.75(0.02) 6.83(0.08) 6.72(0.02) 6.79 (0.09)
E 8.99(0.03) 9.25(0.08) 8.00(0.02) 7.89(0.07) 7.65(0.01) 7.84(0.07) 7.00(0.10) 7.02(0.04)
F 8.40 (0.10)  8.77(0.09) 8.20(0.05) 8.44(0.04) 7.15(0.08) 7.27(0.09) 7.10(0.12) 7.25(0.10)
G 8.51(0.09) 8.72(0.05) 8.00(0.10) 8.30(0.45) 7.94(0.09) 8.24(0.06) 7.50(0.05) 7.60 (0.06)
H 8.48 (0.01) 8.56(0.06) 8.16(0.10) 8.26(0.08) 7.92(0.02) 8.15(0.15) 7.01(0.02) 7.46 (0.08)
T - - - - - - - -
M - - - - - - - -

La viabilidad de las bacterias contenidas en las muestras lacteas analizadas

empleando el kit de viabilidad LIVE/DEAD permaneci6 alrededor de 10°-10’

células/ml hasta la fecha de caducidad de los productos. Asi, todas las muestras

podrian ser consideradas como probidticos ya que el nivel de bifidobacterias es

mayor de 10°-10” células/ml antes de la fecha de caducidad a excepcién de los

productos T y M (yogures pasteurizados después de la fermentacion) en los que las

bacterias estan muertas. Los métodos tradicionales de recuento en placa y la

observacion morfolédgica tras la tincion con fluorocromos contenidos en el kit de

viabilidad muestran que los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus sufren perdidas

de viabilidad mas acusadas que el género Streptococcus durante el almacenamiento

en refrigeracion de las muestras lacteas (desde 2 semanas antes de la caducidad hasta

una semana después de la caducidad). (Fig.4)
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Figura 3. Viabilidad de Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp. y Streptococcus spp. durante
su almacenamiento a 4°C. I) Leches fermentadas con bifidobacterias (Productos A, E, F, G) y 1)
Yogures tradicionales y otras leches fermentadas con otros lactobacilos (Productos B, C, D, H).

Media =+ Error de la media.

La comparacion de la supervivencia durante el almacenamiento de los

lactobacilos, estreptococos y bifidobacterias de las muestras lacteas analizadas

indican la diferente viabilidad de las cepas empleadas en los procesos industriales.

La variabilidad de las cepas empleadas en la elaboracion de productos lacteos y los

93



Capitulo 2

procesos de produccion de los mismos pueden contribuir a esas pequeias diferencias
en la viabilidad y en la actividad de las bifidobacterias y también de las otras
bacterias contenidas en los productos lacteos. De este modo, el contenido inicial
bacteriano en los productos lacteos, especialmente de lactobacilos y bifidobacterias,
debe ser el suficiente para que exista un niimero de células viables del orden de 10°-
107 por mililitro. En la Fig.5 se observa la disminucién del pH durante el tiempo de
almacenamiento en refrigeracion de los productos lacteos analizados, como se
observa, la disminucion de pH es mas acusada en los productos del grupo I que son
leches fermentadas con bifidobacterias pasan de un pH aproximadamente de 4.0 a un
pH< 3.8, también se observa una disminucién mas ligera pero para el resto de

productos. Los productos T y M mantienen el pH durante el estudio en torno a 4.0.

4.6
—@— Grupo |
—O— Grupo II
—w— Grupo III

4.4 A

4.2 A

pH

40 1 s s,

3.8

36 T T T T T T T
2 semanas 1 semana caducidad 1 semana
antes de caducidad antes de caducidad después de caducidad

Figura 4. Variacion de la medida del pH de los productos analizados durante su almacenamiento
en refrigeracion a 4°C. Grupo I) Leches fermentadas con bifidobacterias (Productos A, E, F, G) y
Grupo II) Yogures tradicionales y otras leches fermentadas con otros lactobacilos (Productos B, C,
D, H) y Grupo III) Yogur pasteurizado después de la fermentacion. Media + Error de la media.
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Figura 5. Viabilidad de las BAL y bifidobacterias contenidas en los productos lacteos durante su
almacenamiento en refrigeracion a 4°C obtenidas mediante técnicas de recuento e placa. I) Lactobacilos;
II) Estreptococos; III) Bifidobacteria. Los resultados se expresan como la media y el error estandar de la
media. Leches fermentadas con bifidobacterias (Productos A, E, F, G); Yogures tradicionales y otras
leches fermentadas con otros lactobacilos (Productos B, C, D, H).
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La figura 6 muestra las células viables recuperadas en medios especificos
para cada uno de los microorganismos y en funciéon de los productos lacteos, se
observa que el numero de bifidobacterias disminuye mucho més durante el
almacenamiento que el resto de microorganismo. En la fig.6 también se observa la
variabilidad en el contenido de bifidobacterias para los distintos productos
analizados y su recuperacion en medios de cultivo. Los estreptococos mantienen sus

niveles durante el estudio en torno a 10’-10° UFC/ml.

4. DISCUSION

La viabilidad de las bacterias lacticas medida con el kit LIVE/DEAD®
permaneci6 alrededor del 50-60% (10°-10° células /ml) hasta el final de la vida
comercial de los productos lacteos analizados. Una disminucion significativa
(P<0.05) fue observada tras la caducidad de los productos, especialmente en los
productos de menor pH, este hecho ha sido observado por otros autores empleando
técnicas tradicionales de recuento en placa (Shin et al., 2000, Nighswonger et al.,
1999). De acuerdo con otras investigaciones (Auty et al., 2001) el nimero de
bacterias detectadas tras su crecimiento en placa es menor que los recuentos directos

debido a la presencia de bacterias viables pero no cultivables.

Los resultados demuestran que las células con mayor resistencia a
condiciones 4cidas podrian sobrevivir al transito gastrointestinal, caracteristica
necesaria para la elaboracion de productos lacteos probidticos y que ha de ser
analizada para conocer la resistencia de cada cepa empleada. Del mismo modo, sera
necesario modificar las cantidades de inoculo en éstos productos en funcidon de esa
resistencia, con el fin que puedan llegar al final del intestino un nimero determinado
de células viables para que ejerzan sus efectos beneficiosos sobre la salud de

consumidor.

En resumen, la viabilidad de las cepas empleadas en la elaboracion de
productos lacteos es muy importante y por ello es necesario el desarrollo de métodos
que nos permitan establecer esa viabilidad de forma rapida y eficaz, es por ello que

el kit de viabilidad LIVE/DEAD BacLight se considera una herramienta potente
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para este fin; es un método mucho mas rapido que el recuento en placa siendo
suficientes unas horas frente a los mas de tres dias necesarios para obtener resultados
con técnicas tradicionales mientras que con el kit en un par de horas ya los hemos
obtenido. Ademads este método se considera més fiable y preciso porque nos permite
estimar todas las bacterias viables y no viables en los productos lacteos, y también,
es posible obtener recuentos mas precisos de todas las bacterias viables aunque €stas
no puedan ser cultivables. Este estudio confirma las diferencias en contenido inicial
de bacterias, tanto de lactobacilos, estreptococos y bifidobacterias, en los productos
comerciales analizados que a su vez pueden comprometer las caracteristicas
probidticas de algunos productos comerciales. Ademas, se observan diferencias en la
viabilidad de las bacterias de los productos, detectindose una disminucion mayor en
la viabilidad de aquellos productos comerciales con pH mas bajo, confirmando, asi,

que el pH acido es una barrera que limita la viabilidad bacteriana.

Es de gran interés para la industria lactea la seleccion de cepas resistentes a la
acidez y capaces de permanecer viables durante el tiempo de vida util del producto
(24 dias). Los resultados obtenidos en este estudio muestran la necesidad de nuevas
investigaciones con el fin de poder establecer mas detalladamente las caracteristicas
de las cepas empleadas con caracter probiodtico por la industria lactea. Por ello son
necesarios un mayor numero de estudios para conocer la viabilidad de las cepas
durante su almacenamiento con el fin de poder establecer las caracteristicas de las

cepas empleadas con caracter probiotico por la industria lactea.
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1. INTRODUCCION

El interés por los productos probioticos esta aumentando con la consiguiente
explotacion comercial de algunas de estas bacterias y la aparicion en el mercado de
una gran variedad de productos. La principal caracteristica de estos productos es que
a los fermentos lacticos tradicionales (L. delbrueckii y S. thermophilus), se les
asocian otros microorganismos. Un probidtico es un suplemento dietético
microbiano, compuesto mayoritariamente por bacterias lacticas de origen intestinal
humano pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, que
consumido en cierta cantidad es capaz de ejercer beneficios sobre la salud

(Schaafsma, 1996).

Un microorganismo probidtico efectivo debe no ser patdégeno ni toxico,
ejercer efectos beneficiosos sobre la salud de quien lo ingiere, presentar un elevado
porcentaje de células viables, ser capaz de sobrevivir a la flora intestinal,
permanecer viable durante su almacenamiento en refrigeracion, etc. Diversos
estudios cientificos han investigado la viabilidad de las bacterias lacticas en distintos
productos lacteos usando las técnicas tradicionales de recuento en medios selectivos
(Nighswonger et al., 1996; Shing et al., 2000). Las principales barreras e
impedimentos para la supervivencia de las bifidobacterias durante el transito
gastrointestinal son el ambiente acido del estomago y los efectos inhibitorios de las
sales biliares secretadas en el duodeno. Algunas especies del género Bifidobacterium
presentes en leches fermentadas han mostrado una buena capacidad de
supervivencia en el ileon cuando son ingeridas (Hove ef al., 1994). El porcentaje de
viabilidad de las bifidobacterias a través de su paso por el tracto gastrointestinal ha

sido estimada en torno al 30% (Charteris et al., 1997).

La metodologia in vitro que simula el transito a través del tracto
gastrointestinal ha sido empleada para la seleccion de cepas del genero
Bifidobacterium para su uso en alimentos probidticos. Este estudio compara los
efectos de los diferentes pH de los jugos gastrointestinales en las bifidobacterias
aisladas de productos lacteos empleando dos técnicas, técnicas tradicionales y de

fluorescencia. El estudio de la viabilidad de las cepas probioticas es, por tanto, de
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gran interés para averiguar si éstas pueden sobrevivir a través de su paso
gastrointestinal. La viabilidad ha sido frecuentemente analizada mediante técnicas
de recuento en placa pero éstas presentan un gran nimero de desventajas ya
comentadas en el capitulo anterior (capitulo 2). Una mayor y mas directa
aproximacion al recuento de los microorganismos presentes en un producto es el
empleo del microscopio de epifluorescencia que posee la ventaja de permitir un
analisis rapido y directo de la viabilidad celular permitiendo al mismo tiempo la
observacion directa de la morfologia bacteriana. El kit de viabilidad LIVE/DEAD®
BacLight™ (Molecular Probes Inc., Eugene, Oreg.) ha sido desarrollado para
diferenciar las bacterias viables de las no viables en funcidon de la permeabilidad de
la membrana celular y esta técnica ha sido empleada para monitorizar el crecimiento
de poblaciones bacterianas (Franks et al., 1998, McFeters et al., 1995) (capitulo 2).
Los objetivos de esta técnica de tincion de bacterias mediante fluorocromos
consisten en determinar la proporcion de bacterias lacticas viables (vivas) y no
viables presentes en diversas muestras de productos lacteos o de cepas aisladas de
los mismos, sin tener que recurrir al empleo de otras técnicas y con ello reducir el

tiempo necesario para el estudio de viabilidad.

Por lo anteriormente expuesto y dada la importancia de la supervivencia de
las bacterias probidticas a las barreras gastrointestinales, el objetivo de este estudio
es analizar in vitro la viabilidad de las bifidobacterias presentes en un grupo de
leches fermentadas comercializadas actualmente en Espafia mediante el empleo del

kit de viabilidad LIVE/DEAD® y de las técnicas clasicas de recuento en placa.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Aislamiento e identificacion de las cepas comerciales

Un total de 13 cepas de bifidobacterias aisladas (enumeradas de B1 a B13) de
cada una de las leches fermentadas estudiadas fueron analizadas, también se empleo
Bifidobacterium bifidum (ATCC 2952) como referencia para comparar su viabilidad
con la obtenida para las cepas aisladas. El aislamiento e identificacion de las cepas

fue realizado tal y como se describe en el capitulo 1.
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2.2. Preparacion del inéculo

Las cepas de bifidobacterias fueron incubadas en caldo TPY (Scharlau
Schemie) a 37°C durante 24 horas. Se toma 1 ml que se centrifuga a 7.000 rpm
durante 5 minutos y se lavd con tampdn fosfato PBS (ver anexos) para eliminar los
restos de caldo TPY. Finalmente, las células de bifidobacterias fueron resuspendidas
en 300pl PBS 1X. Se ajusté el contenido de células a una concentracion de 10°-10°
bifidobacterias/ml y se realizo el recuento de viables en TPY agar antes del ensayo
de viabilidad celular frente al tracto gastrointestinal, este recuento se considera el

control.

2.3. Preparacion de los jugos gastricos y pancreaticos

Los jugos gastricos y pancreaticos se prepararon en el momento de su
utilizacion resuspendiendo pepsina (Sigma) extraida de la mucosa estomacal porcina
(3 g/l) y pancreatina (Sigma) del pancreas porcino (1 g/l) en suero salino estéril (0.5
% vol/vol) de acuerdo con los procedimientos descritos por Charteris ef al. (1998).
El pH de las soluciones fue ajustado a pH 2.0 y 8.0 usando HCI (concentrado) y 0.1
M NaOH mediante el uso del pH-metro MicropH 2001 (Crison).

2.4. Exposicion de las cepas del género Bifidobacterium a los jugos
gastrointestinales

Las células de bifidobacterias se resuspendieron en tampon PBS 1X fueron
mezcladas con 1.5 ml de jugos gastrointestinales, jugo gastrico (pH 2) o jugo
pancreatico (pH 8). Esta mezcla se incuba a 37°C durante el transcurso del estudio a
distintos tiempos en funcion del jugo a estudiar.

Diversas tomas de muestra de las bacterias aisladas se realizan a distintos
tiempos de contacto con dichos jugos tomando como referencia los tiempos de
exposicion a los jugos gastricos e intestinales que tienen lugar en un proceso de
digestion real humana. El transito por el estdmago tiene una duracion aproximada de
3 horas, mientras que el transito intestinal tiene una duracion de 6 horas desde que el
alimento entra en el sistema digestivo. En definitiva, las tomas de muestra se

realizaron para los jugos gastricos a los 0 minutos, 5 minutos, 40 minutos y a los 180
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minutos (3 horas), mientras que para los jugos intestinales son 0 minutos, 5 minutos,

4 horas y 6 horas.

2.5. Recuento de viables mediante técnica de recuento en placa

Se parte de 100 pl de muestra incubada a distintos tiempos en funcion del
jugo estudiado que se diluye para realizar recuentos en placa usando el medio TPY
agar. Las experiencias se realizaron por duplicado. Las placas se incubaron a 37°C

durante 3 dias en condiciones anaerobias.

2.6. Recuento de viables mediante técnica de tincion con fluorocromos

Los recuentos totales de bacterias, viables y no viables fueron obtenidos con
el kit de viabilidad LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability stain Kit (Molecular
Probes). Las muestras se toman directamente de las diluciones de las cepas de
bifidobacterias en tampdn fosfato PBS 1X para cada uno de los tiempos y para cada

uno de los jugos empleados en el estudio de viabilidad.

Las células de Bifidobacterium con los jugos son lavadas con PBS buffer
(900 pl). A las muestras diluidas (250 pl) se afaden 0.8 pl de la mezcla de los
fluorocromos SYTQO9Y y PI en proporcion 1:1, que fueron mezclados e incubados en
oscuridad a temperatura ambiente durante 15 minutos. La metodologia es igual que
la descrita en el capitulo anterior (capitulo 2) Una alicuota de 5 ul se deposita en un
portaobjetos recubierto de poli-L-lisina (SIGMA), a continuacion se cubre y se sella
con vaselina para evitar la evaporacion. Las bacterias viables, marcadas con SYTO9,
se observan en el microscopio de epifluorescencia de color verde, mientras que las
bacterias no viables, marcadas con Ioduro de Propidio, se observan de color rojo.
Mediante una sencilla formula matematica se calcula el ntmero real de
microorganismos de la muestra, asi como el porcentaje de bacterias viables y no
viables, y su variacion en funcion del tiempo de exposicion a los jugos

gastrointestinales.

La poblacion de bifidobacterias es enumerada en el microscopio de
epifluorescencia Olympus (BX50) con un set de filtros (U-MWIB). Un minimo de
20 campos son contados por cada experimento, los experimentos se realizaron por

triplicado.
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2.7. Analisis de los resultados
Los resultados para los recuentos en placa se expresan como la media y el
error estandar de la media de dos determinaciones, mientras que para los recuentos

con fluorescencia el error es para 20 determinaciones.

3. RESULTADOS

3.1. Aislamiento e identificacion de las cepas comerciales

(Ver capitulo 1) En general, el nimero de bacterias viables obtenido por
recuento en placa es menor que el obtenido mediante el kit de viabilidad debido a la
presencia de bacterias viables no cultivables. Todos los productos analizados
contienen bifidobacterias pero en cantidades variables, algunos productos podrian
ver limitado su efecto probidtico ya que es necesario que las bifidobacterias lleguen
en cantidad suficiente y vivas al final del intestino. Las bifidobacterias se

identificaron como B.animalis/lactis mediante PCR y FISH (ver capitulo 1).

3.2. Determinacion de la tolerancia gastrointestinal

Las bacterias viables se recuperaron tras incubacion durante 36-72 h a 37°C en
el medio TPY agar después de la exposicion a los jugos gastrointestinales. La
supervivencia de las células de Bifidobacterium a la exposicion a los jugos
intestinales varia entre especies y cepas. Para todas las cepas, la pérdida de
viabilidad varia entre el 80 y 30% tras la exposicion a los jugos gastrointestinales
(Tabla 1). Los resultados obtenidos muestran que el numero de células viables
recuperadas en medio de cultivo es menor que el nimero de células obtenidas con el
kit de fluorescencia entre una y dos unidades logaritmicas (Tabla 2 y 3).

El kit de viabilidad LIVE/DEAD BacLight se presenta como un método
rapido y apropiado para la enumeracion total de las bacterias viables incluyendo los
recuentos de las bacterias viables pero no cultivables que también podrian ejercer
efecto probiodtico. Las células que presentan fluorescencia verde son consideradas
viables mientras que las que presentan fluorescencia roja son consideradas no

viables o dafiadas (Fig. 1). En general, todas las cepas son mas sensibles a la accion
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de los jugos gastricos que a los intestinales (Tabla 2 y 3) pero esta respuesta es

dependiente de cada cepa.

Tabla 1. Efecto simulado del transito gastrointestinal en la viabilidad de las cepas del
género Bifidobacterium aisladas de productos lacteos comerciales.

% viabilidad N° bifidobacteria

bifidobacteria por ) ) ) N° bifidobacteria
Cepas tras transito viable tras transito )
gramo de producto ) ) ) ) viable en 125 g
gastrointestinal gastrointestinal
Bl 1.5X 10° 24.5 3.68 X 10° 4.60 X 10’
B2 1.0X 10° 6.8 6.95 X 10° 8.68 X 10°
B3 3.5X10* 7.4 2.60 X 10° 3.25X 10°
B4 1.0X 107 52.8 528 X 10° 6.60 X 10®
B5 8.0 X 10* 53.0 424X 10* 530X 10°
B6 3.6 X 10° 26.6 9.59 X 10° 120X 108
B7 7.0X 10’ 272 1.91 X 10’ 238X 10°
B8 1.0X 107 55.0 5.50 X 10° 6.87 X 10®
B9 1.5X 107 16.7 251X 10° 3.14 X 108
B10 1.2X10° 29.6 3.55X 10° 444X 10’
Bl11 32X 107 429 1.37 X 10° 1.72 X 10°
B12 5.1X10° 287 1.47X 10° 1.83X 10°
B13 52X 10° 302 1.57X 10° 1.97 X 10°

Figura 1. Tincion de bifidobacterias después de tincion con los fluorocromos contenidos en el
kit LIVE/DEAD BacLight.
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Tabla 2. Efecto in vitro de los jugos gastrointestinales en la viabilidad de 13 cepas de bifidobacterias
aisladas de productos lacteos comerciales empleando los recuentos con el fluorocromo SYTO9. ) media

+SEM (error estandar de la media).

Log células viables / ml durante transito gastrointestinal simulado

Cepas Transito gastrico
0 min I min 5 min 90 min 180 min
B1 8.34(0.02)" 7.15(0.03) 6.40(0.02) 4.20(0.05) 2.50(0.03)
B2 8.18(0.01) 7.12(0.02) 6.50(0.04) 5.52(0.05) 2.26(0.04)
B3 8.22(0.00) 5.10(0.01) 2.41(0.02) 2.35(0.02) 2.02(0.03)
B4 8.18(0.02) 7.32(0.03) 7.12(0.01) 6.55(0.04) 6.09(0.20)
BS 8.26(0.01) 7.35(0.04) 7.26(0.03) 6.25(0.02) 5.96(0.01)
B6 8.37(0.02) 6.55(0.02) 5.30(0.03) 4.69(0.10) 3.55(0.03)
B7 8.24(0.03) 7.06(0.02) 6.25(0.05) 5.80(0.03) 4.02(0.10)
B8 8.20(0.01) 7.42(0.01) 7.12(0.02) 6.35(0.03) 5.95(0.02)
B9 8.26(0.02) 7.08(0.03) 6.25(0.01) 3.21(0.02) 2.26(0.02)
B10 8.30(0.01) 6.86(0.03) 5.25(0.02) 5.00(0.04) 4.22(0.03)
B11 8.10(0.02) 6.96(0.01) 6.05(0.02) 5.85(0.03) 5.26(0.02)
B12 8.25(0.01) 6.56(0.03) 6.20(0.04) 5.70(0.02) 4.55(0.03)
B13 8.18(0.03) 5.86(0.03) 5.20(0.02) 4.90(0.04) 4.12(0.03)
B.Bif 2952 8.45(0.00) 8.30(0.03) 5.02(0.02) 4.89(0.05) 3.21(0.04)

Log células viables / ml durante transito gastrointestinal simulado

Cepas Transito intestinal
0 min 1 min 5 min 240 min 360 min
Bl 8.50(0.01) 7.89(0.04) 7.55(0.02) 7.42(0.10) 6.95(0.02)
B2 8.55(0.02) 6.89(0.03) 5.86(0.02) 3.25(0.01) 2.15(0.03)
B3 8.30(0.01) 5.06(0.02) 4.02(0.03) 3.39(0.02) 2.51(0.01)
B4 8.29(0.03) 7.26(0.10) 6.96(0.02) 6.75(0.01) 5.88(0.01)
BS 8.20(0.01) 7.48(0.03) 7.40(0.04) 6.75(0.03) 6.02(0.03)
B6 8.15(0.01) 6.89(0.02) 6.36(0.03) 5.76(0.01) 5.12(0.01)
B7 8.35(0.03) 7.12(0.04) 5.97(0.20) 5.23(0.03) 4.66(0.02)
B8 8.12(0.01) 7.12(0.02) 6.95(0.02) 6.45(0.04) 6.15(0.02)
B9 8.22(0.02) 7.06(0.01) 7.00(0.00) 5.86(0.02) 5.03(0.01)
B10 8.40(0.00) 7.56(0.03) 7.03(0.00) 5.12(0.10) 4.89(0.05)
B11 8.10(0.01) 7.86(0.02) 7.55(0.02) 6.10(0.04) 5.29(0.02)
B12 8.15(0.03) 7.26(0.03) 7.13(0.04) 5.55(0.02) 4.99(0.04)
B13 8.20(0.01) 7.70(0.02) 7.22(0.02) 5.02(0.05) 4.56(0.05)
B.Bif 2952 8.32(0.02) 7.23(0.02) 6.78(0.03) 5.86(0.02) 5.02(0.06)
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Tabla 3. Efecto in vitro de los jugos gastrointestinales en la viabilidad de 13 cepas de bifidobacterias
aisladas de productos lacteos comerciales empleando los recuentos en placa. * media +£SEM (error

estandar de la media)

Recuento viables (log UFC/ ml) tolerancia gastrica

Cepas Transito gastrico
0 min 1 min 5 min 90 min 180 min
B1 7.34(0.02) 6.25(0.01) 5.23(0.03) 3.05(0.04) 1.55(0.10)
B2 7.23(0.03) 6.01(0.03) 5.03(0.05) 4.45(0.04) 1.06(0.07)
B3 7.12(0.04) 4.23(0.01) 1.22(0.03) 1.00(0.04) 0.98(0.02)
B4 7.20(0.02) 6.02(0.10) 5.98(0.02) 4.23(0.03) 4.12(0.01)
BS 7.32(0.02) 6.32(0.03) 6.12(0.06) 5.33(0.04) 4.66(0.10)
B6 7.55(0.03) 5.21(0.03) 4.11(0.02) 3.15(0.01) 2.24(0.07)
B7 7.02(0.03) 6.13(0.02) 5.09(0.01) 4.28(0.03) 3.06(0.02)
BS 7.55(0.02) 6.55(0.04) 6.35(0.04) 5.15(0.02) 3.99(0.01)
B9 7.71(0.03) 6.47(0.02) 5.18(0.02) 2.02(0.03) 1.20(0.05)
B10 7.03(0.03) 5.26(0.01) 4.24(0.03) 4.26(0.03) 2.98(0.02)
Bl11 7.20(0.02) 5.25(0.01) 5.05(0.02) 4.45(0.03) 4.20(0.02)
BI2 7.30(0.01) 5.56(0.02) 5.15(0.03) 4.20(0.02) 3.55(0.03)
B13 7.18(0.03) 5.86(0.01) 5.20(0.02) 4.90(0.04) 4.00(0.02)
B.Bif 2952 7.70(0.01) 7.22(0.0) 3.86(0.2) 3.55(0.02) 2.02(0.02)

Recuento viables (log UFC/ ml) tolerancia intestinal

Cepas Transito intestinal
0 min 1 min 5 min 240 min 360 min
Bl 7.55(0.02) 6.29(0.01) 6.00(0.01) 5.95(0.02) 5.23(0.03)
B2 7.65(0.01) 6.77(0.02) 4.89(0.01) 2.85(0.02) 1.89(0.01)
B3 7.23(0.01) 4.53(0.03) 3.83(0.04) 2.68(0.03) 2.51(0.01)
B4 7.49(0.02) 6.32(0.01) 6.96(0.03) 5.65(0.04) 5.12(0.01)
BS 7.66(0.01) 6.02(0.02) 5.78(0.02) 5.48(0.01) 5.06(0.02)
B6 7.06(0.02) 5.49(0.01) 5.26(0.03) 4.98(0.02) 3.99(0.01)
B7 7.25(0.13) 6.21(0.02) 4.89(0.10) 4.23(0.01) 4.05(0.12)
B8 7.06(0.02) 5.89(0.03) 5.76(0.08) 5.16(0.10) 4.86(0.02)
B9 6.99(0.02) 5.76(0.03) 5.75(0.01) 5.03(0.05) 5.02(0.02)
B10 7.03(0.02) 6.05(0.10) 6.00(0.05) 5.12(0.04) 4.89(0.02)
B11 7.00(0.02) 6.20(0.02) 6.10(0.02) 6.00(0.04) 5.15(0.01)
B12 7.11(0.02) 6.26(0.04) 6.05(0.02) 4.80(0.01) 4.20(0.02)
B13 7.10(0.01) 6.02(0.03) 5.75(0.02) 4.32(0.04) 3.86(0.02)
B.Bif 2952 7.77(0.03) 6.03(0.04) 5.99(0.02) 5.86(0.01) 5.02(0.02)
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Todas las cepas de Bifidobacterium animalis/lactis perdieron viabilidad justo
en el mismo instante de su exposicion a los jugos gastrointestinales debido al shock
acido y basico causado por la accion inmediata de los jugos. Esta respuesta es mas

acusada frente a la accion del jugo géstrico, pepsina fundamentalmente (pH 2.0).

Los porcentajes de viabilidad se calculan como la relacion entre el nimero de
células viables obtenidas a distintos tiempos y frente a los jugos gastrointestinales
frente al numero de viables del control que es el inéculo (10%-10° células/ml). La
viabilidad frente a pH acido se sitia, en general, para todas las cepas en torno al 85-
75% vy este porcentaje decrece con el tiempo de exposicioén a este jugo, siendo la
viabilidad del orden de 75-25% tras 180 min de exposicion. Las cepas B4, BS, B8 y
B11 son las que mejor toleran la exposicion a pH é4cido y su viabilidad tras 180 min
de exposicion es del orden del 75%. Este hecho contrasta con la alta sensibilidad de
las cepas B1, B3 y B9 cuya viabilidad disminuye considerablemente (P<0.05) hasta
valores del orden del 25%, presentando una pérdida de viabilidad del 50%
aproximadamente. Como puede observarse de nuestros resultados la tolerancia a
condiciones de estrés es dependiente de cada cepa. (Ver Fig. 2).

Los porcentajes de tolerancia a las sales biliares del intestino se calcularon de
la misma forma que para los jugos gastricos. En general, se observa que las
bifidobacterias toleran mucho mejor las condiciones del transito intestinal, todas las
cepas estudiadas presentan una viabilidad del orden del 90% a excepcion de la cepa
B3 que presenta un 60% de viabilidad en el justo momento de su exposicion a la
bilis. Tras 360 min de exposicidon a los jugos intestinales la viabilidad se mantiene
en general del orden del 80-60% con la excepcion de las cepas B3 y B5 que
presentan viabilidades <30%. (ver Fig.2).

La respuesta frente al estrés acido es dependiente de cada cepa aun cuando
estas pertenecen a la misma especie B.animalis/lactis. (ver capitulo 1).

Los resultados de la viabilidad acumulada (viabilidad celular al final del
intestino) se muestran en la Tabla 1. La cepa B7 demuestra una buena resistencia a
ambos jugos gastrointestinales con unos porcentajes de supervivencia de 50% y 55%
a los jugos gastricos e intestinales respectivamente, lo que implica que entre el 27-

30% de las células podrian llegar vivas al final del intestino, estos porcentajes se
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corresponden con los descritos por otros autores como el porcentaje de células que

puede ejercer efecto beneficiosos para la salud.
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Figura 2. Porcentajes de viabilidad celular al transito gastrointestinal. I) frente pepsina (pH
2.0) y 1I) frente a pancreatina (pH 8.0).

Sin embargo, las cepas de los productos B1, B3 y B9 muestran una mayor
sensibilidad a los jugos gastricos. B2 y B3 también son muy sensibles a los jugos

intestinales. La viabilidad final de estas cepas a través del intestino humano se ha

calculado y se muestra en la Tabla 1.
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La mayoria de las cepas son resistentes a los jugos intestinales y no muestran
una reduccion en la viabilidad después de 4 horas. Las cepas de Bifidobacterium B4,
B5, B8 y Bl11 fueron las mas resistentes frente a la accion de los jugos
gastrointestinales presentando altos porcentajes de viabilidad 58-50% después de la
exposicion durante 3 horas a pepsina y 6 horas a pancreatina. De otro lado, las cepas
B2 y B3 fueron las mas sensibles a la accion de los jugos mostrando una viabilidad
menor del 25% tras 360 min de exposicion a los jugos. La viabilidad de las cepas
comerciales identificadas como Bifidobacterium lactis (ver capitulo 1) al transito
gastrointestinal es superior a la viabilidad de la cepa de referencia Bifidobacterium

bifidum.

La comparacion de la supervivencia de las bifidobacterias nos indica que
existen diferencias en la viabilidad de los productos lacteos analizados. Estos
resultados demuestran que las bifidobacterias son mas sensibles a los jugos
gastricos, pH 4acidos que a los jugos intestinales, pH basicos. Estos resultados
demuestran que unicamente las células resistentes podrian sobrevivir al transito
gastrointestinal y llegar vivas al final de intestino para ejercer su efecto beneficioso.
De este modo, la seleccion de cepas tolerantes a medios acidos es necesaria para la
elaboracion de productos probioticos. La cantidad de inoculo en el producto debe

variar en funcion de la resistencia a condiciones acidas.

Por todo ello, es necesario que el contenido inicial de bifidobacterias en las
leches fermentadas comerciales sea lo suficientemente elevado, en torno a 10°-10’
células viables por gramo de producto, para que sobrevivan al transito
gastrointestinal y lleguen vivas al intestino donde ejerceran sus efectos beneficiosos
sobre el consumidor. La viabilidad de las bifidobacterias comerciales se ve muy
afectada por los jugos gastricos (pH acidos) pero las cepas testadas toleran en mayor
o menor medida estas condiciones, el problema podria ser el bajo contenido en
bifidobacterias de algunos productos comerciales, ya que el bajo numero y la baja
viabilidad a condiciones acidas limitan o merman el efecto probidtico de dichos
productos. Por esta razdn, los fabricantes deberian proveer cepas acido resistente en

elevado niimero al elaborar estos productos probioticos.
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4. DISCUSION

Este estudio compara el efecto de los jugos gastrointestinales en la viabilidad
de 13 cepas de bifidobacterias aisladas de productos lacteos comerciales durante su
exposicion 180 min a las condiciones gastricas y 360 min a las condiciones
intestinales. En general todas las bifidobacterias estudiadas resultan mas sensibles a
los jugos gastricos que a los intestinales. Estos resultados muestran que el paso de
estas bacterias por la cavidad gastrica es critico para que estas puedan llegar al colon
en numero suficiente y ejercer sus efectos beneficiosos y por tanto deben de tratarse
de cepas intrinsecamente tolerantes a estos acidos.

En la elaboracidon de productos probidticos, es necesaria la seleccion de cepas
resistentes sobre todo al choque 4cido, por ello y por las diferencias en la tolerancia
a condiciones acidas, la cantidad de inoculo inicial de bifidobacterias en un producto
deberia variar en funcion de la cepa seleccionada, ya que aunque el contenido fuera
el reglamentario si la cepa es sensible no llegard a su lugar de acciéon en numero
adecuado.

Las técnicas de recuento total (vivas y muertas) mediante la tincién con los
fluorocromos SYTO9 y yoduro de propidio, proporciona un porcentaje real de
supervivencia de bifidobacterias ya que permite también detectar las bacterias
viables no cultivables que no podrian detectarse mediante cultivo en placa y que sin
embargo pueden ejercer la misma funcidon beneficiosa. Ademas, los resultados
mediante esta técnica pueden obtenerse en menos de una hora mientras que las
técnicas tradicionales de cultivo tardan 2-3 dias.

Los resultados obtenidos muestran que la mayoria de las cepas son
intrinsecamente tolerantes tanto a la pepsina como a la pancreatina y por tanto
podrian atravesar el tracto digestivo, sobre todo ayudada por la proteccion que
ofrecen los otros componentes de la leche fermentada. Su tolerancia a los jugos
intestinales indica que podria colonizar el epitelio intestinal y ejercer sus efectos
como probioticos.

El pH podria ser empleado como una medida apropiada para la seleccion de
cepas probidticas. La presencia de ingredientes alimenticios o los propios alimentos
ejercen de proteccion de los microorganismos probidticos durante su transito

gastrointestinal cuando son consumidos a través de productos alimenticios,
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aumentando de este modo la viabilidad de los mismos frente a condiciones
gastrointestinales (Charteris et al., 1997; Wang et al., 2000; Huang y Adams, 2004).

La mejora de la viabilidad de los microorganismos durante su transito
simulado a través del estomago (pH 2.0) con la adicion de alimentos podria indicar
que las cepas probioticas con baja tolerancia a las condiciones acidas no deberian ser
excluidas de las aplicaciones probidticas, ya que podrian llegar al intestino en
elevado nimero como parte de un alimento o liofilizados en capsulas (Huang y
Adams, 2004).

La tolerancia al transito intestinal es también muy importante para la que las
cepas probidticas puedan colonizar el intestino. La mayoria de las cepas testadas en
este estudio han demostrado su elevada capacidad frente a las condiciones
intestinales ya que no presentan pérdidas de viabilidad significativas tras exposicion
durante 360 min a la pancreatina (Tabla 1). Unicamente las cepas B3 y B2 presentan
disminuciones de entre 3 y 4 unidades logaritmicas.

En este estudio se ha de mostrado que la viabilidad de algunas cepas de
bifidobacterias aisladas de productos lacteos comerciales no se ve afectada
significativamente por la accioén de los jugos gastricos; todas las cepas, a excepcion
de la B2 y B3, poseen la capacidad suficiente para sobrevivir a las condiciones

gastrointestinales.
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1. INTRODUCCION

El empleo de microorganismos vivos como coadyuvantes de la dieta o
“probidticos” esta sujeto a un intenso y creciente interés. Los organismos empleados
como probidticos son principalmente bacterias pertenecientes al género
Bifidobacterium, que son ademds uno de los principales componentes de la
microflora intestinal humana (Simon y Gorbach, 1986). La contribucion de estas
bacterias a la salud humana ha sido reconocida durante mucho tiempo y ha
propiciado su empleo como probioticos en el mantenimiento y prevencion de la
salud humana y animal (Stanton et al., 2001; Jiang et al., 1996; Rafter, 1995). Este
creciente interés sobre los efectos beneficiosos ha hecho que se incluyan en la
elaboracion de alimentos, fundamentalmente de productos lacteos y se haya
incrementado su ingesta (Puhan, 1990). Se sugiere que para que un probidtico ejerza
sus efectos beneficiosos debe llegar al intestino en cierta cantidad, para que puedan
ser capaces de adherirse, implantarse o multiplicarse en el tracto intestinal (Bouhnik,
1993). Este hecho requiere el desarrollo de técnicas de control de calidad para
cuantificar la cantidad de microorganismos probiodticos que un producto contiene, su
capacidad para sobrevivir a las condiciones gastrointestinales para poder llegar vivos
al final del intestino. Por esta razon, son necesarias técnicas de identificacion de
microorganismos probidticos a nivel de especie y cepa, técnicas de identificacion
adecuadas que podrian ayudar a monitorizar el progreso de la poblacion de cepas

probiodticas a través del tracto gastrointestinal humano.

Para mejorar la eficiencia de los métodos de deteccion y enumeracion,
existen en la actualidad una gran cantidad de técnicas moleculares que nos podrian
ayudar. Existen muchas técnicas basadas en el analisis de DNA como las técnicas
basadas en la PCR, destacando, las multiplex PCR, PCR especificas de género y
especie, RAPD-PCR, RFLPs, electroforesis en gradiente térmico (TGGE),
electroforesis desnaturalizante (DGGE) y otras muchas han sido empleadas para
comparar e identificar las bacterias aisladas de productos lacteos y aisladas muestras
fecales humanas (Mangin et al., 1996; Roy et al., 1996; Charteris et al., 1997,
Vincent et al., 1998; Ventura et al., 2001; Ingrassia et al., 2001; O’Sullivan, 1999;
Sakotari et al., 2003; Temmerman et al., 2003; Gueimonde et al., 2004). También,
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la hibridacién del rRNA mediante sondas esta siendo ampliamente empleado para la
deteccion de grupos especificos bacterianos en poblaciones heterogéneas (Amann et
al., 1995). Las bifidobacterias también se han cuantificado mediante el empleo del
microscopio de epifluorescencia gracias a la hibridacion in situ (FISH) con sondas
especificas de género (Amann et al., 1990; Franks et al., 1998). El anélisis de la
secuencia del 16S rRNA es una potente y adecuada herramienta para determinar las
relaciones filogenéticas entre bacterias y también, esta siendo muy empleada para
determinar las relaciones inter- e intra- géneros (Charteris et al., 1997). El analisis
de los fragmentos de restriccion generados por la digestion de fragmentos de DNA
amplificados por PCR (RFLP) también llamado ARDRA (amplified ribosomal DNA
restriction analysis), es una herramienta adecuada, rapida y reproducible para la
identificacion de bacterias del género Bifidobacterium aisladas de diversos
ambientes (Ventura ef al., 2001), y aun mas cuando el fragmento que se amplifica es
el 16S del rRNA. Dadas las dificultades en la obtencion de datos que evidencien los
supuestos efectos beneficiosos de la ingesta de bifidobacterias exdgenas a través de
distintos vehiculos, destacando las leches fermentadas y/u otros productos lacteos,
existe una gran especulacion y se pone en entredicho el posible empleo de estos
alimentos como profilacticos y/o terapéuticos. Una de las mayores dificultades es la
presencia en el organismo humano de bifidobacterias enddgenas que habitan el
tracto gastrointestinal, con lo que complica la tarea de diferenciar estas
bifidobacterias de las ingeridas (exdgenas) y demostrar que las exodgenas son
capaces de atravesar el tracto gastrointestinal y sobrevivir a dichas condiciones con
el fin de llegar vivas al intestino y ser capaces de adherirse e implantarse para ejerce

de esta manera sus efectos sobre la salud.

Este capitulo describe los resultados de un estudio in vivo con individuos
sanos a los que se les administrd durante un periodo de tiempo una leche fermentada
con bifidobacterias. Nuestro objetivo es demostrar que las bifidobacterias contenida
en el producto lacteo es capaz de sobrevivir a las condiciones del tracto
gastrointestinal para ello, se emplearan diversos métodos tales como las técnicas de
cultivo en medios selectivos, técnicas moleculares basadas en la amplificacion de
gen 16S rRNA especifico del género Bifidobacterium y su posterior digestion con

enzimas de restriccion con el fin de poder diferenciar la bifidobacteria del producto
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de las bifidobacterias endogenas y ademas, el uso de sondas especificas de la region
del 16S rRNA a nivel de género Bifidobacterium y de especie B.animalis/lactis con
el fin de monitorizar las bifidobacterias, totales y especificas (de la leche fermentada

ingerida) en las heces de los individuos sometidos a estudio.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Cepas estudiadas

Se escogid la cepa Bifidobacterium animalis/lactis contenida en la leche
fermentada comercial B7 para realizar el estudio in vivo porque es el producto con
mayor contenido en bifidobacterias entre todos los analizados y porque presentaba
unos buenos porcentajes de viabilidad frente a los jugos gastrointestinales (Ver
capitulo 1 y 3), también se emplearon cuatro cepas de referencia, Bifidobacterium
infantis ATCC 15697, Bifidobacterium longum ATCC 15707, Bifidobacterium
bifidum ATCC 2952, Lactobacillus delbrueckii bulgaricus ATCC 11842 y bacterias
pertenecientes aisladas de las leches fermentadas con bifidobacterias comerciales
analizadas en el capitulo 1 para la puesta a punto de las técnicas y validacion de las
sondas. Todas estas cepas fueron empleadas comprobar la especificidad de las
técnicas moleculares. Las cepas fueron cultivadas en TPY y MRS agar bajo

condiciones anaerobias a 37°C durante 24-48 h.

2.2. Individuos y administracion de la leche fermentada

Doce voluntarios sanos (6 mujeres y 6 hombres), entre 25 y 60 afios de edad
(media 45.4 afios) participaron en el estudio. La duracion del estudio fue de 3 meses,
con tres periodos diferenciados: (periodo control) 4 semanas sin ingestion de
ninguna leche fermentada con bifidobacterias ni ningiin otro producto lacteo;
(periodo de administracion) 4 semanas en las que se administra la leche fermentada
con B.animalis/lactis; (periodo post-administracion) 4 semanas sin administrar leche
fermentada con bifidobacteria. El control positivo consumié leche fermentada
durante todo el estudio incluyendo el periodo de control mientras que el control
negativo no ingiri6 el producto en ningln periodo. Se administrd diariamente a 10
individuos 250 ml de una leche fermentada con B.animalis, el numero de

bifidobacterias viables en el producto fue mayor de 1.4 x 10® células/ml. Durante el
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estudio los voluntarios no consumieron ningun otro producto lacteo fermentado que

contuviera bacterias lacticas (BAL).

2.3. Analisis de las muestras fecales

Se realizaron un total de ocho tomas de muestra durante las 12 semanas que
dur6 el ensayo tal y como se sefiala en la figura 1. Todas las muestras fueron
recogidas en fresco y almacenadas en recipientes estériles de plastico, refrigeradas y

trasportadas inmediatamente al laboratorio para procesarlas con la mayor brevedad.

) Toma de muestras

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Semanas

Figura 1. Calendario de toma de muestra de heces en todos los individuos sometidos al estudio in vivo.
Periodo de no ingesta i periodo de ingesta ]

Las muestras de heces se atemperan y se toman 2 gramos de muestra de cada
individuo y se homogenizan en tampodn fosfato (PBS 1X). Se realizaron diluciones
seriadas por duplicado hasta 10® de los homogenizados de las muestras fecales y se
realizo el recuento en placa en medios de cultivo apropiados para cada una de las

bacterias a estudiar.

2.4. Recuentos en placa

Las bifidobacterias fueron enumeradas en BFM Agar (Nebra y Blanch, 1999) y
tras incubacion en condiciones anaerobias a 37°C durante 72 h. Enterobacteraceae

fueron enumeradas empleando McConckey (Merck) agar e incubadas en
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condiciones aerobias a 37°C durante 24 h. Los recuentos se realizaron por triplicado,
los resultados se calcularon como la media de los tres recuentos y fueron expresados
como logaritmo del nimero de UFC por gramo de heces frescas. Después de la
incubacion, 10-12 colonias de BFM agar fueron seleccionadas y resembradas en el
mismo medio. Las colonias fueron sometidas a tincion Gram y se comprobo la

morfologia caracteristica de las bifidobacterias.

2.5. Sondas para deteccion de bifidobacterias

Se disefi6 una sonda especifica para la especie Bifidobacterium
animalis/lactis basandonos en el analisis comparativo de las secuencias RNA
ribosdmico 16S del género Bifidobacterium contenidas en las bases de datos RDP
(Ribosomal Data Proyect II) y GeneBank/EMBL. Se comprob6 la especificidad
tedrica de la sonda Bifal, 5- CGT GTC TCC ACG GCG AT -3,
correspondiéndose la secuencia con una region del 16S de la especie
Bifidobacterium contenida en el producto B7. Asimismo, la especificidad se valord
in situ mediante la hibridacion de la sonda con una bateria de cepas pertenecientes a
distintas especies de LAB (aisladas de producto, heces y de referencia) y con otras
especies de bifidobacterias. La sonda Bif662 especifica del género Bifidobacterium
fue empleada como sonda para el recuento total de bifidobacterias contenidas en las

muestras fecales (Langendijk et al., 1995).

2 cgtgtctccacggcgat 18 Bif al
FIETETEE i
988 cgtgtctccacggcgat 972 B. animalis 16S rRNA gene
FETEEEET it
1001 cgtgtctccacggcgat 985 B.lactis 16S rRNA gene
1 ccaccgttacaccgggaa 18 Bif 662
FIETETET el
678 ccaccgttacaccgggaa 661 Bifidobacterium spp.

La sonda universal EUB 338, complementaria a la region 16S rRNA del
dominio Bacteria (Amann et al., 1995), fue empleada como control positivo para

todas las bacterias presentes en la muestra. Las sondas fueron sintetizadas y
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marcadas con FICT (fluorescencia verde) y CY3 (fluorescencia roja) por MOLBIOL

(Berlin, Alemania).

2.6. Condiciones de hibridacion in situ FISH

Para testar las sondas se toma 1 ml de los cultivos bacterianos en crecimiento
exponencial se centrifuga (1000 rpm a 4°C durante 10 min), el pellet se resuspende
en tampon PBS, y se fija en tres volimenes de paraformaldehido (4%) a 4°C durante
2 horas. A continuacion las muestras fijadas se centrifugan de nuevo y se lavan con
tampon PBS, para finalmente resuspenderlas en una solucién 1:1 PBS/etanol
(vol/vol). Para las muestras fecales se toma 1 ml de la primera dilucién y se fija con
PFA (4%) en refrigeracion toda la noche. Las muestras una vez fijadas se almacenan
a-20°C.

Una alicuota de 5 ul de células fijadas fue depositada en un portaobjetos de
hibridacion recubierto de gelatina para facilitar la adhesion de las células, se dejan
secar a temperatura ambiente y a continuacidon se deshidratan con alcohol (50, 80,
100% etanol) y se realiza la hibridacion segin Amann et al. (1995). Para aumentar
la hibridacion especifica de la sonda la concentracion de formamida se establecio en
un 20 % en el tampon de hibridacion (0.9 M NaCl, 0.01% SDS, 20 mM Tris-HCI,
pH 7.6). Finalmente, una vez realizada la hibridacion, los portaobjetos se enjuagan
con agua destilada, se secan en oscuridad y se procede a observar la muestra al
microscopio, para ello se coloca en el portaobjetos una gota del reactivo
FluoroGuard™ Antifade Reagent (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, USA).
Los portaobjetos se examinaron bajo el microscopio de epifluorescencia Olympus
BX50 equipado con los filtros U-MWIB y U-MWIG. Se contaron veinte campos por
muestra, las fotografias en color se realizaron con la camara digital PM10SP camera

(Olympus Optical CO., Alemania).

2.7. Identificacion molecular de Bifidobacterium spp aislados
Las colonias con caracteristicas positivas de bifidobacterias se subcultivaron
en medio TPY para obtener masa y realizar la extraccion del DNA de acuerdo con el

procedimiento de descrito en el capitulo 1, pag. 48.
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Los aislados fueron identificados mediante la amplificacion por PCR de un
fragmento especifico del gen 16S rRNA del género Bifidobacterium segin
Kaufmann et al., (1997). (Ver capitulo 1, pag. 46).

Los aislados positivos fueron sometidos a la digestion del fragmento
amplificado con enzimas de restriccion segin la técnica ARDRA (ver capitulo 1,
pag. 51). Para ello, 10 pl del DNA amplificado se digirié con 10 U de las enzimas
de restriccion Mbol (Fermentas) en un volumen final de 20 pl a 37°C durante toda la
noche. La digestion se visualizd en un gel de electroforesis al 3% de agarosa en
tampon TAE tras tincion con bromuro de etidio (0.5 pg/ml) y visualizacion bajo luz

UV.

3. RESULTADOS

3.1. Examen de las muestras fecales

3.1.1. Recuentos en placa

Todas las colonias crecidas en BFM (Nebra y Blanch, 1999) fueron
identificadas morfologicamente como bifidobacterias y se seleccionaron 12 colonias
de cada placa e individuo para su posterior analisis por técnicas moleculares. El
contenido en bifidobacterias del producto B7 fue de 10’-10® bifidobacterias/ml. Los
efectos de la ingesta de Bifidobacterium animalis/lactis en la poblacion de

bifidobacterias y enterobacterias endogenas se muestran en la tabla 1.

El nimero de bifidobacterias en el periodo control fue de 6.22 + 0.34 log
UFC/g (media + desviacion estdndar) para todos los individuos expresado como el
valor medio de los 10 individuos sometidos a ensayo. Los recuentos para el control
positivo fue de 7.70 + 0.42 log UFC bifidobacteria por gramo y 7.34 + 0.42 log UFC
enterobacteria por gramo, mientras que para el control negativo fue de 6.98 + 0.24
log UFC bifidobacteria por gramo y 7.12 + 0.24 log UFC enterobacteria por gramo

de muestra fecal.
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Tabla 1. Concentraciones totales de bifidobacterias y enterobacterias en diez individuos sometidos
al ensayo antes, durante y después de la ingesta de 250 ml diarios de leche fermentada con
Bifidobacterium animalis DN-173010. Media + S.D. (desviacion estandar).

Recuentos en placa (log UFC/g)

Tiempo (semanas)

Bifidobacterium spp. Enterobacteraceae
Periodo control 6.22+0.34 6.86 +0.64
1 semana de administracion 8.45+0.71° 636+ 1.11
2 semanas de administracion 8.09 +0.70° 6.06 + 0.86"
3 semanas de administracion 8.70 £ 0.78" 6.25+0.89"
4 semanas de administracion 8.86 = 0.44° 6.10 +1.25°
3 semanas de no administracion 8.35+0.37° 7.37+1.36
4 semanas de no administracion 6.95+3.71 7.39 £0.54*

“significativamente superior que el periodo control (P<0.05)

bsignificativamente inferior al periodo control (P<0.05)

Durante el periodo de consumo de la leche fermentada se detect6 un importante
incremento en el numero de bifidobacterias en placa (BFM agar) y también se
observd una disminucion en los recuentos de bifidobacterias tras la interrupcion del
consumo de la leche fermentada, obteniéndose resultados similares a los del periodo
control. El nimero de enterobacterias varia e a lo largo del experimento
dependiendo del individuo. EI numero de enterobacterias aumenta

significativamente (P<0.05) cuando la ingestion de B.animalis/lactis cesa.

3.1.2. Recuentos mediante FISH

Las muestras fijadas se procesaron para el analisis mediante hibridacion in
situ. Se empled la sonda especifica de género Bif662 para el recuento total de
bifidobacterias por FISH y la sonda especifica Bifal para la especie
B.animalis/lactis contenida en la leche fermentada B7 empleada en este estudio. La
media total de bifidobacterias en el periodo control fue de 8.81+ 0.60 log células/ml
(media = desviacion estdndar), este numero depende de cada individuo. Los
resultados obtenidos para cada individuo en el periodo control se muestran en la
tabla 2. La leche fermentada contiene del orden de 10’-10° células de
Bifidobacterium animalis/lactis por gramo, y todas ellas dieron sefial positiva con

las sondas Bif662 y Bifal.
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Tabla 2. Resultados obtenidos mediante las técnicas de recuento en placa e hibridacion in
situ con la sondas Bif 662 (género Bifidobacterium) y Bif al (especies B. animalis/lactis)
en el periodo control (4 semanas sin ingestion de la leche fermentada). A media (SEM,
Error estandar de la media)

Periodo Control
Log células/ml

Bifidobacteria Bifidobacteria

Individuos Bif662 (1=20)  Bifal (n=20)
Individuo A Hombre 9.03 (0.12) -
Individuo B Hombre 9.00 (0.99) -
Individuo C Hombre 8.08 (1.87) -
Individuo D Hombre 8.93 (0.42) -
Individuo E Hombre 8.51(0.28) -
Individuo F Hombre 8.98 (0.65) -
Individuo G Mujer 9.41 (1.07) -
Individuo H Mujer 9.45 (1.38) -
Individuo I Mujer 9.20 (0.94) -
Individuo J Mujer 7.56 (0.39) -

Control + Hombre 8.53(0.38) 8.68 (1.43)
Control - Mujer 8.36 (1.87) -

El limite de deteccion de la técnica FISH para la cepa Bifidobacterium
animalis fue de 10* células por gramo. Durante todo el estudio también se
monitorizaron los controles positivo y negativo. Para el control positivo la mayoria
de las bifidobacterias hibridaron con las sondas Bif662 y Bifal, mientras que para
el control negativo unicamente dio sefial positiva para la sonda Bif662 pero no para
la especifica Bifal. La hibridacion de la especie Bifidobacterium animalis, contenida

en la leche fermentada comercial analizada, se muestra en las figuras 2 y 3.
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Figura 2. Hibridacion de Bifidobacterium animalis/lactis procedente de la
leche fermentada comercial con la sonda Bifal marcada con rodamina.

Figura 3. Hibridacion de Bifidobacterium animalis/lactis procedente de la leche
fermentada comercial con la sonda B662 marcada con fluoresceina.

A pesar del hecho que las muestras fecales mostraban un fondo de
fluorescencia no especifico, las células de Bifidobacterium podian visualizarse
facilmente. Los recuentos de bifidobacterias durante el estudio in vivo obtenido

mediante la técnica FISH para cada uno de los individuos se muestra en la tabla 3.
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Tabla 3. Recuentos con las sondas Bif662 y Bifal para cada individuo durante todo el estudio.

Resultados expresados como la media (error estandar).
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Tras dos semanas de administracion la leche fermentada, la cantidad de
bifidobacterias procedentes del producto obtenida con la sonda especifica Bifal
resulté de un orden menor que la obtenida mediante la sonda Bif662 (Tabla 3 y
figura 4), excepto para el control + donde todas las bifidobacterias que hibridaban
con la sonda Bif662 también lo hacian con la sonda Bifal, por tanto en su mayoria
procedian del producto. En todas las muestras se observa un incremento de las
bifidobacterias endogenas y exogenas durante el periodo de ingesta de la leche

fermentada comercial.
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Figura 4. Recuento total de bifidobacterias y recuento especifico de B. animalis/lactis
(células/g) mediante FISH tras consumo de la cepa B.animalis/lactis contenida en la
leche fermentada comercial B7. 0 Control periodo; 1, 2", 3°, 4" semanas (periodo de
ingesta), y 5,6, 7°, 8%semanas (periodo no ingesta)

A las tres semanas de consumo diario de la leche fermentada, el nimero de
bifidobacterias exdgenas habia aumentado en un orden de magnitud en todos los
individuos. A partir de la primera semana de ingesta se observa un incremento en los
recuentos con la sonda Bifal para todos los individuos. Después de cesar la ingesta,
se observa una disminucion progresiva en los recuentos de células de la
bifidobacteria contenida en el producto (Fig.4). Tras cuatro semanas de ingesta ya

no nos fue posible detectar la especie B. animalis/lactis en las muestras fecales, este
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hecho puede deberse a las limitaciones del método, sin embargo no podemos
asegurar que la cepa contenida en la leche fermentada no se encuentre en las
muestras fecales de los individuos ya que Unicamente podemos asegurar que no la
detectamos en las heces posiblemente por el limite de deteccion de la técnica que

hemos empleado.

3.2. Recuentos en placa e hibridacion in situ (FISH)

Los recuentos iniciales de bifidobacterias en heces empleando el medio BFM
(Nebra y Blanch, 1999) como medio selectivo fueron de uno a dos ordenes menor
que los obtenidos para el mismo periodo con la hibridacion in situ (Tabla 3 y Fig.5).
Estas diferencias en los recuentos de bifidobacterias empleando técnicas culturales y
FISH estan en concordancia con los resultados obtenidos por otros autores (Franks
et al., 1998; Harmsen et al., 2000). Estos hechos demuestran que FISH es una
técnica util para detector bacterias viables o viables pero no cultivables, o danadas

por las adversas circunstancias tales como el transito gastrointestinal.
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Figura 5. Recuento total de bifidobacterias, mediante el uso de la sonda Bif662 y recuentos
en medio de cultivo especifico, después del consumo de la cepa B.animalis/lactis contenida
en la leche fermentada comercial. 0 Control periodo; 1, 2, 3°, 4 semanas (periodo de
ingesta), y 5, 6, 7%, 8%semanas (periodo no ingesta)
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Tanto en cultivo en placa en medio selectivo como mediante FISH se observa
un progresivo incremento en el nimero de bifidobacterias, aunque este incremento
varia en funcidén de cada individuo. Los elevados recuentos obtenidos durante la
ingesta de producto se ven disminuidos después de dos semanas de no ingestion,
ademads esta disminucidon ocurre para todos los individuos. Con la aplicacion de la
técnica FISH a muestras humanas fecales para detectar bifidobacterias se demuestra
que este grupo de bacteria podria ser enumerado con mas exactitud que empleando

técnicas de cultivo convencionales (Langendijk ef al., 1995).

3.3. Identificacion molecular de Bifidobacterium spp aisladas de muestras
fecales

Todas las cepas aisladas en BFM agar amplificaron un fragmento especifico
del género Bifidobacterium de 1.35 kb y dieron sefal positiva cuando se hibridaron
con la sonda Bif662 (Franks ef al., 1998). Se escogio6 la técnica ARDRA (andlisis de
restriccion del rDNA amplificado) por ser mas apropiada para la diferenciacion entre
las bifidobacterias a nivel de especie (Ventura et al., 2001), ya que como
B.animalis/lactis no es una especie que se encuentre de forma natural en el intestino
humano se pueden diferenciar de las endégenas de cada individuo. Es una técnica
molecular basada en una primera amplificacion del gen del 16S del rRNA especifico
del género Bifidobacterium y una posterior digestion con enzimas de restriccion
genera perfiles especificos para cada especie de bifidobacteria que permiten una
diferenciacion interespecifica, es decir, entre especies. Se seleccionaron las enzimas
de restriccion Mbol y BamHI para la digestion del 16S del rRNA, ya que nos
permite una clara diferenciacion de la cepa aislada de producto del resto de
bifidobacterias. La cepa procedente del producto presento un unico perfil
reproducible diferente del resto de perfiles de bifidobacterias aisladas de heces
(Fig.6). Las colonias que habian dado reaccion positiva a la hibridacion con la sonda
especifica Bifal presentaron el mismo perfil ARDRA que la cepa aislada de
producto. Las colonias que no hibridaron con la sonda especifica no presentaron el

perfil caracteristico de la cepa B7 (Fig.6).
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Figura 6. Restriccion del 16S rRNA de Bifidobacterium animalis/lactis de uno de los
individuos después de una semana de administracion del producto. (M) marcador 100bp; (E)
bifidobacterias enddgenas; (P) bifidobacteria contenida en el producto.
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Figura 7. Restriccion del 16S rRNA de Bifidobacterium animalis/lactis de uno de los
individuos después de cuatro semanas de administracion del producto. (M) marcador 100bp;
(E) bifidobacterias endogenas; (P) bifidobacteria contenida en el producto.

Estos resultados demuestran que las bifidobacterias seleccionadas de las
heces de los individuos que consumen la bifidobacteria B7 tienen el mismo perfil
ARDRA que la cepa del producto, esto nos sugiere que la cepa B7 puede sobrevivir
al transito gastrointestinal humano. La cepa B.animalis/lactis fue detectada en las
heces de todos los individuos después de dos semanas de ingestion empleando
técnicas moleculares e hibridacion con sondas especificas. La proporcion de las

colonias con perfil ARDRA igual al perfil del producto aumentd rapidamente
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durante el periodo de ingesta y tras cuatro semanas de ingesta fue el perfil
mayoritario (Fig. 6 y 7). Sin embargo, cuando la ingesta se interrumpid, la
proporcion del microorganismo contenido en la leche fermentada disminuy6 y no se
pudo detector tras cuatro semanas de no consume empleando las técnicas
moleculares descritas en al trabajo. Los resultados estdn de acuerdo con los

obtenidos por Bouhnik et al. (1992).

3.4. Crecimiento de bifidobacterias enddgenas favorecidas por el consumo de

exogenas

Uno de los individuos durante la experiencia se vio afectado por una
infeccion y en lugar de eliminarlo del estudio se decidid continuar con la
administracion de la leche fermentada con bifidobacterias para observar cual es el
efecto de este producto después de un tratamiento con antibidticos. El individuo S
con un contenido inicial de 9.0 x 10° bifidobacteria/g de muestra fecal fue tratado
con penicilina durante dos semanas, tras las cuales el nimero de bifidobacterias en
placa disminuy6 a 10 UFC/g y a <10* células/g con FISH (limite de deteccion) ya
que las bifidobacterias son sensibles a la penicilina (Charteris et al., 1998; Yazid et
al., 2000; Kheadr ef al,. 2004). A continuacion, se le administraron 250 ml de leche
fermentada por dia durante 4 semanas, tras las cuales se pudo observar una rapida
recuperacion de las bifidobacterias endogenas durante la primera semana y las
exogenas no fueron detectadas hasta la tercera semana de ingestion, este hecho
puede ser debido a varias causas: i) el limite de deteccion de la técnica de FISH es
de 10* células por g y el nivel de bifidobacterias exdgenas puede ser menor a este
limite y por eso no se detectan (Fig. 8), o i1) porque no estan presentes en el intestino
hasta la 3* semana de ingesta diaria; los resultados parecen sugerir que es el limite de
deteccion el que nos impide detectarlas antes, ya que con recuento en placa desde la
primera semana de ingesta se observa un incremento en el nimero de bifidobacterias
recuperadas en BFM agar. Este ensayo parece evidenciar el efecto beneficioso que
ejercen las bifidobacterias procedentes del producto en la recuperacion de la
microbiota propia tras su disminucion o pérdida debida a diversas causas, en este

caso, tras tratamiento antibiodtico.
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Este pequefio estudio aporta datos significativos, aunque sera necesario
realizar estudios e investigaciones con un mayor nimero de individuos, individuos
con diversos desordenes y con mas repeticiones para conseguir datos que puedan
demostrar las posibilidades de empleo de las leches fermentadas con bifidobacterias
en tratamiento y/o prevencion de trastornos gastrointestinales y su efecto sobre la

microbiota intestinal.
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Figura 8. Recuentos de bifidobacterias en las heces del individuo tras tratamiento con
penicilina y después de consumir leche fermentada con bifidobacterias durante 4
semanas, mediante técnicas culturales y FISH .

4. DISCUSION

En este estudio, a diez individuos sanos se les administr6 de manera
continuada una leche fermentada comercial con bifidobacterias seleccionada de
entre las analizadas en los anteriores capitulos. Se monitorizaron las bifidobacterias
contenidas en las heces de los individuos durante todo el estudio empleando técnicas
tradicionales de cultivo en medios selectivos y técnicas moleculares, entre las que
seleccionamos la hibridacion in situ con sondas especificas de género y de especie y
la técnica basada en la PCR denominada ARDRA que nos permitié diferenciar las

bifidobacterias enddgenas de cada individuo de las exdgenas pertenecientes a la
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especie B.animalis/lactis, contenidas en la leche fermentada ingerida, ya que
presentan perfiles de digestion ARDRA diferentes y B.animalis/lactis no se
encuentra de natural en la poblacion bifidobacteriana habitual humana (ver
introduccion. pag. 20). Ademas, esta especie B.animalis/lactis no se encontrd en la
poblacion microbiana intestinal de ninguno de los individuos sometidos a estudio.

Se pudo observar un incremento en la poblacion bifidobacteriana total tras el
consumo continuado de B.animalis/lactis para todos los individuos, esto sugiere que
dicho incremento podria ser debido al incremento por consumo de esta especie de
bifidobacteria, que puede sobrevivir al transito gastrointestinal. Estos resultados son
similares a los obtenidos por otros autores (Bouhnik et al., 1992; Mangin et al.
1994), que recuperd unicamente un 30% de las bacterias ingeridas en las muestras
fecales.

La especie B.animalis/lactis fue detectada en las heces de todos los
individuos después de dos semanas de ingesta diaria de la leche fermentada
mediante el uso de las técnicas moleculares y de la hibridaciéon con sondas
especificas de especie. La proporcion de colonias seleccionadas que presentaban el
mismo perfil ARDRA que la especie B.animalis/lactis aument6 durante el estudio
llegando a ser la detectada mayoritariamente tras 4 semanas de ingesta. Empleando
las técnicas de cultivo en medios selectivos, se pudo observar un incremento en los
recuentos totales de bifidobacterias durante el periodo de ingesta de la leche
fermentada con B.animalis/lactis, de igual forma que se detect6 con ARDRA, este
hecho sugiere que el incremento en la poblacion total de bifidobacterias podria ser
debido al aumento de la especie B.animalis/lactis en las heces, que sugiere que esta
especie es capaz de sobrevivir al transito gastrointestinal.

Sin embargo, cuando se ceso el consumo de B.animalis/lactis, la proporcion
de esta especie disminuy6 tras 3 semanas de no ingestion la leche fermentada
comercial, estos resultados son similares a los descritos por Bouhnik ef al. (1992) y
Biavati et al., (1995) que observaron una disminucién gradual en el recuento de
bifidobacterias hasta no poder ser detectadas tras 8 dias de no consumo de la
bifidobacteria. Los resultados demuestran que las colonias de bifidobacterias
seleccionadas de las heces de los individuos que han consumido la bifidobacteria

exdgena presentan el mismo perfil ARDRA que la bifidobacteria contenida en la
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leche fermentada con bifidobacterias, sugiriendo que las colonias que presentan el
perfil de la especie B.animalis/lactis son capaces de sobrevivir al transito
gastrointestinal. Después de 4 semanas de no consumir la leche fermentada con
B.animalis/lactis no se pudo detectar esta especie en ninguno de los individuos, este
hecho podria ser debido a que la cantidad de células de B.animalis/lactis es menor
de los niveles que pueden detectar la técnica FISH y la técnica ARDRA, no
pudiendo asegurar que esta especie no se encuentra en las heces en ese momento.
Una mayor cantidad de investigaciones que emplean otras técnicas moleculares y
amplien el nimero de individuos son necesarias para confirmar estos resultados.
Para concluir, en este estudio se demuestra que especie B.animalis/lactis de
la leche fermentada comercial B7, escogida para este estudio, es capaz de sobrevivir
al transito gastrointestinal y ser detectada y recuperada viable en las heces de todos
los individuos que la consumieron mediante el empleo de técnicas moleculares tales

como FISH y ARDRA.
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Aislamiento, seleccion e identificacion molecular de
potenciales cepas probioticas de origen humano

pertenecientes al género Bifidobacterium.
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1. INTRODUCCION

El género Bifidobacterium se encuentra en el tracto gastrointestinal humano y
animal y constituye una de las poblaciones predominantes del mismo (Scardovi,
1986; Biavati et al., 2000) por lo que las muestras fecales de humanos y animales
constituyen una fuente para aislar nuevas cepas. La identificacion a nivel de género
de las bifidobacterias esta siendo realizada de forma rutinaria mediante la deteccion
de la tnica enzima que se encuentra implicada en la ruta de degradacion de las
hexosas: la fructosa-6-fosfato fosfocetolasa. Diversos métodos fenotipicos han sido
descritos para diferenciar las distintas especies del género como son los perfiles de
fermentacion de carbohidratos (Scardovi, 1986), analisis de componentes de la pared
celular, etc. Sin embargo, con estas técnicas no se obtienen resultados claros y son
ademads, largos y pesados de realizar. Por todo ello, se estan empleando técnicas
moleculares, tales como los métodos basados en el andlisis del DNA incluyendo la
hibridacion DNA-DNA, amplificacion aleatoria con iniciadores inespecificos
(RAPD-PCR) (Tynkkynen et al,1999; Vincent et al., 1998), restriccion de los
fragmentos amplificados (RFLPs), PCR de género, multiplex PCR, hibridacion in
situ con sondas especificas y otras técnicas, para comparar ¢ identificar las
bifidobacterias aisladas de productos lacteos y de muestras fecales humanas

(Matsuki et al., 1998, 1999; Ventura et al., 2001, 2004).

La contribucion de las bifidobacterias a la salud humana ha sido reconocida
por numerosos estudios y ha dado lugar a la explotacion comercial de algunas de las
cepas como probidticos para mantener y/o mejorar la salud humana y animal
(Gomes et al., 1997; Muirhead, 2000., Stanton et al., 2001) por ello es de interés
para la industria la busqueda de nuevas cepas probidticas. Ciertas revisiones
describen cuales son los criterios que deben de poseer las bacterias para poder ser
consideradas como probidticos (Ouwerhand et al., 2000; FAO/OMS, 2002).
Generalmente, es necesario que las bacterias probidticas sean capaces de sobrevivir
al transito gastrointestinal para poder apreciar sus efectos beneficiosos sobre la
salud. La habilidad de los probidticos para sobrevivir al transito gastrointestinal
varia considerablemente entre especies y entre cepas como ya hemos podido

observar en el capitulo 3. Las condiciones acidas del medio estomacal y los efectos
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inhibitorios de las sales biliares secretadas en el duodeno son los mayores
impedimentos para la supervivencia de las bifidobacterias consumidas. El porcentaje
de supervivencia de las bifidobacterias a través del tracto gastrointestinal se ha
estimado en torno al 30% (Charteris et al., 1998). Es necesario establecer un método
adecuado y rapido para evaluar la viabilidad de microorganismos con caracteristicas
probidticas ya que la supervivencia al transito gastrointestinal se considera uno de
los criterios de seleccion de probidticos mas importantes. Uno de los criterios de
seleccion de bifidobacterias es por su tolerancia a condiciones acidas y por la
supervivencia frente a los efectos de las sales biliares producidas en el intestino.
Existe una gran variabilidad en la habilidad para resistir a condiciones 4cidas o a las
sales biliares, parece que la tolerancia a estas condiciones es dependiente de cepa
(Clark et al., 1993; Clark y Martin, 1994; Chung et al., 2004). Por ello, la propuesta
de este trabajo es el desarrollo de una metodologia para la seleccion de cepas de
bifidobacterias resistentes a las condiciones gastrointestinales (acido y sales biliares)
a partir de muestras fecales. Se investigard y evaluard las caracteristicas probidticas
de las cepas de bifidobacterias seleccionadas, se caracterizaran empleando distintas
técnicas moleculares y se determinard su resistencia frente a otras sustancias como

antibioticos y NaCl.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Aislamiento de cepas resistentes a condiciones acidas

Se aislaron cepas del género Bifidobacterium de muestras fecales procedentes
de individuos sanos, 2 adultos (edad entre 25-30 afios) y 2 nifios (entre 6-12 meses).
Las muestras fueron procesadas en el mismo dia y almacenadas a 4°C hasta su
procesamiento. Aproximadamente, 2 gramos de muestra fecal fueron pesados, se
diluyeron en tampon PBS estéril y se homogenizaron durante 3-4 minutos en el
estomacher. Se realizaron diluciones apropiadas y se sembraron en medios
selectivos como BFM agar (Nebra et al., 1999) y BSM agar (Fluka) por duplicado.
Todas las placas fueron incubadas a 37°C durante 3-4 dias en condiciones
anaerobias conseguidas mediante el uso de sobre de anaerobiosis AnaeroGen

(Oxoid).
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El resto de homogenizados se pre-incubaron en MRS suplementado con
0.05% (peso/vol) de cisteina (Sigma) (MRSC) ajustado a pH 2.0 (una alicuota se
ajusto con pepsina y otra con HCl 1N) a 37°C durante 2 horas y durante 16 horas en
condiciones anaerobias. La mezcla fue, también, diluida serialmente y sembrada en
medios de cultivo especificos BFM agar (Nebra ef al., 1999) y BSM agar (Fluka)
por duplicado.

Después de la incubacion a 37°C durante 72 horas en condiciones anaerobias,
entre 8 y 10 colonias fueron seleccionadas y re-sembradas en los mismos medios.
Transcurrida la incubacion, las colonias fueron examinadas mediante tincion Gram y
aquellas que presentaban morfologia caracteristica de las bifidobacterias se sub-
cultivaban en medio MRSC con el fin de obtener biomasa y seguir trabajando con

ellas.

2.2. Identificacion y caracterizacion molecular

Para el aislamiento del DNA gendémico bacteriano y la identificacion
molecular de las cepas se emplearon los procedimientos descritos en el capitulo 1,

pag. 48-54.

2.2.1. RAPDs

El anélisis de RAPDs se realiz6 con el iniciador descrito por Tynkynnen et

al., (1999) y con la metodologia descrita en el capitulo 1, pag. 53.

2.2.2. ARDRA-PCR

Los fragmentos especificos correspondientes al gen 16S rRNA del género
Bifidobacterium se digirieron con las enzimas de restriccion Mbol, BamHI

(Fermentas) segun procedimiento descrito en el capitulo 1, pag. 51.

2.2.3. Analisis de los datos

Los perfiles moleculares obtenidos mediante las técnicas RAPDs y ARDRA

fueron fotografiados bajo luz UV y las imdgenes fueron almacenadas para ser
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procesadas con el programa informatico TDI-Lane Manager. El programa construye
una matriz de similitud cuyas filas y columnas se corresponden con los
microorganismos y que esta compuesta por los valores del coeficiente de Dice.
Aplicando el algoritmo matematico UPGMA (Unweighted-Pair Group Meted with
Average linkage) los microorganismos son agrupados en base a la similitud de sus

perfiles de bandas y se construye el dendrograma.

2.2.4. Multiplex PCR

(Ver capitulo 1, pag. 49-50) Mediante el uso de los iniciadores descritos por
Dong et al., (2000) para B. bifidum, B. breve, B. infantis, B.adolescentis, B.longum
se realizo la multiplex PCR para detectar e identificar las distintas especies.

También, se emplearon los iniciadores descritos por Matsuki et al., (2003)
para B.adolescentis BIADO-1 5" CTC CAG TTG GAT GCA TGT C 3’ y BiADO-2
5" CGA AGG CTT GCT CCC AGT 3’ que amplifican un fragmento de 279 pb. Para
B.bifidum BiBif-1 5> CCA CAT GAT CGC ATG TGA TTG 3’ y BiBif-2 5 CCG
AAG GCT TGC TCC CAA A 3’ que amplifican un fragmento de 278 pb. Para
B.breve BiBre-1 5° CCG GAT GCT CCA TCA CAC 3’ y BiBre-2 5° ACA AAG
TGC CTT GCT CCC T 3’ que amplifican un fragmento de 288 pb. Para B.longum
grupo BiLON-1 5 TTC CAG TTG ATC GCA TGG TC 3’ y BiLON-2 5> GGG
AAG CCG TAT CTC TAC GA 3’que amplifican un fragmento de 831 pb. Para
B.catenulatum grupo BiCAT-1 5> CGG ATG CTC CGA CTC CT 3’ y BiCAT-2 5’
CGA AGG CTT GCT CCC GAT 3’que amplifican un fragmento de 285 pb. La
amplificacion se realizd con los siguientes ciclos de temperaturas: 1 ciclo a 95°C
durante 5 min; 30 ciclos de 95°C durante 30 s, 58°C durante 1 min, y 72°C durante
4 min; y un ciclo de extension final de 72°C durante 7 min. Los fragmentos
amplificados se separaron en una electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % (peso/vol)
en tampon TAE vy visualizadas bajo luz ultravioleta tras tincion con bromuro de

etidio (0.5 pg/ml).
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2.3. Resistencia a sales biliares y a NaCl

Se analiz6 la resistencia a sales biliares Ox-gall mediante el analisis del
crecimiento de las cepas de bifidobacterias en presencia de un 1% y al 1.5% de sales
biliares. Para ello, se prepard caldo MRSC con las distintas concentraciones que se
deseaban testar. Las cepas resistentes a estas concentraciones fueron analizadas en
mayor profundidad, para ello se siembran las cepas a estudiar al 1% (vol/vol) en
medio MRSC con Oxgall y a cloruro sédico y se monitoriza su crecimiento en
presencia de diversas concentraciones de estas sustancias, para ello se emplearon
placas multipocillo de 96 pocillos (BioRad). A cada pocillo se le afiadio 175 pl del
medio de MRSC suplementado con 0.1, 1.0, 2.0, 3.0 % (peso/vol) Ox-gall y 2.0, 3.0,
6.0, 8.0, y 10.0% de NaCl, inoculados al 1% (vol/vol) con las cepas a estudiar y se
incubaron a 37°C en condiciones de anaerobiosis durante 24h. Las densidades
opticas (DO) que se alcanzaban durante el crecimiento microbiano fueron medidas

650 nm empleando un lector de microplacas (Microplate reader, Roche).

2.4. Estudio de actividad antimicrobiana de cepas del género Bifidobacterium

Para determinar la actividad de los compuestos antimicrobianos secretados por
las bifidobacterias, se emplearon cultivos de 24 h de cada cepa que fueron
previamente sub-cultivados tres veces, se inocularon al (1% vol/vol) en 10 ml de
caldo MRSC. El primer ensayo para detectar actividad antimicrobiana se evaluo
empleando el método de overlay o también llamado de cuerdas, para ello se
siembran las bifidobacterias en cuerdas de 2 cm de longitud en el medio MRSC y se
incuban a 37 °C durante 24 h en condiciones anaerobias. Se inactivaran los
microorganismos con los vapores de 2.5 ml de cloroformo y se vertera sobre la placa
10 ml de agar semisolido (MRS o BH) inoculado al 1% con L. lactis MG1363 o L.
innocua ATCC3309.

Las placas seran incubadas a la temperatura dptima de crecimiento de la cepa
indicadora, durante 24 h. Transcurrido este tiempo, se observaran los halos de

inhibicidn.
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2.5. Susceptibilidad a antibidticos

La susceptibilidad a antibidticos se determind mediante la técnica de difusion en
agar mediante discos impregnados con diversas concentraciones de antibioticos. Una
alicuota de 100 pl de un cultivo puro de bifidobacterias de 24h se inoculd en 10 ml
MRSC semisolido (0.7% agar) que se vertid sobre una placa de MRSC agar, se
empled semisolido con el fin que el antibidtico pudiera difundir mejor en el agar.
Los discos de antibioticos se colocan sobre la superficie del agar y se incuban a 37°C
en condiciones de anaerobiosis. Después de incubarlas durante 24-48 h, se
determind la presencia o ausencia de halos de inhibicion.

Un total de 16 antibidticos se utilizaron para testar la susceptibilidad a
antibiodticos: (i) Inhibidores de la sintesis de la pared celular: amoxicilina (30 pg),
carbencilina (100 pg), oxacilina (1 pg), penicilina G (10 UI) y vancomicina (30 pg);
(11) Inhibidores de la sintesis proteica: cloranfenicol (30 pg), eritromicina (15 UI),
gentamicina (10 pg), kanamicina (30 pg) y tetraciclina (30 UI); (iii) Inhibidores de
la sintesis de &acidos nucleicos: metronidazol (5 pg), acido nalidixico (30 pg),
rifampicina (5 pg) y trimetoprim (5 pg); (iv) Inhibidores de la funcion de la
membrana citoplasmatica: polimixina (300 pg); y (v) Inhibidores del metabolismo:

sulfamida (200 pg).

2.6. Actividad enzimatica de las cepas de Bifidobacterium

Se empled el sistema miniaturizado comercial API ZYM (BioMerieux,
Francia) para detectar las actividades enzimaticas de las cepas de Bifidobacterium
seleccionadas. Este sistema es un micrométodo semicuantitativo de investigacion de
actividades enzimaticas que permite estudiar al mismo tiempo 19 actividades
enzimaticas. Este sistema fue empleado de acuerdo a las indicaciones del fabricante.
Una vez inoculadas las galerias se incubaron a 37°C durante 4 horas, y las
reacciones producidas durante la incubacion se traducen en cambios de color tras la

adicion de los reactivos ZYM Ay ZYM B.
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3. RESULTADOS
3.1. Aislamiento de cepas resistentes

Los resultados de los recuentos totales tras incubacion a pH acido muestran
que las bifidobacterias son mucho mas sensibles a la accién del acido clorhidrico
puro que a la accion de los acidos géstricos (pepsina) tal y como se puede observar
en la tabla 1. En general, se observan disminuciones entre 3-4 unidades logaritmicas
de las bifidobacterias tratadas a condiciones de estrés acido en comparacion con las
muestras no tratadas. La resistencia a las condiciones de 4cidas, en general, es mayor
para las bifidobacterias de origen infantil que para las de adulto. También, la accién
del HCI disminuye mucho mas la viabilidad de las bifidobacterias que la exposicion

a la pepsina al mismo pH e incubadas durante el mismo tiempo.

Tabla 1. Células de cepas del género Bifidobacterium recuperadas en medios
selectivos tras incubacion a 37°C durante 16 horas de las muestras fecales.

Recuentos iniciales  Exposicion pepsina Exposicion HCI

Muestras
(UFC/gr) (UFC/gr) (UFC/gr)
A (nifio) 3.0x 10° 1.6x 10° 1.6x 10°
B (nifio) 3.0x 10° 7.6x 10° 8.0 x 10
C (adulto) 8.0x 10° 13x10° 2.4x10*
D (adulto) 40x 10 5.6x10° 2.8x 10

Un total de sesenta cepas de bifidobacteria fueron aisladas de las muestras
fecales. La identidad de los aislados se confirmé mediante PCR especifica de género
Bifidobacterium segun Kaufmann et al., (1997) que amplifica un fragmento de 1.35
Kb, todas las cepas aisladas en BFM y BSM presentaron este fragmento.

La tolerancia a las condiciones 4cidas de las bifidobacterias seleccionadas se
confirm6 mediante la exposicion de las cepas a condiciones acidas pH 2.0 durante
90 y 120 min. Se tomo6 una alicuota de cultivo puro de 24 horas con una
concentracion celular de 10® células/ml, se expone pH 2.0, transcurridos los periodos
de incubacién, se siembra en MRSC y los recuentos obtenidos son del orden de 107-
10° células/ml tras incubacion acida. Todas las cepas testadas mostraron una ligera o

nula reduccion en el crecimiento en placa tras incubacion a 90 min en MRSC caldo a
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pH 2.0, estos mismos recuentos se compararon con los recuentos obtenidos en el
mismo medio a pH 6.8. Ninguna de las cepas mostrd disminuciones en la viabilidad

celular.

3.2. Identificacion y caracterizacion molecular
3.2.1. RAPDs

En los perfiles obtenidos mediante esta técnica se observan diferencias entre
las bifidobacterias pertenecientes a la misma muestra (Figura 5). De las sesenta
cepas se obtuvieron 24 perfiles distintos que se correspondian a 24 cepas de
bifidobacterias, de las cuales 7 cepas pertenecian al individuo A (nifio), 3 cepas al

individuo B (nifio), 8 cepas al individuo C (adulto) y 6 cepas al individuo D (adulto).

- 100 pb

Figura 1. Perfiles RAPDs obtenidos para las cepas del género Bifidobacterium aisladas tras incubacion
en condiciones acidas durante 16h.

Estos resultados demuestran que hay una mayor variabilidad de cepas en las
muestras procedentes de individuos adultos, esto puede ser debido a que en los
adultos existe una mayor variabilidad de especies de bifidobacterias que en nifios

(Matsuki et al., 1999; Ventura et al., 2001). Los perfiles generados se estudiaron

146



Capitulo 5

mediante el programa informatico TDI Lane Manager obteniéndose un dendrograma

en el que se puede observar graficamente las similitudes genéticas (Graficos 1 y 2).

3.2.2. ARDRA-PCR

Para cada una de las enzimas empleadas aparecieron perfiles de digestion
distintos (Fig.6). Con la enzima Mbol obtuvimos perfiles de restriccion con un
mayor numero de fragmentos (entre 4 y 10) que con BamHI con lo que fue mas facil

y especifico realizar las comparaciones entre cepas. (Fig. 2 y 3).

- 1000 pb

- 500 pb

Figura 2. Perfiles ARDRA obtenidos tras digestion con la enzima de
restriccion Mbol de las cepas seleccionadas del género Bifidobacterium
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Figura 3. Perfiles ARDRA obtenidos tras digestion con la enzima de
restriccion BamHI de las cepas seleccionadas del género Bifidobacterium
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Figura 4. Dendrograma derivado de la comparacion de los perfiles ARDRA obtenidos tras digestion con
la enzima de restriccion Mbol de las cepas seleccionadas del género Bifidobacterium

De los perfiles de restriccion obtenidos y con el programa TDI se realizaron
los dendrogramas generados de la comparacion de dichos perfiles (Fig.4). En el
dendrograma generado con los perfiles obtenidos con la enzima Mbol se observa
que todas las cepas se agrupan a un 22.1% de homologia, observandose al 35% de
similitud dos grupos diferenciados, uno de los cuales agrupa a 17 de las 24 cepas de
bifidobacterias acido resistentes analizadas, que a su vez se subdivide en otros dos
grupos al 50% de homologia, en uno de ellos se agrupan las cepas que presentan
perfiles de similitud semejantes a las cepas de referencia B.longum ATCC 15707 y
B.infantis ATCC 15697. El segundo grupo se une a una homologia del 60% donde

encontramos agrupadas al resto de las bifidobacterias seleccionadas, que presentan
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perfiles similares a la cepa de referencia B.bifidum ATCC 2952. En estos resultados
se observa la similitud de las cepas agrupadas como B.longum y B.infantis
reclasificadas en la actualidad como la misma especie pero con distintas subespecies

(Sakata et al., 2002).

3.2.3. Multiplex-PCR

Empleando la metodologia de Dong et al., 2001 y Matsuki et al., 2003 los
resultados obtenidos para las cepas seleccionadas se muestran en la tabla 2. Se
observa que tanto en las muestras de nifios como en las de adultos la especie
predominante es B.longum/infantis, aunque en las muestras de nifios también
podemos encontrar B.bifidum y B.breve. En las muestras de adulto encontramos
cepas de B.longum, B.adolescentis, B.catenulatum, B.bifidum. No se detectd ninguna

cepa de B.breve en muestras procedentes de adultos.

Tabla 2. Origen e identificacion de las cepas del género Bifidobacterium empleadas en este estudio.

Cepa Origen Muestra Género Especie
IATA-303 Humano Heces adulto Bifidobacterium B.adolescentis
IATA-304 Humano Heces nifio Bifidobacterium B.infantis
IATA-306 Humano Heces adulto Bifidobacterium B.longum/infantis
IATA-307 Humano Heces nifio Bifidobacterium B.infantis
IATA-309 Humano Heces nifio Bifidobacterium B.breve
IATA-310 Humano Heces adulto Bifidobacterium B.longum/infantis
IATA-312 Humano Heces adulto Bifidobacterium B.longum/infantis
IATA-315 Humano Heces adulto Bifidobacterium B.longum/infantis
IATA-318 Humano Heces nifio Bifidobacterium B.longum/infantis
IATA-319 Humano Heces adulto Bifidobacterium B.longum/infantis
IATA-320 Humano Heces adulto Bifidobacterium B.bifidum
IATA-321 Humano Heces adulto Bifidobacterium B.longum/infantis
IATA-322 Humano Heces adulto Bifidobacterium B.catenulatum
IATA-323 Humano Heces adulto Bifidobacterium B.bifidum
IATA-324 Humano Heces adulto Bifidobacterium B.catenulatum
IATA-325 Humano Heces nifio Bifidobacterium B.longum/infantis
IATA-326 Humano Heces adulto Bifidobacterium B.bifidum
IATA-335 Humano Heces nifio Bifidobacterium B.breve
IATA-349 Humano Heces adulto Bifidobacterium B.longum/infantis
IATA-350 Humano Heces nifio Bifidobacterium B.breve
IATA-355 Humano Heces nifio Bifidobacterium B.bifidum
IATA-356 Humano Heces nifio Bifidobacterium B.bifidum
IATA-357 Humano Heces adulto Bifidobacterium B.adolescentis
IATA-360 Humano Heces nifio Bifidobacterium B.longum/infantis

Los resultados obtenidos por Matsuki et al., (2004) en los que detectaron que

especies predominantes en las heces de individuos adultos eran B.adolescentis,
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B.catenulatum y B.longum difieren de las nuestras, ya que en las muestras de adultos
unicamente se han podido aislar dos cepas de B.adolescentis, este hecho podria
deberse a dos posibles causas, 1) el medio empleado para su seleccion (medio BFM)
no recupera bien las cepas de B.adolescentis (Lynch et al., 2002) y ii) que la especie
B.adolescentis no pueda resistir bien al tratamiento acido y por ello no se ha podido
recuperar en medios de cultivo en la proporcion descrita por otros autores aunque
nuestros resultados si concuerdan con los obtenidos por Ventura et al., (2001) que
obtuvo que B.longum, B.bifidum y B.catenulatum eran las especies predominantes
en el intestino humano. Sin embargo, para las muestras procedentes de nifios los
resultados estan en concordancia con los descritos en bibliografia (Matsuki et al.,
2004) siendo las especies B.infantis y B.breve las predominantes en la poblacion

bifidobacteriana.

3.3. Resistencia a las sales biliares y a NaCl

Se analiz6 la tolerancia a las sales biliares de las todas cepas de
bifidobacterias acido resistentes. Todas las cepas fueron capaces de crecer en MRSC
con 1% y 1.5% Oxgall. A continuacidn, se sometio a las cepas de bifidobacterias a
mayores concentraciones de sales biliares con el fin de estudiar su tolerancia, las
concentraciones ensayadas fueron 0.5, 1, 2, 3% de Ox gall y se monitorizo el
crecimiento en placas multipocillo de poliestireno mediante la mediciéon de la
densidad optica (DO 650nm). Todas las cepas pudieron crecer a todas las
concentraciones de Ox gall testadas (Fig.9). Este estudio sefiala que la tolerancia a
condiciones acidas y basicas puede obtenerse aplicando condiciones de estrés (acido
o sales biliares). Existen algunos articulos sobre estudios de tolerancia a condiciones
acidas y a sales biliares, sin embargo, la diferencia de este estudio con los demads es
la combinacion de estos dos factores. Los resultados muestran que existen
variaciones entre cepas para la tolerancia a condiciones acidas y de sales biliares.

También se analizd la resistencia a elevadas concentraciones de sal, se
testaron las concentraciones 2, 3, 6, 8, 10% de NaCl. Las cepas toleraron bien las
concentraciones de hasta 6% de NaCl mientras que concentraciones mas elevadas
redujeron su capacidad de crecimiento (Fig.10). Como se puede observar, la

resistencia a un determinado factor puede conferir resistencia a otros factores.
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Figura 5. Efecto de las distintas concentraciones de Ox gall en el crecimiento de una cepa del género
Bifidobacterium aislada tras incubacioén bajo condiciones acidas durante 16h. Crecimiento durante 24h

medido a Agso.
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Figura 6. Efecto de las distintas concentraciones de NaCl en el crecimiento de una cepa del género
Bifidobacterium aislada tras incubacion con NaCl durante 16h. Crecimiento durante 24h medido a Ags.
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3.4. Estudio de la actividad antimicrobiana de cepas del género Bifidobacterium

El espectro de inhibicion de las cepas seleccionadas fue determinada
mediante la técnica de overlay frente a las cepas indicadoras. La actividad
antimicrobiana de las cepas es muy similar entre si con esta técnica, debido
posiblemente a la presencia de acidos organicos, aunque las cepas IATA-304,
[IATA-307, IATA-312, IATA-324, IATA-326, TATA-349 y IATA-350 presentaron
los mayores espectros de actividad antimicrobiana frente a las cepas testadas, por
ello se seleccionaron para seguir estudiando la actividad antimicrobiana, ya que este
método es muy eficaz para detectar actividad antimicrobiana, pero €sta puede estar

debida a los &cidos orgénicos producidos como metabolitos durante su crecimiento.

. |

Figura 7. Actividad antimicrobiana detectada mediante el método de
overlay frente a Listeria innocua ATCC3309.

3.5. Susceptibilidad a antibioticos de las cepas de bifidobacterias aisladas

La susceptibilidad de las bifidobacterias seleccionadas en base a su mayor
espectro de actividad antimicrobiana frente a la resistencia a antibidticos se muestra

en la Tabla 3. Este es uno de los criterios de seleccion de nuevas cepas de
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probidticos y asegurar la seguridad de su uso y de sus aplicaciones potenciales como

adjuntos en el tratamiento de infecciones gastrointestinales (Tabla 3).

Tabla 3. Susceptibilidad frente a antibidticos de las cepas de bifidobacterias seleccionadas.

Antibiotico

[ng/ml]

Susceptibilidad de las cepas de Bifidobacterium (mm)*

IATA- IATA- IATA- IATA- 1ATA- IATA- IATA-
304 307 312 324 326 349 350
Amoxicilin 30 24.3+0.2 254+0.1 20.4+0.1 252403 25.5+0.0 25.3+0.2 25.2+0.5
Carbencilina 100 30.44+0.1 30.0+0.5 32.1+0.4 28.2+0.1 32.2+0.3 33.3+0.2 30.0+0.2
Oxacilina 1 > - - - - - -
Penicilina G 10 22,1404 15.0+£0.0 22.5+£0.0 20.3+0.2 21.3+0.1 22.1+0.2 15.5+0.2
Vancomicina 30 - - - - - - -
Cloranfenicol 30 14.3+0.1 123402 16.44+0.1 12.4+0.1 14.5+0.0 15.4+0.1 12.1+0.2
Eritromicina 15 25.0+£0.0 22.2+0.1 20.3+£0.2 21.2+0.2 23.6+0.2 22.1+0.3 22.5+0.2
Gentamicina 10 - - - - - 7.5+0.2 -
Kanamicina 30 - - - - - - -
Tetraciclina 30 24.3+0.1 23.3+0.3 21.4+0.1 25.2+0.3 25.4+0.1 25.3+0.2 23.4+0.2
Metronidazol 5 - - - - - - -
Acido nalidixico 30 - - - - - - -
Rifampicina 5 22.3+0.2 254402 26.3+0.3 25.3%0.1 23.4+0.1 22.5+0.0 25.5£0.1
Trimetoprim 5 - - - 10.5+0.1 - - -
Polimixina 300 - - - - - - -
Sulfamida 200 - - - - - - -

*Valores de halos de inhibicion (mm) expresados como la media y el error estindar (SEM) de la media de
dos analisis.
®No se detecta inhibicion

Todas las cepas presentaron resistencia frente a siete de los antibidticos
testados incluyendo a oxacilina, vancomicina, kanamicina, metronidazol, 4cido
nalidixico, polimixina y sulfamida. La cepa IATA-349 fue la inica cepa sensible a la
gentamicina y la cepa IATA-324 la Unica sensible a trimetoprim. Todas las cepas
analizadas fueron sensibles a la amoxicilina, carbenicilina, penicilina G,
cloranfenicol, eritromicina, tetraciclina y rifampicina; estos resultados estan en
concordancia con los obtenidos por Charteris et al., (1998 y 2000), Biaviati et al.,

(2000) y Temmerman et al., (2002).
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Figura 8. Antibiograma de una cepa del género Bifidobacterium aislada tras
incubacion bajo condiciones acidas durante 16h.

3.6. Actividad enzimatica de las cepas de Bifidobacterium

Los resultados de actividad enzimatica obtenidos para las cepas de

bifidobacterias seleccionadas se muestran en la tabla 4.

Figura 9. Actividades enzimaticas de las bifidobacterias seleccionadas estudiadas mediante el sistema
comercial API ZYM.

Todas las cepas presentan actividad esterasa, esterasa lipasa, leucina
arilamidasa, fosfatasa dacida, fosfohidrolasa, o-galactosidasa, [-galactosidasa.
Ninguna de las cepas presenta actividad (-glucuronidasa relacionada con procesos
carcinogénicos, tampoco presentan actividad o-fucosidasa, o-manosidasa, o-

quimotripsina, tripsina, cistina arilamidasa, lipasa. La cepa IATA-324 es la Unica
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cepa que no presenta actividad valina arilamidasa, tampoco presenta actividad [3-
glucosidasa y N-acetil-B-glucosaminidasa. Ademads, una forma rapida y preliminar
de identificacion de las bifidobacterias puede ser realizada usando el enzima o-
galactosidasa como marcador, este enzima no es detectado en cepas de Lactobacillus
(Chevalier et al., 1990) lo que puede ser de gran interés para identificar

bifidobacterias.

Tabla 4. Actividades enzimaticas obtenidas mediante el sistema miniaturizado API ZYM de las cepas
de Bifidobacterium seleccionadas. +) reaccion positiva; -) reaccion negativa; ;) dudosa.

Pruebas enzimaticas Cepas del género Bifidobacterium
IATA  TATA [TATA IATA IATA IATA IATA
304 307 312 324 326 349 350
Fosfatasa alcalina + - + - + + +
Esterasa + + + + + + +
Esterasa lipasa (C8) + + + + + + +
Lipasa - - - - - - -
Leucina arilamidasa + + + + + + +
Valina arilamidasa + + + - + + +
Cistina arilamidasa - - - - - - -
Tripsina - - - - - - -
o-quimotripsina - - - - - - -
Fosfatasa acida + + + + + + +
Fosfohidrolasa + + + + + + +
o-galactosidasa + + + + + + +
[-galactosidasa + + + + + + +
B-glucuronidasa - - - - - - -
a-glucosidasa + + + + - + +
B-glucosidasa + + + - + + +
N-acetil-f-glucosaminidasa + + + - + + +

o-manosidasa

a-fucosidasa - - - - - - -

4. DISCUSION

Existe un interés creciente en el uso de probiodticos pertenecientes al género
Bifidobacterium por parte de la industria lactea. Las cepas de Bifidobacterium que
presentan una elevada la resistencia a las condiciones acidas del estomago o a las
sales biliares pueden ser muy ventajosas para su empleo como probidticos, ya que

podrian llegar vivas al intestino pudiendo adherirse, multiplicarse y colonizar el
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intestino humano ejerciendo sus efectos beneficiosos sobre la salud humana
descritos ampliamente en bibliografia. Sin embargo, no hay muchos estudios sobre
la tolerancia de Bifidobacterium a sales biliares o a condiciones acidas (Berrada et
al., 1991; Clark y Martin, 1994; Clark et al., 1993; Ibrahim y Bezkorovainy, 1993;
Margolles et al., 2003; Noriega et al., 2004). Ibrahim y Bezkorovainy (1993)
detectaron que la especie B. infantis tenia los porcentajes de supervivencia mas
altos, seguido por las especies B.bifidum, B.breve y B. longum, cuando son
expuestas a concentraciones entre 0 a 3 g/l de sales biliares. Por el contrario, Clark y
Martin (1994) observaron que B.longum exhibia una tolerancia alta frente a
concentraciones de 2.0 a 4.0% de bilis seguida por B. bifidum y B. infantis. En este
estudio se ha empleado una metodologia para la obtencion de cepas resistentes a
condiciones acidas. El procedimiento descrito de aislamiento de bifidobacterias
acido resistentes de muestras fecales humanas fue efectivo y ademas, parece que las
cepas resistentes a condiciones acidas presentan también resistencia a elevadas
concentraciones de sales biliares, por lo que parece que la resistencia al acido puede
inducir una resistencia cruzada a otras condiciones. Estas propiedades son testadas
con el fin de seleccionar nuevas cepas probidticas con la finalidad de elegir aquellas
que las presenten para garantizar su supervivencia durante el transito gastrointestinal
(Chung et al., 1999; Tuomola et al., 2001). La tolerancia a diversas condiciones de
las cepas seleccionadas podria reforzar su resistencia frente a las tecnologias de
procesado de alimentos, ya que la acidez esta considerada como uno de los factores
que mas afectan a la viabilidad de las bifidobacterias en los productos fermentados

(Lankaputhra et al., 1996).

Las cepas aisladas también presentaron actividad antimicrobiana frente a
Listeria y Lactococcus, esta actividad fue variable entre las cepas, seleccionando
aquellas que mayor espectro de inhibicién presentaban. La produccion de sustancias
de actividad antimicrobiana como bacteriocinas frente a microorganismos
susceptibles de colonizar los mismos nichos ecoldgicos que las bifidobacterias
permitiria a éstas competir de forma mas eficaz por los sustratos y puntos de
adhesion a mucus intestinal, por lo que son necesarias mas investigaciones sobre las

propiedades antimicrobianas de las cepas seleccionadas, asi como estudiar su
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capacidad de adhesion a mucus, y la exclusion competitiva frente a patdgenos con el

fin de seleccionar a las cepas con mas capacidad de competir y desplazar patdgenos.

La susceptibilidad a ciertos antibidticos es uno de los criterios esenciales de
seleccion de microorganismos probiodticos. De acuerdo con nuestros resultados, la
resistencia a metronidazol, gentamicina, acido nalidixico, trimetoprim, kanamicina,
vancomicina, y polimixina ha sido considerada una caracteristica general de las
bifidobacterias (Charteris et al., 1998; Temmerman et al., 2002). Lo mismo en
cuanto a la sensibilidad a rifampicina, amoxicilina, penicilina G, cloranfenicol,
eritromicina, y tetraciclinas (Charteris et al., 1998; Temmerman et al., 2002).
Aunque debe prestarse la atencion continua a la seleccion de cepas que no presenten
elementos de resistencia antibidticos que puedan ser transferibles, los rasgos de
resistencia antibidticos especificos entre cepas probidticas pueden ser deseables para
los tratamientos en combinacion con diversos antibioticos (Temmerman et al.,
2002). Por ejemplo, se ha obtenido un tratamiento mejor de la gastritis inducida por
H. pylori mediante la combinacion de bacterias probidticas con antibidticos
(metronidazol); en este caso la resistencia de las bifidobacterias al metronidazol
podria tener ciertas ventajas para su posible empleo en terapias combinadas.
Clostridium difficile es la causa mas importante de las diarreas asociadas a
tratamientos antibidticos y se ha identificado en mas del 95% de los casos de colitis
pseudomembranosa (Lee et al., 2003). Para el tratamiento de las infecciones por C.
difficile se han empleado la administraciéon conjunta de probioticos con antibioticos
tales como vancomicina y metronidazol (McFarland et al., 1994). Las cepas de
Bifidobacterium seleccionadas podrian también ser empleadas con una doble
finalidad, por su efecto antimicrobiano frente a ese patdogeno y por su resistencia al

antibidtico que se empleo para el tratamiento de ese patdgeno.

En conclusion, de entre las cepas estudiadas, seleccionadas por su tolerancia al
acido y bilis, su resistencia a antibioticos, su actividad enzimatica y su capacidad de
inhibir el desarrollo de microorganismos patogenos se escogen las cepas IATA-304,
IATA-307, IATA-312, IATA-324, IATA-326, IATA-349 ¢ IATA-350 como cepas
potencialmente probidticas. Nuestros resultados sugieren que el procedimiento
desarrollado en este estudio es eficaz y practico para la seleccion de bifidobacterias,

pero son necesarios un mayor numero de estudios que profundicen en otras
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caracteristicas deseadas para las cepas probiodticas como puede ser la inhibicion de
un amplio espectro de microorganismos (patdgenos, alterantes o industriales) y su

capacidad de adhesion a mucus intestinal.

158



CAPITULO 6

Deteccion y estudio de actividad antimicrobiana de
cepas de origen humano pertenecientes al género

Bifidobacterium






Capitulo 6
1. INTRODUCCION

La presencia de bifidobacterias en el intestino humano es muy importante ya
que representan mas del 91% del total de la poblacion del tracto gastrointestinal en
recién nacidos aunque en adultos su porcentaje oscila entre un 3 y un 7 % (Harmsen
et al., 2000; Biavati y Mattarelli, 2001). Estas bacterias se han relacionado con una
variedad de efectos que favorecen la buena salud incluyendo la inhibicion o
exclusion de microorganismos indeseables, inmunomodulacién y la sintesis de

vitaminas (Lee y Salminen, 1995).

El amplio uso en la prescripcion y consumo de antibidticos ha favorecido la
aparicion de cepas resistentes de microorganismos patogenos, y esta asociado con
trastornos en la flora protectora del intestino incrementando el riesgo de infeccion.
Como consecuencia hay un creciente interés en el desarrollo de adjuntos o terapias
alternativas basadas en el reemplazo bacteriano empleando probioticos aislados de la
flora natural intestinal (Forestier et al., 2001; Gill, 2003). Las bifidobacterias
probidticas estan comenzando a ser aceptadas para su uso en el manejo (profilaxis y
terapia) de las infecciones gastrointestinales. Estas parecen ejercer efectos
protectores contra la diarrea del viajero, infeccion por rotavirus y diarreas asociadas
a tratamientos antibidticos (McNaught y MacFie, 2001; Gill, 2003). También, han
sido descritos efectos antagonistas contra patdogenos pertenecientes a los géneros
Listeria, Clostridium, Salmonella y Escherichia, (Kambe, 1991; Gibson y Wang,
1994; Asahara et al., 2001; 2004; Touré et al., 2003; Gagnon et al, 2004). Los
posibles mecanismos responsables de estos efectos inhibitorios incluyen la
competencia por nutrientes y por sitios de adhesion en la mucosa intestinal,
inactivacion de toxinas, secrecion de sustancias antimicrobianas y la estimulacion
del sistema inmunologico, pero los mecanismos de actuacion siguen sin estar claros

(Fooks et al., 1999).

Los metabolitos antimicrobianos producidos por las bacterias acido lacticas
pueden ser divididos en dos grandes grupos: (i) compuestos de bajo peso molecular
(< 1,000 Da) como acidos organicos que poseen un amplio espectro de accion, y (ii)

péptidos antimicrobianos, denominados bacteriocinas (>1,000 Da), con una estrecha
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especificidad relativa de accion contra organismos cercanos y otras bacterias Gram-
positivas relativo (Niku-Paavola et al., 1999; Chen y Hoover, 2003). Las
bacteriocinas producidas por las BAL ha sido subdividida en cuatro clases: clase I,
lantibidticos que comprende péptidos muy pequeiios (< 5 kDa) estables al calor que
contienen aminoacidos; clase II, péptidos no-lantibidticos que incluyen proteinas
pequeiias estables al calor (< 10 kDa); clase III, proteinas termolabiles de tamafo >
30 kDa; y clase IV, que consiste en una mezcla no definida de proteina(s), lipido(s)
y carbohidrato(s) (Riley y Wertz, 2002; Chen y Hoover, 2003). Muchos estudios que
detallan la caracterizacion y deteccion de bacteriocinas o compuestos semejantes a
bacteriocinas producidas por BAL se basan fundamentalmente en especies que
pertenecen a los géneros Lactobacillus, Pediococcus y Enterococcus, principalmente
por la diversidad en especies y cepas y los habitats donde se encuentran, todo ello
favorece su aplicacion potenciales como conservantes naturales en alimentos
(Klaenhammer, 1988; Chen y Hoover, 2003). En contraste, en bibliografia existe un
limitado numero de estudios en los que se ha realizado en la caracterizacion de
péptidos antimicrobianos sintetizados por Bifidobacterium spp., Unicamente se ha
caracterizado y purificado una bacteriocina denominada Bifidocina B producida por
B. bifidum NCFB 1454 (Yildirim y Johnson, 1998; Yildirim et al., 1999) aunque
también se han descrito actividades antimicrobianas frente a L. monocytogenes y

E.coli de bifidobacterias aisladas de nifios (Touré et al., 2003).

El objetivo de este estudio es detectar en cepas del género Bifidobacterium de
origen humano la produccion de compuestos antimicrobianos de naturaleza proteica,

que puedan interferir en el crecimiento de patdgenos y otros microorganismos.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Cepas y condiciones de cultivo

Los microorganismos indicadores empleados para determinar el espectro de
accion de las bifidobacterias seleccionadas se muestran en la Tabla 1. De las 24
cepas distintas de bifidobacterias aisladas de heces humanas y caracterizadas
molecularmente (capitulo 5, pag. 139) se seleccionaron IATA-304, IATA-307,
IATA-312, IATA-324, IATA-326, IATA-349 y TATA-350, y fueron sembradas en
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MRSC e incubados a 37°C, bajo condiciones anaerobias (AnaeroGen; Oxoid). Todas

las cepas fueron almacenadas en congelaciéon a —80 °C en medios apropiado con

15% glicerol y fueron sub-cultivadas tres veces antes de cada experimento.

Tabla 1. Microorganismos indicadores, origen y condiciones de crecimiento.

Microorganismo indicador Origen/cepa Cultivo

Medio Incub. Temp. (°C)  Condiciones
Lactococcus lactis MG1363* MRS 30°C aerobicas
Lactobacillus fermentum IATA MRS 30°C aerobicas
Leuconostoc spp IATA MRS 30°C aerobicas
Enterococcus faecium ATCC 19434 BH 37°C aerobicas
Carnobacterium piscicola ATCC 35586 YPD 30°C aerobicas
Bifidobacterium bifidum NCTC 10472 TPY 37°C anaerdbicas
Brochothrix thermosphacta IATA STAA 30°C aerobicas
Listeria innocua ATCC 33090 BH 30°C aerobicas
Listeria monocytogenes ATCC 15313 BH 30°C aerobicas
Clostridium difficile ATCC 9689 RCM 37°C anaerdbicas
Staphylococcus aureus ATCC 12600 BH 37°C aerobicas
Escherichia coli NCTC 8603 BH 37°C aerobicas
Escherichia coli O157:H7 ATCC 43894 BH 37°C aerdbicas
Salmonella typhimurium ATCC 29631 BH 37°C aerobicas
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 BH 30°C aerobicas
Aeromonas salmonicida ATCC 49394 BH 20°C aerobicas
Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 BH-+NaCl 37°C aerdbicas
Helicobacter pylori NCTC 11637 ASC 37°C microaerobicas
Helicobacter pylori NCTC 11638 ASC 37°C microaerdbicas
Campylobacter coli NCTC 11366 ASO 37°C microaerdbicas
Arcobacter butzleri NCTC 12481 ASO 30°C aerobicas
Candida albicans ATCC 18804 YPD 30°C aerobicas
*Gasson (1983)

Para determinar los efectos de la composicion del medio en la produccion de

compuestos antimicrobianos por las bifidobacterias diversos medios de cultivo
fueron testados: TPY agar, MRSC con distintas concentraciones de glucosa (2, 3, 4

y 5%), MRSC con 1% Tween 80 y MRS-C con 1% carbonato calcico.
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2.2. Tolerancia al acido y a las sales biliares

La resistencia a condiciones acidas de las bifidobacterias estudiadas fue
confirmada testando su viabilidad tras su exposicion al &cido. Las cepas fueron
sembradas en MRSC a 37 °C durante 24 h. A continuacién, las células fueron
recogidas por centrifugacion (6,000 rpm, 10 min, 4°C), lavadas y resuspendidas en
tampon PBS alcanzando una densidad celular final de 10° células/ml,
aproximadamente. Un mililitro de esta suspension bacteriana se diluye en 9 ml de
solucion salina que contiene 3 g/l de pepsina extraida de la mucosa estomacal
porcina (Sigma, St Louis, MO) y ajustada a pH 2.0 con HCI 0.1 M. Se tomaron
alicuotas a distintos tiempos, 0, 90 y 120 min de incubacién a 37 °C y la viabilidad
fue determinada mediante recuentos en placas de MRSC agar.

La tolerancia a las sales biliares fue confirmada y determinada mediante el
crecimiento en MRSC con un 1% y un 1.5% (peso/vol) de Ox gall (Sigma). Cada
medio se inoculd al 1% (vol/vol) con cultivo de 24 h y se incubo 37 °C. El
crecimiento bacteriano fue monitorizado mediante la medicidon de la densidad optica
a 650 nm en placas multipocillo con el lector Microplate Reader (Bio-Rad, Hercules,

CA).

2.3. Estudio de la actividad antimicrobiana de cepas del género Bifidobacterium

Para determinar la actividad de los compuestos antimicrobianos secretados por
las bifidobacterias seleccionadas, se emplearon cultivos de 24 h de cada cepa que
fueron previamente sub-cultivados tres veces, se inocularon al (1% vol/vol) en 10 ml
de caldo de MRSC. Tras 16 h de incubacion a 37 °C, el cultivo se centrifugé (12,000
rpm, 15 min, a 4°C). Los sobrenadantes obtenidos fueron esterilizados mediante el
uso de filtros (0.22 pum tamafo poro, Millipore, Bedford, MA) con el fin de eliminar
la posible presencia de células viables, y a continuacion los pH se neutralizaron
ajustando el pH a 6.5 con 1 N NaOH para excluir los efectos de acidos organicos.
Los sobrenadantes neutralizados libres de células (SNCs) se concentraron
liofilizandolos, y fueron resuspendidos en tampdn fosfato de sodio 50 mM (pH 6.5)
concentrandolos diez veces, los sobrenadantes fueron almacenados a —20°C hasta el

uso.
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Los SNCs de las diferentes cepas de Bifidobacterium fueron testadas mediante
difusion en agar (agar well difusion) para evaluar su actividad antimicrobiana. 15 ml
de medio apropiado para cada cepa indicadora con 0.7% (peso/vol) agar fueron
inoculados con las cepas indicadores (Tabla 1) a una concentracion final de 10°
UFC/ml, se vertieron en placas Petri y se dejaron solidificar a temperatura ambiente.
Se realizaron en el agar soélido celdas, de 5 mm de didmetro, con el empleo de un
cilidro estéril de métal y los pocillos fueron llenados con 40 pl de los SNCF y se
incubaron durante 3 horas en condiciones de refrigeracién con el fin de difundir el
sobrenadante en el agar. A continuacion, las placas se incubaron en condiciones
adecuadas para cada indicador (Tabla 1) durante 16-24 h, tras las cuales las zonas de
inhibicién fueron evaluadas. Cada ensayo se realizo por duplicado.

Alternativamente, el ensayo de actividad microbiana de los SNCs de las
bifidobacterias aisladas se realizo en placas de poliestireno de 96 pocillos de forma
que una alicuota de 175 ul del medio de cultivo apropiado fue inoculada al 1%
(vol/vol) con un cultivo de indicador de 24 h y se afadieron 25 pul de sobrenadante
neutralizado en cada pocillo. A continuacién, se incubaron a las temperaturas
apropiadas del indicador durante aproximadamente 20 h. El crecimiento de las cepas
de indicador fue monitorizado mediante la medicion de la densidad 6ptica (DO) a
650 nm a distintos intervalos de tiempo usando el lector de placas multipocillo 550

Microplate Reader (Bio-Rad).

2.4. Caracterizacion de las sustancias responsables de la actividad
antimicrobiana

Para la caracterizacion de los compuestos antimicrobianos, se emple6 el método
de difusion en agar (agar well difusion) con las cepas L. lactis MG1363 y L.
innocua  ATCC 33090. Para determinar la naturaleza de los compuestos
responsables de la actividad antimicrobiana, los SNCs fueron tratados con enzimas
proteoliticos como tripsina, proteinasa K, proteasa A, pepsina, catepsina B, papaina,
enzimas glucoliticos como a-amilasa y enzimas lipoliticos como lipasa A (Sigma, el
St., Louis, MO) que fueron anadidas a una concentracion final de 2 mg/ml en 50 pl
de los sobrenadantes neutralizados. Las mezclas fueron incubadas durante 2 h a

temperaturas y pHs Optimos para cada una de las enzimas, tras la incubacion la
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actividad antimicrobiana fue testada de nuevo mediante el método de difusion en
agar.

Con el fin de evaluar la estabilidad térmica del compuesto antimicrobiano, los
sobrenadantes fueron incubados en un termobloque a 80°C durante 15, 30, y
60 min, y a 100 °C durante 15 y 20 min. De igual forma para evaluar la influencia
del pH en la estabilidad de la actividad microbiana, los sobrenadantes se ajustaron
con HCI o NaOH a distintos valores que oscilan entre pH 3.0 a 10.0 y se incubaron
durante 1 h. La actividad antimicrobiana fue determinada antes y después de cada
tratamiento siguiendo la técnica de difusion en agar descrita en el apartado anterior.
Las muestras sin tratar se emplearon simultdneamente como controles positivos.

El tamafio aproximado de los compuestos antimicrobianos fue determinado por
ultrafiltracion a través de membranas de 10kDa y 30kDa (Millipore, Bedford, Mass).
La actividad antimicrobiana de los sobrenadantes filtrados se determiné como se ha

descrito anteriormente, con la técnica de difusion en agar.

3. RESULTADOS
3.1. Aislamiento e identificacion de las cepas del género Bifidobacterium

La identidad de los aislados de las muestras fecales humanas se realizo
mediante PCR especifica de género (Ver capitulo 1 y 5). En cada caso, la presencia
de un fragmento de 1.35 Kb correspondiente al gen 16S del rDNA confirm6 la
asignacion al género Bifidobacterium. La efectividad de la pre-incubacion de
muestras del fecales a pH 2 durante 16 h para aislar cepas de Bifidobacterium 4cido-
tolerantes fue confirmada exponiendo a las cepas seleccionadas a condiciones acidas
(pH 2.0) durante 120 min. Las densidades celulares iniciales (10° células/ml) no se
vieron significativamente afectadas por este tratamiento, permaneciendo los
recuentos en niveles de alrededor 10’-10° células/ml. Ademas, las cepas acido
resistentes fueron también tolerantes a altas concentraciones de sales biliares (mas

de un 1.5% bilis) (ver capitulo 5, pag. 152).
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3.2. Efecto de la fase del crecimiento y del medio de cultivo en la produccion de
sustancias con caracter antimicrobiano

Las cepas de bifidobacterias denominadas con los nombres IATA-304, IATA-
307, IATA-312, 1ATA-324, IATA-326, IATA-349 e IATA-350 presentaron los
mayores espectros de inhibicion frente a las cepas indicadoras testadas Listeria
innocua ATCC 33090 y Lactococcus lactis MG1363 (ver capitulo 5) y, por
consiguiente, se seleccionaron para realizar estudios mas extensos en la
caracterizacion de los compuestos antimicrobianos secretados.

Todas las cepas del género Bifidobacterium mostraron el maximo de inhibicién
al final de la fase logaritmica de su crecimiento (tras 16 h de incubacion), pero
disminuy6 durante la transicion a la fase estacionaria (Fig. 1). Las cepas indicadoras
muestran una mayor inhibicién a medida que se incrementan las cantidades de los

sobrenadantes neutralizados (SNCs) (Fig. 2).
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Figura 1. Efecto sobre la producciéon de compuestos antimicrobianos en funcion de la fase de crecimiento
bacteriana. Monitorizacion del crecimiento de la cepa Bifidobacterium IATA-324 mediante absorbancias
a 655 nm (linea continua) y actividad antimicrobiana del SNCs frente a Listeria innocua ATCC 33090
empleando la técnica de difusion en agar (linea discontinua).
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Figura 2. Efecto de los incrementos en la concentracion de los SNCs de la cepa Bifidobacterium IATA-
0324 frente a Listeria innocua ATCC 33090. El crecimiento del indicador fue monitorizado por
absorbancia a 650 nm en presencia de: 0 pl (o), 30 pl (0); 50 ul (V) y 70 pl (A) de SNCs.

Los medios de cultivo seleccionados para evaluar el crecimiento de las
bifidobacterias y la produccion de sus compuestos antimicrobianos fueron medios de
composicion compleja (MRSC y TPY). Dichos medios de cultivo presentan en su
composicion concentraciones variables de péptidos que podrian interferir en el
proceso de purificacion posterior del compuesto antimicrobiano pero su empleo para
estudiar la actividad antimicrobiana esta justificado ya que el crecimiento de los
microorganismos productores en otros medios de composicion semidefinida
conduce, en la mayoria de los casos, a una disminucién considerable de la
produccion de compuestos antimicrobianos en comparacion con la obtenida con
medios complejos (De Vuyst y Vandamme, 1994; Herranz et al., 2001). Las
actividades antimicrobianas de los SNCs se mantuvieron en presencia de un 1%
CaCOs;, sugiriendo que la inhibicion detectada no es debida a la produccion de
acidos orgénicos. La actividad antimicrobiana de las cepas seleccionadas crecidas en
medio TPY fue mucho menor que la obtenida tras el crecimiento de las cepas en
MRSC. Las zonas de inhibicion para la cepa indicadora L. lactis MG1363 se

redujeron entre 2-9 mm y no se detect6 inhibicion para L. innocua ATCC 33090. El
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empleo de diferentes concentraciones en el medio de cultivo (2, 3, 4 y 5%) no afectd
de manera significativa a la actividad antimicrobiana detectada para cada uno de los

sobrenadantes neutralizados.

La adicion de Tween 80 (polisorbato 80) a los medios de cultivo TPY y MRSC
aumento ligeramente la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes neutralizados.
Las zonas de inhibicion detectadas se incrementaron entre 3-5 mm en ambos casos y

para cada una de las cepas indicadoras.

3.3. Espectro de inhibicion de las cepas acido resistentes seleccionadas

El espectro de inhibicion de las cepas seleccionadas fue determinada mediante
la exposicion de los sobrenadantes neutralizados de cada cepa frente a un amplio
nimero de microorganismos indicadores, entre los que se incluyen bacterias
alterantes, patdgenas y microorganismos empleados en alimentacion, siendo todas
muy importantes por su uso en la alimentacion y la salud humana (Tabla 2). La cepa
IATA-312 muestra el espectro de actividad antimicrobiana mas amplio, es capaz de
inhibir 16 de 21 cepas indicadoras. La actividad antimicrobiana de las cepas IATA-
304, IATA-307, IATA-312, IATA-324 y IATA-326 son muy similares mientras que
las cepas IATA-349 y IATA-350 son mucho mas restringidas. E. faecium ATCC
19434 es la tnica cepa que no puede ser inhibida por ninguna bifidobacteria,
mientras que E. coli NCTC 8603 fue inhibida por todas ellas. E. coli O157:H7
ATCC 43894, E. aerogenes ATCC 13048 y Leuconostoc spp. (aislados de carnes
alteradas) fueron inhibidas unicamente por la cepa IATA-349. La cepa indicadora B.
bifidum NCTC 10472 fue sensible al sobrenadante de la cepa Bifidobacterium
IATA-0312. Muchos de los microorganismos patégenos Gram-positivos, como C.
difficile ATCC 6989, L. monocytogenes ATCC 15313 y S. aureus ATCC 12600, y
algunos Gram negativos como S. typhimurium ATCC 2963, H. pylori NCTC 11637,
C. coli NCTC 11366 y A. butzleri NCTC 12481 fueron inhibidos por algunas de las
cepas testadas. Se detectd actividad antimicrobiana frente a C. albicans ATCC

18804 en las cepas IATA-304, IATA-307, [ATA-312 y IATA-324.
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Tabla 2. Espectro de inhibicion de las bifidobacterias seleccionadas por su resistencia a las condiciones
acidas frente a las cepas indicadoras. Los resultados se expresan como la media (mm) + error estandar de

a media.
Microorganismo Inhibicién de los sobrenadantes de las cepas de Bifidobacterium (mm)*
indicador IATA- IATA- IATA- IATA- IATA- IATA- IATA-
304 307 312 324 326 349 350
Lactococcus lactis 10.1£0.2  9.240.1 14.3+0.2  10.1+0.1  10.5+0.2 19.2+0.4 9.0+0.5
Lactobacillus fermentum  9.2+0.2 2 9.1+0.1 - 11.140.2  14.4+0.1 -
Leuconostoc spp. - - - - - 10.3£0.2  16.2+0.3
Enterococcus faecium - - - - - - -
Carnobacterium piscicola 10.1£0.1 - 9.0£0.2 9.2+0.0 - - -
Bifidobacterium bifidum - - 9.0£0.2 - - - -
Bochothrix thermospacta 16.3£0.2 15.1+0.1 14.3+0.3  12.1+0.2 - - -
Listeria innocua 17.140.2 18.2+0.2 16.63+0.1 15.5+0.1 10.3+0.2 10.1+0.4 -
Listeria monocytogenes 15.3+0.2 - 11.2+0.3  10.3£0.2 11.2+0.2 - -
Clostridium difficile 9.3+0.2 13.3+04 123402  9.240.1 10.0+0.2 - -
Staphylococcus aureus 10.2+£0.2 9.1£0.2  15.2+0.1 - 19.4+0.2 - -
Escherichia coli 13.5+0.2 18.0+0.4 14.0£0.1 15.2+0.3 153402 10.4+0.1 -
Escherichia coli O157:H7 - - - - - 10.2+0.2 -
Salmonella typhimurium  14.0£0.4 15.2+0.2 12.0£0.2  14.2+0.1 9.0+0.0 - -
Enterobacter aerogenes - - - - - 9.240.2 -
Aeromonas salmocida - - 9.0+0.2 - 9.0+£0.0  10.0+0.2 -
Vibrio parahaemolyticus - - - - 9.3+0.2 9.0£0.0 11.3+0.2
Helicobacter pylori - 1140.1 1340.1 9+0.1 12+0.1 10£0.1 N
Helicobacter pylori 10+0.1 10+0.1 9+0.1 11+0.1 9+0.1 9+0.1 N
Campylobacter coli 9.140.2  9.2+0.3 13.2+0.1 10.1£0.4  15.3+£0.2 - N
Arcobacter butzleri 13.3£0.2  9.0+£0.3  10.2+0.2 11.5+0.3 12.4+0.2 - N
Candida albicans 9.2+0.2 10.2+0.1  9.0£0.3  12.1+0.2 - - -

*Valores de inhibicién (mm) se expresan como la media de los anélisis realizados por duplicado y el error

estandar de la media.

®Inhibicidn no detectada.

N no testado
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Figura 3. Efecto de los sobrenadantes neutralizados de las cepas del género
Bifidobacterium frente a A) Staphylococcus aureus y B) Lactococcus lactis.
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3.4. Caracterizacion de las sustancias responsables de la actividad
antimicrobiana

Los sobrenadantes de las cepas seleccionadas IATA-304, IATA-307, IATA-
312, IATA-324, IATA-326, IATA-349 ¢ IATA-350 fueron tratados con diferentes
enzimas con el fin de determinar la naturaleza de los compuestos responsables de la
actividad antimicrobiana. La exposicion de los SNCs a las distintas enzimas
proteoliticas hizo disminuir considerablemente la actividad antimicrobiana e incluso
llego a desaparecer en algunos la mayoria de los casos, mientras que los tratamientos
con enzimas amiloliticos y proteoliticos no ejercieron ningun efecto en la actividad
antimicrobiana de los sobrenadantes. Dichos resultados sugieren que la actividad
microbiana de debe a un compuesto de naturaleza proteica (bacteriocina) cuya
actividad biologica no depende de componentes de naturaleza lipidica ni glucidica.

Los compuestos antimicrobianos son estables a la temperatura ya que los
actividad antimicrobiana permanecio tras incubacién a 80°C durante 20 min y a
100°C durante 10 min, indicando que la actividad antimicrobiana esta mediada por
moléculas termoresistentes. Todas las muestras presentaron una actividad inhibitoria
en un amplio espectro de pH que oscilan entre 3.0 a 10.0 aunque a pH acido las
inhibiciones se incrementaron ligeramente (2-4 mm mas en las inhibiciones
obtenidas a pH neutro). De los resultados obtenidos se deduce que las sustancias
antimicrobianas conservan su actividad en un amplio espectro y son estables al
efecto del pH. Los compuestos responsables de la actividad inhibitoria de las cepas
IATA-312 y IATA-324 presentan un peso molecular entre 30 y 10 kDa, ya que se
detectd inhibicion en las fracciones de 10 kDa pero no en la no filtrada de 30 kDa.
En contraste, la actividad antimicrobiana de los SNCs de las cepas IATA-304,
IATA-307, IATA-326 y IATA-349 tienen una masa molecular menor de 10 kDa ya

que la actividad se detecto en la fraccion filtrada de 10kDa.

4. DISCUSION

En este estudio, se ha demostrado la produccion de compuestos antimicrobianos

con amplio espectro de accion por cepas de Bifidobacterium 4cido resistentes como
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un posible mecanismo para interferir en el crecimiento microbiano y para combatir

y/o prevenir ciertas infecciones gastrointestinales.

El procedimiento descrito de aislamiento de bifidobacterias acido resistentes de
muestras fecales humanas fue efectivo y ademas, parece que las cepas resistentes a
condiciones acidas presentan también resistencia a elevadas concentraciones de sales
biliares, por lo que parece que la resistencia al acido puede inducir una resistencia

cruzada a otras condiciones.

Los efectos antagonistas de las bifidobacterias contra microorganismos
indeseables, patogenos y/ alterantes, ha sido inicialmente atribuida a la acidificacion
resultante de la produccion de acidos organicos (Ibrahim y Bezkorovainy, 1993;
Asahara et al, 2001; Bruno y Shah, 2002). La inhibicion producida por los
sobrenadantes neutralizados procedentes del crecimiento de bifidobacterias frente a
Clostridium perfringens, C. difficile y E. coli O157:H7 ha encabezado la
especulacion sobre la implicacion de péptidos antimicrobianos (Gibson y Wang,
1994; Lee et al., 2003; Gagnon et al., 2004). Sin embargo, ha sido descrito en
bibliografia que ciertas cepas de bifidobacterias aisladas de niflos producen una
sustancia de naturaleza proteica estable al calor frente a L. monocytogenes. Una
unica bacteriocina (Bifidocina B) activa frente a bacterias Gram positivas ha sido
purificada y caracterizada a partir de B. bifidum (Yildirim y Johnson, 1998; Tour¢ et
al., 2003). En este trabajo, el estudio inicial de la produccion de péptidos
antimicrobianos por bifidobacterias se llevd a cabo empleando como indicadores dos
microorganismos Gram positivos (L. lactis y L. innocua), que son facilmente
inhibidos por las bacteriocinas de bacterias acido lacticas descritas en bibliografia.
La caracterizacion de los compuestos antimicrobianos sugiere que al menos dos
tipos de sustancias de naturaleza protéica podrian ser producidas por las cepas de
bifidobacterias estudiadas. Las cepas IATA-304, IATA-307, IATA-0326, IATA-349
y IATA-350 producen compuestos antimicrobianos estables a la temperatura con
pesos moleculares menores de 10 kDa, como las bacteriocinas caracteristicas de la
clase I y 11, y la bifidocina B, mientras que las producidas por IATA-312 y IATA-
324 también son estables a tratamiento térmico pero presentan un peso molecular
entre 10 y 30 kDa. Asi, la relacion de estos de péptidos antimicrobianos con la clase

III, que son componentes labiles a la temperatura, proteinas >30 kDa), es dudoso
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(Yildirim y Johnson, 1998; Riley y Wertz, 2002; Chen y Hoover, 2003). Ademas, la
presencia de diversas clases de péptidos antimicrobianos en el mismo sobrenadante
neutralizado no puede ser descartada.

Uno de los factores que modula positivamente la actividad antimicrobiana
detectada en los sobrenadantes neutralizados de bifidobacterias fue la adicion de
Tween 80 (polisorbato) al medio de cultivo de acuerdo con otros estudios (Huot et
al., 1996; Keren et al., 2004). Este surfactante puede incrementar los niveles de
bacteriocines en los sobrenadantes mediante la estimulacion de crecimiento o de la
produccion de bacteriocinas o mediante mecanismos que facilitan su secrecion o
deadsorcidon, aunque también podria actuar aumentando la sensibilidad del
microorganismo empleado como indicador (Degnan et al., 1993; Aymerich et al.,
2000; Keren et al., 2004). La concentracion de glucosa en el medio de cultivo no
ejerce ningin efecto sobre la produccion de compuestos antimicrobianos en las
cepas de bifidobacterias testadas en este estudio. En contraste, existen estudios que
demuestran que la produccion de bacteriocinas esta promovida por pH &cido y, por
lo tanto, mediante el empleo de altas concentraciones de glucosa en el medio de
cultivo podria favorecer la sintesis de acidos (Nel ef al., 2001; Leal-Sanchez et al.,
2002; Mélancon y Grenier, 2003). En este estudio, las bifidobacterias seleccionadas
presentan la maxima actividad antimicrobiana al final de la fase exponencial de
crecimiento cuando se alcanza una elevada densidad celular en el medio de cultivo.
De hecho, la produccion de bacteriocina es dependiente de la densidad celular en
muchas cepas de bacterias acido lacticas (Eijsink ef al., 2002). El nivel de actividad,
sin embargo, muestra una ligera disminucion durante la fase estacionaria del
crecimiento, posiblemente debida a la degradacion proteolitica. La anulacion de la
actividad antimicrobiana de los sobrenadantes por la accion de diversos enzimas
proteoliticos y su resistencia al tratamiento con enzimas glucoliticos y lipoliticos
sugiere que dicha actividad se debe a la produccion y secrecion al medio exocelular
de sustancias de naturaleza proteica que no requiere para su actividad biologica
componentes glucidicos ni lipidicos.

Los compuestos antimicrobianos producidos por las cepas de bifidobacterias
seleccionadas en este estudio mostraron un amplio espectro de inhibicion, siendo

activos frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas y frente a levaduras.
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Estas bifidobacterias presentaron actividad frente a cepas Gram-positivas como B.
thermosphacta, L. fermentum y Leuconostoc spp. responsables de la alteracion
anaerobia de la carne refrigerada, este hecho podria sugerir su funcion como
conservante en alimentos. Ademads, las bifidobacterias pudieron inhibir bacterias
Gram negativas y levaduras, que no son frecuentemente inhibidas por las
bacteriocinas descritas. Este trabajo es el primer estudio sobre la actividad
antimicrobiana de cepas de Bifidobacterium frente a las especies Helicobacter,
Campylobacter y Arcobacter. El antagonismo detectado frente a A. butzleri es
particularmente relevante debido a que esta bacteria esta considerada un patégeno
emergente asociado a enteritis humana, diarreas, septicemia y bacteremia (Rivas et
al., 2004). En la actualidad, no hay informacion sobre el papel protector de otras
bacterias acido lacticas frente a este patdogeno. En estos ultimos afios, se han descrito
nuevas sustancias de naturaleza proteica con amplio espectro a partir de cepas de
Lactobacillus. Los compuestos antimicrobianos detectados en Lactobacillus
pentosus, Lactobacillus paracasei cepa M3 y Lactobacillus  plantarum han
presentado actividad antimicrobiana frente a Candida, H. pylori y E. coli O157:H7
(Okkers et al., 1999; Magnusson y Schniirer; 2001; Atanassova et al., 2003; Elegado
et al., 2004). Segln las caracteristicas y el espectro de accion de los compuestos
antimicrobianos producidos por las cepas de bifidobacterias seleccionadas debe ser
considerada la posibilidad de la sintesis simultdnea de bacteriocinas y otros
compuestos antimicrobianos.

En resumen, este estudio evidencia la habilidad de algunas cepas del género
Bifidobacterium, integrantes de la flora intestinal enddgena de nifios y adultos, de
producir compuestos con actividad antimicrobiana frente a un amplio espectro de
microorganismos. Esta propiedad podria constituir un mecanismo adicional de las
bifidobacterias para participar en la defensa del huésped contra microorganismos
patdgenos y reforzar su competitividad en los diversos ecosistemas asi como jugar

un papel en la conservacion de los alimentos.
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Suplemento capitulo 6. Deteccion y estudio de actividad antimicrobiana frente

a Helicobacter pylori de cepas de origen humano pertenecientes al género

Bifidobacterium

Dada la importancia de Helicobacter pylori en nuestra sociedad, esta especie
esta considerada como el agente etiologico mas importante de las gastritis cronicas y
en las ulceras pépticas y estan asociadas, también, al desarrollo de adenocarcinomas
gastricos y de linfomas (Graham, 1997; Hamilton-Miller, 2003) y ademas se
encuentra presente 70-90% de la poblaciones en desarrollo y en 25-50% en paises
desarrollados (Go, 2002). Para el tratamiento de infecciones de H. pylori se suele
emplear una combinacion de antibidticos (amoxicilina, claritromicina, o
nitroimidazoles) junto a compuestos supresores de acidos (farmacos inhibidores de
la bomba de protones y antagonistas de H,-receptores), en triples o cuadruples
combinaciones (Hamilton-Miller, 2003). Estos tratamiento presentan elevado
porcentajes de eliminacion de la infeccion (>90%), pero poseen efectos secundarios
entre los que destaca la aparicion de resistencias a los antibidticos empleados en el
tratamiento de H .pylori (Matsumoto ef al., 1997). La resistencia a metronidazol y
en particular a la claritromicina son factores que, en la actualidad, estan limitando la
eficacia de los tratamientos contra esta infeccion (Graham, 2000). A consecuencia
de estos hechos es necesario desarrollar nuevos tratamientos.

El géneros de Lactobacillus y Bifidobacterium constituyen el origen principal
de microorganismos probioticos; se han empleado con buenos resultados en la
prevencion y/o tratamiento de infecciones intestinales y recientes estudios han
evidenciado su papel en el tratamiento contra H. pylori (Hamilton-Miller, 2003,
Ouwehand et al., 2000). Ciertas cepas de lactobacilos han demostrado presentar
actividad, in vivo y in vitro, frente a H. pylori mediante la produccion de acidos
organicos, inhibicion competitiva por los lugares de adhesion a mucus e
inmunomodulacion (Bernet et al., 1994; Sgouras et al., 2004). Sin embargo, la
sintesis de compuestos proteicos similares a bacteriocinas o bacteriocinas no se ha
relacionado con efectos antagonistas contra H.pylori (Sgouras et al., 2004). No
existe en muchos estudios sobre el uso potencial de las bifidobacterias para combatir

las infecciones por H. pylori, incluyendo los mecanismos responsables sin embargo
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si existen algunas referencias para lactobacilos, aunque la caracterizacion de la
sintesis de metabolitos antimicrobianos y otros acidos organicos permanecen
inexplorados.

El objetivo de este estudio es determinar la susceptibilidad de las cepas de
Bifidobacterium y de cepas procedentes de aislados clinicos de H. pylori a los
antibioticos empleados su tratamiento asi como caracterizar los compuestos
antimicrobianos secretados. La propuesta de este trabajo es buscar una alternativa a
los antibidticos empleados para evitar las infecciones de H. pylori resistentes a esos
antibioticos, bien mediante la administracion de probidticos o bien como

suplementos a las terapias con antibioticos.

S2. MATERIAL Y METODOS

S2.1. Cepas, aislamiento y condiciones de crecimiento

Las cepas de referencia incluidas en este estudio fueron Helicobacter pylori
NCTC 11638, Helicobacter pylori NCTC 11637, Campylobacter coli NCTC 11366,
cepas de Helicobacter pylori aisladas a partir de biopsias gastricas, H1, H2, H3, H4,
HS5, H6, H7, H8, H9, H10 y HI1Il pertenecientes a la coleccion del Dept.
Biotecnologia (4rea microbiologia) de la Universidad Politécnica de Valencia. Las
cepas de H. pylori se cultivaron en superficie en el medio selectivo Pylori Agar
(BioMerieux, Francia) y en Columbia agar Base (Difco, USA) con 7% (vol/vol)
sangre de caballo desfibrinada y con suplemento selectivo para Helicobacter
(SR147E, Oxoid, England). Las palcas se incubaron a 37°C bajo condiciones de
microaerofilia (10% CO,, 5% O,, 85% N,). Las presuntas colonias se identificaron
en base a su morfologia de colonia, tincidon Gram, reaccion positiva de la ureasa
(Urea agar, Microkit S.L., Espana), catalasa, y oxidasa (Bactident oxidase Kit,
Merck, Darmstadt, Alemania).

Las bifidobacterias seleccionadas fueron IATA-304, IATA-307, IATA-312,
IATA-324, TATA-326, TATA-349 e IATA-350 aisladas de muestras fecales

humanas y caracterizadas molecularmente, tal y como se describe en otros capitulos.
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S2.2. Identificacion y caracterizacion molecular

El DNA gendmico de las cepas de Bifidobacterium y Helicobacter pylori fue
obtenido de acuerdo con el procedimiento de Wilson et al., y fue ligeramente
modificado para las bacterias Gram positivas. La confirmacion de la cepas de H.
pylori de las biopsias se realizd6 mediante PCR especifica de especie, amplificando
un fragmento especifico de 2410 bp correspondiente al gen de la ureasa (Burucoa et
al., 1999). La confirmacion de la identidad de las bifidobacterias se realizdo mediante
PCR especifica de género amplificdndose un fragmento especifico de 1350 pb del

gen del 16S rRNA (Kaufman et al., 1997). (Ver capitulo 5 y 6).

S2.3. Deteccion de actividad antimicrobiana frente Helicobacter pylori

(Ver capitulo 6, pag. 164) Para determinar la actividad antimicrobiana
secretados por las bifidobacterias seleccionadas, se emplearon cultivos de 24 h de
cada cepa que fueron previamente sub-cultivados tres veces, se inocularon al (1%
vol/vol) en 10 ml de caldo de MRSC. Tras 16 h de incubacion a 37 °C, el cultivo se
centrifugé (12,000 rpm, 15 min, a 4°C). Los sobrenadantes obtenidos fueron
esterilizados mediante el uso de filtros y los pH se neutralizaron. Los sobrenadantes
neutralizados libres de células (SNCs) se concentraron liofilizandolos, y fueron
resuspendidos en 50 mM el fosfato de sodio (pH 6.5). Los SNCs de las diferentes
cepas de Bifidobacterium fueron testadas mediante difusion en agar (agar well
difusion) para evaluar su actividad antimicrobiana. Para este ensayo, las células de
H. pylori se resuspendieron en un diluente Maximum Recovery Diluent (MRD;
0.1% (peso/vol) peptona y 0.85% (peso/vol) cloruro de so6dio, pH 7) y se siembra en
superficie sobre Columbia Agar Base suplementado con 10% (vol/vol) sangre de
caballo. A continuacion, se realizaron en el agar celdas de 5 mm de didmetro, con el
empleo de un cilidro estéril de métal y los pocillos fueron llenados con 40 ul de los
SNCF. Las placas se incubaron en condiciones adecuadas durante 16-24 h, tras las
cuales las zonas de inhibicion fueron evaluadas. Cada ensayo se realizd por

duplicado.
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S2.4. Caracterizacion de los compuestos antimicrobianos

(Ver capitulo 6, pag. 165) Para determinar la naturaleza de los compuestos
responsables de la actividad antimicrobiana, los sobrenadantes fueron tratados con
tripsina, proteinasa K, proteasa A, pepsina, catepsina B, a-amilasa y lipasa A
(Sigma, el St., Louis, MO) que fueron afadidas a 50 pl de SNCs a una
concentracion final de 2 mg/ml. En los tratamientos con proteinasa K se trataron los
sobrenadantes con distintas concentraciones desde 100 a 500 pg/ml para evaluar la
sensibilidad de los compuestos antimicrobianos a la accion de esta enzima. Las
mezclas fueron incubadas durante 2 h a temperaturas y pHs Optimo para cada una de
las enzimas, tras la incubacion la actividad antimicrobiana fue testada de nuevo. Con
el fin de evaluar la estabilidad térmica del compuesto antimicrobiano, los
sobrenadantes fueron expuestos a 80°C durante 15, 30, y 60 min, y a 100 °C durante
15 y 20 min. De igual forma para evaluar la influencia del pH, los sobrenadantes se
ajustaron con HCl o NaOH a distintos valores que oscilan entre pH 3.0 a 10.0 y se
incubaron durante 1 h. La actividad antimicrobiana fue determinada antes y después
de cada tratamiento siguiendo la técnica de difusion en agar descrita en el apartado
anterior.

La inhibicidn causada por los acidos organicos (4cido lactico y acético), que
podrian estar presentes en los sobrenadantes como resultado del metabolismo
fermentativo, fueron testadas para ello soluciones de 5y 10 mM 4&cido lactico (pH
entre 4.0 y 3.6, respectivamente) y mezclas de 5 mM acido lactico y 10 mM de
acido acético (Sigma, St. Louis, Mo). Estas soluciones fueron concentradas 10 veces
mediante liofilizacion, y la inhibiciéon de cada solucion fue estudiada con y sin

ajustar el pH a 6.5.

S2.5. Susceptibilidad a antibioticos

La susceptibilidad de las cepas de Helicobacter y Bifidobacterium a
metronidazol (MET) y claritromicina (CLR) fue cuantificada mediante el E-test
siguiendo las instrucciones del fabricante (E-test®, AB BIODISK, Solna, Sweden).
La susceptibilidad de las cepas de Helicobacter fue testada en Columbia Agar Base

suplementado con 10% (vol/vol) sangre de caballo tras incubacion a 37°C durante
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48 h en condiciones de microaerofilia. El punto de resistencia a la CLR se ha
establecido en CMI > 2ug/ml y para el metronidazol > 8.0 ug/ml (Megraud et al.,
1999). La susceptibilidad a estos antibioticos se determine en MRSC semisoélido tras

incubacién a 37°C durante 24 h en condiciones anaerobias.

S2.6. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizo con el empleo del programa informatico SPSS
11.5 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA). Los datos fueron analizado mediante el analisis
de varianza ANOVA vy, en los casos donde sea adecuado, se empled el test de
Student-Newman-Keuls (S-N-K) para comparar las medias. Los datos se expresaron
como la media de dos determinaciones independientes y el error de la media (SEM,

Standard Error Media).

S3. RESULTADOS

S3.1. Identificacion y caracterizacion molecular

La identidad de las cepas de H. pylori aisladas de las biopsias fue confirmada
mediante le uso de métodos convencionales y mediante PCR especifica que dieron
como resultado la amplificacion de un fragmento de 2410 pb del gen de la ureasa.
En todos lo casos, el amplificado esperado fue detectado confirmando la asignacion

correcta de los aislados a este especie.

S3.2. Actividad antimicrobiana de los metabolitos producidos por
Bifidobacterium frente a las cepas de H. pylori

Las zonas de inhibicion detectadas para las placas con H. pylori varian entre
8 y 18 mm (Tabla 3). El grado de inhibicion de las cepas de H. pylori por las cepas
de bifidobacterias seleccionadas fue distinto (P<0.05). Los sobrenadantes de las
cepas IATA-307, IATA-312 e IATA-324 fueron capaces de inhibir en mayor o
menor grado a todas le cepas de Helicobacter testadas (Fig. 4). La cepa IATA-304
fue la bifidobacteria menos eficiente, ya que no detect6 actividad frente a H. pylori
11637 y a dos aislados clinicos (H6 y H10), la actividad anti-H. pylori de esta cepa
fue menor (P<0.05) que el resto de cepas IATA-307, IATA-312, IATA-324 y
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IATA-326. La cepa IATA-349 no mostro diferencias significativas (P<0.05) con
ninguna de las cepas de bifidobacterias en su habilidad para inhibir H. pylori.
Cuando el pH de los sobrenadantes no fue neutralizado, las zona de inhibicion se

incrementaron entre 2 y 5 mm.

Tabla 3. Actividad antimicrobiana de los SNCs frente a los diferentes aislados de H. pylori.

Didmetros de inhibicion (mm)'

Cepas H. pylori Cepas de Bifidobacterium
IATA-304 IATA-307 IATA-312 IATA-324 IATA-326 TATA-349

HI 9+0.2 10£0.4 15+0.2 12+0.1 2 10+0.3
H2 14+0.1 13+0.2 12+0.1 13+0.3 16+0.1 154+0.1
H3 12+0.2 14+0.4 124+0.1 12+0.3 18+0.2 10+0.1
H4 13+0.1 13+0.1 13+0.1 11+0.1 15+0.1 14+0.2
H5 10+0.2 9+0.2 10+0.1 12+0.1 - -
Ho6 - 9+0.1 11+0.3 11+0.2 9+0.2 10+0.1
H7 12+0.4 10£0.2 12+0.2 12+0.1 13+0.0 94+0.1
H8 11£0.2 15+0.2 14+0.1 1240.1 10+0.2 11+0.1
H9 11£0.2 13+0.1 11+0.3 14+0.2 13+0.1 11+0.1
H10 - 15+0.1 9+0.1 10+0.1 1440.1 13+0.2
H11 9+0.1 11+0.1 9+0.2 12+0.1 134+0.0 8+0.2

H.pylori NCTC 11637 - 11+0.1 13+0.1 9+0.1 12+0.1 10+0.1

H.pylori NCTC 11638 10+0.1 10+0.1 9+0.1 11+0.1 9+0.1 9+0.1

"Media de dos determinaciones independientes y error estandar de la media (SEM)
*Inhibicion no detectada
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Figura 4. Actividad antimicrobiana de los sobrenadantes neutralizados de Bifidobacterium

frente a H. pylori. C: control, MRSC concentrado y neutralizado.
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Alguno de los compuestos responsables de la inhibicion de H. pylori podrian
ser los acidos organicos (acido lactico y acético), para evaluar esta posibilidad, se
testaron los efectos independientes de soluciones de acido lactico a concentraciones
5 mM (pH 4.0) y 10 mM (pH 3.6), solas o en combinaciéon con 10 mM de acido
acético. Las soluciones fueron evaluadas sin neutralizar y neutralizadas. Cuando no
se neutralizaban las soluciones acidas los efectos inhibitorios fueron entre 12-18 mm
de didmetro, por lo contrario, cuando el pH de las soluciones 4cidas se ajustaba a pH
6.5 no se detectaban halos de inhibicion, estos resultados sugieren que en los
sobrenadantes neutralizados los compuestos con actividad antimicrobiana son de

diferentes a los 4cidos organicos.

S3.3.Caracterizacion del compuesto antimicrobiano

La naturaleza de los compuestos antimicrobianos fue determinada mediante la
exposicion de los sobrenadantes frente a enzimas proteoliticas y lipoliticas. La
actividad antimicrobiana se redujo considerablemente tras incubacion de los
sobrenadantes con todas las proteasas ensayadas a excepcion de la proteinasa K,
indicandonos que los compuestos son de naturaleza proteica. En todos los caso, la
adicion de distintas cantidades crecientes de proteinasa K hasta 500 pg/ml amplio
considerablemente (P<0.05) las zonas de inhibicion (desde 8-10 a 18- 21 mm). Un
ejemplo del efecto de la proteinasa K en la actividad antimicrobiana del
sobrenadante neutralizado de la cepa IATA-304 se muestra en la Fig. 5. La accioén
de la proteinasa sobre H. pylori provoca inhibiciéon (9-14 mm; P<0.05) a altas
concentraciones de proteinasa K (300-500 pg/ml) pero este efecto es menos
pronunciado (6-8 mm; P<0.05) cuando la proteinasa K se afiade a los sobrenadantes
neutralizados (Fig. 5). Estos resultados podrian sugerir que la proteinasa K afadida
a los sobrenadantes neutralizados podria inhibir a H. pylori mediante dos posibles
mecanismos: (i) por el propio efecto inhibidor de la proteinasa K a altas
concentraciones, y (ii) por la generacion de péptidos pequeiios por la accion de la
proteinasa K, que podrian tener una actividad frente a H. pylori. El tratamiento de
los sobrenadantes con lipasa no modifico la actividad anti-H. pylori de los

sobrenadantes.
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En todos los casos, la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes permanecio
estable a tratamientos de 80 °C durante 20 min y a 100°C durante 10 min. La
exposicion de los sobrenadantes a distintos pH dio como resultado que la actividad
de los compuestos antimicrobianos permanece estable a los pH comprendidos entre

pH 3.0 2 10.0.
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—@— diferencia entre la inhibicion de la proteinasa
—O— inhibicién proteinasa K

Figura 5. Actividad antimicrobiana del sobrenadante de cepas de Bifidobacterium aisladas de muestras
fecales y la accion de la proteinasa K en dicha actividad.

S3.4. Susceptibilidad a antibioticos

Los resultados obtenidos mediante E-test para metronidazol y claritromicina
se muestran en la Tabla 4. Todas las bifidobacterias fueron resistentes al
metronidazol y mostraron sensibilidad a la claritromicina. Las cepas IATA-307 y
IATA-324 presentaron una elevada resistencia a la claritromicina con valores CIM
cercanos a 0.1 pg/ml. Todas las cepas de H. pylori presentaron sensibilidad a la

claritromicina (< 2.0 pg/ml) a excepcion de la cepa H1, que fue resistente. Las cepas
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H1 y H. pylori NTCT 11637 mostraron una alta resistencia al metronidazol (256.0
ng/ml) mientras que las cepas H6, H7, H10 y H. pylori NCTC 11638 mostraron
sensibilidad (< 0.0016 pg/ml). Unicamente la cepa H1 fue resistente a los

antibidticos, metronidazol y claritromicina testados.

Tabla 4. Concentraciones minimas inhibitorias frente a metronidazol y claritromicina de las cepas
de H. pylori y Bifidobacterium.

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Cepas (ng/ml)
Metronidazol Claritromicina

HI - N
H2 0.094 <0.016
H3 12 <0.016
H4 0.064 <0.016
H5 0.038 <0.016
H6 <0.016 <0.016
H7 <0.016 <0.016
HS8 0.023 <0.016
H9 0.032 <0.016
H10 <0.016 <0.016
H1l1 0.064 <0.016
H. pylori NCTC 11637 - <0.016
H. pylori NCTC 11638 <0.016 <0.016
IATA-304 - <0.016

IATA-307 - 0.1
IATA-312 - 0.064
IATA-324 - 0.094
IATA-326 - 0.047
1ATA-349 - <0.016

*(-), no deteccion de halos de inhibicion

S4. DISCUSION

En los ultimos afios, el nimero de casos por infeccion por H. pylori han
aumentado a nivel mundial y ademas, se esta incrementando el nimero de cepas
resistentes a los antibidticos normalmente empleados para el tratamiento de estas
infecciones (Blaser y Atherton, 2004). Este patogeno se estd transformando en un
problema clinico y terapéutico ya que las infecciones no pueden ser controladas
adecuadamente por antibidticos que ya no constituyen una terapia satisfactoria. En
este sentido, el uso de probidticos que podrian actuar impidiendo la colonizacion de
patogenos bacterianos podria ser una alternativa prometedora (Ouwehand et al., 200;

Sakamoto et al., 2001).
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Los criterios principales para la seleccion de estas cepas probioticas son la
resistencia frente a condiciones acidas, antagonismo frente a microorganismos
patogenos, y su susceptibilidad antibiodtica. En el capitulo 5, el método de seleccion
de cepas tolerantes a las condiciones acidas es una manera de garantizar la
resistencia a las condiciones acidas, ya que permitiria que estos probidticos lleguen a
la mucosa estomacal donde H.pylori habita.

Este estudio es el primero en demostrar que compuestos antimicrobianos de
naturaleza proteica secretados por cepas de Bifidobacterium de origen humano,
pueden inhibir el crecimiento de cepas aisladas de muestras clinicas de H. pylori y
que sus efectos no son debidos a la accion de los acidos organicos. Recientes
estudios sobre los mecanismos de inhibicidn de cepas probidticas de lactobacilos
frente H. pylori sehalan la implicacion de la viabilidad celular y de la produccion de
acido lactico en la inhibicion del sistema de la ureasa del patdégeno (Aiba et al.,
1998; Sakamoto et al., 2001; Sgouras et al., 2004). El estimulo de la inmunidad
especifica y no-especifica asi como la interferencia con los sitios de adhesion
también han sido propuestos como los posibles mecanismos de accion (Sakamoto et
al., 2001; Sgouras et al., 2004). No obstante, los efectos de péptidos o compuestos
similares a las bacteriocinas contra H. pylori han sido poco documentados y, la
inhibicion se ha atribuido solo a bacteriocinas de Lactococcus y Pediococcus y/o a
componentes intracelulares proteicos de L.acidophilus CRL 639 (Kim et al., 2003;
Felley y Michetti, 2004). Las sustancias antimicrobianas de naturaleza proteica
posiblemente producidas por cepas del género Bifidobacterium son desconocidas y
unicamente se ha descrito y caracterizado la bacteriocina denominada bifidocina B
de B. bifidum NCFB 1454, pero sus efectos sobre H.pylori fueron estudiados
(Yildirim y Jonson, 1998). No obstante, son necesarias investigaciones mas extensas
enfocadas al aislamiento y caracterizacion de compuestos antimicrobianos a partir
de cepas de bifidobacterias deben llevarse a cabo para evaluar su posible uso
profiléactico y/o terapéutico.

La evaluacion de la susceptibilidad de las cepas de Bifidobacterium aisladas
frente a los antibioticos normalmente empleados en la lucha contra H.pylori es
importante, ya que es necesario evaluar la seguridad de su empleo y estudiar su

posible compatibilidad con las terapias antibidticas empleadas en la actualidad.
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Todos las cepas de Bifidobacterium estudiadas mostraron resistencia al
metronidazol, estos resultados concuerdan con los datos proporcionados por otros
autores aunque el nivel de resistencia (256 pg/ml) fue mas alto del esperado
(Charteris et al., 2000). Este hecho podria favorecer el empleo de las bifidobacterias
como una terapia adjunta, combinada con este antibiodtico. También se ha
demostrado que la administracion de probidticos previene los efectos
gastrointestinales no deseados de asociados a los tratamientos con antibidticos
(Felley y Michetti, 2004). Sin embargo, la susceptibilidad de las cepas de
Bifidobacterium al claritromicina parecia ser variable y dependiente de cada cepa.
Esto podria limitar su administracion en combinacion con este antibiotico. Hasta
ahora, el uso terapéutico de cepas de lactobacilos probiodticos contra H. pylori
también habia fallado en combinaciéon simultinea con la administracion de
claritromicina. Todas las cepas H. pylori fueron inhibidas por los sobrenadantes
neutralizados de las bifidobacterias seleccionadas, incluso la cepa H1 que mostro
resistencia a ambos antibidticos. Asi, combinaciones de distintas cepas de
bifidobacterias podrian constituir una alternativa a los tratamientos empleados para
combatir las infecciones por H. pylori multi-resistentes. La resistencia de
Helicobacter a la claritromicina y al metronidazol estd aumentando y este hecho se
ha sido demostrado con numerosos estudios descritos en bibliografia (Graham,
2000; Falsafis et al., 2004), este hecho podria revelar la necesidad de desarrollar
nuevos terapias o buscar nuevos agentes antimicrobianos para la lucha contra H.
pylori.

En conjunto, este estudio aumenta el conocimiento de los mecanismos
desarrollados por las bifidobacterias frente a microorganismos patégenos mostrando
evidencias de la implicacion de péptidos antimicrobianos estables a pH acidos. Las
propiedades inhibitorias de las bifidobacterias seleccionadas frente a aislados
clinicos de H. pylori, su habilidad de sobrevivir a las condiciones acidas y su
resistencia antibiotica convierte a estas cepas probiodticas de bifidobacterias en
candidatos potenciales para su empleo en el tratamiento y/o prevencion de

infecciones por Helicobacter.
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Estudio de adhesion a mucus intestinal humano de
cepas de Bifidobacterium de origen humano. Papel en

la exclusion y desplazamiento de patogenos.
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1. INTRODUCCION

Cepas seleccionadas de lactobacilos y bifidobacterias estdn siendo
introducidas en la alimentacidn a partir de su inclusion en diversos alimentos como
probiodticos por sus efectos beneficiosos sobre la salud y nutricion del huésped (Huis
et al., 1998; Lee y Salminen, 1995; Salminen ef al., 1999). Algunas de estas cepas
reducen el riesgo de infecciones gastrointestinales o se emplean para el tratamiento

de tales desordenes (Salminen et al., 1998; 1999).

La contribucion de las bifidobacterias sobre la salud ha sido durante mucho
tiempo reconocida y por ello esta aumentando la explotacion industrial y tecnologica
de este género como probidticos para mantener y/o mejorar la salud humana y
animal (Gomes et al., 1997; Muirhead, 2000, Stanton et al., 2001). Algunos criterios
para la seleccion de cepas probioticas han sido sugeridos entre los cuales destacamos
la carencia de patogeneicidad, la tolerancia a las condiciones gastrointestinales (jugo
gastrico ¢ intestinal), habilidad para adherirse a la mucosa gastrointestinal y la
exclusion competitiva de patdogenos (Collins et al., 1998; Ouwehand et al., 2002).
La adhesion a la mucosa intestinal es considerada como un pre-requisito para la
colonizaciéon bacteriana (Beachey, 1981) y es una caracteristica importante
relacionada con la habilidad para modular el sistema inmune (Schiffrin et al., 1997).
Asi, la adhesion es uno de los principales criterios de seleccion de nuevas cepas
probidticas (Havenaar et al., 1992, Salminen et al., 1998). A pesar de la falta de
evidencias definitivas, algunos estudios parecen sugerir que existe una relacion entre
la adhesion in vitro y la colonizacién in vivo (Crociani et al., 1995; Cesena et al.,
2001). Ademas, la adherencia y la colonizacion de superficies mucosas son posibles
mecanismos de proteccion frente a la invasion de patogenos a través de la
competencia por los sitios intestinales y por nutrientes (Westerdahl et al., 1991) o

modulacién del sistema inmune (Salminen et al., 1998).

Las cepas humanas pertenecientes al género Bifidobacterium empleadas en
este estudio han sido aisladas de muestras fecales procedentes de individuos sanos,
adultos y nifios. Siete cepas de sesenta cepas de Bifidobacterium aisladas se

seleccionaron basandose en su tolerancia frente a las condiciones gastrointestinales
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simuladas, en su actividad antimicrobiana frente a bacterias patdégenas incluyendo

Listeria, Salmonella, C. difficile, H. pyloriy E. coli (Collado et al., 2005).

Estas consideraciones son la base de este estudio, disefiado para evaluar la
capacidad de adhesion de estas cepas del género Bifidobacterium pre-seleccionadas
y el estudio de su habilidad para inhibir la adhesion y desplazar a bacterias
patégenas humanas. Para esta propuesta, se ha seleccionado el modelo de mucus
intestinal humano inmovilizado. Existe una buena correlacion entre este modelo y el
modelo con enterocitos como las lineas celulares de Caco-2 (Aissi et al., 2001,
Ouwehand y Salminen, 2003). Ademads, la naturaleza de las macromoléculas
implicadas en la adhesion a mucus intestinal fue caracterizada preliminarmente

sometiendo a las bifidobacterias a diversos tratamientos fisico-quimicos.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Las cepas patdogenas empleadas en este estudio fueron Clostridium difficile
ATCC 9689, Enterobacter sakazakii ATCC 29544, Salmonella thyphimurium
ATCC 29631, Escherichia coli NCTC 8603 y Listeria monocytogenes ATCC
15313. Siete cepas del género Bifidobacterium aisladas de heces humanas fueron
empeladas para los estudios de adhesién a mucus (Tabla 1). Estas cepas fueron
identificadas por PCR especifica de género (Kaufmann et al., 1997) y de especie
(Matsuki et al., 2003).

Las bacterias patogenas se cultivaron en medio Gifu Anaerobic medio
(GAM; Nissui Pharmaceutical, Japan) y las bifidobacterias crecieron bajo
condiciones anaerobias (Concept 400 anaerobic chamber, Ruskinn Technology,
Leeds, United Kingdom) en el medio MRS caldo (Merck, Darmstadt, Germany)
suplementado con 0.05% cisteina (vol/vol). Las bacterias fueron marcadas
radioactivamente afiadiendo al medio de cultivo 10 pl/ml de timidina tritiada (5-°H-
thymidine 120 Ci/ mmol; Amersham Biosciences, UK). Todas las bacterias fueron

cultivadas a 37 °C.
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2.2. Ensayo de adhesion a mucus intestinal

El mucus intestinal humano fue aislado de la parte sana de tejido coldnico
reseccionado segiin la metodologia descrita por Ouwehand et al. (1999). El tejido
colonico se lava generosamente con tampdon PBS que contiene 0.01% (peso/vol) de
gelatina y a continuacion, el mucus intestinal es recogido mediante raspado directo
de la mucosa con una espatula de goma. El mucus obtenido se centrifuga a 10.000
rpm durante 10 min para eliminar las células destruidas y las bacterias, el mucus se
almacena a —80 °C hasta su empleo. Antes de su uso, la concentracion proteica se
determina con una modificacién del método descrito por Lowry y colaboradores
(1951) como el descrito por Miller y Hoskins (1981), empleando albumina de suero

bovino (BSA; Sigma, St. Louis, Mo.) como estandar.

El mucus humano se disuelve (0.5 mg/ml proteina) en tampén HEPES (N-2-
hidroxietilpiperazine-N-2-4cido etanosulfonico)-Hanks (HH; 10 mM HEPES, pH
7.4) y 100 pl de esta solucion se inmovilizan en placas multipocillo de poliestireno
(Maxisorp, Nunc, Denmark) mediante incubacién a 4°C durante toda la noche,
siguiendo la metodologia descrita por Kirjavainen et al. (1998). Las bacterias
marcadas radioactivamente fueron centrifugadas (6000 rpm, 7 min) y lavadas dos
veces con tampon HH para eliminar los restos de timidina no incluida por las
bacterias, a continuacidén, se determind la concentracion de microorganismos
mediante absorbancia (Agynm) que se ajustd a 0.25+0.05 con el fin de estandarizar el
numero de microorganismos a 107-10° UFC/ml. 100 ul de la soluciéon con
microorganismos marcados se afiadieron a las celdas de la placa multipocillo y se
incub6 durante 1 h a 37 °C. Las celdas se lavaron dos veces con 200 ul HH para
eliminar las bacterias no adheridas. Las bacterias adheridas fueron liberadas
mediante raspado del mucus inmovilizado en los pocillos y fueron lisadas con 1%
(peso/vol) de SDS en 0.1 M NaOH (200 ul por pocillo) tras incubacion a 60 °C
durante 1 h. Los contenidos de las celdas fueron transferidos a tubos eppendorf que
contenian liquido de centelleo (OptiPhase ‘HiSafe 3’; Wallac, UK) y la
radioactividad fue medida gracias al liquido de centelleo. La adhesion fue expresada
como el porcentaje de radioactividad recuperado después de la adhesion en relacion

a la radioactividad de la suspension bacteriana afiadida al mucus inmovilizado. La
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adhesion bacteriana fue determinada en tres experimentos independientes y cada

ensayo se realizé por cuadruplicado con el fin de calcular la variacion intra-ensayos.

2.3. Inhibicion de la adhesion de patogenos

Para testar la habilidad de las bifidobacterias seleccionadas en la inhibicion
de la adhesion de microorganismos patégenos al mucus intestinal, las cepas
probidticas sin marcar radioactivamente (100ul) fueron afiadidas a las celdas de las
placas multipocillo e incubadas durante 1h a 37°C. Las bifidobacterias no adheridas
se eliminaron con dos lavados con tampon HH y los microorganismos patdgenos
marcados (100pl) se afadieron a los pocillos y se incubaron a 37°C durante 1 h. Los
patogenos no adheridos se eliminaron mediante lavado y las células adheridas se
liberaron mediante raspado del mucus y se lisaron con 1% (peso/vol) SDS en 0.1 M
NaOH a 60 °C durante 1h para liberar la radioactividad. La radioactividad fue
evaluada con el liquido de centelleo. Los resultados se expresan como el porcentaje
de radioactividad recuperada después de la adhesion, en relacion a la radioactividad
de la suspension bacteriana afnadida a los pocillos. El porcentaje de inhibicion de la
adhesion se calculd como la diferencia entre la adhesion del patogeno en ausencia y
en presencia de las bifidobacterias. La adhesion se determind en tres experimentos
independientes, y cada uno de ellos se realiz6 por cuadruplicado para calcular la

variacion intra-ensayo.

2.4. Desplazamiento de patéogenos

La habilidad de las bifidobacterias para desplazar a las bacterias patogenas
previamente adheridas a mucus fue evaluada como se detalla a continuacion. Las
bacterias patogenas marcadas radioactivamente fueron afadidas a los pocillos e
incubadas a 37°C durante 1 h. Después de los lavados y de la eliminacion de los
patogenos no adheridos, se afiadieron bifidobacterias no marcadas radioactivamente
(100ul) y se incubd 1 h a 37°C, a continuacion, los pocillos fueron lavados para
eliminar las bacterias no adheridas y/o desplazadas. Las bacterias adheridas a mucus
se liberaron del mucus y se lisaron como se ha descrito anteriormente. El

desplazamiento de patdgenos fue calculado como la diferencia entre la adhesion de
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patogenos antes y después de la adicion de las bifidobacterias. Los experimentos

también se realizaron por triplicado y en cada ensayo por cuadruplicado.

2.5. Caracterizacion preliminar de los mecanismos implicados en la adhesion
bacteriana

Las bacterias marcadas radioactivamente fueron centrifugadas, lavadas dos
veces con tampon HH y se ajustd la concentracion de microorganismos por
absorbancia a 0.25+0.05. Las suspensiones bacterianas fueron divididas en alicuotas
de 1 ml y sometidas a los siguientes tratamientos: 1) tampon PBS con 1mg/ml de
proteinasa K (Sigma), i) tampén PBS con 1mg/ml de lipasa (ICN Biomedicals Inc.)
y ii1) tampon acetato (pH 4.5) con 5 mg/ml metaperiodato sdédico (Merck). Ademas,
las células también fueron sometidas a tratamiento térmico mediante exposicion a
100°C durante 10 min en tampén PBS. Como controles, se usaron las suspensiones
bacterianas incubadas unicamente en tampon PBS y tampon acetato. Tras la
incubaciéon durante 1h a 37°C bajo las condiciones apropiadas a cada tratamiento,
las células fueron centrifugadas, lavadas y resuspendidas en tampon HH para

realizar los ensayos de adhesion como previamente se ha descrito.

2.6. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizo con el empleo del programa informatico SPSS
11.5 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA). Los datos fueron analizado mediante el analisis
de varianza ANOVA vy, en los casos donde sea adecuado, se empled el test de

Student-Newman-Keuls (S-N-K) para comparar las medias.

3. RESULTADOS

3.1. Adhesion de las cepas estudiadas
Los resultados de adhesion a mucus intestinal humano obtenidos en este

trabajo se muestras en la figura 1.
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Figura 1. Adhesion de las cepas probioticas (A) y de las cepas patdgenas (B) a las glicoproteinas del
mucus intestinal humano. Los resultados se expresan como el % medio de adhesion + desviacion

estandar. “ "¢ Columnas con diferencias significativas (P < 0.05).

La adhesion de las bifidobacterias varia entre 3 y 6% con la excepcion de la
cepa IATA-324, que muestra una capacidad de adhesion del 9.92%. En cuanto a las
bacterias patdgenas, E. coli NCTC 8603 presenta un porcentaje de adhesion del
20%), mientras que S. thyphimurium ATCC 29631, Ent. sakazaki ATCC 29544 y C.
difficile ATCC 9689 muestran una capacidad de adhesion que se encuentra entre el
10 y 15%. El patégeno con menor capacidad de adhesion fue L. monocytogenes

ATCC 15313, con un 3% de adhesion a mucus intestinal humano.
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3.2. Inhibicion de la adhesion de patogenos a mucus intestinal

La inhibicion en la adhesion de los microorganismos patdgenos por cepas de

Bifidobacterium es dependiente de cada cepa de bifidobacteria y de cada patégeno

ensayado (Tabla 1).

Tabla 1. Inhibicion de la adhesion de patdgenos por cepas pertenecientes al género Bifidobacterium. Los
resultados se expresan como la media + desviacion estandar.

% inhibicion en la adhesion

Cepas hSal}rlnonella Listeria Escherichia coli Ente]:obakcter d;‘iosltriiiizc
t imurium monocytogenes sakazakii ifficile
AyTpcc 29631 ATCCy 15g313 NCTC 8603 ATCC 29544 | 9689
IATA-304  -24.45+4.81" -20.99+13.44 20.54+14.84 -25.05+9.13 6.75+5.84
IATA-307  12.7247.02 13.78+8.46 6.07+4.66 22.51+10.79 22.37+9.15"
IATA-312  14.85+8.10 -4.08+2.64 3.7642.07 8.39+4.08 17.27+7.29"
IATA-324  22.1243.51° 15.06+5.57" 6.86+0.43" 18.04+5.54" 35.88+4.80"
IATA-326  12.72+1.43" 21.07+4.60° 16.51+5.05" 19.27+8.60" 23.30+7.36"
IATA-349  28.81+14.30 11.73+6.18" 12.63+8.22 17.29+6.70 19.95+7.27"
IATA-350  29.74+5.51° 43.4245.99" 27.09+2.41" 28.10+4.11" 40.64+9.30"

* Diferencias significativas (P<0.05) con el control (0% de inhibicion)

Los datos muestran que la cepa IATA-350 presenta una elevada capacidad de
inhibicion de la adhesion para todos los patdgenos estudiados. Esta cepa reduce de
manera significativa (P<0.05) los niveles de adhesion de todos los patogenos
testados, los niveles de reduccion obtenidos fueron los mas altos para los cinco
patogenos incluidos en este estudio. Las cepas IATA-324 y IATA-326 también, han
demostrado que son capaces de excluir significantemente (P<0.05) a todos los
patogenos estudiados. La cepa IATA-304 no inhibe, de forma significante (P<0.05),
la adhesion de ningun patdégeno pero aumenta la adhesion de S. thyphimurium
ATCC 29631 (24.45%, P < 0.05), Ent. sakazaki ATCC 29544 (20.05%, P< 0.05) y
L. monocytogenes ATCC 15313 (20.99%, P>0.05). Todas las otras cepas del género

Bifidobacterium fueron capaces de inhibir la adhesion de al menos un patogeno.

3.3. Desplazamiento de patogenos
Los resultados en el desplazamiento de patdgenos por las bifidobacterias

seleccionadas se muestran en la tabla 2.
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Tabla 2. Desplazamiento de patdgenos del mucus intestinal por cepas pertenecientes al género
Bifidobacterium. Los resultados se expresan como la media + desviacion estandar.

% desplazamiento de patdogenos

Cepas hSal:wnella Listeria Escherichia coli Ente;oba]:ter dz{os;rifzzc
thyphimurium monocytogenes sakazakii ifficile
ATCC 29631 ATCC 15313 NCTC 8603 ATCC 29544 9689
IATA-304  8.26+3.78 8.21+1.49° 12.66+3.28" 7.70+£1.98° 10.13+0.84"
IATA-307  13.67+3.22" 12.88+9.31 9.45+3.58" 7.9240.85" 1.74+0.64"
IATA-312  17.64+5.68" 16.77+4.97" 9.07+2.41" 14.35+5.15" 9.87+4.27"
IATA-324 8.00+3.91 34.15+11.78" 17.11+3.53" 56.83+10.55"  40.70+16.34°
IATA-326  11.36+2.15° 16.97+3.05" 4.53+1.33" 16.73+3.79" 15.52+6.81"
IATA-349  12.02+4.20° 16.69+7.56 15.97+7.03 15.68+3.93" 15.12+4.89"
IATA-350  4.98+3.11 16.54+5.92" 7.98+2.32° 9.98+3.30° 10.54+1.10"

" Diferencias significativas (P<0.05) con el control (0% desplazamiento).

Los resultados demuestran que todos los patdégenos pueden ser desplazados por
las bifidobacterias testadas en este estudio, con algunas diferencias entre cepas.
Todas las bifidobacterias son capaces de desplazar significativamente (P<0.05) a E.
coli NCTC 8603, Ent. Sakazakii ATCC 29544 y C. difficile ATCC 9689. Ademas,
cinco y cuatro de las cepas testadas desplazan significativamente (P<0.05) a L.
monocytogenes ATCC 15313 y S. thyphimurium ATCC 29631, respectivamente.
Entre todas las cepas, la cepa IATA-324 alcanza los valores madas altos de
desplazamiento para los patogenos L. monocytogenes, E. coli, Ent. Sakazakii y C.
difficile (34.15, 17.11, 56.83 y 40.70% respectivamente), pero no desplaza
significativamente a S. thyphimurium. Unicamente, las cepas IATA-312 y IATA-
326 desplazan significativamente (P<0.05) a todas las cepas de patogenos pre-
adheridas, IATA-312 fue la cepa humana mas efectiva en el desplazamiento de S.

thyphimurium.

3.4. Caracterizacion preliminar de los mecanismos implicados en la adhesion
bacteriana

Se realiz6 la caracterizacion preliminar de los mecanismos implicados en la
adhesion bacteriana para dos de las cepas del género Bifidobacterium, IATA-326 e
IATA-350, que fueron sometidas a diferentes tratamientos para caracterizar los

componentes de la superficie celular implicados en su adhesién a mucus intestinal.
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Como muestra la Tabla 3, todos los tratamientos reducen de forma significativa
(P<0.05) la adhesion de las cepas testadas comparandolas con los controles tratados
con los tampones adecuados, sugiriendo la participacion de diferentes moléculas en

la adhesion.

Tabla 3. Efecto de los tratamientos en la adhesion de las bifidobacterias. Los resultados se expresan
como la media + desviacion estandar.

% reduccion en la adhesion

Cepas Tratamientos
Metaperiodato Lipasa Proteinasa K Temperatura
(5 mg/ml) (1mg/ ml) (1mg/ ml)
IATA-326 20.35+6.82" 47.95+1532" 37.19+16.41" 41.27+14.61°
IATA-350 33.61+11.41° 57.76+12.34" 62.39+12.57" 71.24420.54"

* Diferencias significativas con el control (P<0.05)

El tratamiento con proteinasa K es el que mas influencia posee sobre la
adhesion al mucus intestinal. Este tratamiento reduce la adhesion de la cepa IATA-
350 en un 62.39% vy de la cepa IATA-326 en un 37.19%, indicando el importante
papel que desempefian las proteinas en la adhesion de las bifidobacterias al mucus
intestinal. El tratamiento con lipasa exhibe, también, un marcado efecto en la
adhesion, con reducciones en torno al 47.95-57.76%, y este hecho también sugiere la
participacion de componentes lipidicos en la adhesion de las cepas seleccionadas al
mucus humano. La adhesion también se ve reducida con los tratamientos con
metaperiodato sodico, pero menos que los anteriores tratamientos, sugiriendo que en
el proceso de adhesion también estan implicados los carbohidratos. Ademas de todo
esto, la adhesion de las cepas de bifidobacterias disminuye tras someterlas a 100°C
durante 10 min, lo cual implicaria la naturaleza termoléabil de algunos factores

implicados en la adhesion.

4. DISCUSION

Estudios previos que demuestran la tolerancia a las condiciones
gastrointestinales y propiedades antimicrobianas frente a importantes patogenos
justifican la seleccion de estas siete cepas humanas que pertenecen al género

Bifidobacterium (Collado et al., 2005) (ver capitulo 6). En el presente estudio se
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evaluo la capacidad de adhesion de estas cepas al mucus intestinal humano y su
habilidad para inhibir la adhesién y/o el desplazamiento de microorganismos
previamente adheridos. La adhesion a la mucosa intestinal humana es considerada
como un prerrequisito para los microorganismos probidticos, permitiendo la
colonizacion del tracto gastrointestinal humano (Alander et al, 1999). Se ha
demostrado que algunas bifidobacterias comparten uniones de carbohidratos
especificas con algunos enteropatogenos (Fujiwara et al., 2001), de esta forma, el
uso de estos microorganismos en la prevencion de las infecciones en estados
tempranos por inhibicion de la adhesion de patdogenos por exclusidon competitiva
podria ser empleada. En este contexto, la habilidad de adhesion de las cepas del
género Bifidobacterium para excluir competitivamente a enteropatdgenos de lineas
celulares Caco-2 habia sido descrita por Bernet et al. (1993). Las dificultades que
envuelven el estudio de la adhesion bacteriana in vivo, especialmente en humanos,
ha encabezado el desarrollo de sistemas y modelos in vitro para la seleccion
preliminar de cepas potencialmente adherentes. Diferentes modelos de mucosa
intestinal han sido empleados para evaluar la capacidad de adhesion de probidticos,
particularmente la adhesion a mucus intestinal humano (Kirjavainen et al., 1998;
Tuomola et al., 2000; Rinkinen et al., 2003; Ouwerhand et al., 2000).

Los niveles de adhesion obtenidos de las bifidobacterias testadas en este
estudio son similares a los descritos en bibliografia (Ouwerhand et al., 1999; He et
al., 2001). Es destacable que todos los patégenos muestran una elevada capacidad de
adhesion a mucus intestinal, con la excepcion L. monocytogenes, que Unicamente
adhiere un 3%. Este hecho podria sugerir que las bacterias patdgenas tienen la
capacidad de unirse al mucus intestinal con lo que podria facilitarse su invasion por
toda la mucosa. La identificacion de apropiados microorganismos que posean la
habilidad de prevenir la adhesion de esas bacterias patogenas seria de gran interés.
Para evaluar la habilidad de nuestras cepas de bifidobacterias en la inhibicion de la
adhesion de enteropatogenos y a la vez desplazarlos del mucus intestinal, cinco
enteropatdgenos que afectan a humanos, incluyendo: S. thyphimurium, E. coli, L.
monocytogenes, Ent. Sakazakii y C. difficile fueron seleccionados en base a su
importante papel en desordenes gastrointestinales. Al respecto, la habilidad de

ciertos lactobacilos para excluir competitivamente a enteropatogenos ha sido
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ampliamente descrita empleando diferentes modelos de adhesion in vitro (Tuomola
et al., 1999; Lee et al., 2003). Sin embargo, la actividad de las bifidobacterias no ha
sido caracterizada.

La inhibicion en la adhesion de patdogenos por las bifidobacterias usadas en
este estudio evidencian una variabilidad considerable y fue, claramente, una
propiedad dependiente de cada cepa evaluada. Las cepas IATA-324, IATA-326 y
IATA-350 muestran una elevada capacidad de inhibicién con valores por encima del
40% de inhibicién para alguno de los patogenos testados. De acuerdo con los
resultados de este estudio, otros autores han descrito que ciertas bifidobacterias con
capaces de inhibir la adhesion a la mucosa intestinal de E. coli y Salmonella por
exclusion competitiva (Bernet ef al., 1993). Contrario a este hecho, la cepa IATA-
349 incrementa la adhesion de S. thyphimurium, L. monocytogenes 'y Ent. sakazakii
entre un 20 y 30%. El incremento en la adhesion de S. thyphimurium al mucus
intestinal tratado previamente con algunas cepas probioticas de lactobacilos habia
sido descrita anteriormente (Tuomola et al., 1999). Aunque el significado bioldgico
del incremento en la adhesion de patogenos es todavia desconocido deberia ser
considerado como un factor de riesgo asociado a estas cepas.

De acuerdo con los resultados descritos por otros autores (Bibiloni et al.,
1999a), no existe correlacion entre la capacidad de adhesion y la inhibicion en la
adhesion de patogenos en las cepas de bifidobacterias empleadas en este estudio,
indicandonos que ademas de la adhesidon a mucus existen otros factores que podrian
estar implicados como la co-agregacion con patdgenos.

El desplazamiento de patdogenos pre-adheridos parece ser dependiente de
cada cepa y de cada patdgeno, y en cuanto a la inhibicion en la adhesion, no se han
encontrado relaciones directas entre la adhesion de las bifidobacterias y el
desplazamiento de patogenos. No obstante, la adhesion podria ser uno de los
factores implicados. En este sentido, la cepa IATA-324 que presenta una elevada
capacidad de adhesion, también es muy efectiva en la inhibicidon de cuatro de los
cinco patdgenos testados, desplazando un 56.83% de Ent. Sakazakii previamente
adherido, 40.70% de C. difficile, 17.11 y 34.15% para E. coli y L. monocytogenes,

respectivamente. No se ha encontrado relacion entre los resultados obtenidos para la
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inhibicion de la adhesion y el desplazamiento de patogenos, indicando que podrian
estar implicados diferentes mecanismos en estos procesos.

Las moléculas implicadas en la adhesion de algunas bifidobacterias
estudiadas fueron caracterizadas preliminarmente sometiendo a las cepas a
diferentes tratamientos antes de la adhesion. Estudios previos han demostrado que
compuestos proteicos y carbohidratos parecen estar involucrados en la adhesion a
mucus intestinal y a lineas celulares como las Caco-2 en lactobacilos (Greene y
Klaenhammer, 1994; Tuomola et al., 2000) y en bifidobacterias (Bibiloni et al.,
1999b). De acuerdo con estos resultados, hemos encontrado en nuestro estudio que
los tratamientos con proteinasa K y metaperiodato reducen la adhesion de nuestras
cepas, sefalando la participacion en la adhesion de compuestos proteicos y
carbohidratos de la superficie celular. El tratamiento con lipasa también reduce la
adhesion, sefialando que factores lipidicos también se podrian estar implicados.
Estos resultados indican que compuestos de distinta naturaleza estan implicados en
la adhesion de las bifidobacterias al mucus intestinal, constituyendo un proceso
multi-factorial.

Las cepas de bifidobacterias que inhiben y desplazan patdgenos podrian ser
unos excelentes candidatas para su uso como probioticos, pero teniendo en cuenta la
alta especificidad de esos procesos es de vital importancia la caracterizacion de las
propiedades de las cepas con el fin de seleccionar la mayor cepa o mejores
combinaciones de cepas para prevenir o trata infecciones por patdogenos especificos.
En conjunto, nuestros resultados junto con otros estudios sugieren que el estudio de
la capacidad de adhesion al mucus intestinal es aplicable para la seleccion de nuevas
cepas de bifidobacterias para uso humano. Esto podria permitir el desarrollo de
probidticos para la prevencion y/o tratamiento de desordenes gastrointestinales
especificos u otras enfermedades. Entre las cepas testadas, la cepa IATA-324 parece
ser la mejor para inhibir la adhesion de patdégenos. No obstante, en vista de la
marcada variabilidad observada en este estudio queda claro que esta propiedad es
dependiente de cada cepa y de cada patdgeno. Son necesarias mas investigaciones
con el fin de profundizar y garantizar el cardcter probidtico de las cepas del género

Bifidobacterium empleadas en este estudio.
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DISCUSION GLOBAL

El trabajo presenta dos partes diferenciadas, la primera parte abarca una
investigacion (aislamiento, identificacion, caracterizacion y estudio de viabilidad)
sobre las leches fermentadas con bifidobacterias comercializadas en el mercado
espafiol donde se observan la composicion de la microbiota de los productos
fermentados y se realiza una caracterizacion molecular de las bacterias. Esta primera
parte se encuentran englobados los 4 primeros capitulos. En el primero (capitulo 1)
se realiza un aislamiento, identificacion y caracterizacion molecular de cepas
pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Streptococcus 'y Bifidobacterium
presentes en productos lacteos comerciales, se observa que todas las muestras
lacteas analizadas contienen alrededor de 10%-10° microorganismos por mililitro,
cumpliendo la normativa legal vigente (B.O.E. n® 135, 2002), que sefiala que un
producto licteo para denominarse yogur, debe contener al menos 10’
microorganismos vivos por gramo, capaces de mantener todas sus caracteristicas
durante la vigencia legal del producto (24 dias). En general, se observa que los
estreptococos predominan en la matriz del producto y los lactobacilos y
bifidobacterias se encuentran en menor medida. La cantidad de microorganismos del
género Bifidobacterium es muy variada en los diversos productos lacteos analizados,
detectando que algunos productos contienen < 10* bifidobacterias/ml pudiendo
quedar comprometido el efecto probidtico en cuanto al contenido en bifidobacterias
se refiere, ya que se recomienda las BAL se encuentren en una cantidad suficiente
(10°-10" microorganismos por ml) para que puedan ejercer su accién beneficiosa
sobre la salud. Las leches fermentadas con bifidobacterias no poseen una normativa
a nivel nacional que regule la cantidad de bacterias del género Bifidobacterium que
debe contener este tipo de productos, pero la FAO/OMS y el Codex Alimentarius
sefialan que la cantidad presente en estos productos ha de ser > 10°-107 células/ml y
muchos de los productos analizados no siguen estas recomendaciones.

Para la caracterizacion molecular de bifidobacterias y de las otras bacterias
lacticas se emplearon diversas técnicas RAPDs, AFLPs, PCR especifica, multiplex
PCR y digestion con enzimas de restriccion (ARDRA) del gen 16S del rRNA.
Mediante RAPDs las bifidobacterias fueron caracterizadas intraespecificamente. El

analisis numérico de los distintos perfiles obtenidos con esta técnica dieron lugar a
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un dendrograma, que permite diferenciar claramente los lactobacilos, las
bifidobacterias y los estreptococos en grupos diferenciados, existiendo una mayor
homologia entre bifidobacterias y lactobacilos que con los estreptococos. Esto es
una gran ventaja ya que permite la diferenciacion entre géneros y ademds no
proporciona informacion a nivel de cepa, que es muy importante a nivel industrial y
cientifico porque nos ayuda a monitorizar determinadas bacterias y nos sefiala la
presencia de la misma en diversos ambientes. La técnica AFLPs resulta ser mucho
mas tediosa de realizar para obtener los mismos resultados que empleando una
técnica mucho mas rapida y sencilla como es la técnica RAPDs. La amplificacion
del 16S del rRNA permitio la identificacion molecular de las bifidobacterias a nivel
de género tal y como describen otros autores (Kaufmann ef al., 1997) y la digestion
de este fragmento con enzimas de restriccion permite la discriminacion
interespecificamente. Las mejores técnicas para la identificacion de BAL vy
bifidobacterias son RAPDs, con la que conseguimos una identificacion a nivel de
cepa, multiplex PCR y ARDRA con las que identificamos a nivel de especie y
género. La combinacion de las técnicas de multiplex PCR, RAPDs y ARDRA es la
herramienta mas adecuada para la identificacion de las bifidobacterias contenidas en
productos lacteos comerciales. Todas las bifidobacterias analizadas pertenecen a la
especie Bifidobacterium animalis/lactis y 20% de las cepas son diferentes, nuestro
estudio demuestra que en el mercado espafiol se emplea la misma cepa o clones de
esa cepa para la elaboracion de productos lacteos; éstos resultados concuerdan con
los descritos por otros autores detectaron que en los productos comerciales la

especie mas empleada es B.animalis (Gueimonde et al., 2004; Biavati et al., 2001) .

Se ha sugerido que para que los probidticos ejerzan su accion deben llegar al
intestino en una cantidad suficiente (10°-107 bacterias/ml) para que se puedan
apreciar sus efectos (Kurmann y Rasic 1991; Bouhnik, 1993). Por ello, es de
especial interés estudiar la viabilidad de las bacterias lacticas y en este estudio se
realizd el andlisis de la supervivencia de las BAL presentes en productos lacteos
(yogures, leches fermentadas, yogures pasterizados) durante su almacenamiento en
refrigeracion a 4°C (capitulo 2). El recuento total, realizado con medios selectivos y

con tincién con fluorocromos, al inicio del ensayo para todos los productos fue 10°-
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10° bacterias/ml, pero solo 97-80% eran viables. El recuento en placa fue inferior al
obtenido con fluorocromos debido a las bacterias no viables. Los recuentos de las
BAL antes de la fecha de caducidad disminuyeron paulatinamente, a partir de la
fecha de caducidad disminuy6 considerablemente la viabilidad. Los productos de pH
mas 4cido presentaron una disminucion mas acusada. La viabilidad de las

bifidobacterias fue la mas afectada durante el periodo de almacenamiento.

Los ensayos de supervivencia in vitro de las bifidobacterias comerciales al
transito gastrointestinal también se realiz6 con LIVE/DEAD BacLight y recuentos
en placa. Segun nuestros resultados las bifidobacterias pueden atravesar el tracto
gastrointestinal pero en funcion del indculo en el producto y de la sensibilidad a la
acidez de la cepa, podrian sobrevivir al transito gastrointestinal cantidades variables.
Los resultados demuestran que las bifidobacterias son mas sensibles al jugo gastrico
que al intestinal, observandose perdidas de viabilidad variables dependiendo de la
cepa. La viabilidad se mantiene entre un 50-60% hasta la fecha de caducidad,
cumpliendo normativa legal. La diferencia en la disminucion de BAL viables entre
los distintos productos estudiados, indica el uso de cepas con distinta resistencia

dentro de la misma especie.

Tras el analisis de la viabilidad in vitro se escogio la leche fermentada con
mayor numero de bifidobacterias para estudiar su viabilidad in vivo; para ello, diez
individuos sanos fueron sometidos a ingesta continuada de la leche comercial. Se
monitorizé la poblacion de bifidobacterias de los individuos durante todo el estudio
empleando técnicas tradicionales de cultivo en medios selectivos y técnicas
moleculares, entre las que seleccionamos la hibridacion in situ con sondas
especificas de género y de especie y la técnica ARDRA (restriccion de los
fragmentos de DNA amplificados); estas técnicas permitieron diferenciar las
bifidobacterias enddgenas de cada individuo de las exdgenas pertenecientes a la
especie B.animalis/lactis, contenidas en la leche fermentada ingerida, ya que
presentan perfiles de digestion ARDRA diferentes y B.animalis/lactis no se
encuentra de forma incluida dentro de la poblacion bifidobacteriana habitual
humana. Ademas, esta especie B.animalis/lactis no se encontré en la poblacion

microbiana intestinal de ninguno de los individuos sometidos a estudio. Con todas
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estas técnicas se observa un incremento en la poblacion bifidobacteriana total tras el
consumo continuado en todos los individuos, esto incremento podria ser debido al
aumento de la cepa comercial, por lo que esta cepa estudiada sobrevive al transito
intestinal y se detecta viva en las heces de todos los individuos. Sin embargo,
cuando cesd el consumo de B.animalis/lactis, la proporcidon de esta especie

disminuyo tras 3 semanas de no ingestion la leche fermentada comercial.

Tras observar que la especie de bifidobacteria empleada en los productos
lacteos es la misma, en la segunda parte en este estudio que realiza una seleccion y
estudio de cepas de bifidobacterias de origen humano en funciéon de algunos de los
criterios descritos, tales como tolerancia a condiciones acidas y a otras condiciones
(sales biliares, antibiodticos, etc.), actividad antimicrobiana frente a bacterias
patogenas y/o alterantes de alimentos, capacidad de adhesion a mucus intestinal,
etc., con el fin de obtener cepas de origen humano con posible utilizacion como
cepas probidticas como alternativa a las empleadas en la actualidad para el
desarrollo de nuevos probioticos y bioprotectores en clinica y tecnologia de los
alimentos.

El aislamiento de cepas acido resistentes se realizd a partir de muestras
fecales de nifios y adultos que se sometieron a un tratamiento en condiciones acidas
pH 2,0 durante 16 horas, tras las cuales se recuperaron en medios de cultivo
selectivos bifidobacterias acido resistentes. El procedimiento descrito de aislamiento
de bifidobacterias acido resistentes fue muy efectivo debido a que las cepas
obtenidas presentaban un excelente mantenimiento de su viabilidad frente a
condiciones acidas. Ademas, estas cepas resistentes presentan resistencia a elevadas
concentraciones de sales biliares y a NaCl, por lo que parece que la resistencia al
acido puede inducir una resistencia cruzada a otras condiciones. La tolerancia a
condiciones acidas de las cepas seleccionadas podria también reforzar su resistencia
a las tecnologias de procesado de alimentos, ya que la acidez esta considerada como
uno de los factores que mas afectan a la viabilidad de las bifidobacterias en los

productos fermentados.
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Dado el interés originado por las bacterias lacticas de origen natural
productoras de bacteriocinas, se seleccionaron seis cepas de bifidobacterias
resistentes a condiciones extremas (pH, acidez, salinidad, exposicion jugos
gastrointestinales...) para su empleo como futuros probidticos, y se estudiaron las
actividades antimicrobianas frente a bacterias de interés industrial y clinico tan

importantes como Helicobacter pylori.

Los efectos antagonistas de las bifidobacterias contra microorganismos
indeseables, patogenos y/ alterantes, inicialmente ha sido atribuida a la acidificacion
resultante de la produccion de éacidos organicos. Sin embargo, se han descrito
algunas cepas de bifidobacterias aisladas de nifios que producen una sustancia de
naturaleza proteica estable al calor frente a L. monocytogenes (Touré et al., 2003) vy,
unicamente se ha estudiado una bacteriocina (Bifidocina B) activa frente a bacterias
Gram positivas de B. bifidum (Yildirim y Johnson, 1998; Yildirim et al., 1999). En
este trabajo, el screening inicial de la produccion de péptidos antimicrobianos por
bifidobacterias se llevd a cabo empleando como indicadores dos microorganismos
Gram positivos (L. lactis y L. innocua), que son facilmente inhibidos por las
bacteriocinas de bacterias acido lacticas. La caracterizacion de los compuestos
antimicrobianos sugiere que al menos dos tipos de sustancias de naturaleza proteica
podrian ser producidas por las cepas de bifidobacterias estudiadas. Este trabajo es el
primer estudio sobre la actividad antimicrobiana de cepas de Bifidobacterium
aisladas de muestras fecales humanas frente a las especies Helicobacter,
Campylobacter, Arcobacter, Candida, E. coli O157:H7, Clostridium spp.,
Salmonella, Listeria spp., etc. Los compuestos secretados son estables a la
temperatura con pesos moleculares menores de 10 kDa, como las bacteriocinas
caracteristicas de la clase I y II, y la bifidocina B, mientras que las producidas por
IATA-312 y IATA-324 también son estables a tratamiento térmico pero presentan
un peso molecular entre 10 y 30 kDa. Uno de los factores que modula positivamente
la actividad antimicrobiana detectada en los sobrenadantes neutralizados de
bifidobacterias fue la adicion de Tween 80 (polisorbato), este surfactante puede
incrementar los niveles de bacteriocinas en los sobrenadantes mediante la
estimulacién de crecimiento o de la produccion de bacteriocinas. La concentracion

de glucosa en el medio de cultivo no ejerce ningiin efecto sobre la produccion de
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compuestos antimicrobianos. Las bifidobacterias seleccionadas presentan la méxima
actividad antimicrobiana al final de la fase exponencial de crecimiento cuando se
alcanza una elevada densidad celular en el medio de cultivo. El nivel de actividad,
sin embargo, muestra una ligera disminucion durante la fase estacionaria del
crecimiento, posiblemente debida a la degradacion proteolitica. La anulacion de la
actividad antimicrobiana de los sobrenadantes por la accion de diversos enzimas
proteoliticos y su resistencia al tratamiento con enzimas glucoliticos y lipoliticos
sugiere que dicha actividad se debe a la produccion y secrecion al medio exocelular
de sustancias de naturaleza proteica que no requiere para su actividad biologica
componentes glucidicos ni lipidicos. En resumen, este estudio evidencia la habilidad
de algunas cepas del género Bifidobacterium, integrantes de la flora intestinal
endogena de nifos y adultos, de producir compuestos con actividad antimicrobiana
frente a un amplio espectro de microorganismos. Esta propiedad podria constituir un
mecanismo adicional de las bifidobacterias para participar en la defensa del huésped
contra microorganismos patogenos y reforzar su competitividad en los diversos

ecosistemas asi como jugar un papel en la conservacion de los alimentos.

En la altima parte del trabajo, se realiz6 un estudio disefiado para evaluar la
capacidad de adhesion de estas cepas del género Bifidobacterium pre-seleccionadas
y se estudio su habilidad para inhibir la adhesion y desplazar a bacterias patdgenas
humanas, ya que son caracteristicas importantes de seleccion de cepas probioticas.
Todas las cepas del género Bifidobacterium fueron capaces de inhibir la adhesion de
patogenos y de desplazar en mayor o menor grado a las bacterias patdgenas pre-
adheridas, el desplazamiento de patdgenos pre-adheridos parece ser dependiente de
cada cepa y de cada patogeno. No se ha encontrado relacion entre los resultados
obtenidos para la inhibicion de la adhesién y el desplazamiento de patogenos,
indicando que podrian estar implicados diferentes mecanismos en estos procesos.
Los tratamientos con proteinasa K y metaperiodato reducen la adhesion de nuestras
cepas, sehalando la participacion en la adhesion de compuestos proteicos y
carbohidratos de la superficie celular. El tratamiento con lipasa también reduce la
adhesion, sefialando que factores lipidicos también se podrian estar implicados.

Estos resultados indican que compuestos de distinta naturaleza estan implicados en
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la adhesion de las bifidobacterias al mucus intestinal, constituyendo un proceso

multi-factorial.

En conclusion, las intensas investigaciones llevadas a cabo en el campo de
los probidticos muestran evidencias cada vez mas solidas sobre sus efectos
beneficiosos sobre el estado nutritivo y de salud y su funcion en la prevencion y
tratamiento de algunos desordenes fisioldgicos. Estos estudios estin demostrando
ademas, que los probidticos poseen un nimero de propiedades funcionales superior
a lo inicialmente esperado, lo que abre un amplio abanico de nuevas aplicaciones
médicas e industriales. No obstante, existe una gran diversidad en las propiedades
biologicas de distintas cepas por lo que se requiere mejorar los procesos de seleccion
y realizar una caracterizacion individualizada de las mismas. Ademas, existe todavia
un conocimiento limitado de los mecanismos de accion de éstas, de los compuestos
bioactivos que pueden sintetizar y de su posible funcion fisioldgica y aplicacion
tecnoldgica. Por todo ello, son necesarias un mayor niimero de investigaciones con
el fin de asociar determinadas propiedades a cepas concretas y profundizar mas en el
conocimiento de estas bacterias y analizar su potencial uso para desarrollo de nuevos

probiodticos y bioprotectores en clinica y en tecnologia de los alimentos.
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CONCLUSIONES.

v" Todos los productos lacteos analizados cumplen la normativa legal vigente. La
cantidad de bifidobacterias es muy variable y algunos de los productos podrian
ver limitado el efecto probidtico en cuanto a bifidobacterias, ya que poseen
numeros menores que los recomendados por Codex Alimentarius y por la FAO-

OMS. Los estreptococos predominan en todos los productos.

v El uso de sondas especificas de género mediante la técnica FISH permitio
identificar todos microorganismos (lactobacilos, bifidobacterias y estreptococos)

presentes en los productos lacteos.

v" Todas las bacterias aisladas de productos lacteos fueron identificadas a nivel de
género, especie y cepas mediante las técnicas PCR especifica, multiplex PCR,
digestion con enzimas de restriccion del gen 16S del rRNA y RAPDs. Se
observé que a pesar de pertenecer a la misma especie, las bacterias originarias de

cada casa comercial presentan diferencias a nivel de cepa.

v La técnica molecular de RAPDs resulta adecuada para la identificacion y
diferenciacion de las distintas bacterias acidolacticas, estd técnica permite
diferenciar claramente éstos géneros. Las cepas de bifidobacterias y lactobacilos

son las que presentan mayor homogeneidad.

v Mediante la restriccion del gen del 16S con la enzima Mwol se diferencian los
tres géneros (lactobacilos, bifidobacterias y estreptococos) sin necesidad de

identificacion cultural, morfologica y bioquimica.

v' Todas las bifidobacterias analizadas pertenecen a la especie B.animalis/B.lactis,
aunque el 20% de las cepas son diferentes. La combinacion de las técnicas de
multiplex PCR, RAPDs y ARDRA es la herramienta mas adecuada para la

identificacion de las bifidobacterias.
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La viabilidad (lactobacilos, bifidobacterias y estreptococos) durante el
almacenamiento en refrigeracion disminuyeron paulatinamente se mantiene entre
un 50-60% vy a partir de la fecha de caducidad se reduce drasticamente evaluada
con tincion con fluorocromos y técnicas culturales. Los productos de pH mas

acido presentaron una disminucion mas acusada.

La supervivencia in vitro de las bifidobacterias comerciales a través del transito
gastrointestinal evaluada con las técnicas de LIVE/DEAD BacLight y recuentos
en placa, han demostrado que las bifidobacterias son mas sensibles al jugo
gastrico que al intestinal, observandose perdidas de viabilidad entre el 90-40%
dependiendo de la cepa. La supervivencia a los jugos gastrointestinales es

dependiente de cada cepa.

En el estudio in vivo, la técnica FISH y la técnica ARDRA permite diferenciar y
monitorizar las bifidobacterias enddgenas de cada individuo y las exdgenas
contenidas en la leche fermentada ingerida. Se observa un incremento en la
poblacion bifidobacteriana total tras el consumo de B.animalis/lactis para todos
los individuos, esto indica que esta cepa sobrevive al transito gastrointestinal. Se
detecta un descenso en los niveles de bifidobacterias tras cesar el consumo,

llegando a no detectar la cepa ingerida tras 4 semanas de no ingesta.

El procedimiento de aislamiento de bifidobacterias acido resistentes de muestras
fecales humanas es efectivo y ademas, las cepas presentan resistencias a otras
condiciones tales como elevadas concentraciones de sales biliares y NaCl. Parece
que la resistencia al acido puede inducir una resistencia cruzada a otras

condiciones.

Las cepas de bifidobacterias acido resistentes aisladas producen compuestos
antimicrobianos frente a un amplio espectro de inhibicidn, siendo activos frente a

bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y frente a levaduras.




Conclusiones

v" Los compuestos antimicrobianos secretados son termoestables y de naturaleza
protéica que no requiere para su actividad bioldgica componentes glucidicos ni

lipidicos.

v' Todas las cepas del género Bifidobacterium inhiben la adhesion de patogenos y
desplazan a bacterias patdgenas pre-adheridas, este desplazamiento es
dependiente de cada cepa y de cada patdogeno. No se han encontrado relaciones

directas entre la adhesion y el desplazamiento de patogenos.

v En la adhesion participan compuestos proteicos, carbohidratos de la superficie

celular y algunos factores lipidicos, constituyendo un proceso multi-factorial.
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ANEXO 1

MEDIOS DE CULTIVO

Composicion de los medios de cultivo referida a un litro de agua destilada.

MRS

M-17

BFM

Peptona

Extracto de carne
Extracto de levadura
Glucosa

Acetato sodico
Citrato triamonico
Sulfato magnésico
Sulfato manganoso
Polisorbato 80
Agar

pH

Glicerofosfato sddico
Peptona de soja
Extracto de carne
Lactosa

Triptona

Peptona de carne
Extracto de levadura
Acido ascérbico
Sulfato magnésico
Agar

pH

Extracto de levadura
Cloruro sodico
Peptona
Lactulosa
Cloruro de litio
Extracto de carne
Acido propionico
Triptona
Almidén
Cisteina

Tiamina
Riboflavina
Azul de metileno
Agar

pH

Anexos
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Todos los componentes excepto el acido propidnico, se disuelven en agua destilada y
son esterilizados en el autoclave a 121°C durante 20 minutos. Posteriormente se deja
atemperar el medio hasta 55°C aproximadamente, momento en que se aflade el acido

propionico y se ajusta el pH con hidroxido s6dico 10 M hasta pH igual a 5,5.

TPY
Triptona 10g
Peptona de soja 5¢
Dextrosa I5¢g
Extracto levadura 25¢g
Cisteina 05¢g
Fosfato dipotasico 2g
Cloruro de magnesio 05¢g
Cloruro calcico 0.15¢g
Cloruro férrico 0.01g
Sulfato de zinc 025¢g
Polisorbato 80 1 ml
Agar 18 ¢g
pH 6.5

Para conseguir que el medio sea mas selectivo y emplearlo como medio de aislamiento,

Samona y Robinson (1991) propusieron la adiciéon de mezclas inhibidoras como:

Cloruro de litio 3g
Sulfato de neomicina 0.1g
Acido nalidixico 15 mg

Anadidas al medio en forma de solucion (esterilizada por filtracion) después de

esterilizar en el autoclave el medio a 121°C durante 15 minutos.

LS Differential
Tritona 10g
Peptona de soja 5¢
Extracto de levadura 5¢g
Extracto de carne 5g
Dextrosa 20g
Cloruro sodico 5¢g
Cisteina 03¢g
Agar 18 g
pH 6.7

En frasco a parte, y se afiade una vez atemperado el medio:

Leche descremada 10g
Solucioén estéril de TTC al 1% 10 ml
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Caldo glicerinado 20%

BSM

Polvo “Lab-Lemco”
Peptona

Cloruro sodico
Glicerol

Triptona

Peptona de soja
Dextrosa

Extracto levadura
Cisteina

Fosfato dipotasico
Cloruro de magnesio
Cloruro calcico
Cloruro férrico
Sulfato de zinc
Polisorbato 80
Agar

pH

10g
10g

2¢g

10 g

15¢g
25¢g
05¢g

05¢g
0.15¢g
001g
025¢g
1 ml
18 ¢
6.5

Anexos
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Anexos

ANEXO II

1. Soluciones, reactivos v material de identificacion para PCR

o Solucion CTAB / NaCl
CTAB (Bromuro de hexadecil-amonio).10% en NaCl 0.7M

e Proteinasa K

20 mg /ml de agua estéril e incubar a 37°C durante 1 hora aproximadamente.

e Cloroformo/ alcohol isoamilico

Solucién de proporcion 24:1(v/v) de cloroformo y alcohol isoamilico.

e Fenol/ cloroformo/ alcohol isoamilico

Solucion de proporcion 25:24:1 (v/v/v) de fenol, cloroformo y alcohol isoamilico.

e Lisozima: (Sigma)

Concentracion 50 mg/ml, introducir en un bafio a 37°C durante 10 min antes de su uso.

e Espermidina

Solucion de espermidina (SIGMA) 0.1M en TRIS-HCI1 0.1M, pH 7.

e Tampén TE
Tris-HC1 10mM, EDTA 1mM

e Solucion RNAsa

RNAsa A (Boehringer) 5 mg
NaCl IM 15 ml
Tris 1M (pH 8.3) 6 ml
EDTA 0.5M 1.5ml
Agua MilliQ 77 ml

Calentar a 100°C durante 5 min para inactivar las DNAsas y enfriar. Conservar a —20°C.

e Tampén TAE 1X

Tris-CHI 0.04M
EDTA 2 mM
Acido acético glacial 0.02M
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e Tampoén de carga

Azul bromofenol 1%
Ficoll

EDTA 0.5M

Agua MilliQ

e Gel de Agarosa

Agarosa SEAKEM LE (FMC Products) 1% y Agarosa NuSieve 3%

2.5ml
25¢
1 ml
4 ml

Solucién de bromuro de etidio 10 mg/ml (IBERLABO)

Anexos

Pesar la agarosa y transferir a un matraz, afiadir el tampon TAE 1X, calentar hasta que

rompa a hervir, agitar y atemperar hasta 50°C. Afadir una o dos gotas de solucion de

bromuro de etidio y verter en el molde.

e Marcadores de pesos moleculares
100pb DNA Ladder (IBERLABO)
Marcador L-101

Tampén TE
Tampon de carga

2. Soluciones vy reactivos para la deteccion por FISH

e PBS3X

NaCl
NaH2PO4
Na,HPO,
Agua destilada
pH

50l
750ul
200ul

228¢g
3g
2.88¢g
11

7.5

Disolver los fosfatos y el cloruro sodico por separado. Autoclavar a 115°C, 20min.

e Paraformaldehido (Panreac)

v’ Calentar 30 ml de agua destilada a 60°C.

v' Afadir 2 g de PFA al agua precalentada y agitar. Se adicionan unas gotas de NaOH 5M

para disolver el polvo.

v' Completar hasta 50 ml con PBS 3X. Ajustar el pH hasta 7.5. Eliminar los posibles

cristales mediante filtracion.

v" Guardar a 4°C durante un maximo de 48 h, o0 a —20°C varias semanas.
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e Solucion de gelatina

Gelatina bacterioldgica (Cultimed 170-180)

CrK(SO,), (Sigma C-5925)

Calentar previamente 40 ml de agua destilada en agitacion, afadir 50 mg de gelatina y 5

0.1%
0.01%

mg de sal de cromato. Una vez disuelta dejar atemperar a 45°C.

e Portaobjetos cubiertos con teflon (Marienfeld 9782100)

v Lavar los portaobjetos con desengrasante, enjuagar con agua destilada y secar al aire.

v Sumergir los portaobjetos en gelatina al 0.1% y dejar escurrir.

v" Secar al aire.

e Solucion de hibridacion

% de Formamida

Reactivo 10% | 20% | 25% | 30% | 35% | 40% | 45%
ul
NaCl 5M 360 360 360 360 360 360 360
HCI-Tris 1M 40 40 40 40 40 40 40
Formamida 200 400 500 600 700 800 900
H,0 MiliQ 1398 | 1198 | 1098 998 898 798 698
SDS 10% 2 2 2 2 2 2 2
Volumen final 2000 | 2000 | 2000 [ 2000 | 2000 | 2000 [ 2000

Mezclar todos los componentes y afadir en ultimo lugar el SDS 10%. Completar hasta 2 ml

y agitar.

e Solucion de lavado

% de Formamida

Reactivo 10% | 20% | 25% | 30% | 35% | 40% | 45%
pl

NaCl 5M 4500 | 2150 | 1490 | 1020 700 460 300

EDTA 0,5M* - 500 500 500 500 500 500

HCI-Tris 1M 1000 [ 1000 | 1000 | 1000 [ 1000 [ 1000 | 1000

SDS 10% 50 50 50 50 50 50 50
ml

H,0 MiliQ 4445 | 463 | 4794 | 4743 | 47,75 | 47,06 | 48,15

Volumen final 50 50 50 50 50 50 50

* Solo se afiade en caso de que el tampdn de hibridacion contenga un 20% de formamida o mas.
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ANEXO IIT

Abreviaturas empleadas

ul Microlitro

uM Micromolar

DNA Acido desoxirribonucleico

AFLP Polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados
(Amplified Fragments Lenght Polymorphims)

ARDRA Digestion con enzimas de restriccion
(Amplified ribosomal DNA restriction analysis)

ARNr Acido ribonucleico ribosémico

ASC Horse Blood Agar

ASO Sheep Blood Agar

ATCC American Type Culture Collection

BAL Bacterias acido lacticas

BFM Bifidobacterium medio de cultivo

BH Brain Hearth agar (Oxoid, Basingstoke, UK)

BSM Bifidobacterium specific media

CTAB Bromuro de cetil-trimetil-amonio

DNA Acido desoxiribonucleico

DNTPs Desoxinucleotidos trifosfato

EDTA Acido etilendiaminotetracético

FA Formamida

FISH Hibridacion in situ con sondas fluorescentes (Fluorescent in situ hybridization)

FLUOS 5(6)-carboxy-fluorescein-N-hidroxisuccinimida éster

HH Tampon HEPES-Hanks

HEPES N-2-hidroxietilpiperazine-N-2-acido etanosulfonico

IATA Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos, Valencia, Spain.

Kb Kilobases (1000 pb)

kDa Kilodaltons

M Molar

ME Agar Extracto de Malta

mM Milimolar

M Molar

MRS Man Rogosa y Sharp medio de cultivo

MRSC MRS con 0.05 g/1 cisteina

NCTC National Collection of Type Cultures, England

ng Nanogramo

pb Pares de bases

PBS Tampon salino fosfato

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
(Polymerase Chain Reaction)

PFA Paraformaldehido

PI loduro de propidio

RAPDs Amplificacion aleatoria con iniciadores inespecificos
(Randomly Amplified Polymorphic DNA)

RCM Reinforced Clostridial media (Oxoid, Basingstoke, UK)

RFLP Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion
(Restriction Fragment Lenght Poyimorphims)

RNA Acido ribonucleico

rRNA Acido ribonucleico ribosémico
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rpm
SCNs
SDS
STAA
SYTO9
TAE

TE

TPY
TPY
TRICT
UFC
UPGMA
UPV

uv
YPD
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Revoluciones por minuto

Sobrenadantes Neutralizados libres de células

Dodecil sulfato sodico

Streptomycin sulphate thallium acetate cycloheximide (actidione) agar
Syto 9

Tris-acético-EDTA

Tris-EDTA

Triptona, peptona y extracto de levadura

Tryptone Peptone Yeast Extract agar (Oxoid, Basingstoke, UK)
tetrametilrodamina-5-isotiocianato

Unidades formadoras de colonia

Underweighted-pair group method with average linkage
Universidad Politecnica de Valencia

Unidad

Ultravioleta

Yeast Extract Peptone Dextrose agar
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ANEXO IV

DIRECCIONES DE INTERES EN INTERNET

1.1 Centros de Biologia Molecular

Portal

Direccion

1. National Center for Biotechnology
Information (USA)

2. European Molecular Biology Laboratory (Europe)

1.2 Bancos de secuencias de nucledtidos

Portal

www.ncbi.nlm.nih.gov/

www.embl.org/

Direccion

1. GenBank

2. EMBL (European Molecular Biology Laboratory)

1.3. Herramientas de analisis

Portal

www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/

www.embl-heidelberg.de/

Direccion

1. BLAST

2. WEB CUTTER

1.4. Buscadores de publicaciones periodicas

Portal

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/

Direccion

1. Science Direct

2. Buscador investigacion genomica
3. BioMedNet Journal Collection

4. Journal search

5. Biblioteca UPV

6. Ingenta

www.sciencedirect.com/

www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed

http://journals.bmn.com/journals

www.blackwell-science.com/

WWWw.upv.es/revistas/

www.ingenta.com
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