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RESUMEN

El sorbitol es un poliol natural que se utiliza ampliamente en la industria de
alimentos, como edulcorante en productos bajos en calorias, estabilizante,
espesante y humectante. Este azucar alcohol es utilizado por algunas especies del
género Lactobacillus y como fuente de carbono por bifidobacterias indigenas del
intestino humano. Por esta razoén, algunos autores han concluido que el sorbitol
podria ser un prebiético. Sin embargo, existen pocos datos experimentales acerca
de su potencial efecto prebiético. En este trabajo se han analizado los efectos in
vivo del sorbitol sobre la microbiota del ciego, colon y heces de ratas y se han

comparado con un reconocido prebiético como son los fructooligosacéaridos (FOS).

Se analizé la microbiota intestinal por métodos culturales tradicionales, asi
como mediante técnicas moleculares tales como PCR seguida de electroforesis en
gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) y PCR cuantitativa a tiempo real
(QPCR). Los resultados mostraron que el consumo de sorbitol y FOS modifico
cualitativa y cuantitativamente la microbiota intestinal de manera similar. El sorbitol
aumento y favorecio, respectivamente, la permanencia de Lactobacillus reuteri y
Lactobacillus sp. AD102 en el tracto gastrointestinal de las ratas. El analisis de las
concentraciones de acidos organicos en el contenido intestinal demostré que la
ingestion de sorbitol aumenta los niveles de butirato en el ciego y en el colon. Por
lo tanto, el sorbitol tiene la capacidad de modificar en nuestro modelo animal la
actividad de la microbiota intestinal, de tal manera, que podria contribuir al

mantenimiento de una mucosa intestinal sana.

Se han aislado cinco especies de Lactobacillus del contenido intestinal de
ratas. La secuenciacién del gen que codifica para el 16S rRNA y su posterior
analisis filogenético, junto con organismos de referencia, han permitido identificar
esas especies como Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus intestinalis,

Lactobacillus reuteri, Lactobacillus murinus y Lactobacillus sp. AD102. Esta ultima



no ha podido ser asignada a ninguna especie descrita, por lo que se llevo a cabo
su clasificacion taxonémica y ha sido propuesta como una nueva especie
denominada Lactobacillus iatae sp. nov. Un analisis de Hibridacién Genémica
Comparada (HGC) mediante la técnica de “Microarrays”, revela que L. iatae
sp.nov. y L. johnsonii NCC533 tienen en comun un mayor nimero de secuencias
de genes conservadas que las encontradas entre L. gasseri DSMZ20243" (BL277)
y L. johnsonii NCC533 (BL298), lo que sugiere una posicion filogenética intermedia

para L. iatae sp. nov.



ABSTRACT

The sorbitol is a naturally occurring polyol, is widely used in the food industry
as a sweetener in low calorie foods, humectant and texturizing agent. This sugar
alcohol is used by some species of Lactobacillus and as carbon source by human
intestinal bifidobacterias. For this reason, some authors have concluded that
sorbitol could be a prebiotic. However, there are few experimental data concerning
its potential as prebiotic. In this work, the in vivo effect of sorbitol has been
analysed on cecal, colonic and fecal microbiota, using rats as an animal model,
and its effect was compared to that of a well known prebiotic such as fructo-

oligosaccharides (FOS).

Intestinal microbiota was studied by classic cultural methods and updated
molecular techniques, such as PCR followed by denaturing gradient gel
electrophoresis (DGGE) and quantitatively by real-time PCR (qPCR). Results
showed that the consumption of sorbitol modified intestinal microbiota in a similar
way to FOS, both qualitatively and quantitatively. Sorbitol increased and favored,
respectively, the permanence of Lactobacillus reuteri and Lactobacillus sp. AD 102
in the gastrointestinal tract of the rats. Analysis of organic acid concentrations in
the intestinal content showed that sorbitol intake significantly increased colonic and
cecal butyrate levels. Therefore in our animal model, sorbitol has the ability of
modifying the gut microbiota activity, possibly contributing to maintain a healthy

colonic mucosa.

Five Lactobacillus species have been isolated from the intestinal content of rats.
Partial 16S rRNA gene sequencing and subsequent phylogenetic analysis led to
the identification of Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus intestinalis, Lactobacillus
reuteri, Lactobacillus murinus and Lactobacillus sp. AD102. This strain could not be
clearly assigned to any known species. A careful taxonomical identification was

carried out and has been proposed as a new species named of Lactobacillus iatae



sp. nov. Microarray Genomic Comparative Hybridization (HGC) analysis showed
that there are a greater number of conserved gene sequences between L. iatae sp.
nov and L. johnsonii NCC533, than between L. gasseri DSMZ20243" and
L. johnsonii NCC533, suggesting an intermediate phylogenetic position for L. iatae

Sp. Nov.



RESUM

El sorbitol és un poliol natural que s’utilitza ampliament en I'industria d aliments
com edulcorant en porductes baixos en calories, estabilitzant, espessant i
humectant.Aquest sucre alcohol és utilitzat per algunes espécies del génere
Lactobacillus i com a font de carboni per bifidobactéries indigenes del intesti
huma.Per aquesta rad,alguns autors han concldés que el sorbitol podria ser un
prebidtic.En aquest treball s’han analitzat els efectes in vivo del sorbitol sobre la
microbiota del cec, colon i excrements de rates i s’han comparat amb un

reconegut prebiotic com son els fructooligosacarids(FOS).

S’analitza la microbiota intestinal per métodes culturals tradicionals aixi com també
mitjangant técniques moleculars, tals com PCR seguida d’electroforesi en gel amb
gradient desnaturalitzant (DGGE) i PCR quantitativa a temps real (QPCR).Els
resultats mostraren que el consum de sorbitol y FOS modifica qualitativa i
quantitativament la microbiota intestinal de manera similar.El sorbitol aumenta y va
afavorir, respectivament, la permanencia de Lactobacillus reuteri i Lactobacillus
sp.AD102 en el tracte gastrointestinal de les rates.L analisi de les concentracions
d’acids organics en el contingut intestinal demostra que I'ingesti6 de sorbitol
aumenta els nivells de butirat en el cec i en el cdlon.Per tant, el sorbitol té la
capacitat de modificar, en el nostre model animal, |'activitat de la microbiota
intestinal de tal manera que podria contribuir al manteniment de la mucosa

intestinal sana.

S’han aillat cinc espécies de Lactobacillus del contingut intestinal de les rates.La
sequienciacié del gen que codifica per al 16S rRNA i el seu posterior analisi
filogenétic,junt amb organismes de referencia, han premeés identificar eixes
especies com Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus intestinalis, Lactobacillus
reuteri, Lactobacillus murinus i Lactobacillus sp.AD102.Aquesta darrera no ha

pogut ser asignada a cap espécie descrita, pel que es va dur a terme la seua



calssificacio taxononica i ha sigut proposada com a una nova espécie denominada
Lactobacillus iatae sp. nov. Un analisi d"Hibridaci6 Gendmica Comparada (HGC)
mitjangant la técnica de “Microarrays” revela que Lactobacillus iatae sp. nov. i L.
johnsonii NCC533 tenen en comu un major nombre de sequéncies de gens
conservades que les trobades entre BL277 L.gasseri DSMZ20243" i BL298 L.
johnsonii NCC533, el que sugereix una posicié filogenética intermitja per a

Lactobacillus iatae sp. nov.
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1. AZUCARES ALCOHOL

1.1. Generalidades

Los azucares alcohol o polioles estan presentes en la naturaleza en frutas y
vegetales. Son producidos también industrialmente por hidrogenacién catalitica de
azucares, reconociéndose quimicamente ftres categorias: (i) alcoholes de
monosacaridos como el sorbitol, manitol y xilitol; (ii) alcoholes de disacaridos como
el maltitol, lactitol e isomaltosa; (iii) alcoholes de oligosacaridos como el maltotriol.
Estos polioles poseen baja digestibilidad y proveen el 60% de calorias por gramo
en relacion con la sacarosa, conservando su poder edulcorante (Zumbé et al.,
2001). Debido a esta propiedad, se utilizan ampliamente en la industria
alimentaria, principalmente en la elaboracion de alimentos dietéticos y para
diabéticos. Los polioles son utilizados también como emulgentes, estabilizadores,
espesantes, antioxidantes, antiapelmazantes, humectantes y crioprotectores. La

industria farmacéutica y cosmética utiliza igualmente gran cantidad de polioles.

Cada dia son mas los estudios que revelan los potenciales usos y ventajas
fisiolégicas de los polioles: minimo aumento de los niveles de glucosa e insulina en
sangre, modificacion de la lipidemia disminuyendo el riesgo de enfermedad
coronaria, baja acidificacion oral ayudando a la prevencion de la caries dental,
bajo valor energético, sensacién de saciedad, generacion de butirato y
acidificacion del colon entre otras (Livesey, 2001). Se ha comprobado que el
consumo continuo de xilitol reduce de manera importante el riesgo de caries dental
(Hujoel et al.,, 1999), y que previene la otitis media aguda en nifios que lo
consumen incorporado en goma de mascar, al inhibir el crecimiento y la
adherencia en la mucosa nasofaringea del Neumococo y de Haemophilus
influenzae (Uhari et al., 1996;Uhari et al., 1998). En ratas alimentadas con xilitol y
sorbitol se ha observado un aumento significativo de calcio en los huesos
(Knuuttila et al., 1989). Se ha demostrado también, la actividad antioxidante en

alimentos de algunos polioles como el sorbitol y manitol, cuando son incorporados
1



por ejemplo en una emulsion de aceite de pescado (Faraji and Lindsay, 2004).

1.2. El sorbitol.

Formula quimica: Cg Hq4 Og
Peso molecular: 182,17 g
Densidad: 0,68 g/cm®
Temperatura de fusion: 95°C
Punto de ebullicion: 296°C

El sorbitol, clasificado como azucar alcohol hexahidrico (hexitol), fue aislado
por primera vez a finales de los afios sesenta de las bayas del fresno silvestre y se
encuentra frecuentemente en muchos frutos como peras y ciruelas. En la
actualidad se produce industrialmente mediante la hidrogenacion catalitica de
soluciones de D-glucosa, en una reaccién exotérmica que se realiza a alta presion
y temperatura. La produccion mundial de sorbitol esta estimada en 500,000
toneladas al afio, con un mercado en continuo crecimiento (Silveira and Jonas,
2002). La estructura quimica del sorbitol y su naturaleza polialcohdlica le otorgan
excelentes propiedades: gran estabilidad térmica y quimica (no se pardea hasta
temperaturas superiores a 180°C, es resistente a acidos y alcalis y no experimenta
reacciones de Maillard), humectancia, plasticidad, disminucién de la actividad de
agua, estabilidad al calor y al pH, efecto antioxidante (al formar complejos con
iones metalicos), es 20 veces mas soluble que el manitol y es toxicolégicamente
inocuo. Ademas, tiene un valor caldrico de 2,4 Kcal/g (valor adoptado por las
directrices de la Unién Europea para todos los polioles) en relacion a 4 Kcal/g de la
sacarosa y otros azucares utilizados en alimentaciéon, con un similar poder

edulcorante (Zumbe et al., 2001). Las propiedades mencionadas llevan a que el



sorbitol sea ampliamente utilizado en la industria alimentaria, cosmética y

farmacéutica.

El sorbitol, después de ser ingerido, se absorbe en parte en el intestino
delgado y el resto llega al intestino grueso. La tasa de absorcién por transporte
pasivo en el intestino delgado depende del tiempo de retencion y de la ocupacion
gastrointestinal. El sorbitol absorbido es metabolizado por un proceso insulino
independiente, convirtiéndose en fructosa antes de entrar a la glucdlisis, por lo
tanto no induce un incremento de los niveles de glucosa en sangre. Otra ventaja
del consumo de sorbitol es que no es fermentado por los microorganismos de la
boca, por lo que no se convierte en acidos que causan la desmineralizacién de los
dientes y la caries dental. Posee ademas valor terapéutico como laxante, ésta
caracteristica, sin embargo, puede ser considerada como un problema y no como
un beneficio en determinados grupos de poblacion, sobre todo a dosis muy altas,
puede causar diarrea en humanos y animales debido a retencion osmética, tanto
en el intestino delgado como en el colon. La dosis maxima recomendada de
ingesta de sorbitol es de 0,17 y 0,24 g/Kg peso en mujeres y hombres,
respectivamente. El sorbitol que no es absorbido en el intestino delgado y alcanza
el intestino grueso es fermentado por la microbiota colénica, produciendo
hidrégeno, didxido de carbono y acidos grasos de cadena corta (Ellwood, 1995).
Se ha descrito que este poliol es utilizado por especies de los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium, siendo una fuente de carbono de facil asimilacion
para bifidobacterias indigenas del intestino humano (Gémez Zavaglia et al.,
1998;Rhodes and Kator, 1999a;Yebra and Pérez-Martinez, 2002). Es por ello que
se ha generalizado la idea de que este azucar alcohol puede ser tratado como
prebidtico, sin embargo, existen pocos experimentos que demuestren su potencial
in vivo. En rumen cultivado y enriquecido con sorbitol, se observé un
desplazamiento por exclusién competitiva de nutrientes de Escherichia coli
0157:H7 (de Vaux et al., 2002). La concentracién de colesterol total en suero,
decrecid, en ratas alimentadas con una dieta que contenia azucares alcohol

incluido el sorbitol (Islam et al., 2004).



2. ALIMENTOS FUNCIONALES.

Tradicionalmente se ha pensado que una alimentacién sana se refleja en un
cuerpo saludable, razon por la cual, desde tiempos inmemoriales el hombre
siempre ha tratado de consumir alimentos que por su variedad y calidad nutricional
le permitan un adecuado desarrollo fisico y mental. En las ultimas décadas y
gracias a los avances cientificos, ha sido posible establecer con mayor claridad,
que las interacciones entre alimento y consumidor se desarrollan en un entorno
complejo, en el que la microbiota bacteriana juega un papel fundamental. A finales
de la década de los 80 en Japdén se introduce por primera vez el termino
“alimentos funcionales”, considerados como aquellos que, ademas de hacer un
aporte nutricional, ejercen efectos beneficiosos sobre una o mas funciones del
organismo, fomentando la salud y/o reduciendo el riesgo de enfermedad. Son
muchas las expectativas que a nivel mundial se generan alrededor del tema de los
alimentos funcionales, no solo por su impacto en los habitos de nutricion y
consumo, si no por que involucra areas tan importantes como la salud, la
economia, la investigacioén cientifica, la legislacion, y el comercio y desarrollo de
mercados entre otras. El creciente interés en el tema de los alimentos funcionales,
justifica que las autoridades de los diferentes paises, establezcan politicas
regulatorias en relacién a los alimentos funcionales y las respectivas alegaciones
en salud. En 1991 se establece en Japon el concepto de alimentos para uso
especifico en la salud “FOSHU” (Foods for Specified Health Use), los alimentos
que se incluyen dentro de la categoria FOSHU deben estar autorizados por el
ministerio de salud, previa presentacién de la evidencia cientifica de que su
consumo dentro de una dieta normal, genera beneficios para la salud (Saito,
2007). En los Estados Unidos de América la Administracién para Alimentos y
Medicamentos (FDA), permite desde 1993 alegaciones de salud en ciertos
alimentos, siempre que existan evidencias cientificas suficientes que las respalden
y que estén autorizadas por organismos cientificos federales como los Institutos
Nacionales de Salud, o los Centros para la Prevencion y Control de Enfermedades
(Ross, 2000).



En la Unién Europea durante la década de los 90, se desarrolla un importante
numero de proyectos de investigacion en el area de alimentos y nutricion, temas
como fibras alimentarias, probidticos, prebidticos y mas recientemente
antioxidantes, vitaminas, y fitoestrogenos, han sido estudiados para valorar el
impacto de su consumo habitual en la salud (Verschuren, 2002). Partiendo de
estos primeros pasos, la Union Europea financié una accién concertada para la
investigacion sobre alimentos funcionales en Europa FUFOSE (Functional Food
Science in Europe), conformada por investigadores en areas relacionadas con
nutricién y salud bajo la coordinacion del ILSI (International Life Sciences Institute).
En el afno 1999 esta comisién de la Union Europea adopta la siguiente definicion
para hacer referencia a los alimentos funcionales: Un alimento puede ser
considerado como “funcional” si se ha demostrado claramente que posee un
efecto beneficioso sobre una o varias funciones especificas en el organismo, mas
alla de los efectos nutricionales habituales, siendo esto relevante para la mejora
de la salud y el bienestar y/o reduccion del riesgo de enfermedad (Scientific
Concepts of Functional Foods in Europe Consensus Document. British Journal of
Nutrition (1999), 81,S1-S27). Un alimento o componente alimenticio funcional
puede ser un macronutriente con un efecto fisiolégico especifico o un
micronutriente, pero también puede ser un componente alimenticio que, aunque
no tenga un alto valor nutritivo o no sea esencial, su consumo logre la modulacién
de alguna funcién en el organismo que reduzca el riesgo de enfermedad. Como es
el caso de los acidos grasos Q3, la fibra y algunos microorganismos viables
(Roberfroid, 2000). Se considera funcional un alimento en su estado natural, o un
alimento al cual se han adicionado, eliminado o modificado uno o mas de sus
componentes (Roberfroid, 2002). La Comision Europea regula la comercializacion
y el consumo de los alimentos funcionales, mediante el Reglamento (CE) N°
1924/2006, relativo a las declaraciones nutricionales y propiedades saludables en
los alimentos. Debe quedar demostrado la cantidad de alimento y las pautas de
consumo requeridos para obtener el efecto declarado y solamente se autoriza el
uso de declaraciones nutricionales y de propiedades saludables, si se cumplen las
siguientes condiciones respecto al componente funcional: (i) se ha demostrado

cientificamente el efecto beneficioso; (ii) esta en el producto final en cantidad
5



suficiente y en una forma asimilable por el organismo; (iii) la cantidad que
razonablemente cabe esperar que se consuma proporciona una cantidad
significativa de la sustancia activa; y (iv) el consumidor medio comprende los

efectos beneficiosos que se expresan en la declaracion.

2.1. Los probidticos.

Desde Persia y Roma, pasando por investigadores como Metchnikoff, Tissier,
Kopeloff y hasta la época actual, se tiene el conocimiento de que los
microorganismos vivos ingeridos al consumir yogur, producen efectos beneficiosos
para la salud. El término probiotico fue usado por primera vez en los afios sesenta
y después de varias evoluciones se puede definir como: “un microorganismo vivo
que cuando se administra en la cantidad adecuada, confiere un beneficio en la
salud del huésped” (Reid et al., 2003). La definicion de probidtico es aplicable a
diferentes microorganismos independientemente de la forma de administracion y el
sitio de accion, incluyendo la cavidad oral, el intestino, la vagina y la piel
(Schrezenmeir and de Vrese, 2001). Existe evidencia de que la administracion de
probidticos puede ser efectiva en el tratamiento de infeccién diarreica aguda en
nifos y en la prevencion de diarreas asociadas a infecciones nosocomiales y
terapia con antibioticos (Gill and Guarner, 2004;Vanderhoof, 2001). EI consumo de
probidticos tiene un efecto favorable en el tratamiento y reduccion de riesgos
derivados de la infecciéon por Helicobacter pylori, agente causante de gastritis
cronica y relacionado estrechamente con cancer gastrico (Hamilton-Miller,
2003;Lesbros-Pantoflickova et al., 2007). Ciertas cepas probidticas son capaces
de estimular la funcion inmune, aumentando la produccion de Inmunoglobulina A
intestinal o mediante el control del balance proinflamatorio y antiinflamatorio de las
citoquinas. La especificidad en la immunomodulacién de los probiéticos, podria
permitir su uso en diferentes aplicaciones clinicas, como el tratamiento de
enfermedades inflamatorias intestinales y la dermatitis atopica entre otras (Isolauri
et al., 2001;0'Sullivan et al., 2005). Ciertas especies de lactobacilos, se relacionan

con la prevencion de enfermedad coronaria, debido a que su consumo genera la
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disminucién en los niveles séricos de colesterol por diferentes mecanismos, como
la produccion de HSB y la incorporacion de colesterol a la membrana celular
(Pereira et al., 2003;Taranto et al., 2000;Zhao and Yang, 2005).

Algunos investigadores consideran que existen ciertas caracteristicas que
necesariamente debe poseer una bacteria con potencial como probiético, como
son: resistencia a la acidez gastrica y a la toxicidad de la bilis, capacidad de
adherirse al epitelio intestinal y colonizarlo, producir sustancias antimicrobianas y
la modulacion del sistema inmune (Dunne et al., 2001). Actualmente se dispone de
la secuencia completa del genoma de algunas cepas probidticas, lo que ha
facilitado el estudio de su actividad metabdlica, sistemas de transporte, respuesta
al estrés, produccién de proteinas de superficie, bacteriocinas y otros agentes
antimicrobianos, esto ha permitido el entendimiento de los mecanismos de su
actividad probiética respecto a la inhibicién de patégenos y la modulacién del
sistema inmune (Rastall et al., 2005). Existen dos maneras de aumentar el nimero
de bacterias beneficiosas para el huésped en el intestino, la primera es la
administracion oral de microorganismos vivos probioticos y puesto que estos
microorganismos normalmente son indigenas de la microbiota del intestino, una
segunda estrategia para aumentar su numero, es administrarles a aquellos ya
presentes en el intestino, una fuente selectiva de carbono y energia (prebioticos)
que les dé una ventaja competitiva respecto a las otras bacterias del colon.

2.2. Los prebidticos.

Prebidtico es un ingrediente alimenticio no digerible, que tiene el potencial de
mejorar la salud del huésped, por estimular selectivamente el crecimiento y/o
actividad de una o un numero limitado de bacterias en el colon (Gibson et al.,
2004). La inulina y los fructooligosacaridos (FOS) han sido los prebiéticos mas
estudiados, por su gran resistencia a ser digeridos por los &cidos gastricos y
enzimas pancreaticas, llegando al colon para ser fermentados por las bacterias

intestinales. Estos prebidticos afectan significativamente la composicion de la
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microbiota intestinal, reducen la incidencia de infecciones gastrointestinales,
respiratorias y de la dermatitis atdpica, tienen ademas un reconocido efecto
bifidogénico (Aumento de la poblacion de bifidobacterias en el colon) (Arslanoglu
et al., 2007;Guarner, 2007;Kolida and Gibson, 2007;Veereman, 2007). Sin
embargo, existe otra gran variedad de candidatos tales como algunos almidones
no digeribles, polisacaridos no almidones y azucares alcoholes, capaces de
modificar beneficiosamente la microbiota del colon (Cummings et al., 2001;Wong
and Jenkins, 2007). Las dianas convencionales para los prebidticos son especies

que pertenecen a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium (Rastall et al., 2005).

Los cambios cualitativos y/o cuantitativos de las especies bacterianas o de
los sustratos disponibles en el ecosistema intestinal que se derivan del consumo
de prebidticos, generan a su vez cambios en la produccién final de metabolitos en
el intestino. Los acidos organicos son el principal producto final de las reacciones
de fermentacion en el colon; acetato, propionato y butirato se producen en
mayores proporciones que lactato, succinato, valerato y malato entre otros. El
acetato y el propionato son adsorbidos y llegan al higado a través de la vena
porta. El acetato en el hepatocito se incorpora al proceso de lipogénesis y
colesterogénesis, mientras que el propionato actua como inhibidor competitivo
impidiendo la entrada del acetato a la célula hepatica, es por eso que un aumento
en la producciéon de propionato se asocia con una reduccion de los niveles de
colesterol. El butirato es una importante fuente energética de las células del
epitelio intestinal, regulando el crecimiento y diferenciacion del colonocito (Kien et
al., 2007;Salminen et al., 1998). Se ha demostrado que después de alimentar
ratas con FOS durante 44 dias, se logra una produccién constante de butirato con
efecto proliferativo de mucosa intestinal sana, estimulacién de la actividad inmune
y proteccion contra el cancer de colon (Perrin et al., 2001). El consumo de fibras
no digeribles durante 14 dias, logré una modificacion en la microbiota intestinal de
ratas y un aumento en la produccion de acidos grasos de cadena corta (Campbell
et al., 1997). En ratas tratadas con azoximetano y acido deoxicélico para inducir
carcinogénesis, la continua ingestion de gluconato de sodio que aumenta la

concentracion luminal de butirato, reduce la incidencia de desarrollo del tumor y la
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generacion de cancer de colon (Kameue et al., 2004). Existe controversia acerca
de la influencia del butirato en la prevencién del cancer de colon y no se conocen
plenamente los mecanismos por los cuales podria darse tal efecto, sin embargo se
presume que la dosis y el tiempo de administraciéon juegan un papel importante en
la influencia del butirato para inhibir el desarrollo y la proliferaciéon de las células
cancerigenas (Lupton, 2004). Experimentos in vitro, realizados con el contenido
intestinal de cerdos que habian consumido sorbitol, demostraron un aumento
notable de la produccién de acidos grasos de cadena corta, principalmente

butirato (Kiriyama, et al., 1992).

Otros aspectos fisioldgicos en los que se ha observado un cambio favorable

relacionado con el consumo de prebidticos son:

(i) La regulacién del sistema inmune, debida a la interaccion de antigenos
bacterianos con el abundante tejido linfoide presente en el intestino (‘106
linfocitos/g de tejido), generando un aumento en la produccion de Inmunoglobulina
A secretora (IgAs), la cual interviene en la primera linea de defensa del sistema
inmune. En ratones alimentados con FOS durante cuatro semanas, se observé un
incremento en la produccion de IgA en heces y de interferén-y e Interleuquinas 5,
6 y 10 en cultivos de células de las placas de Peyer de los mismos animales
(Hosono et al., 2003). En pacientes con enfermedad de Crohn el consumo de 15 g
de FOS durante tres semanas logré una estimulacion favorable del sistema
inmune, un aumento en la poblacién de bifidobacterias y una importante reduccion
de la enfermedad (Lindsay et al., 2006).

(i) Los prebioticos son capaces de regular la lipidemia y ftrigliceridemia en
humanos y animales por mecanismos aun desconocidos (Delzenne and Kok,
2001). En pacientes hipercolesterolémicos, la administracién de 7g/dia de inulina
durante cuatro semanas redujo significativamente los niveles de colesterol total,
colesterol de alta densidad LDL vy triglicéridos (Balcazar-Mufioz et al., 2003b). La
disminucién en los niveles de colesterol sanguineo, se ha relacionado con la

produccion de acidos grasos de cadena corta, el consumo de colesterol por
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bacterias probidticas y la capacidad de algunas bacterias de producir hidrolasas

de sales biliares (Pereira and Gibson, 2002).

(ii) La proliferacion y diferenciacién de células de la mucosa intestinal, la cual
esta directamente relacionada con un aumento en la produccion de butirato y que
se ha asociado con una disminucion significativa del riesgo de cancer de colon y
con una saludable remocidon de células dafadas por un regulado proceso
apoptético (Brady et al., 2000;Hughes and Rowland, 2001;Le Leu et al., 2002).

(iv) Otro efecto positivo del consumo de prebidticos se observé en ratas
alimentadas con inulina, las cuales mostraron un incremento en la absorcién de
calcio y su respectiva fijacion en huesos (Roberfroid et al., 2002). El consumo de
inulina durante 8 semanas aumentd significativamente la absorciéon de calcio y la
mineralizacion ésea de adolescentes, siendo esta absorcion influenciada también
por factores genéticos y la disponibilidad de vitamina D (Abrams et al., 2005).
Igualmente, se ha demostrado que la oligofructosa, glucooligosacaridos,
galactooligosacaridos y azucares alcohol, estimulan la absorcion y retencion de
algunos minerales, particularmente magnesio, calcio y hierro (Scholz-Ahrens et al.,
2001;Scholz-Ahrens et al., 2007).

2.3. Administracién conjunta de pro y prebidticos: los "simbidticos".

El término "simbidticos" hace referencia a aquellos alimentos que contienen
una mezcla especifica de bacterias probidticas y sustancias prebioticas. Esta
combinacion, potencia los efectos beneficiosos de los probidticos y los prebidticos
y esta siendo empleada principalmente para la elaboracion de alimentos infantiles,
con muy buenos resultados en la prevencién y tratamiento de desoérdenes
gastrointestinales y tienen como principal ventaja la persistencia en el tracto
gastrointestinal del probiético (Usenko et al., 2007;Van den Driessche and
Veereman-Wauters, 2002). Se ha observado en pacientes post hepatectomia, que

el consumo de “simbidticos” reduce significativamente las complicaciones
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infecciosas post cirugia (Kanazawa et al., 2005). En pacientes con cancer de colon
se observo una significativa reduccién del tumor, posterior a 12 semanas de un
tratamiento combinado de oligofructosa e inulina con Lactobacillus rhamnosus y
Bifidobacterium lactis (Rafter et al., 2007).

3. INVESTIGACION DE PREBIOTICOS IN VIVO.

La verificacion cientifica de los beneficios para la salud que aportan los
prebidticos cuando son consumidos habitualmente, ha llevado a la identificacion
de marcadores biolégicos capaces de sustentar cientificamente dichos efectos.
Algunos de estos marcadores son: cambios en la microbiota gastrointestinal y en
el metabolismo global del ambiente gastrico, como la produccién de &cidos
organicos (Schneeman, 2002); modulacién del sistema inmune, valorando
procesos inflamatorios e inmunoglobulinas (Calder and Kew, 2002); reduccién de
riesgo de enfermedades como el cancer (Rafter, 2002); prevencion de
enfermedades coronarias por reduccién del colesterol (Demigne et al., 1995);
determinacion de la densidad ésea y la absorcion de calcio y otros minerales en la
disminucién de riesgo de osteoporosis (Weaver and Liebman, 2002). La utilizacién
de modelos animales de experimentacion es una importante herramienta en la
investigacion y verificacion de las propiedades beneficiosas derivadas del

consumo de prebidticos.

3.1. Larata como modelo animal de investigacion.

Existen diferentes especies animales que son utilizadas en experimentacion,
sin embargo, la rata es un modelo animal con frecuencia empleado debido a
caracteristicas como tamafio pequeno, docilidad, bajo costo y facil de mantener.
La rata es un mamifero y omnivoro, al igual que el hombre, lo que permite que sus
dietas sean relativamente comparables, sin embargo existen diferencias en su

aparato digestivo. La rata posee un saco voluminoso identificado como ciego que
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esta localizado entre la parte distal del intestino delgado (el ileon) y la parte
proximal del colon, alli se almacena el material no digerible y es fermentado por
accion de las bacterias. En el colon de la rata, el tiempo de retencién del contenido
intestinal es corto con una rapida deshidratacion y formacién de las heces. En
contraste, en el ser humano el colon es el mayor sitio de retencion de las materias
no digeribles y es alli donde sucede la mayor interaccion de las sustancias
fermentables con las bacterias intestinales. A pesar de esta diferencia, la rata es
un modelo animal que permite una excelente investigacion de los procesos que
ocurren en el ambiente intestinal y es por ello que ha sido utilizada previamente en
algunos estudios para la investigacion de prebidticos (Le Blay et al., 1999;Lopez et
al., 2001;Montesi et al., 2005). La rata Wistar en particular es un animal muy bien
adaptado al ambiente del bioterio, tiene una vida media de 2,5 a 3 afios, con un
periodo gestacional de 3 semanas al cabo de las cuales nacen entre 8 a 12 crias
que se destetan a los 28 dias con un peso corporal de 20 g aproximadamente,
alcanzan la edad adulta a los 120 dias con un peso promedio de 380 g. Una dieta
equilibrada para la rata Wistar requiere 20% de proteina, 5% de fibra y 5% de
grasa, su consumo diario de alimentos es de 100 g/ Kg de peso, con una ingesta
de agua de 80 a 110 ml/ Kg de peso.

3.2. Estudio de la microbiota intestinal y la produccion de acidos organicos

El intestino humano es el habitat natural de un gran numero de bacterias, las
cuales estan principalmente concentradas en el colon, con un importante impacto
en la fisiologia intestinal y en el estado general del huésped. De las relaciones
existentes entre el epitelio coldénico, los nutrientes disponibles, la variedad y
cantidad de bacterias presentes y la interaccion de estas con el sistema inmune
asociado a la mucosa coldnica, dependen importantes funciones fisioldgicas, entre
otras, la regulacion del colesterol, la integridad de la mucosa, la absorcién de
vitaminas y minerales, el desarrollo de la inmunidad y el mantenimiento de la
integridad de la mucosa intestinal, con todo lo que su deterioro podria implicar

sobre la salud del huésped.
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El estudio de la microbiota intestinal y las complejas relaciones que establece
con el huésped es de fundamental importancia para el desarrollo futuro de la
industria alimentaria y la implementacion de nuevos prebiéticos. EI nUmero total de
bacterias en el intestino humano, 10" ufc/g, es de diez a veinte veces mayor que
el numero total de células de todos los tejidos del cuerpo (Suau et al., 1999), por lo
que esa masa celular, biolégicamente activa, ejerce una gran influencia sobre la
salud o enfermedad del huésped. Las técnicas de cultivo tradicionales no logran
satisfacer completamente las expectativas en el estudio de la microbiota intestinal,
limitandose solo a una pequefia parte de la poblacion debido a la gran cantidad de
bacterias no cultivables, la limitada variedad de medios de cultivo selectivos y a la
complejidad de las pruebas bioquimicas. Los métodos moleculares en la
caracterizacion de los genes que codifican para el 16S rRNA, han facilitado la
investigaciéon de la microbiota de ambientes complejos como el intestino. La
separacién de los productos amplificados por PCR en una electroforesis en gel de
gradiente desnaturalizante (DGGE), produce un perfil de bandas caracteristico de
las especies bacterianas presentes, ese perfil se genera por diferencias en la
estabilidad quimica de los fragmentos amplificados en relaciéon con un gradiente
de desnaturalizacion, diferenciando los fragmentos de los genes que codifican
para el 16S rRNA por la composicion de sus bases. PCR-DGGE puede permitir
una apreciacion casi semicuantitativa al comparar la intensidad de las bandas
generadas por dos 0 mas muestras que han sido procesadas bajo las mismas
condiciones. La secuenciacién de productos de PCR reamplificados directamente
de las bandas de DNA escindidas del gel, permite la identificacion al nivel de
género o especie. La técnica PCR-DGGE ha sido utilizada por otros autores en
previos estudios de la microbiota intestinal, para evaluar su modificacion en
procesos patolégicos como la colitis en ratones (Bibiloni et al.,, 2005), la
enfermedad de Crohn (Scanlan et al., 2006) y los cambios de la microbiota
posteriores a la administracion de prebidticos o probidticos (Deng et al.,
2007;Garcia-Albiach et al., 2008;Montesi et al., 2005a;Vanhoutte et al., 2006). Una
cuantificacion definitiva de una determinada especie o cepa bacteriana presente
en un ecosistema complejo, puede lograrse mediante el uso de la técnica PCR

cuantitativa y el empleo de cebadores especificos que logren amplificar una
13



secuencia presente en copia unica dentro del genoma de la bacteria a cuantificar,
lo cual permite establecer una relaciéon directa entre el numero de fragmentos

amplificados y el nUmero de bacterias presentes en la muestra.

Determinar con exactitud la cantidad total de acidos organicos producida
diariamente en un organismo es bastante dificil, ya que muchos de ellos entran via
porta a la circulacion y son rapidamente metabolizados principalmente en el
epitelio intestinal, higado y musculo. Aun asi, es posible hacer una estimacion de
un aumento en la produccion de acidos organicos, cuando se logra hacer una
determinacion fiable de su presencia en el contenido intestinal y en las heces
utilizando métodos cuantitativos. La técnica HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) es sensible y precisa, con un alto poder de resolucion y
reproducibilidad de los resultados y ha sido utilizada previamente para la
determinacion de &cidos organicos en el estudio de prebidticos (Fernandes et al.,
2000;Guerrant et al., 1982;Manderson et al., 2005).

3.3. Aumento en la producciéon de inmunoglobulina A intestinal.

El tracto gastrointestinal es un importante érgano linfatico que participa en la
regulaciéon inmunoldgica del organismo, la mucosa intestinal es una barrera
protectora contra la colonizacion de patdgenos mediante procesos de exclusion y
eliminacion inmune, es ademas, el sitio mas importante de presentacion antigénica
manteniendo la homeostasis por reconocimiento de los antigenos como peligrosos
y no peligrosos, jugando un papel fundamental en el control de procesos alérgicos.
La regulaciéon inmunofisiolégica del intestino esta influenciada por la microbiota, la
dieta y los antigenos circulantes, es por ello, que el consumo de sustancias que
logren modificar el ecosistema intestinal tiene una influencia directa sobre el

sistema inmune, como es el caso de los prebidticos.

Uno de los marcadores fundamentales para evaluar si los cambios en el

ecosistema intestinal relacionados con el sistema inmune son o no favorables, es
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la cuantificacion de la inmunoglobulina A secretora (IgAs). La IgAs es un dimero
de la unidad basica de inmunoglobulina A unido a un componente secretor
(polipéptido glicosilado) que le permite mayor estabilidad para el transporte en las
membranas, adherencia al mucus y proteccion contra la digestidon proteolitica, con
la ventaja adicional que no activa el complemento y no genera reaccion
inflamatoria. La IgAs es producida por linfocitos B en la lamina propia y es
transportada a la superficie de las mucosas. Se encuentra en todas las mucosas y
secreciones del organismo pero principalmente en la mucosa intestinal, donde su
papel fundamental es la neutralizacion de virus y antigenos proteicos alimentarios,
impidiendo su entrada al torrente sanguineo y participando en la presentacion
antigénica. La cuantificacion de los niveles de IgAs en muestras intestinales se
realiza generalmente mediante la técnica de inmunoensayo enzimatico (ELISA)
tipo sandwich y ha sido previamente utilizada por otros autores en el estudio del
efecto de prebidticos como isomaltooligosacaridos o inulina en el sistema inmune
(Mizubuchi et al., 2005;Roller et al., 2004).

4. PRODUCCION DE HIDROLASAS DE SALES BILIARES (HSB) POR
BACTERIAS INTESTINALES.

Los acidos biliares son sintetizados en el higado a partir de moléculas de
colesterol y secretados como sus conjugados con glicina o taurina en el intestino
delgado, en donde emulsionan grasas y vitaminas liposolubles facilitando su
absorcion. En humanos hay dos sales biliares principales, el acido colico (CA) y el
acido quenodeoxicdlico (CDCA) y tres secundarias, acido deoxicolico (DCA), acido
litocdlico (LCA) y acido deursodeoxicolico (UDCA), con sus respectivas glicinas y
taurinas conjugadas, estas quince sales biliares estan también presentes en ratas
(Ando et al., 2006). Una vez cumplen su funcion digestiva, aproximadamente el
95% de las sales biliares regresan al higado para su reutilizacién varias veces al
dia cumpliendo un ciclo enterohepatico, el 5% restante son eliminados por accion
de los microorganismos de la microbiota intestinal al sufrir deshidroxilacién a

acidos biliares secundarios 6 deconjugacion de la glicina o de la taurina, perdiendo
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su accion emulsificante de las grasas, precipitando y siendo eliminadas por las
heces. El higado responde a esa pérdida de sales biliares con un aumento de la
sintesis a partir de colesterol endégeno, favoreciendo la disminucion de los niveles

de colesterol en el organismo.

La deconjugacion de las sales biliares es catalizada por los enzimas
hidrolasas de sales biliares (HSB), los cuales han sido detectados en bacterias
intestinales como Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacteroides, Clostridium y
Enterococcus (Begley et al., 2006). La funcion de las HSB en las bacterias
intestinales no es aun bien conocida, pero se cree que al desconjugar las sales
biliares, las bacterias pueden aprovechar los aminoacidos liberados como fuente
de carbono, nitrégeno y energia. Asi, en Bifidobacterium longum la transcripcion
del gen bsh esta acoplada a la de un gen homdlogo a gInE, el cual codifica una
glutamina sintetasa adeniltransferasa que forma parte de la ruta de regulacion del
metabolismo del nitrogeno (Tanaka et al., 2000). Otras funciones adscritas a las
HSB estan relacionadas con la modificacion de la superficie celular bacteriana, al
facilitar por ejemplo, la incorporacién del colesterol en la membrana, lo cual
potencialmente podria aumentar la resistencia a la lisis bacteriana y favorecer su
persistencia en el intestino (Dambekodi and Gilliland, 1998). Igualmente, mutantes
para genes que codifican HSB en Lactobacillus plantarum (De Smet et al., 1995) y
en Listeria monocytogenes (Begley et al., 2005) son mas sensibles a la presencia
de bilis y sales biliares, esto apoya la hipétesis de la funcion de HSB como
aumento de la supervivencia en el intestino. Sin embargo, el mecanismo exacto
por el que las HSB juegan un papel en la tolerancia a la bilis, no esta todavia
esclarecido y otros factores podrian intervenir. Asi, en Lactobacillus se ha
demostrado que el acido biliar DCA es mas toxico que la sal taurodeoxicolato
(TDCA) (Taranto et al., 2006). La naturaleza quimica de las HSB ha sido estudiada
en varios microorganismos y aunque se han encontrado marcadas diferencias de
una especie a otra, tienen en comun su naturaleza polipeptidica, especificidad de
sustrato y una actividad optima a pH acido (Lundeen and Savage, 1992;Tanaka et
al., 2000).
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5. TAXONOMIA E IDENTIFICACION DE LACTOBACILOS.

La clasificaciéon taxonémica en procariotas ha evolucionado continuamente de
forma paralela a los avances en las técnicas de laboratorio, permitiendo cada dia
el uso de mayor informacion para la adecuada discriminacion de las especies. El
desarrollo de la taxonomia numérica por Sokal y Sneath en la década de los
setenta (SNEATH and SOKAL, 1962) y los acelerados avances en informatica,
hacen posible en la actualidad el manejo de grandes cantidades de datos que
reunen las caracteristicas de un gran nimero de cepas bacterianas. Esto sumado
al desarrollo de la biologia molecular durante los afios 60 que permitié el
conocimiento de las propiedades del DNA, han hecho de la taxonomia una ciencia
en continua evolucién, que permite la adecuada clasificaciéon de las especies. Para
la clasificacion de los organismos en grupos o taxones en funcion de sus
semejanzas, es necesaria la aplicacién de un variado niumero de técnicas que
permitan conocer sus caracteristicas fenotipicas y su informaciéon genética, la
integracion de estos parametros y la medicion de las relaciones existentes entre
ellos se conoce como “taxonomia polifasica” (Vandamme et al., 1996). Entre las
caracteristicas fenotipicas que tienen valor discriminativo entre cepas o especies
bacterianas tenemos: composicién quimica de la pared celular, requerimientos
nutricionales, capacidad de usar diferentes fuentes de carbono, productos de
fermentacién, tolerancia a diferentes temperaturas, crecimiento a diferentes
concentraciones de sal o diferentes pH, caracteristicas inmunolégicas, sensibilidad
a antibidticos, acidos grasos celulares, etc. La informacién genética hace
referencia a la que puede ser obtenida desde los acidos nucleicos y ésta puede
ser directa, como en el caso de la secuenciacidbn o indirecta a través de
parametros como la hibridacion DNA-DNA o el porcentaje de guanina mas citosina
(G+C).

La unidad taxondmica en microbiologia es la cepa, que corresponde a una
poblacion de células genéticamente idénticas derivadas de la division sucesiva de
una sola célula. Un grupo de cepas que muestran un alto grado de similitud entre

ellas y difieren considerablemente de otro grupo de cepas con respecto a unas
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determinadas caracteristicas, se denomina especie. El parametro numérico mas
aceptado para establecer los limites entre especies en procariotas, es la similitud
de su DNA expresado como porcentaje, el cual debe ser mayor al 70% entre
cepas de la misma especie sometidas a un analisis de hibridacion DNA-DNA
(Rossello-Mora and Amann, 2001). Otro parametro aceptado en la clasificaciéon de
especies consiste en la temperatura de fusiéon Tm (temperatura a la cual el 50% de
la cadena de DNA esta disociada), dicha temperatura depende de la longitud de la
molécula, en moléculas de DNA grandes como genomas completos y a una
concentracion de sales fija, la Tm es caracteristica para cada especie, ya que
depende exclusivamente de la proporciéon de guanina mas citosina presentes,
entre cepas de la misma especie la diferencia en la Tm debe ser inferior a 5°C
(Grimont, 1988).

5.1. El género Lactobacillus.

El género Lactobacillus esta conformado por bacilos o cocobacilos Gram
positivos, no formadores de esporas, estrictamente fermentativos, anaerobios
facultativos, con importantes requerimientos nutricionales y un contenido de G+C
en su DNA inferior al 50%. Beijerinck en 1901 propone el género Lactobacillus y
Orlan-densen en 1919 hace una primera clasificacion de este grupo basado en
caracteristicas morfoldgicas, de crecimiento y la utilizacién de algunos azucares.
Con glucosa como fuente de carbono, los Lactobacillus pueden ser
homofermentativos, cuando el producto final de su metabolismo es casi
exclusivamente acido lactico, o heterofermentativos cuando producen una mezcla
de acido lactico, CO,, etanol y/o acido acético. Esta caracteristica permitio a
Kandler y Weiss en 1986 clasificar los Lactobacillus en tres grupos: grupo A,
homofermentativos obligados, solo pueden fermentan los azucares por la via de la
glucdlisis, poseen el enzima fructosa-1,6-difosfato aldolasa, pero carecen de
fosfocetolasa, por lo que no fermentan pentosas ni gluconato; grupo B,
heterofermentativos facultativos, poseen tanto fructosa-1,6-bifosfato aldolasa como

fosfocetolasa; grupo C, heterofermentativos estrictos, solo pueden fermentar las
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hexosas por la via de las pentosas fosfato, también denominada via del
fosfogluconato, debido a que carecen de fructosa-1,6-difosfato aldolasa (Wood
and Holzapfel 1995). En 1991 Collins y col. basandose en el analisis de las
relaciones filogenéticas de acuerdo a la secuencia del gen que codifica para el
16S rRNA, forman tres subgrupos que no difieren mucho de la primera
clasificacion: grupo a de Lactobacillus delbrueckii; grupo b de Lactobacillus casei-
Pediococcus; y grupo ¢ de Leuconostoc (Vandamme et al., 1996). La utilizacién de
letras mayusculas para asignar los grupos segun las caracteristicas fenotipicas y
las letras minusculas para los grupos filogenéticos se debe a Hammes and Vogel,
que en 1995 propusieron una nomenclatura basada en la combinaciéon de ambas
propiedades. Asi por ejemplo Aa seria un Lactobacillus homofermentativo obligado
del grupo filogenético de L. debrueckii (Vandamme et al., 1996). Actualmente el
género Lactobacillus cuenta con algo mas de 80 especies reconocidas,
caracterizadas por una alta diversidad, la disponibilidad de las secuencias
completas del genoma de algunos miembros de este género ha permitido
confirmar su extrema divergencia, que se refleja en la dificultad para su
clasificacion taxonémica (Canchaya et al., 2006). Los Lactobacillus son habitantes
normales del tracto gastrointestinal y mucosas de mamiferos y otros animales,
también se encuentran en vegetales y en alimentos fermentados de origen animal
y vegetal, en la industria alimentaria y desde tiempos antiguos los lactobacilos han
sido utilizados para la elaboracion y conservacion de alimentos. Se cree desde la
antigliedad y actualmente se ha comprobado, que algunos Lactobacillus tienen
propiedades beneficiosas para la salud resultado de su consumo y permanencia
en el tracto gastrointestinal, en algunas cepas de Lactobacillus se ha comprobado
cientificamente dichas propiedades beneficiosas (cepas probidticas). En la tabla 1
se muestra una relacion de las especies de lactobacilos mas comunmente
utilizadas como probiéticos en humanos (Sanders and Klaenhammer, 2001). En la
actualidad una de las principales areas de investigacion en el género
Lactobacillus, se basa en la comprobacion de las propiedades probidticas que
tienen muchos de sus miembros. El descubrimiento de nuevos probidticos o
nuevas aplicaciones de los ya existentes, genera grandes expectativas para el

desarrollo en campos como la nutricién, la salud y la industria alimentaria.
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Homofermentativo obligado Heterofermentativo facultativo ~ Heterofermentativo obligado
L. acidophilus L. casei L. fermentum

L. crispatus L. paracasei subsp. paracasei L. reuteri

L. amylovorus L. paracasei subsp. tolerans

L. gallinarum L. plantarum

L. gasseri L. rhamnosus

L. johnsonii

L. helveticus

L. delbrueckii subsp. bulgaricus

L. salivarius subsp. salivarius

Tabla 1. Especies de Lactobacillus usadas como probiéticos en humanos.
Tomado de Sanders and Klaenhammer, 2001.

5.2. El grupo de Lactobacillus acidophilus.

L. acidophilus fue aislado y cultivado por primera vez por Moro en el afio
1900 a partir de heces de lactante. En 1901 Rodella lo aislé6 nuevamente de heces
y observé su pleomorfismo desde formas cocoides hasta largos bacilos en los
medios de cultivo. Weiss, en 1904, comprobé que el consumo de grandes
cantidades de leche producia el incremento en heces, de los Lactobacillus
referidos por Moro. Doderlein en 1892 descubrié un “bacilo acido” en secreciones
normales de vagina y Jotten en 1922 lo relacioné con L. acidophilus (Kulp and
Rettger, 1924). Hasta la década de los 70 todos los aislamientos de este
microorganismo a partir de diferentes muestras eran considerados como L.
acidophilus, aunque ya se hacia referencia a una marcada heterogeneidad dentro
del grupo y a la posible existencia de diferentes tipos de L. acidophilus (Carlsson
and Gothefors, 1975). En los afios 80 Johnson y col. y Lauer y col. (Jonson et al.,
1980;Lauer and Kandler, 1980) de manera independiente lograron hacer una
clasificacion de este grupo basados en la homologia del DNA, esta clasificacion

permanece vigente y comprende seis especies, las cuales no son facilmente
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diferenciables por analisis fenotipicos tradicionales (Tabla 2) (Klein et al., 1998).
En general todas las especies del grupo son bacilos de longitud variable que se
disponen aislados o por pares, frecuentemente algo flexionados en la unién. Las
colonias son generalmente pequenas y pueden variar en su forma: de la opaca,

redonda y lisa, a aplanada, translucida e irregular.

. . N DNA- Homologia
Especie Primera descripcion
Johnson y col. Lauer y col.
L. acidophilus  Moro, 1900; Hansen y Moquot 1970 A1 la
L. crispatus Brygoo y Aladame 1953; Cato et al 1983 A2 Ib
L. amylovorus  Nakamura 1981. A3 Ic
L. gallinarun Fujisawa et al 1992. A4 Id
L. gasseri Lauer y Kandler 1980 B1 lla
L. johsonii Fujisawa, 1992 B2 IIb

Tabla 2. Descripcion de las especies pertenecientes al grupo de L. acidophilus.
Tomado de (Klein et al., 1998).

Algunas cepas pertenecientes a especies del grupo de L. acidophilus han
sido utilizadas como probidticos en humanos y animales, en general poseen
diferentes caracteristicas que les permiten la supervivencia y colonizacién en el
tracto gastrointestinal: la resistencia a las sales biliares, tolerancia a pH acido,
adherencia a la mucosa intestinal y actividad antimicrobiana frente a patdégenos
intestinales por inhibicion competitiva 6 la produccién de bacteriocinas (Fernandez
et al., 2003;Kos et al., 2003;0h et al., 2000). Los beneficios que el consumo de
estos probidticos genera en el huésped han sido importante materia de estudio en
los ultimos afos. Por ejemplo, otros autores han propuesto el uso de Lactobacillus
crispatus para el tratamiento de infecciones urinarias recurrentes en mujeres,
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gracias a su adherencia al epitelio vaginal (Kwok et al., 2006); Lactobacillus
johnsonii tiene efecto antiinflamatorio en la mucosa gastrica afectada por H. pylori
(Sgouras et al., 2005), este efecto también ha sido observado para Lactobacillus
gasseri cepa OLL2716 (Sakamoto et al., 2001).

5.3. Métodos para la clasificacién taxonémica de bacterias.

Para una adecuada clasificacion taxondmica es importante tener en cuenta
los parametros fenotipicos, los genotipicos y los filogénicos. Una amplia variedad
de técnicas pueden ser utilizadas rutinariamente para la clasificacion de bacterias,
sin embargo, el correcto uso de la informacion que nos brindan dichas técnicas es
esencial para hacer una adecuada agrupacién de los organismos en un
determinado taxén. En la figura 1 se puede apreciar la informacién taxonémica
aportada y el grado de discriminaciéon de algunas de las pruebas comunmente

utilizadas (Vandamme et al., 1996).

5.3.1. Técnicas moleculares en la clasificacion taxondmica de bacterias

5.3.1.1. Hibridacién DNA-DNA.

La hibridacion DNA-DNA es un parametro indirecto para conocer la similitud
entre los genomas completos de dos diferentes microorganismos, se expresa en
porcentaje, siendo el 100% la hibridacion entre dos cadenas sencillas de DNA del
mismo microorganismo en estrictas y controladas condiciones experimentales.
Diferentes métodos han sido descritos para establecer dicha relacion entre dos
hebras de DNA, los mas conocidos son: la hibridacién de dos hebras de DNA
monocatenario en medio liquido y la posterior comparacion de la temperatura de
fusion de los DNA originales y del hibrido obtenido (De Ley et al., 1970); método

de la hydroxiapatita (Brenner et al., 1969), posteriormente modificado a micro-
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Técnica

.‘ Familia
.‘ Género

Polimorfirmo en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP)
Analisis de fragmentos de restriccion de baja frecuencia (LFRFA, PFGE).,
Ribotipado

Amplificacion de DNA (AFLP, AP-PCR, rep-PCR, DAF, RADP, ARDRA)
Tipado de fagos y bacteriocinas

Técnicas serologicas (monoclonales o policlonales)

Zimogramas

Electroforesis de proteinas totales

Hibridacién DNA-DNA.

% G+C

tDNA-PCR

Marcadores quimiotacticos (poliamidas y quinonas)

Determinacion del contenido en ésteres metilicos de acidos grasos (FAME)
Estructura de la pared celular

Fenotipado (clasico, API, etc)

Secuencias de rRNA

Pruebas de DNA

Secuencias de DNA

Figura 1. Esquema comparativo del nivel de resolucién de algunas técnicas
utilizadas cominmente en la clasificacion de bacterias. Tomado de Vandamme et
al (1996). PFGE, electroforesis de campo pulsado; AFLP, amplificacién de
fragmentos de tamafo polimorfico; AP-PCR, amplificacion por PCR con
cebadores arbitrarios; rep-PCR, amplificacion por PCR de elementos
extragénicos palindromicos repetidos; ARDRA, analisis de restriccion de DNA
ribosémico amplificado por PCR; DAF, huellas dactilares por amplificacion de
DNA; RADP, amplificacion aleatoria de segmentos de DNA.
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escala utilizando menores cantidades de DNA y marcador digoxigenina (Ziemke et
al., 1998); método de la nucleasa S1 (Crosa et al., 1973); hibridacién en filtros de
membrana (Johnson,1985); hibridacion en placas de microdilucion con
cuantificacion fluorimétrica (Ezaki et al., 1988). En general el método esta basado
en la formacion de moléculas de doble cadena, por reasociacion entre dos
muestras de DNA de distintos microorganismos desnaturalizado por calentamiento
a 100°C, en donde una de las cadenas estda marcada con un radioisétopo o
colorante fluorescente, la reasociacion de las cadenas se realiza en unas
determinadas condiciones de concentracién de sal y temperatura. En la figura 2 se
observa un esquema de la hibridacién DNA-DNA cuando una de las dos hebras de

DNA se encuentra adherida a una matriz como en el caso de las membranas de

nylon.
Sonda de B Sonda de A
5 2 ZZ & ==
o Lo I3 333
* éo éo *
B o D00 636
de de
éo éo DNA de A DNA B
DNA de microorganismos DNA monocatenario En la membrana DNA desnaturalizado
AyB marcado con digoxigenina de de microorganismo A o B y en la sonda
AyB DNA marcado de Ao B
7.
Porcentaje de hibridacién OO Oo Oo OO Q

DNA-D_NA_’de acuerdo a Cuantificacion de la sefial
la asociacion AXB y BXA ‘— quimioluminiscente

Reasociacion DNA-DNA de acuerdo a la
similitud de sus cadenas

Figura 2. Esquema de la hibridacion DNA-DNA cuando DNA monocatenario del
microorganismo A o B se encuentra adherido a una membrana o marcado con
digoxigenina; A y B, DNA gendémico de dos microorganismos diferentes; C
anticuerpo antidigoxigenina marcado con una sustancia quimioluminiscente.
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En el informe del comité para la re-evaluacion de la definicidon de especie en
bacteriologia, se ha considerado el valor de 70% de similitud entre dos hebras de
DNA en la hibridacion DNA-DNA, propuesto por Rosello-Mora en el 2001, como el
limite para considerar que dos cepas se pueden clasificar dentro de la misma
especie en procariotas (Rossello-Mora and Amann, 2001;Stackebrandt et al.,
2002), sin embargo, algunos autores consideran que este parametro es
demasiado amplio en comparaciéon con las eucariotas, si se tiene en cuenta por
ejemplo, que el porcentaje de asociacion del DNA entre el humano y diferentes
primates esta alrededor del 97%, lo que los ubicaria dentro de la misma especie
(Oren, 2004). Ademas teniendo en cuenta que los procariotas son numéricamente
los organismos mas abundantes que habitan sobre la tierra, siendo un importante
reservorio de biodiversidad del cual aun se tiene mucho desconocimiento, es
posible que la actual definicién de especie en procariotas basada en la hibridaciéon
DNA-DNA vy el limite establecido del 70% puedan ser modificados en el futuro
(Konstantinidis et al., 2006)

5.3.1.2. Secuenciacién de los genes que codifican el 16S rRNA y analisis

filogenético.

Carl Woese en 1990 basado en la comparacién de secuencias de los genes
que codifican el 16S rRNA, propuso la hoy aceptada division de los organismos
vivos en tres dominios, Archaea, Bacteria y Eucaria (Woese et al.,, 1990). El
ribosoma bacteriano de sedimentacion 70S (unidades Svedberg) estd compuesto
por dos subunidades 30S y 508, la subunidad 30S contiene una molécula de 16S
rRNA y la subunidad 50S contiene rRNA 5S y 238S. Estos tres fragmentos 58S, 16S
y 23S han sido utilizados por diferentes investigadores para realizar estudios
filogenéticos, pero es el 16S con sus aproximadamente 1550 pares de bases es el
mas adecuado para estudios en procariotas. Al ser una secuencia de nucledétidos
de cadena sencilla, el 16S rRNA se pliega en una estructura secundaria
conformando segmentos de doble cadena y segmentos de cadena sencilla,

algunos de estos segmentos son altamente conservados y otros presentan
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variaciones generalmente concentradas en zonas especificas, esto hace posible
encontrar regiones de 20 o mas bases que son exclusivas de microorganismos
pertenecientes a un determinado grupo filogenético. Estas zonas con una
variabilidad especifica para determinado grupo, han hecho posible la elaboracion
de sondas o cebadores especificos para la investigacion y seguimiento de
poblaciones bacterianas en medios complejos. La estabilidad de especies de
Lactobacillus y algunas otras bacterias acido lacticas relacionadas como
Leuconostoc, Pediococcus y Weissella, han sido estudiadas en el tracto
gastrointestinal humano gracias a la elaboracion de cebadores especificos
basados en secuencias del gen que codifica el 16S rRNA (Heilig et al., 2002).
Lactobacillus fermentun agente causal de caries dental puede ser facil y
rapidamente diagnosticado en muestras bucales, con cebadores especificos de
especie, basados en secuencias conservadas del gen que codifica el 16S rRNA
(Dickson et al., 2005). Existen entre 1 y 15 copias de los genes que codifican el
16S rRNA en el genoma completo de una bacteria y aunque se ha observado que
puede haber una cierta variabilidad entre las copias, por lo general suelen ser

idénticas.

La filogenia estudia las relaciones evolutivas entre los organismos vy trata de
establecer lineas, similares a los arboles genealdgicos, donde se refleje la
descendencia y grado de parentesco entre grupos de seres vivos. La filogenética
es la ciencia dedicada al estudio de las relaciones evolutivas basadas en
caracteres homélogos dependientes de un antepasado comun reciente y que
apuntan al linaje evolutivo, estas relaciones se representan en un arbol en el cual
cada rama representa un grupo (monofilético) de organismos y cada nodo su
antepasado comun mas reciente. En filogenética molecular los datos sobre los que
se basa el arbol son secuencias de genes o de aminoacidos de una proteina en
forma de un alineamiento multiple, en el que se pueden analizar las distancias
entre las secuencias o los caracteres individuales encontrados en las mismas.
Existen diferentes métodos de reconstrucciéon filogenética, el UPGMA, de las
siglas en inglés Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean, es uno de

los mas sencillos y se basa en la existencia de un reloj molecular evolutivo,
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asumiendo que el ritmo de cambios de una determinada molécula es similar a lo
largo de la historia en distintos organismos (Drummond and Rodrigo, 2000). El
método de Neighbor Joining (NJ) basado también en las distancias entre
secuencias es uno de los mas utilizados, se basa en el principio de evolucion
minima y busca el arbol mas sencillo en el que la distancia entre los grupos sea la
mas corta sin tener en cuenta el principio del reloj molecular evolutivo (Saitou and
Nei, 1987). El método de Méaxima Parsimonia (MP) analiza caracteres de las
secuencias y se basa en la busqueda del arbol en el que el menor numero de
cambios explique la filogenia del grupo, siguiendo el principio de parsimonia (la
hipétesis mas sencilla es siempre la mas deseable). El método de maxima
verosimilitud (ML), de las siglas en ingles Maximum Likelihood, consiste en
encontrar el arbol con mas alta probabilidad de haber dado lugar a los datos
observados, la estimacion filogenética mediante maxima verosimilitud debe
basarse en un modelo evolutivo cuidadosamente seleccionado para el calculo de
probabilidades (Tuffley and Steel, 1997). El método Bayesiano (BY) evalla para
cada arbol, de los muchos que pueden ser conformados dependiendo del nimero
de secuencias analizadas, la probabilidad de ser el correcto, asi podremos saber
si ademas del arbol mas probable obtenido por ML existen otros con probabilidad
similar (Ball, 2001). La aplicacion de estos métodos puede hacerse repetidas
veces para las mismas secuencias alineadas y obtener como resultado final un
arbol consenso en el que se expresa el numero de veces que un determinado
nodo coincide respecto al total de arboles formados, esto es lo que se conoce
como “Bootstrapping”. Afortunadamente la bioinformatica ha puesto a disposicion
de la filogenética multiples programas de alineamiento y analisis de secuencias
que permiten realizar un adecuado estudio evolutivo de las especies en
relativamente corto tiempo y de forma sencilla, es criterio del investigador elegir
correctamente las alternativas que ha de utilizar y la interpretacién de los
resultados obtenidos.
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5.3.1.3. Otros genes utilizados en estudios filogenéticos.

El analisis de secuencias de genes que codifican para determinadas
proteinas tiene gran utilidad en el estudio de las relaciones evolutivas entre
especies y consiste en analizar en un determinado gen, un fragmento interno cuyo
nivel de variabilidad proporcione un alto grado de discriminacion. Algunas de estas
secuencias que han sido utilizadas para la caracterizacion e identificacion de
especies bacterianas son la subunidad alfa de la RNA polimerasa (rpoA) y
fenilalanina tRNA sintetasa (pheS) para la identificacion de enterococos (Naser et
al., 2005), el factor de elongacion EF-2 (fusA), isoleusina tRNA sintetasa (ileS) y
leucina tRNA sintetasa (leuS) para la tipificacion de Lactobacillus casei
(DIANCOURT et al., 2007) entre otros.

El gen recA, inicialmente estudiado en E. coli, codifica la proteina
recombinasa A de 325 aminoacidos y un peso molecular de 38 kDa. Esta proteina
forma parte del sistema SOS de reparacion del DNA. Cuando el DNA sufre dafo,
la proteina recombinasa A activa su capacidad proteolitica provocando la
degradacion del represor LexA, permitiendo la trascripcion de los genes del
sistema SOS y estimulando los mecanismos de reparacion celular, cuando cesa el
dano celular se recuperan los niveles basales de recombinasa A y de LexA
reprimiéndose nuevamente el regulén (lvancic-Bace et al., 2006;Little et al., 1981).
La secuencia de DNA del gen recA que codifica para la proteina recombinasa A ha
sido utilizada para establecer relaciones taxondmicas y filogenéticas en la
clasificacion de algunas especies (Blackwood et al., 2000;Payne et al., 2005), en
el caso de bacterias del género Lactobacillus ha sido utilizado para la clasificacion

de L. casei y L. plantarum entre otros (Dellaglio et al., 2004;Felis et al., 2001).

El extraordinario avance en las técnicas de secuenciacion durante los
ultimos afos, ha permitido la obtenciéon de la secuencia gendmica de numerosas
especies bacterianas, la mayoria de ellas ya disponibles en bases de datos
publicas (EMBL, GenBank, etc), o incluso el origen de consorcios para la

secuenciacion masiva de genomas con sus propias bases de datos abiertas, como
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el DOE Joint Genome Institute (www.jgi.doe.com/). La comparacion directa de dos
secuencias gendémicas seria el modo ideal de establecer relaciones taxonémicas y
filogenéticas. No obstante, la obtencién de la secuencia genémica completa de un
determinado microorganismo no es accesible a cualquier laboratorio y las cepas
bacterianas cuyo genoma se ha secuenciado pertenecen normalmente a especies
representativas, o de interés para la industria o la salud. Sin embargo, la obtencién
de secuencias completas y su anotacion ha permitido disefiar “arrays” y
“microarrays” que, si bien se utilizan normalmente para estudios de expresion
génica (transcriptomica), pueden también emplearse con éxito en estudios de

Hibridacion Genémica Comparada (CGH).

5.3.1.4. Hibridacion en “microarrays”

En la década de los 80 cientificos de la empresa Affymetrix desarrollaron una
novedosa tecnologia basada en la ordenacién de oligonucleétidos en una
superficie solida (Fodor et al., 1993), esta tecnologia denominada genechips, dio
posteriormente origen a los “microarrays”. El principio basico de los “microarrays”
es la complementariedad en la hibridacién de los acidos nucleicos, con la alta
especificidad y selectividad de técnicas tradicionales como el Southern o Northern
pero a diferencia de estas, los “microarrays” permiten realizar estudios que rinden
cantidades masivas de informacion con cantidades relativamente pequenas de
muestra, e incluso la hibridaciéon simultdnea con dos muestras marcadas con
diferentes fluoroforos (Lida and Nishimura, 2002). Los “microarrays” combinan las
técnicas de hibridacion de acidos nucleicos y la deteccion por fluorescencia, estan
disefados a partir de 4cidos nucleicos como cDNA, oligonucledtidos, productos de
PCR o moléculas de DNA monocatenario o RNA ordenadas e inmovilizadas por
microimpresién, o generadas in situ sobre un sustrato solido, formando una matriz
en dos dimensiones, sobre la cual se incuban muestras del DNA a analizar
marcado, permitiendo la hibridacion de cadenas complementarias que puede ser
posteriormente cuantificada. En la actualidad existen diversas bases de datos

capaces de recibir los resultados obtenidos en los “arrays” como el “Microarray”
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Suite (MAS) 5.0 método de Affymetrix y el robust multichip average (RMA) usados
comunmente en la practica (Bolstad et al.,2003), pero se hace necesaria la
estandarizacion de los procedimientos de analisis y almacenamiento de la
informacién, encontrando unas normas comunes que se puedan aplicar a las
herramientas informaticas empleadas (Affara, 2003;Bowtell, 1999;Verducci et al.,
2006). En la figura 3 se puede observar un esquema sencillo de la fabricacién y el

uso de los “microarrays”.

Respecto a la sensibilidad, analisis realizados por la empresa Affymetrix
revelan que los “microarrays” pueden detectar una molécula entre 100.000 con un
margen de error inferior al 1% y una gran reproducibilidad de los resultados
(Affymetrix 2007). La aplicacion inicial de los “biochips” de DNA fue Ila
determinacion de perfiles de transcripcion, pero actualmente se utilizan también
para investigacion a nivel genémico en la deteccidon de polimorfismos puntuales o
variaciones del genoma mediante “arrays” de Hibridacion Genémica Comparada
(CGH) (Barrett et al., 2004;Edwards-Ingram et al., 2007). En experimentos con
muestras humanas, los “microarrays” han sido utilizados en la investigacion de la
regulacion y expresion de genes relacionados con diferentes tipos de cancer, en el
seguimiento de los efectos metabdlicos de algunos farmacos y la investigacion de
complejos procesos metabolicos (Macgregor and Squire, 2002;Ross et al.,
2002;Vignaud et al., 2005). En microbiologia son muchos los aportes de esta
novedosa tecnologia, por ejemplo: los “microarrays” han sido utilizados para
analizar las diferencias en la expresion génica de L. acidophilus (cepa NCFM)
cuando este microorganismo es cultivado en presencia de diferentes carbohidratos
(Barrangou et al., 2006). En L. johnsonii (cepa NCC533) mediante el uso de
“microarrays” se han estudiado las diferencias de expresién génica entre las
condiciones de crecimiento en un medio complejo como la mucosa intestinal y en
medio de cultivo (Denou et al., 2007). En Lactobacillus plantarum se ha estudiado
la diversidad génica de 20 cepas de esta especie mediante el uso de “microarrays”

(Molenaar et al., 2005). En un “microarray” que incluye el 96% de los genes con
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Fabricacién del microarray Preparacion de la muestra

/\//\//\/ Muestra Referencia
Productos de PCR
% /\//\//v Oligonrl?cll;gt(i)dsose(ZO-SO pb) /\//\//V DNA /\//\//V
NNy Clones cDNA N/\//\/ ) N/\//\/
sondas aVi /\//\/ mRNA - N/ /\//\/
Impresién o sintesis l l
In situ sobre el material
de soporte N”\/ cys er Cy3
%Y O AN

Hibridacion /

Excitacion —>
laser 1y laser 2

Emision l l

Deteccion de la sefal
Interpretacién de los datos.

Figura.3. Esquema de la fabricacion y utilizacion de “microarrays”. Las sondas
que se depositan en la superficie del soporte son generadas por PCR a partir de
clones de cDNA, librerias genémicas o RNA. Cuando se utilizan oligonucleétidos,
estos suelen tener un tamafio entre 20 y 100 pb. Los soportes comunmente
empleados son de dos clases: porosos como geles o membranas de nylon o
nitrocelulosa y los no porosos de cristal, silicio o plastico. Los métodos empleados
para la inmovilizacion de la sonda sobre el soporte estan basados en la unién
covalente de la sonda al sustrato por medio de procedimientos quimicos mediante
el empleo de brazos robotizados, la sintesis in situ esta basada en técnicas
fotolitograficas. EIl DNA de la muestra que se quiere hibridar con el material
inmovilizado sobre el soporte, debe ser marcado utilizandose comunmente los
fluoréforos Cy3 (cyanina3) o el Cy5 (cyaninab). Para la deteccion el marcador
fluorescente es excitado a una determinada longitud de onda emitiendo una sefal
que es captada, cuantificada e interpretada mediante herramientas de software
capaces de analizar los datos mediante modelos estadisticos.
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pauta de lectura abierta del genoma completo de L. johnsonii NCC533, se realiz6
un analisis comparativo con los genomas de algunas cepas de Lactobacillus de
especies pertenecientes al grupo de L. acidophilus, observandose que esta
técnica puede contribuir al esclarecimiento de las relaciones taxonémicas en este

complejo grupo (Berger et al., 2007).

5.4. Tipado de cepas de Lactobacillus.

El tipado de cepas tiene como objeto clasificar los aislamientos bacterianos
en tipos o grupos de caracteristicas similares, tiene un importante valor
epidemioldgico en el reconocimiento y deteccion de fuentes de infeccion, control
de patdégenos nosocomiales, reconocimiento de cepas virulentas, monitorizacion
de programas de vacunacién y seguimiento de poblaciones bacterianas en
ambientes complejos (Olive and Bean, 1999). Aunque el tipado es utilizado
principalmente en estudios de poblaciones, algunos autores consideran que puede
tener valor taxondmico en determinados grupos dependiendo del método utilizado
y de la poblacion estudiada (Kersters and De Ley, 1975;Pot et al.,, 1993a). Un
método de tipado se puede llevar a cabo mediante el estudio de caracteristicas
fenotipicas o genotipicas, y debe ser reproducible, tener un importante valor
discriminatorio, ser de bajo costo, poca complejidad y facilmente accesible (van
Belkum et al., 2001).

5.4.1. Tipificacion genética.

Las técnicas de tipificacion por amplificacion de acidos nucleicos se basan en
la amplificacion de secuencias de DNA y la separacién de éstas en una
electroforesis, produciendo un patron de bandas caracteristico para una
determinada cepa. Entre estas técnicas se destacan: los RADP (Random
Amplified Polymorphic DNA) que utilizan iniciadores arbitrarios que hibridan en

regiones inespecificas del genoma con bajas temperaturas de anillado; Los rep-
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PCR (secuencias repetitivas palindrémicas extragénicas) que utilizan cebadores
que hibridan con secuencias de DNA repetidas que se encuentran distribuidas en
todo el genoma; Y los ERIC-PCR (secuencias consenso repetitivas intergénicas de
enterobacterias) que amplifican las regiones que separan las secuencias ERIC
repetidas dentro del genoma, generando un patrén de bandas dependiente de la
repeticion de dichas secuencias y la distancia entre copias contiguas. Estas
técnicas son de gran utilidad en la rapida tipificacién de cepas aisladas de
diferentes ambientes y aunque no se considera que tengan un importante valor
taxondmico para la clasificacion de especies, en algunas ocasiones pueden
permitir una discriminacién adecuada entre especies y han sido utilizadas para la
obtencion de informacion adicional en taxonomia (Berger et al., 2007;Dellaglio et
al., 2004;Ventura and Zink, 2002).

5.4.2. Tipado de cepas mediante electroforesis de proteina.

La electroforesis de proteinas solubles totales en geles de poliacrilamida-
dodecil-sulfato sodico (SDS-PAGE) se ha utilizado para la comparacion de cepas
bacterianas. Considerando que el perfil de proteinas de una determinada célula
bacteriana es de alguna forma la expresion de su contenido genémico, se puede
presumir que indirectamente se estaria comparando también parte del genoma de
las cepas. Un analisis de proteinas puede estar dirigido solo a las proteinas de la
pared, las proteinas citoplasmaticas, las proteinas solubles etc. La electroforesis
de proteinas totales ha sido utilizada por algunos autores para la clasificacion de
cepas bacterianas logrando una buena discriminacion entre especies (Costas,
1990;Kersters and De Ley, 1975;Kersters and De Ley, 1980).
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OBJETIVOS
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1. Objetivo general.

El principal objetivo de este trabajo es determinar el efecto de la inclusion de
sorbitol en la dieta de un animal modelo como la rata, con el fin de evaluar su
papel como prebidtico. Se han analizado los cambios producidos en parametros
microbioldgicos, bioquimicos y morfolégicos del intestino en las ratas tratadas,
tomandose como referencia un prebidtico conocido como los fructooligosacaridos
(FOS).

2. Objetivos especificos.

2.1. Evaluar si el consumo del sorbitol modifica la microbiota intestinal,

principalmente de las poblaciones de Lactobacillus y Bifidobacterium.

2.2. Analizar diferentes aspectos fisiologicos en las ratas que se puedan relacionar
con el consumo de sorbitol para su definicion como prebidtico: cuantificacién de
lactato, acidos grasos de cadena corta e IgA en el intestino y determinacion del

perfil lipidico en el suero.

2.3. Aislar y caracterizar las especies de Lactobacillus residentes en el intestino de
rata: analisis filogenético y taxonémico; determinacién de la actividad hidrolasa de
sales biliares y discusion de su funcion hipotética como mecanismo de

supervivencia para los lactobacilos en el intestino.
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MATERIALES Y METODOS
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1. ENSAYOS IN VIVO CON PREBIOTICOS

1.1. Animales y disefio experimental

Diecisiete ratas Wistar macho con 40 dias de edad y 150,8+10 g, de peso
corporal promedio, fueron recibidas en el Animalario de la Facultad de Farmacia
de la Universidad de Valencia, se dividieron aleatoriamente en tres grupos de 5 6
6 individuos y se colocaron en jaulas de tamafio estandar con capacidad para 8
animales, sometidos a periodos de luz y oscuridad de 12 horas y una temperatura
promedio de 22°C. Todos los animales fueron alimentados con la dieta AO4 de
Panlab s.I. de mantenimiento estandar que contiene: Humedad 12%, proteina
15,4%, grasa 2,9%, glucidos 60,5%, azucares totales 2,5%, almidon 41%, fibra
3,9%, minerales 5,3%, aminoacidos y vitaminas. Los primeros doce dias de
estancia de las ratas en el animalario se destinaron a periodo de adaptacion, al
cabo del cual, los animales alcanzaron un peso corporal promedio de 259,3 g. La
etapa experimental se realizé durante 16 dias en los que el grupo-control de cinco
ratas bebid agua sin azucar afadido, el grupo-sorbitol de seis ratas bebié agua
con sorbitol al 10% (Sigma) y el grupo-FOS de seis ratas bebié agua con FOS al
10% (Raftilose P95, cortesia de ORAFTI, Active Food Ingredientes, Barcelona) en
condiciones estériles. Los animales continuaron la dieta AO4 de mantenimiento y

bebieron las soluciones azucaradas a su libre apetencia (Figura 4).

1.2. Recogida de muestras, medida de peso corporal, pH y lipidos en sangre.

Durante la etapa experimental se recogieron muestras de heces frescas
extraidas por leve estimulacion anal de los animales. La primera muestra se tomé
después de la etapa de adaptaciéon y anterior al inicio del tratamiento (Heces-
Inicial), una segunda muestra fecal es posterior a los 16 dias de experimentacion
(Heces—Final). El peso de los animales fue medido y registrado en el momento de

la recepcion de las ratas en el animalario, e inmediatamente después de la
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Figura 4. Diagrama del disefio experimental para el estudio del posible efecto

prebidtico del sorbitol en un modelo animal.
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obtencién de la muestra de Heces-Inicial y Heces-Final. El ultimo dia de la etapa
experimental los animales fueron anestesiados por inhalacion en una camara
saturada de isofluorano, luego se extrajo por puncién cardiaca, cerca de 5 ml de
sangre e inmediatamente los animales se sacrificaron por dislocacién cervical. Se
realizé una incisidon ventral y el ciego y el colon fueron extraidos, se pesaron con
sus contenidos y se extrajeron alicuotas de 200 mg de contenido intestinal. Una de
las alicuotas se utilizd para los recuentos bacterianos en placa y el resto fueron
almacenadas a —80°C para futuros analisis. En el colon y el ciego se extrajo la
totalidad del contenido intestinal, el tejido se lavé con solucidon salina estéril, se
seco sobre papel adsorbente y se pesé nuevamente para determinar el peso del
tejido sin contenido. Una pequefia alicuota de muestra de Heces-Inicial, Heces-
Final y contenido del colon y ciego, fue pesada y colocada en un horno de secado
al vacié a 90°C durante 18 horas, al cabo de las cuales se determiné el peso seco
de cada muestra y su respectivo porcentaje de humedad. Para determinar el pH,
una de las alicuotas de 200 mg de cada muestra de Heces-Inicial, Heces-Final y
contenido del colon y del ciego de cada animal, fue homogenizada en un volumen
final de 2 ml de solucién salina al 0.9%, e inmediatamente el pH fue medido en el
Micro pH 2000 (Crison). La sangre total fue centrifugada durante 5 min a 4000 rpm
y el suero extraido inmediatamente refrigerado para ser analizados colesterol total,
colesterol de alta densidad HDL, colesterol de baja densidad LDL vy triglicéridos

(Sagunto 99, Laboratorio de Analisis Clinicos, Valencia)

1.3. Recuentos bacterianos utilizando cultivo en placa

Para el recuento y cultivo bacterianos, 200 mg de muestra de Heces-Inicial,
Heces-Final y contenido del colon y del ciego de cada rata, fueron diluidos y
completamente homogenizados en solucién salina 0,9% a un volumen final de 2
ml, posteriormente fueron centrifugados a 100 rpm durante 5 min para eliminar
residuos groseros. A partir de 1 ml de sobrenadante se realizaron diluciones 10" a
10" y fueron inoculadas en: Agar Nutritivo (Oxoid) para recuento de aerobios y

anaerobios totales, Agar MRS (Difco) para bacterias productoras de acido lactico
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(BAL), Agar Schaedler (Cultimed) para Bacteroides, Agar Violeta Rojo Bilis (Difco)
para Enterobacterias y Agar Base con Azida (Pronadisa) para Cocos Gram
positivos. Estos medios fueron incubados a 37°C por 48 a 72 horas, las placas de
agar destinadas al recuento de Bacteroides, Anaerobios totales y BAL se

colocaron en jarras de anaerobiosis (Anaero-gen de Oxoid).

1.4. Estudio de la microbiota por métodos moleculares

1.4.1. Extraccion de DNA y amplificacion de los genes que codifican para el 16S
rRNA por PCR

Para la extraccion de DNA bacteriano de las muestras de Heces-Inicial,
Heces-final y contenido del colon y del ciego, se utilizaron 200 mg de muestra
perfectamente homogenizados en un volumen final de 2 ml de (tampén fosfato de
sodio 50 mM, pH 7,4, NaCl 68 mM), la mezcla se centrifugé a 100 rpm durante 5
min y a partir de 1 ml de sobrenadante se recuperd la masa bacteriana con un
centrifugado adicional a 13000 rpm durante 5 min. El sedimento celular se lavé
con PBS mas 50mM EDTA y el DNA bacteriano se extrajo con un kit para
extraccion de DNA en muestras de heces (QlAamp DNA Stool Mini Kit, Quiagen)

de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Para el analisis por PCR-DGGE de la poblaciéon bacteriana total en las
muestras de Heces-Inicial, Heces-Final y contenido de colon y ciego, se realizé
una amplificacién por PCR utilizando los cebadores universales HDA1-GC y HDA2
(tabla 3) que amplifican fragmentos de DNA de 200 pb en la posicion 339-539 del
gen que codifica para el 16S rRNA de Escherichia. coli (Walter et al., 2000). Para
detectar especificamente bacterias del género Lactobacillus se utilizaron en las
reacciones de PCR los cebadores especificos lac1 y lac2-GC (tabla 3). Estos
cebadores amplifican un fragmento de 327 pb en la posicién 352-679 de los genes

que codifican para el 16S rRNA de E. coli (Walter et al., 2001). Para el género
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Bifidobacterium se utilizaron los cebadores especificos Bif164F y Bif662R-GC
(tabla 3) que amplifican un fragmento de 523 bp posiciones 164-679 de los genes
que codifican para el 16S rRNA de E. coli (Montesi et al., 2005). La reaccién de
PCR en los tres casos consiste en 5 yl de tampén de reaccion 10X (Ecogén), 2 pl
de Cl,Mg (50 mM), 200 uM de cada deoxinucledétido trifosfato, 20 pmol de cada
cebador, 1 U de Ecotaq Polimerasa (Ecogén), 2 ul de DNA (0,25 ug/ul) y agua
para un volumen final de 50 pl en un eppendorf de 0,2 ml. El programa de
amplificacion con los cebadores lac1 y lac2-GC y HDA1-GC y HDA 2 fue el
siguiente: un ciclo a 94°C/2 min, 35 ciclos de tres segmentos a 94°C/30 s, 56°C/30
sy 72°C/30 s, y finalmente un ciclo de extension a 72°C/7 min. Con los cebadores
Bif164F y Bif662R-GC el programa de amplificacion fue 94°C/ 2 min, 35 ciclos de
tres segmentos a: 94°C/ 30 s, 52°C/ 30 s, 72°C/45 s y finalmente un ciclo de
extension a 72°C/ 7 min. Las muestras de DNA utilizadas en todos los casos
corresponden a una mezcla del DNA extraido de cada una de las ratas de cada
grupo. 30 pl del producto de cada PCR fueron utilizados para el analisis por
DGGE.

1.4.2.Analisis de los productos de PCR por Electroforesis en Gel con Gradiente
Desnaturalizante (DGGE)

La DGGE fue realizada en el equipo DCode Universal Mutation Detection
System (Bio-Rad), el gel de dimensiones 16 x 16 cm x 1 mm, contenia 8% (v/v) de
poliacrilamida (37,5:1 acrilamida/bisacrilamida) y un gradiente desnaturalizante de
urea y formamida de 30 a 55% creciente en direccion a la electroforesis (100% de
desnaturalizacién corresponde a 7M de Urea y 40% de formamida). La
electroforesis se realizé durante 4 horas y 30 min a 130 Voltios constantes y una
temperatura de 60°C, los geles fueron mantenidos durante 5 minutos en una
solucién de Bromuro de Etidio (1pug/ml), lavados con abundante agua destilada
durante 10 minutos y la fluorescencia producida fue detectada con el equipo
Fujifilm LAS 1000. imaging system (Fuji Photo Film Co.Ltd.).
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Procedencia Cebador Secuencia

Walter et al., 2000 HDA1 (5'-GACTCCTACGGGAGGCAGCAGT-3")
HDA1-GC* (5'-GCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGG
GCACGGGGGGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT-3")

HDA2* (5-GTATTACCGCGGCTGCTGGCAC-3")
Walter et al., 2001 lac1* (5'-AGCAGTAGGGAATCTTCA-3")
lac2* (5-ATTYCACCGCTACACATGCGCC-3").

lac2-GC* (5"-ATTYCACCGCTACACATGCGCCCGGGGCGCGC
CCCGGGCGGCCCGGGGGCACCGGGG-3)).
Montesi et al., 2005 Bif164F* (5"-GGGTGGTAATGCCGGATG-3")
Bif662R* (5-CCACCGTTACACCGGGAA-3")
Bif662R-GC* (5'-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGEG
GCACGGGGGGCCACCGTACACCGGGAA-3")

Acedo-Felix and Pérez- 27f* 5-AGAGTTT GATCCTGGCTCAG-3")
Martinez, 2003 1100r* 5-GGGTTGCGCTCGTTG-3")
Disefiados en este 1552 R* 5-GAAGGAGGTGWTCARCCGCA-3")
Trabajo IreuFOR*™  (5-GATACCTTTGTTCAGGGTGAAG-3")
IreREV** 5-CCGGCAATATAGTTAAGGG-3)
IgasFOR™  (5-GATACCTTTGTTCAGGGTGAAG-3")
L102b** 5-TCAAGGGTAC TGTCATCG ATTG-3")
CT23for** 5-ATGTGACGAGTGAGATTA CC-3")

CT102for**  (5-CACCAAATGCTCGCTGAAAAGC-3")

CT102rev** (5-TCCCCATGCAAACCG AGAGAC-3’)

RecAfor 5-GAAAARRAYTTYGGWAARGGYKCDRTBATGCG-3")

RecArev*** (5-TACATRATRTCDACTTCWSMNMSYTTRAATGG-3")
Messing, 1983 Reverse**** (5-CAGGAAACAGTCATGAC-3)

Forward**** (5'-GTTTTCCCAGTCACGAC-3’)
Berger et al., 2007 ERIC-1***** (5"-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3)

ERIC-2**** (5-AAG TAAGTGACTGGGGTGAGCG-3")

(
(
(
(
(
(
(
(
CT23rev**  (5"-AG TAAGTCCCCACCTGAAACG-3")
(
(
(
(
(
(
(
(

Tabla 3. Cebadores utilizados durante este trabajo. Los asteriscos indican el
gen diana que es amplificado por los cebadores:* gen que codifica para el 16S
rRNA; ** gen dnaA; *** gen recA; ****Vector pMOSblue; *****Secuencias ERIC.

1.4.3. Aislamiento y secuenciacion de DNA de bandas del gel de DGGE.

Bandas representativas observadas en cada gel de DGGE, amplificadas con
los cebadores universales o con los cebadores especificos para especies de
Lactobacillus y Bifidobacterium, fueron extraidas del gel de poliacrilamida,

colocadas en 100 yl de agua bidestilada estéril y almacenadas por 48 horas a 4°C.
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Para extraer el DNA del gel, las bandas en agua se calentaron a 95°C/15 min se
centrifugaron a 13000 rpm/5 min y al sobrenadante se adicioné 50 mg de
glucdgeno grado biolégico, 0,3 M de acetato de sodio pH 4,5 y 2,5 volimenes de
etanol al 96%. La mezcla se coloc6 a —20°C/24 horas y posteriormente se
centrifugdé a 15000 rpm /15 min a 4°C, el sedimento fue lavado con etanol al 70%,
secado y el DNA resuspendido en 25 yl de agua bidestilada estéril. EI DNA
extraido de cada banda fue reamplificado con los cebadores correspondientes a
cada caso, HDA1 y HDA2, Lac1 y Lac2, y Bif164F y Bif662R, utilizando las
reacciones de PCR y los programas de amplificacion descritos previamente para
los tres casos. Posteriormente las dos cadenas de DNA de los productos de PCR
fueron secuenciadas (la secuenciacién fue llevada a cabo por el Servicio Central
de Soporte a la Investigacion Experimental de la Universidad de Valencia,
utilizando el método de terminacién de la cadena de DNA por dideoxinucledtidos),
y las secuencias comparadas con la base de datos del GenBank utilizando el

programa BLAST de alineamiento de secuencias.

1.5. Aislamiento y caracterizacion de Lactobacillus y Bifidobacterium de intestino

de rata.

1.5.1. Obtencion de cultivos puros de Lactobacillus y Bifidobacterium vy
comprobacion por PCR-DGGE.

Aleatoriamente muestras de aproximadamente 200 mg del contenido del
ciego y del colon y Heces-Final de ratas alimentadas con sorbitol, fueron
suspendidas y homogenizadas en 1ml de agua peptonada y finalmente
centrifugadas a 1000 rpm durante 5 min. 1ul del sobrenadante fue colocado en
varias placas de Agar Rogosa (Pronadisa) y repartido por toda la superficie del
agar. Las placas fueron incubadas a 37°C en anaerobiosis (Anaero-gen de Oxoid)
durante 48 horas para el aislamiento de Lactobacillus y 4 dias para aislamiento de

Bifidobacterium de acuerdo al protocolo previamente utilizado para aislamiento de
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estas especies en muestras fecales (Requena et al., 2002;Tannock et al., 2000).
100 colonias de las crecidas en las primeras 48 horas de incubacion y otras 100
crecidas después de 4 dias, fueron utilizadas para reacciones de PCR con los
cebadores especificos del género Lactobacillus, lac1 y lac2-GC y del género
Bifidobacterium Bif164F y Bif662R-GC respectivamente. La reaccion de PCR vy el
programa de amplificacién fueron similares a los descritos anteriormente para
cada caso, pero la muestra de DNA se reemplazo por una pequena alicuota de
cada colonia crecida en agar Rogosa y la temperatura de desnaturalizacion inicial
en el programa de amplificacion fue: 97°C/ 6 min con los cebadores especificos
del genero Lactobacillus y 97°C/ 8 min con los cebadores especificos para el
género Bifidobacterium. El producto de los PCR fue analizado por DGGE y cada
una de las colonias representadas por una banda de diferente migracion en PCR-
DGGE fue cultivadas en caldo MRS, incubada en anaerobiosis a 37°C durante 48

0 72 horas y almacenadas a —80°C en 20% de glicerol.

1.5.2. Extraccion de DNA e identificacion de Lactobacillus.

Para extraer el DNA de las cepas de Lactobacillus aisladas, 10 ml de cultivos
en MRS fueron centrifugados y las células obtenidas lavadas con EDTA 50 mM y
congeladas durante 1 hora a —20°C. La extraccion de DNA se realiz6 de acuerdo
al protocolo previamente descrito (Posno et al., 1991;Veyrat et al., 1999). La
identificacion definitiva de las especies de Lactobacillus aisladas, se realizé
mediante una amplificacion por PCR de 1124 pb del gen que codifica para el 16S
rRNA utilizando los cebadores universales 27f y 1100r (tabla 3) (Acedo-Felix and
Pérez-Martinez, 2003). Para la reaccion de PCR se utilizé taq DNA polimerasa
(BIOTOOLS) y el programa de amplificacion fue el siguiente: un ciclo a 94°C/2
min, 35 ciclos de tres segmentos a 94°C/30 s, 50°C/30 s y 72°C/1 min, y
finalmente un ciclo de extension a 72°C/7 min. Las dos cadenas de DNA de los
fragmentos amplificados por PCR fueron secuenciadas (Servicio Central de
Soporte a la Investigacién Experimental de la Universidad de Valencia), alineados

en el programa Chromas-Pro (Technelysium Pty Ltd) Las secuencias fueron
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alineadas en la base de datos del GenBank utilizando el programa BLAST vy la

identificacion de los Lactobacillus se realizd a través de un analisis filogenético.

1.5.3. Analisis filogenético de las secuencias de DNA.

La secuencia que codifica el 16S rRNA de varias cepas de lactobacilos fue
seleccionada a partir de la base de datos del Ribosomal Database Proyect Il,
publicacién 9.44 (Cole et al., 2005). Multiples alineamientos fueron obtenidos por
el uso del programa Clustal W (Thompson et al., 1994) y las secuencias de dudosa
homologia fueron eliminadas por el uso de bloques G (Castresana, 2000). La
reconstruccion filogenética fue formada implementando la maxima probabilidad en
PHYML (Guindon and Gascuel, 2003) con el modelo de sustitucion HKY85
(Hasegawa et al., 1985). Los valores de “Bootstrap” han sido obtenidos por el

analisis de 500 seudo replicas.

1.6. Enumeracion de dos especies de Lactobacillus por PCR cuantitativa.

1.6.1. Elaboracion de patrones para la curva de calibracion.

El gen dnaA se encuentra en copia unica dentro del genoma bacteriano, lo
que permite relacionar directamente el nUmero de moléculas presentes de dnaA
en una determinada muestra con el nimero de bacterias presentes en la misma.
Las curvas de calibracion para PCR cuantitativa, fueron elaboradas a partir de un
patrén que contenia un numero conocido de moléculas de un fragmento de dnaA
de L. reuteri AD23 y Lactobacillus ps AD102 aislados de rata. Para amplificar el
gen dnaA de L. reuteri AD23 se utilizaron los cebadores IreuFOR vy IreREV (tabla
3) que amplifican un fragmento de 564 pb del gen dnaA, con tamafio molecular de
348,78 KDa. Para Lactobacillus sp. AD102 los cebadores utilizados fueron

IgasFOR y L102b (tabla 3) que amplifican un fragmento de 554 pb del gen dnaA
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con tamafio molecular de 342,82 KDa. Para la reaccién de PCR se utilizd tag DNA
polimerasa (BIOTOOLS) y el programa de amplificacién fue el siguiente: un ciclo a
94°C/2 min, 35 ciclos de tres segmentos a 94°C/30 s, 50°C/30 s y 72°C/1 min 30 s,
y finalmente un ciclo de extension a 72°C/7 min. La cantidad de DNA presente en
el producto de cada amplificacion, fue cuantificada utilizando Fluorescent DNA
quantitation Kit (BIO_RAD 170-2480) con el fluorimetro Versa Fluor (BIO-RAD).
Con este resultado y conociendo el peso molecular de cada fragmento
amplificado, se calculé el numero de moléculas presentes del gen dnaA en cada
uno de los patrones y se elaboro una curva de calibracion para PCR cuantitativa

con diluciones de los patrones en concentraciones 10 hasta 107°.

1.6.2. Cuantificacion de L. reuteri AD23 y Lactobacillus sp. AD102.

Para cuantificar el ndmero de bacterias presentes de L. reuteri AD23 vy
Lactobacillus ps AD102 en las muestras de Heces-Inicial, Heces-Final, contenido
del colon, y del ciego de las ratas, se utilizaron las muestras de DNA extraidas con
el kit (QlIAamp DNA Stool Mini Kit, Quiagen) de cada muestra por rata descritas
para el estudio de la microbiota. Los cebadores utilizados para PCR cuantitativa
fueron, para L. reuteri AD23 CT23for y CT23rev (tabla 3), y para Lactobacillus sp.
AD102 CT102for y CT102rev (tabla 3), que amplifican fragmentos de 275 pb y 309
pb respectivamente. Los fragmentos amplificados mediante PCR cuantitativa estan
contenidos en las secuencias de los respectivos fragmentos de dnaA amplificados
para la elaboracion del patrén para cada uno de los Lactobacillus a cuantificar. El
equipo utilizado para PCR cuantitativa fue el Light Cycler de ROCHE vy el reactivo
utilizado Light Cycler Fast Start DNA Master plus SYBR Green | (ROCHE) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las muestras se analizaron por
duplicado, sin diluir y diluidas 1/10 en agua grado PCR vy el resultado final por
muestra corresponde al promedio de las dos mediciones. Las condiciones de la
reaccién de PCR fueron: 10 minutos a 95°C para la desnaturalizacién del DNA vy la
activacion de la FastStart Taqg DNA polimerasa, seguida de 35 ciclos de 95°C/ 10s

62°C 10 sy 72°C 15 s. La deteccion de la fluorescencia producida fue registrada a
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530 mM en la etapa final de cada ciclo. La curva de temperatura de fusién fue
obtenida por calentamiento de los productos amplificados hasta 65°C durante 20 s
y un posterior incremento de temperatura de 0,2°C por segundo hasta 98°C, con
medicion continua de la fluorescencia, finalmente se realizé un enfriado de la
muestra a 40°C 20 s. La especificidad de la reaccion fue verificada mediante el
analisis de la curva de temperatura de fusién, y por electroforesis en geles de
agarosa al 1% de los productos de PCR cuantitativa, para verificar la existencia de
una sola banda amplificada del tamafio correspondiente a cada caso. Algunas de
las amplificaciones por PCR cuantitativa fueron secuenciadas para confirmar la

especificidad de la reaccion.

Para calcular el rendimiento en la extraccion de DNA de L. reuteri AD23 y
Lactobacillus sp AD102 a partir de las muestras del contenido intestinal y heces de
rata, alicuotas de 100 pl de una suspensién bacteriana que contenia un namero
conocido de ufc/ml de cada lactobacilo, fueron adicionadas a 200 mg de muestras
al azar de heces y de contenido intestinal. EI DNA fue extraido de estas muestras
de acuerdo al procedimiento del kit (QlIAamp DNA Stool Mini Kit, Quiagen),
empleado en la extraccién de DNA en la totalidad de las muestras experimentales.
Se calculd el rendimiento del método al comparar el nimero de bacterias
presentes en las muestras con y sin adicion de la suspensién bacteriana,
determinado por PCR cuantitativa y expresado como porcentaje. Este resultado
fue tenido en cuenta para el célculo de los resultados finales de PCR cuantitativa

en las muestras experimentales.

1.7. Determinacion de acidos organicos en las Heces-Inicial, Heces-Final y

contenido del colon y del ciego de ratas

Muestras almacenadas a —80°C de Heces-Inicial, Heces-Final y contenido del
colon y del ciego de ratas, fueron descongeladas y mantenidas en hielo, 100 mg
de cada muestra fueron suspendidos en un volumen final de 1 ml de acido

fosforico 0,1% (pH 2,4), homogenizados en agitador, y centrifugadas a 9000 rpm/
51



20 min a 2°C. El sobrenadante fue filtrado (Millipore Non-Sterile 25mm Millex 0,45
Mm) y los acidos organicos determinados por HPLC (High Pressure Liquid
Chromatography). El equipo utilizado fue el HPLC de JASCO CORPORATION con
una columna de 300 x 7.8 mm (Phenomenex Rezex-ROA Organic Acid H+) a 30°C
de temperatura. La fase movil utilizada fue acido fosférico 0,1% con flujo isocratico
de 0,5 ml por minuto, se inyectaron 20 pl del filtrado de cada muestra y la
deteccion fue a 210 nm con el UV-2075 plus de JASCO.

1.8. Determinacion de inmunoglobulina A secretora (IgAs) en heces de rata.

Muestras de Heces-Final de rata almacenadas a -80°C fueron
descongeladas y mantenidas en hielo. 100 mg de cada muestra fueron diluidos en
un volumen final de 1 ml con tampdn para la extraccion de inmunoglobulinas (0,01
M de tampon fosfato salino pH 7,4; 0,5% de Tween 20 y 0,05% de azida de sodio)
homogenizados en agitador y centrifugados a 1,500 rpm/ 20 min a 4°C. En 500 pl
de sobrenadante se adicionaron 5 ul de “Cocktail” inhibidor de proteasas (SIGMA),
se mezclé en agitador y se centrifugd a 10000 rpm durante 10 min. 400 pl del
nuevo sobrenadante fueron almacenados a —20 °C hasta su uso. La determinacion
de la IgAs en las muestras de heces se realiz6 mediante la técnica de ELISA, de
acuerdo al kit comercial para cuantificacion de IgA (Bethyl Montgomery, TX,USA)
utilizado previamente por otros autores para la determinacién de IgA en muestras

fecales (Inoue et al., 2005).

1.9. Actividad HSB en las cepas de Lactobacillus aislados de intestino de rata.

1.9.1. Ensayo en placa de la actividad HSB.

De acuerdo al procedimiento descrito por (Pereira et al., 2003), cajas de Petri

con 15 ml de agar MRS adicionado con 0,37 g/L de CaCl, y 0,5% de una sal biliar
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conjugada, taurodeoxicolato 6 glicodeoxicolato (SIGMA) fueron inoculadas con 20
Ml de cultivo puro (D.O.s50=1) de cada una de las cepas de Lactobacillus aisladas
de rata. El inoculo fue colocado sobre un disco estéril de papel absorbente de 1
cm de diametro colocado sobre el agar y las placas incubadas a 37°C en jarras de
anaerobiosis (Anaero-gen de Oxoid) durante 72 horas. La formacién de un halo de
precipitado alrededor del disco de papel, corresponde a la sal biliar desconjugada
y precipitada en presencia de calcio. Las pruebas se hicieron por duplicado y el
resultado corresponde al valor de la media de los diametros en centimetros de los

halos formados.

1.9.2. Analisis cuantitativo por HPLC de la actividad HSB.

50 ml de caldo MRS (Difco) estéril, que contenian 1mM de taurocolato de
sodio o glicocolato de sodio (SIGMA), fueron inoculados con 1ml de un cultivo de
24 horas (D.O.s5= 1) de cada una de las cinco cepas de Lactobacillus aisladas de
rata, e incubados a 37°C durante 24 horas. Asépticamente fueron extraidas dos
alicuotas de 2 ml a diferentes tiempos durante el periodo de incubacién, una para
medir el crecimiento bacteriano determinando la D.O a 550 nm y la otra para
determinar la actividad de HSB mediante HPLC. Para extraer las sales biliares
conjugadas se utilizé el método previamente descrito (Pereira et al., 2003). En el
momento de ser inyectados al cromatografo, los extractos de la sal biliar fueron
reconstituidos con 240 pl de metanol al 70% mas acetato de sodio 0,03 M pH 5,6,
homogenizados en agitador y filtrados (Millipore Non-Sterile 25mm Millex 0,45um).
20 ul del filirado de cada muestra fueron inyectados en el equipo HPLC de JASCO
CORPORATION con una columna de 15 cm x 4,6 mm (SUPELCOSIL 5 ym LC-
18-DB fase reversa) a temperatura ambiente. La fase mévil fue 70% de metanol
mas acetato sodico 0,03 M acidificado con acido fosférico a pH 5,6 en un flujo
isocratico de 1 ml/min, la deteccion fue a 210 nm con el UV-2075 plus de JASCO.
La actividad HSB se midi6 como la disminucion progresiva de la concentracion
(mM) de la sal biliar conjugada en el medio de cultivo durante la curva de

crecimiento bacteriano.
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1.10. Analisis estadisticos

Para determinar las diferencias entre los grupos control, FOS y sorbitol, se
realizé un andlisis de la varianza (ANOVA), utilizando el programa Statgraphics
plus (Statistical graphics corp.) que permite comparar las medias y desviaciones
estdndar entre mas de dos grupos. En los recuentos bacterianos de heces,
ademas de la comparacion entre grupos, se realizé una comparacién por animal
en el tiempo, ya que se disponia de una muestra inicial de heces previa al
tratamiento. Para analizar las bandas obtenidas en PCR-DGGE con los cebadores
universales HDA1-GC y HDA2 se realiz6 un analisis estadistico basado en el
coeficiente de similitud de Dice (Dcs) utilizando el programa LaneManager (TDI,
S.A., Madrid) El coeficiente de Dice se basa en la posicion de las bandas,
determinando su presencia o0 ausencia en cada una de las lineas de la
electroforesis. Y es comunmente utilizado para el analisis de patrones
electroforéticos generados a partir de técnicas no cuantitativas como la PCR
(Snart et al., 2006;Tannock et al., 2004).

2. METODOS UTILIZADOS PARA LA TAXONOMIA DE LACTOBACILOS.

2.1. Obtencion de nuevos aislamientos de Lactobacillus sp. AD102.

Nuevos aislamientos del Lactobacillus sp. AD102 fueron obtenidos cultivando
contenido del ciego de diferentes ratas en placas de agar Rogosa (Pronadisa) a
37°C durante 48 horas en anaerobiosis, de las placas de agar, se extrajeron
colonias aisladas cuya morfologia fuera compatible con Lactobacillus sp. AD102.
Para verificar la identidad de estas colonias, se realizé una PCR utilizando los
cebadores especificos CT102for y CT102rev empleados previamente en PCR
cuantitativa, seguida por electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. La muestra
utilizada en la PCR fue una pequena alicuota de la colonia crecida en agar

Rogosa y se utilizé tag DNA polimerasa (BIOTOOLS). El programa de
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amplificacion fue el siguiente: un ciclo a 97°C/6 min, 35 ciclos de tres segmentos a
94°C/30 s, 60°C/30 s y 72°C/ 30s, y finalmente un ciclo de extension a 72°C/7 min.
Un segundo método utilizado para confirmar la identidad de estos aislamientos fue

PCR-DGGE utilizando los cebadores especificos para lactobacilos lac1 y lac2 G-C.

2.2. Cepas utilizadas y medios de cultivo.

Las cepas de Lactobacillus utilizadas en el estudio taxondmico presentado en
este trabajo, incluyen los aislamientos realizados a partir de muestras intestinales
de rata, los nuevos aislamientos de Lactobacillus sp.AD102 y otras cepas de las
que se describe su procedencia en la tabla 4. Todos los Lactobacillus fueron
cultivados en caldo MRS (Difco) a 37°C durante 48 horas y almacenados en

glicerol al 20% a — 80°C para ser conservados.

2.3. Analisis fenotipicos.

A todas las cepas de Lactobacillus se les realizé una prueba de catalasa en
placa. El estudio del metabolismo de los hidratos de carbono fue realizado con la
prueba comercial APl 50 CH (BioMerieux. S.A.) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Otras pruebas incluidas en los analisis fenotipicos fueron: Crecimiento
a 15 y 45°C en caldo MRS (Difco); Crecimiento a pH 4,5 y 7,0 en caldo MRS
ajustado el pH con acido acético o NaOH respectivamente.; y crecimiento en caldo
MRS con una concentracion de cloruro de sodio de 4,5% y 7,0%. En todos los
casos se considero como positivo un crecimiento mayor a 0,2 de DO a 550 nm

después de 48 horas de incubacion.

El analisis estadistico de los resultados de las pruebas fenotipicas fue un
analisis de componentes principales (ACP) utilizando el programa XLSTAT para
Microsoft Excel (Addinsoft.) para lo cual se otorgo un valor numérico de 100 para

los resultados positivos, 50 para las reacciones débiles y 0 para las reacciones
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negativas, descartando para el andlisis las pruebas fenotipicas en las cuales no se
observé ninguna variacion entre las 26 cepas analizadas. Un segundo analisis
estadistico a partir de los mismos datos fenotipicos fue un dendrograma de
similitud basado en el coeficiente de correlacion de Pearson, con el método de
clasificacion enlace medio que mide la proximidad entre grupos calculando la

media de las similitudes entre objetos de todos los grupos.

Cepa Especie Origen y referencia
BL17 Lactobacillus acidophilus CECT903" aislada de humano
BL221 Lactobacillus crispatus M247* aislada de heces humanas
BL223 Lactobacillus gasseri 4B2* aislada de heces humanas
BL277 Lactobacillus gasseri DSM220243T aislada de humano
BL278 Lactobacillus crispatus DSMZ20584" origen desconocido
BL279 Lactobacillus acidophilus CECT4529 aislada de intestino de pollo
BL280 Lactobacillus acidophilus CECT4179 aislado de heces de rata
BL281 Lactobacillus johnsonii CECT289 origen desconocido
BL287 Lactobacillus johnsonii DSMZ10533T aislada de sangre humana
BL288 Lactobacillus intestinalis DSMZ6629" aislada de intestino de rata.
BL292 Lactobacillus gasseri NCC2858 origen desconocido
BL294 Lactobacillus gasseri NCC2856 origen desconocido
BL295 Lactobacillus johnsonii NCC2822 aislada de heces de perro.
BL296 Lactobacillus gasseri NCC2857 origen desconocido
BL297 Lactobacillus johnsonii NCC1741 origen desconocido
BL298 Lactobacillus johnsonii NCC533 aislada de heces humanas
BL299 Lactobacillus johnsonii NCC2767 aislada de heces de perro

TABLA 4. Lista de cepas de Lactobacillus utilizadas en la clasificacion

taxondémica de Lactobacillus sp. AD102. BL221 y BL223 pertenecen a la coleccion
del Laboratorio de Bacterias Lacticas y Probidticos de IATA-CSIC. CECT:
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo. DSMZ: Coleccién Alemana de
Microorganismos y Cutivos Celulares. NCC: Coleccion de Cultivos de Nestlé
(Nestlé Research Center-Zuisa). *Cepas donadas por el Instituto de Microbiologia
de la universidad Catolica del Sagrado Corazon (Piacenza-Italia)
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2.4. Analisis filogenéticos mediante secuencias de DNA.

2.4.1. Amplificacién y secuenciacion de los genes que codifican el 16S rRNA vy

gen recA

DNA fue extraido de todas las cepas de Lactobacillus de acuerdo al protocolo
descrito previamente (Posno et al., 1991;Veyrat et al., 1999). Con el fin de limpiar
posibles impurezas en el DNA destinado a los analisis taxondmicos, se ha
realizado adicional al protocolo de extraccion de DNA, una segunda fase de
extraccion con fenol, fenol-cloroformo isoamilico y cloroformo isoamilico después
del tratamiento con RNAsa. El DNA finalmente fue diluido en agua bidestilada
estéril y cuantificado utilizando Fluorescent DNA quantitation Kit ( BIO_RAD 170-
2480) con el fluorimetro Versa Fluor (BIO-RAD) y almacenado a —20°C.

Para los analisis filogenéticos se amplificaron 1500 pb del gen que codifica
para el 16S rRNA utilizando los cebadores 27F y 1552R (tabla 3) que amplifican
1552 pb. La reaccion de PCR se realizd utilizando taqg DNA polimerasa
(BIOTOOLS) y el programa de amplificacion fue el siguiente: un ciclo a 94°C/2
min, 35 ciclos de tres segmentos a 94°C/30 s, 50°C/30 s y 72°C/ 2 min, y
finalmente un ciclo de extensién a 72°C/7 min. El producto de PCR fue purificado
utilizando el Kit GFX PCR and Gel Band (Amersham-Biosciences) de acuerdo a
las instrucciones del fabricante y las dos cadenas de los fragmentos obtenidos
fueron secuenciadas (Servicio Central de Soporte a la Investigacion Experimental
de la Universidad de Valencia). Las secuencias del gen que codifica para el 16S
rRNA de las cepas L. acidophilus CECT903" (BL17), L. gasseri DSMZ20243"
(BL277), L.crispstus DSMZ20584" (BL278), L. johnsonii DSMZ10533" (BL287) y L.
intestinalis DSMZ6629" (BL288) fueron tomadas directamente de la base de datos
del GenBank.

El segundo gen amplificado y secuenciado con el fin de realizar analisis

filogenéticos fue el gen recA. Para la amplificacion del gen recA de los
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Lactobacillus, se utilizaron los cebadores degenerados RecAfor y RecArev (tabla
3) que amplifican 740 pb. La reaccion de PCR se realizé con Ecotaqg DNA
polimerasa (Ecogén) y el programa de amplificacién fue el siguiente: un ciclo a
94°C/4 min, 35 ciclos de tres segmentos a 94°C/30 s, 47°C/30 s y 72°C/ 1min, y
finalmente un ciclo de extension a 72°C/7min. Los fragmentos amplificados y
purificados (Kit GFX PCR and Gel Band de Amersham-Biosciences) fueron
clonados en E. coli utilizando el vector pMOS blue del pMOSblu blunt ended
cloning kit (Amersham) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los
fragmentos del gen recA insertados en E. coli fueron amplificados con los
cebadores Reverse y Forward (tabla 3) que hibridan en zonas contiguas al sitio de
clonaje multiple (polilinker) del vector en donde se han insertado los fragmentos
del gen recA. La reaccion de PCR se realizo utilizando tag DNA polimerasa
(BIOTOOLS), y el programa de amplificacién fue el siguiente: un ciclo a 94°C/6
min, 35 ciclos de tres segmentos a 94°C/30 s, 50°C/30 s y 72°C/ 1min y finalmente
un ciclo de extensién a 72°C/7min. Los fragmentos amplificados fueron purificados
y posteriormente secuenciados (Servicio Central de Soporte a la Investigacion
Experimental de la Universidad de Valencia). El gen recA fue amplificado y
secuenciado en las cepas L. johnsonii AD99; Lactobacillus sp. AD102, AD104 y
AD105; BL17 L. acidophilus CECT903"; L. gasseri NCC2856 (BL294); L. johnsonii
NCC1741 (BL297); L. johnsonii NCC2767 (BL299). Las secuencias recA de las
cepas L. johnsonii NCC533 (BL298) y L.gasseri DSMZ20243" (BL277) fueron
obtenidas en el banco de datos del GenBank junto con otras nueve secuencias del
gen recA de Lactobacillus, para un total de 19 secuencias con las cuales se realizd

el analisis filogenético.

2.4.2. Analisis filogenéticos.

Los resultados de la secuenciacion de las dos cadenas del gen que codifica
para el 16S rRNA de las 26 cepas de Lactobacillus incluidas en este estudio,
fueron verificadas por alineamiento en el programa Chromas-PRO (Technelysium

Pty Ltd). Para el analisis filogenético fueron incluidas ademas otras secuencias del
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gen que codifica para el 16S rRNA de Lactobacillus publicadas en el Ribosonal
Database Project Il (RDP) (Cole et al., 2003;Gavini et al., 2006) y en el GenBank,
para un total de 80 secuencias. Todas las secuencias fueron alineadas en el
programa Cluxtal X (Aiyar, 2000;Gavini et al., 2006) y las posiciones de dudosa
homologia y que presentaban divergencias, fueron eliminadas en el programa
Gblocks (Castresana, 2000;Gavini et al., 2006). La reconstruccion filogenética fue
formada por Maxima verosimilitud en el programa PHYML (Guindon et al., 2005)
utilizando el modelo de sustitucion GTR+G (Método general reversible en el
tiempo mas la aplicacion de distribucion gamma) y el valor de “bootstrap” fue
obtenido por el analisis de 500 seudo réplicas. Para el analisis filogenético con las
secuencias del gen recA se utilizd el mismo procedimiento en un total de 19

secuencias.

2.5. Hibridacion DNA-DNA

2.5.1. Preparacién del DNA.

En un tubo eppendorf de 0,2 ml, se prepararon 100 ul de una soluciéon que
contenia 80 ng/ul de DNA en solucion 2x de tampon SSC (SSC 20X contiene
175,3 g NaCl, 88,2 g citrato sddico en 1 litro de agua bidestilada pH 7,0). La
cantidad de DNA presente en la solucién, fue confirmada por cuantificacion
utilizando Fluorescent DNA quantitation Kit (BIO_RAD 170-2480) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante, con el fluorimetro Versa Fluor (BIO-RAD). El DNA en
solucioén de las 26 cepas de Lactobacillus se desnaturalizé colocando 10 minutos a
99°C y transfiriendo los tubos inmediatamente a hielo. Diluciones del DNA de 40 y
20 ng/ul fueron realizadas en solucion 2X SSC. La hibridacion DNA-DNA se llevo a
cabo inmovilizando el DNA en membranas de nylon de acuerdo al protocolo
previamente utilizado por Ezaki et al. (1988) y por Hanninen et al. (1996) con

algunas modificaciones.
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2.5.2. Marcaje de sondas.

Sondas de DNA marcadas con digoxigenina de las cepas tipo de L.
intestinales, L. johnsonii, L. crispatus, L. gasseri, L. acidophilus y Lactobacillus sp.
AD102, fueron elaboradas utilizando el kit comercial DIG DNA Labeling Mix
(ROCHE) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La reaccion para el
marcaje del DNA se realiz6é en un volumen final de 40 pl utilizado el enzima Large
Fragment of DNA polymerase | (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante, con un tiempo de incubacion de 20 horas a 37°C. Para la hibridacion,
los 40 pyl de DNA marcado fueron desnaturalizados por calentamiento a 100°C
durante 10 minutos, colocados inmediatamente en hielo durante 5 minutos, y
posteriormente mezclados con 10 ml de solucién de hibridacién (5X tampén SSC,
0,1% N-Laurylsarcosina, 0,02% SDS y 1% de solucién de bloqueo de ROCHE).

2.5.3. Preparacién de las membranas.

Seis membranas de nylon (Hybond-N Amersham Biosciences) de 19 x 6 cm
fueron marcadas suavemente con un lapiz cada 0,7 cm formando cuadriculas, en
cada una de las cuadriculas se colocaron con pipeta automatica 2 ul de solucion
de DNA desnaturalizado a concentraciones de 80, 40 y 20 ng/ul, se colocaron 2
puntos por cada dilucion para un total de 6 puntos por cada cepa en forma vertical,
de las 26 cepas distribuidas horizontalmente en la membrana. Las membranas se
secaron en una estufa a 50°C durante 15 minutos y posteriormente las muestras

de DNA se fijaron a la membrana por exposicion a luz UV durante 5 minutos.

2.5.4. Prehibridacion, hibridacién y deteccion inmunoldgica.

La membrana fue prehibridada a 65°C en soluciéon de prehibridacion (5X
tampoén SSC, 0,1% N-Laurylsarcosina, 0,02% SDS, 1% de solucién de bloqueo de
ROCHE) y posteriormente hibridada durante toda la noche a 65°C en una solucion
igual que contenia la sonda marcada. Después de sucesivos lavados para retirar

el exceso de sonda, se realiz6 la deteccion inmunoldgica utilizando el anticuerpo
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antidigoxigenina (Anti-Digoxigenin-AP ROCHE) y el sustrato quimioluminiscente
(CDP-Star ROCHE). Finalmente la quimioluminiscencia producida fue
inmediatamente detectada en el fujiflm LAS 1000 imaging system (Fuji Photo Film
Co.Ltd.).

2.5.5. Cuantificacion.

Utilizando el programa Image Gauge Versién 4.0 (Fuji Photo Film Co.Ltd.) se
cuantificé la sefal quimioluminiscente en unidades arbitrarias, en un area de igual
tamano para cada uno de los puntos de hibridaciéon en las membranas. A este
valor se descuenta previamente el valor en unidades arbitrarias correspondiente al
fondo de la membrana. Para calcular el porcentaje de hibridacion DNA-DNA, se
considera el 100% de hibridacion el valor en unidades arbitrarias obtenido cuando
el DNA de la cepa que dio origen a la sonda, hibridé consigo mismo en la
membrana. Los porcentajes de hibridacion DNA-DNA se calculan para cada cepa
teniendo como referencia el 100% de hibridacion obtenido para cada dilucion de la
muestra (lineas horizontales en la membrana). Es asi como para cada una de las
26 cepas se obtienen seis valores de porcentaje de hibridacion por membrana,
dos por cada una de las tres diluciones de DNA colocadas, el promedio de minimo
cuatro de estos valores fue calculado permitiendo una desviaciéon estandar
maxima del 25%, el valor resultante corresponde al porcentaje de hibridacién de
cada una de las cepas estudiadas con la cepa que dio origen a la sonda. Los
ensayos se realizaron por friplicado (tres membranas por cada sonda y en cada
membrana seis puntos de DNA de cada cepa) y el resultado descrito corresponde

a la media aritmética del porcentaje de hibridacién resultante de cada membrana.

Para calcular el porcentaje de hibridacién DNA-DNA entre las cepas tipo de
cada una de las especies de Lactobacillus analizadas se tuvo en cuenta el valor
del porcentaje de hibridacion AxB y BxA (resultado obtenido cuando un
determinado DNA actia como sonda o estd en la membrana y viceversa) y se

multiplicé el valor mas bajo por la raiz cuadrada de la divisién entre el valor medio
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mas alto por el valor medio mas bajo, obteniendo un valor muy cercano a la media

aritmética.

2.6. Electroforesis de proteina total.

2.6.1. Preparacién de la muestra.

12 cepas de Lactobacillus pertenecientes al grupo de L. acidophilus, fueron
cultivadas en 10 ml de caldo MRS a 37°C hasta una DOssy,n=1,0. Las células
fueron lavadas dos veces con tampén Tris-HCI 100mM pH 7,5 y resuspendidas en
1 ml del mismo tampdn con 0,5 M de sacarosa y 2,5 mg/ml de lisozima, después
de una hora de incubacién a 37°C, las células fueron lavadas nuevamente con
tampodn Tris-HCI 100 mM pH 7,5 para eliminar la lisozima. El sedimento obtenido
fue resuspendido suavemente en 50 ul del mismo tampdon mas 50 pl de tampdn de
carga para proteinas 2X (tampén 1X contiene: 50 mM de Tris-HCI pH 6,8, 100mM
ditriotreitol, 2% SDS, 0,1% bromofenol azul y 10% de glicerol). Las células en
suspension se colocaron durante 5 minutos a 100°C y posteriormente en hielo

hasta el momento de la electroforesis.

2.6.2. Preparacion del gel, electroforesis de proteina y analisis de resultados

En un gel de acrilamida de 16 x 16 cm x 1mm con 12% y 5% de
concentracién de acrilamida en los geles de separacion y carga respectivamente,
fueron cargados 20 ul de cada muestra, como patrén de pesos moleculares en las
posiciones 1 y 15 del gel, se utilizé el marcador LMW Calibration Kit for SDS
(Amersham) que genera seis bandas entre 97 y 10 KDa. Las condiciones
utilizadas para la electroforesis fueron: intensidad de corriente constante de 30 mA

hasta que las muestras penetren en el gel de separaciéon, y 50 mA para la
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separacion de las proteinas. Tiempo estimado 5 horas. El equipo de electroforesis
utilizado fue DCODE-System de Bio-Rad.

Terminada la electroforesis, los geles fueron tefiidos y los perfiles de bandas
obtenidos registrados mediante fotografia. Los patrones electroforéticos
resultantes, fueron analizados utilizando los coeficientes de Dice (relacion entre los
patrones electroforéticos basado en la presencia o ausencia de bandas) y de
Pearson (estimacion cuantitativa de la intensidad de las bandas obtenidas) de
forma independiente (programa BioNumerics 4.6 Applied Maths Kortrijk, Belgium)
y los dos dendrogramas obtenidos fueron comparados. En ambos casos, los
elementos de la matriz fueron sometidos a analisis de agrupamiento empleando la
técnica del algoritmo de emparejamiento de bandas con base en promedios

aritméticos (UPGMA- unweighted pair-group metered using arithmetic average).

2.7. Genotipado mediante ERIC-PCR.

Para la amplificacion de las secuencias ERIC (secuencias consenso
repetitivas intergénicas de Enterobacterias) mediante PCR, se utilizaron los
cebadores ERIC-1 y ERIC-2 (tabla 3) de acuerdo al procedimiento utilizado
previamente para la tipificacion de cepas de especies pertenecientes al grupo de
L. acidophilus (Berger et al 2007). La reaccion de PCR se realizé utilizando Ecotaq
DNA polimerasa y el programa de amplificacion fue el siguiente: un ciclo a 94°C/4
min, 35 ciclos de tres segmentos a 94°C/30 s, 47°C/30 s y 72°C/ 4 min y
finalmente un ciclo de extensién a 72°C/7 min. El termociclador utilizado fue
Techne Genius (techne Cambridge Limited). Los productos de PCR fueron
cargados en geles de agarosa al 1% con Bromuro de Etidio (1ug/ml) para
electroforesis, como marcador de pesos moleculares se utilizaron 5 pl de
Hyperladder | (BIOLINE) con el cual se obtiene un patron de 14 bandas en un
rango entre 200 y 10.000 pb. Las imagenes de los geles fueron fotografiadas y
analizadas utilizando el coeficiente de Jaccard y el método UPGMA (Lane

Manager TDI, S.A., Madrid. La amplificacion de las secuencias ERIC-PCR se
63



realizd en las cepas pertenecientes al grupo de L. acidophilus dentro del grupo de

26 cepas de este estudio.

2.8. Comparacion de cepas del grupo de L. acidophilus mediante “microarrays”.

El genoma de L. johnsonii NCC533 (BL298) ha sido comparado con los
genomas de L. johnsonii AD99, L. gasseri DSMZ20243" (BL277) y Lactobacillus
sp. AD102 mediante la técnica de “Microarrays”. El procedimiento ha sido
realizado por el Dr. Bernard Berger del Centro de Investigaciones de Nestlé en

Suiza.

L. johnsonii NCC533 (BL298) es una cepa de Lactobacillus utilizada
comercialmente en la elaboracion de alimentos lacteos fermentados y que tiene un
reconocido efecto probidtico (Fukushima et al., 2007;Inoue et al., 2007b;Inoue et
al., 2007a) y es la cepa de referencia generalmente utilizada por el Centro de
Investigaciones de Nestlé. La secuencia del genoma completo de esta cepa ha

sido publicada en el afio 2004 (Pridmore et al., 2004).
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RESULTADOS Y DISCUSION
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CAPITULO I. ESTUDIO DEL EFECTO PREBIOTICO DEL SORBITOL EN RATA.

1. RESULTADOS

1.1. Efecto sobre el peso corporal, peso del tejido intestinal y pH del contenido

intestinal y heces.

Para determinar la cantidad de sorbitol o de FOS ingerido por el
correspondiente grupo de ratas estudiado, se midi6, durante los 16 dias
experimentales y con una periodicidad de 36-48 horas, el agua o solucion
azucarada consumida por los animales. El grupo-control bebié una media de 26,4
ml de agua por rata y dia (ml/rata dia), el grupo-FOS 22,4 ml/rata dia equivalente a
2,24 g de FOS (aproximadamente 9,9 g/Kg peso) y el grupo-sorbitol 20,7 ml/rata
dia, equivalente a 2,07 g de sorbitol (aproximadamente 9,29 g/kg peso). Estos
resultados muestran que la presencia de sorbitol y FOS en el agua disminuye
ligeramente el consumo de ésta, siendo importante destacar que ninguno de los
animales presentd signos aparentes de deshidratacion. Aunque el excesivo
consumo de azucares alcohol se ha descrito que tiene efecto laxante (Islam et al.,
2004) la consistencia de las heces en los tres grupos es aparentemente igual y el
porcentaje de humedad presente en las Heces-Final y el contenido del ciego de
los animales de los tres grupos no muestra diferencias significativas, solo el
contenido del colon de las ratas alimentadas con sorbitol y FOS tiene un
porcentaje de hidratacién significativamente mayor en relacion al grupo-control
(Tabla 4).

El crecimiento de los animales se calculé mediante la relacion entre el peso
final y el peso inicial, para eliminar asi factores individuales de crecimiento. El
grupo-sorbitol y grupo-FOS mostraron una tendencia a disminuir el peso corporal
con respecto al grupo-control (Tabla 5). Curiosamente en el momento de la

extraccion del ciego, en las ratas de los grupos FOS y sorbitol, se observd un
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aumento considerable en el tamafio de este 6rgano. Esta apreciacion fue
confirmada al determinar los pesos del ciego con contenido y del tejido sin
contenido. Las ratas alimentadas con FOS vy principalmente las alimentadas con
sorbitol presentan un incremento estadisticamente significativo (p<0,05) en el peso
del tejido y del contenido intestinal del ciego con relacion al grupo control (Tabla
5). Este efecto se habia observado anteriormente en ratas alimentadas con
sorbitol, lactitol (Islam et al., 2004), FOS y otros oligosacaridos como los

xilooligosacaridos (Campbell et al., 1997).

Los valores de pH obtenidos en las Heces-Final, contenido del ciego y del
colon de los tres grupos de ratas estudiados no muestran cambios
estadisticamente significativos (Tabla 5). Unicamente existe una tendencia a la
acidez en Heces-Final de los animales alimentados con FOS y sorbitol. En el

contenido del colon y en el ciego esa tendencia se observa solo en el grupo-FOS.

1.2. Efecto sobre la concentracion de lipidos en sangre.

Los resultados obtenidos en el perfil lipidico (colesterol total, colesterol LDL y
triglicéridos) muestran una tendencia estadisticamente no significativa a disminuir
en las ratas que han consumido sorbitol (Tabla 6). Aunque en este estudio la
disminucién de los lipidos en el suero de las ratas aparece estadisticamente solo
como una tendencia, es importante destacar que los animales nacidos en
cautividad y alimentados con dietas normales, tienen muy posiblemente unos
niveles basales de lipidos normales y por esta razon los cambios post tratamiento
no son de gran magnitud. Una disminucion de los lipidos en sangre por el
consumo de prebidticos ha sido observado previamente por otros autores, asi
experimentos in vivo en los que se ha suministrado un prebioético como la inulina a
humanos adultos con niveles sanguineos elevados de colesterol y triglicéridos ha
resultado en la disminucion del colesterol total, LDL, VLDL (colesterol de muy baja
densidad) y triglicéridos (Balcazar-Mufoz et al., 2003). Experimentos in vitro en

medios de cultivo con Lactobacillus casei en presencia de prebidticos y colesterol
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han demostrado la influencia de los prebidticos en la capacidad de remocién de

colesterol por esa bacteria (Liong and Shah, 2005).

Grupo-control Grupo-FOS Grupo-sorbitol
Porcentaje de humedad
Contenido del ciego 77,82+ 3,186 79,25+ 1,696 78,12+ 3,501
Contenido del colon 77,84% 3,175 82,98+ 2,503 82,74+ 2,475
Heces-Final 64,24+ 6,012 65,24+ 6,096 66,09+ 3,084
Incremento de peso
Corporal (PF/PI) 1,78+ 0.04 1,69+ 0,11 1,67+ 0,07
Colon con contenido (% PC) 1,29%+ 0,169 1,32°£ 0,173 1,91°+ 0,442
Tejido del colon 1,55+ 0,144 1,4+ 0,12 1,58+ 0,20
Ciego con contenido (% PC) 1,90+ 0,109 2,61%+ 0,217 3,21°4 0,26
Tejido del ciego O,77ai 0,098 1,02bi 0,102 1,03bi 0,12
Determinacién de pH
Heces-Final 6,41+ 0,262 5,92+ 0,487 6,05+ 0,386
Contenido del colon 6,39+ 0,082 6,24+ 0,153 6,48+ 0,315
Contenido del ciego 6,3+ 0,068 6,17+ 0,202 6,51+ 0,319

Tabla 5. Efecto del sorbitol y FOS en el incremento de peso corporal, colon y ciego
de las ratas y en el pH de heces y contenido intestinal. PF: peso final. Pl: peso
inicial. PC: peso corporal. Las medidas de peso del tejido y contenido intestinal
estan expresadas en gramos. Valores son la media por grupo n=5 control, n=6
sorbitol y FOS. 3¢ | as medias del grupo que no comparten la letra del superindice
en la misma muestra son estadisticamente diferentes (P< 0,05).
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Grupo-control Grupo-FOS Grupo-sorbitol p?
Colesterol Total 66,2 £ 10,70 66,8 + 8,75 59 + 6,98 0,272
Colesterol HDL 32,8 3,11 33,2+2,20 30,8 £2,31 0,591
Colesterol LDL 33,4+7,89 33,7 +7,86 28,2 £5,41 0,284
Triglicéridos 181,8 + 28,11 171,5 + 38,52 154,1 + 58,6 0,355

Tabla 6. Concentracion sanguinea de lipidos (mg/dl) en los tres grupos de ratas:
control, FOS y sorbitol. HDL: lipoproteina de alta densidad. LDL: lipoproteina de
baja densidad. Los valores son la media por grupo n=5 control, n=6 sorbitol y FOS.

1.3. Concentracion de lactato y acidos grasos de cadena corta en heces y

contenido intestinal de rata

La concentracion total de acidos organicos (AO) aumenté en todas la
muestras obtenidas de las ratas alimentadas con FOS o sorbitol comparadas con
las del grupo-control (Tabla 7). En las muestras de contenido del ciego y del colon
existe un aumento importante de propionato y butirato en las ratas que
consumieron los carbohidratos, siendo las diferencias estadisticamente
significativas para el propionato en el contenido del ciego del grupo-FOS y para el
butirato en el contenido del ciego y el colon del grupo-sorbitol. En las Heces-Final
se siguen las mismas tendencias, a excepcion que, en el grupo-FOS no aumenta
el propionato y se observa un aumento significativo en la producciéon de acetato
(Tabla 7). Curiosamente en las muestras de contenido del colon del grupo-FOS
hay una disminucion de lactato que se observa también como una tendencia en
las Heces-Final, estos resultados pueden explicarse por la posible presencia de

bacterias consumidoras de acido lactico que lo transforman en otros metabolitos.

El acetato y el propionato producido en el intestino alcanzan el higado via

porta y afectan la sintesis hepatica de colesterol, el acetato se incorpora a la
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lipogénesis, mientras el propionato actia como inhibidor competitivo impidiendo la
entrada del acetato. El cociente acetato/propionato puede ser entonces un
marcador de la capacidad hipolipemiante de un determinado prebidtico. Los
valores resultantes del cociente acetato/propionato en cada una de las muestras
de rata analizadas (Tabla 7) muestran que en el contenido del ciego y del colon de
las ratas alimentadas con FOS y sorbitol el cociente acetato/propionato es menor
que en el grupo control, siendo estadisticamente representativo (P< 0,05) en el
contenido del ciego. Curiosamente en las Heces-Final los valores del cociente
acetato/propionato son mayores en las ratas que consumieron carbohidratos que
en el grupo control. Es posible que el cambio en las condiciones ambientales, mas

aerobias en el recto y las heces sean las responsables de estas variaciones.

1.4. Determinacion de inmunoglobulina A en heces de rata.

La inmunoglobulina A secretora (IgAs) fue cuantificada en heces de rata
después del tratamiento con FOS o sorbitol mediante la técnica de ELISA (Figura
5). Los resultados obtenidos muestran un aumento no significativo de las IgAs en
las ratas alimentadas con carbohidratos (FOS 1,250+0,510 y sorbitol 1,406+0,865
mg IgAs/g peso seco), respecto al grupo control 1,179+0,349 mg IgAs/g peso
seco. Aumentos significativos de IgAs en heces han sido observados previamente
por otros autores en ratones cuando son alimentados con prebidticos como los
FOS ¢ isomalto-oligosacaridos (Hosono et al.,, 2003;Mizubuchi et al., 2005). La
cuantificacion de la IgAs en las muestras de colon y ciego de los animales no fue
posible por la falta de reproducibilidad de los resultados, debido probablemente a
la existencia de proteasas en las muestras, resistentes a los inhibidores utilizados

en el ensayo.
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Grupo-control Grupo-FOS Grupo-sorbitol
Contenido del ciego
Lactato 0,990,28 1,0540,39 0,93£0,43
Acetato 15,30+3,80 18,3613,10 15,28+3,13
Propionato 2,87°41,13 3,92°+0,54 3,39%°40,51
Butirato 25,70%+4,79 32,00%°+4,78 34,88"+8,56
AO Total 47,88°49,99 60,20°+8,06 59,25%°+9,48
Acet/ prop 5,59%+0,89 4,68°£0,32 4,50°£0,60
Contenido del colon
Lactato 1,59%£0,42 0,90°+0,43 1,26%°+0,66
Acetato 12,98+2,84 13,40£1,66 12,39+3,19
Propionato 2,68£0,52 3,5140,83 3,1740,54
Butirato 23,00%+2,45 30,91%°5,15 35,65°£12,24
AO Total 43,4045,29 53,49+6,24 57,46+16,96
Acet/ prop 4,97+1,34 3,95£0,83 3,8940,58
Heces-Final
Lactato 9,9141,89 8,0541,72 11,87+4,69
Acetato 12,60%3,42 19,58"5,26 16,57%42,21
Propionato 2,120,80 2,03£0,56 2,3240,94
Butirato 56,72+5,35 67,05£30,08 78,66+31,86
AO Total 85,12 47,43 103,34+37,14 118,3040,92
Acet/ prop 6,23+1,39 10,29+3,98 8,1143,21

Tabla 7. Concentracién de lactato y acidos grasos de cadena corta en las

diferentes muestras intestinales de rata. Los valores estan expresados en pmol/ g
de materia seca. Los valores corresponden a la media por grupo n=5 grupo control
y n=6 para FOS y sorbitol. AO Total: acidos organicos total, corresponde a la
suma de los valores obtenidos de acido malico, lactico, acético, propiodnico,
isobutirico, butirico, valérico e isovalérico. Las medias del grupo que no
comparten la letra del superindice en la misma linea son estadisticamente
diferentes (P< 0,05). Acet/prop corresponde al cociente del valor obtenido para el
acetato dividido el valor obtenido para el propionato.
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Figura 5. Inmunoglobulina A secretora (IgAs) en las muestras de heces de rata
alimentadas con FOS o sorbitol. Cada muestra fue analizada por duplicado. Las
barras de error indican la desviacién estandar por grupo. n=5 grupo control y n=6
para FOS y sorbitol.

1.5. Analisis bacteriolégico en las muestras de heces y contenido del colon y del

ciego por métodos culturales.

Con el objeto de que la retencion de agua en el intestino no interfiriera en el
peso de las muestras y por tanto en el recuento bacteriano, los resultados de los
recuentos bacterianos en todas las muestras fueron calculados como logaritmo de
unidades formadoras de colonias por gramo de materia seca (Log ufc/g ms) (Tabla
8). Aunque los grupos de ratas fueron formados aleatoriamente, el numero de
anaerobios totales y bacterias acido lacticas en Heces-Inicial (tomadas antes del
inicio de la ingesta de carbohidratos) presentan diferencias significativas entre
grupos. Los bacteroides aumentan significativamente (p<0,05) en las Heces-Final
como consecuencia del consumo de FOS o sorbitol. lgualmente hay un aumento
significativo en el nimero de cocos Gram-positivos en las Heces-Final de ambos

grupos de carbohidratos.
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La composicion microbiana del contenido del colon y del ciego es
estadisticamente diferente entre los tres grupos de ratas sometidos a las dietas
control, FOS y sorbitol (Tabla 8). Unicamente no hay diferencias estadisticamente
significativas para las enterobacterias en el contenido del colon y los cocos Gram-
positivos en el contenido del ciego. Por otra parte, los anaerobios totales en el
contenido de colon y en el contenido de ciego mostraron un incremento
representativo en el grupo-FOS con respecto al grupo-control y grupo-sorbitol y las
BAL aumentaron en el grupo-FOS y grupo-sorbitol (tabla 8). Para el grupo-FOS el
aumento podria deberse a un incremento en el numero de bifidobacterias como ha
sido demostrado para ese prebioético en estudios previos (Campbell, et al., 1997).
El nimero de Bacteroides también estda aumentado respecto al grupo-control,
siendo estadisticamente significativo en el contenido del colon para las ratas
alimentadas con FOS, y en el contenido del ciego para las alimentadas con
sorbitol. El numero de aerobios totales fue significativamente mayor en el
contenido del colon para el grupo-sorbitol y en el contenido del ciego aumenté de
forma similar para los grupos FOS y sorbitol respecto al grupo-control. Los
recuentos de enterobacterias disminuyen significativamente en el contenido del
ciego de los animales tratados con sorbitol, Los cocos Gram-positivos tienen un
aumento significativo en el contenido del colon para los grupos FOS y sorbitol, y

en el ciego para las ratas que han consumido FOS.
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Heces-Inicial Heces-Final Heces- Inicial — Heces-Final

Control FOS Sorbitol Control FOS Sorbitol Control FOS Sorbitol

Total Anaerobios  9,24%+0,31 9,66bi0,07 9,66bi0,11 9,57+0,13 9,78bi0,14 9,9b¢0,11 0,26+0,23 0,14+0,17 0,24+0,13

BAL 9,52°:028 9,89°+0,10 9,95°+0,13  9,67°+0,14 9,98°:025 10,09°+0,11 0,15:0,26  0,09+0,32  0,15:0,21
Bacteroides 8,81:0,27  891:017  898:0,15 895°+0,06 9,29°:0,14 9,53°+0,14 0,14°:022 0,37°°+020 0,55"+0,23
Total Aerobios 9,09:043  9,20:022 940,31 9,04:0,04  921$0,30  9,35:0,11  -0,04:043 -0,07:0,37  0,34+0,38
Enterobacterias  7,440,37  7,17+0,60  7,0140,28  6,97+0,30  6,8140,51  6,69+0,39  -047+0,50 -0,35:0,90  -0,310,54
Cocos Gram + 881029 8921023 884015  9,03%+0,08 9,35°+0,27 9,38°:0,11 0231028  043:044  0,58+0,25
Colon Ciego
Control FOS Sorbitol Control FOS Sorbitol

Total Anaerobios 0207024 967°1038  9,11%+0,26 8774034  970°+0,14  8,967+0,36

BAL 9,37°40,18  9,89°+0,15  9,96°+0,10  9,50°0,17  9,94°:022  10,01°+0,13
Bacteroides 8,74°:0,32  9,26":021  895°+024  892°:033  9,12%40,16  9,30"+0,12
Total Aerobios 8,92°:0,12  9,07°+0,24  9,31°:0,12 8817025  9,10°:0,11  9,20°+0,09
Enterobacterias 7,35:0,14  7,67+0,38 7,39+0,57 7,73°%:028  7,86°:0,16  7,18"+0,37
Cocos Gram + 89974016  9,40°%:022  923°:008  9,08%4020  9,37°:027  9,27°°+0,12

Tabla 8. Recuentos bacterianos en Heces, Colon y Ciego BAL (Bacterias productoras de acido lactico). Los valores son la
media de n=5 en control y n=6 en FOS y sorbitol y representan el Log ufc/g de materia seca. 3¢ | os valores en la misma linea
que no comparten letra del superindice entre los grupos son estadisticamente diferentes (P<0,05)
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1.6. Analisis de las muestras de Heces-Final y contenido del colon y del ciego por
PCR-DGGE.

1.6.1. Microbiota total.

Se ha realizado un analisis de la microbiota total por PCR-DGGE con los
cebadores universales HDA1-GC y HDA2 (Walter et al., 2000) y una mezcla de
DNA bacteriano aislado de las cinco ratas (grupo-control) o de las seis ratas
(grupos sorbitol y FOS) (Figura 6). Los resultados mostraron que algunas de las
bandas de DNA aisladas de los geles y secuenciadas eran heteroduplex, sin
embargo, se encontré un buen grado de reproducibilidad entre los geles de DGGE.
En la Tabla 9 se pueden observar los valores del coeficiente de similitud de Dice
(Dsc) al comparar los perfiles de bandas obtenidos entre los diferentes grupos. Se
observa que en Heces-Inicial la similitud entre los grupos es mayor que la
encontrada en Heces-Final. Cabe destacar una similitud muy baja (79,1%) cuando
se comparan los grupos control y sorbitol. En el contenido del colon y el ciego la
similitud entre grupos es también baja, principalmente al comparar el grupo-
sorbitol con los grupos control y FOS. Esto demuestra por un lado que el consumo
de sorbitol y FOS por las ratas ha modificado la microbiota intestinal y por otro

lado, que esa modificacion es diferente entre ambos carbohidratos.

En la Figura 6 se puede observar que las diferencias entre las bandas de
DNA de una determinada bacteria, en los tres grupos experimentales, han sido
valoradas de acuerdo a la intensidad de la tincion. Asi mismo, las bandas que
tienen la misma intensidad de tincion en los tres grupos (indicadas con una flecha)
fueron consideradas como control interno. Se observan bandas que sélo estan
presentes o con mayor intensidad de tincién en el grupo-sorbitol (Fig 6A. S1 a S6),
igualmente algunas bandas solo se observan o son mas intensas en el grupo-FOS
(Fig 6A. F1 a F4), y otras bandas se observan con mayor intensidad en los grupos

FOS y sorbitol respecto al control (Fig 6A. FS1 a FS10). Estos resultados
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muestran que la presencia de algunas bacterias intestinales es afectada de forma
similar por ambos carbohidratos, sin embargo existen otras bacterias afectadas
especificamente por el consumo de FOS o de sorbitol. Las bandas de DNA del
grupo-sorbitol, en las que se observé mayor intensidad en la tincién, fueron
extraidas del gel de acrilamida, reamplificadas con los cebadores HDA1 y HDA2 y
ambas cadenas fueron secuenciadas. El andlisis de las secuencias mostré alta
similitud con secuencias del gen que codifica para el 16S rRNA de bacterias
pertenecientes al orden Clostridiales. Ademas, se encontré también una secuencia
que pertenece a Lactobacillus en muestras fecales de ambos tratamientos (Figura
6B).

o ; Contenido del Contenido del
Heces-inicial Heces-Final ”
colon ciego
Control vs FOS 87,8 82,0 84,5 83,0
Control vs sorbitol 87,8 79,1 84,2 80,5
FOS vs sorbitol 86,9 82,7 83,3 80,7

Tabla 9. Valores del coeficiente de Dice (Dcs) de comparacion entre grupos de los
perfiles de bandas de DNA amplificadas con los cebadores universales HDA y

separadas por DGGE. Dos muestras son similares entre si cuando el valor de D¢g
€s muy cercano a uno, lo que corresponde a un valor mayor del 95%. Los valores
estan expresados en porcentaje y corresponden a la comparacion entre grupos de
las bandas obtenidas de mezclas de DNA de las ratas por grupo. n=5 en control,
n=6 en FOS y sorbitol.

1.6.2. Especies de Lactobacillus.

Utilizando los cebadores especificos para especies de Lactobacillus lac1 y
lac2-GC (Walter et al., 2000), se analiz6 el efecto del consumo de FOS y de
sorbitol en la poblacién de Lactobacillus presentes en las heces y en los
compartimentos intestinales de las ratas. Los perfiles de bandas en PCR-DGGE
para cada grupo de ratas en las muestras de heces y contenido intestinal,

muestran claramente la existencia de cinco bandas representativas de cinco
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A Heces-Inicial Heces-Final Contenido del colon Contenido del ciego

Control FOS Sorbitol Control FOS Sorbitol

|_FS3
— | Fs4
4_
1 S2
—1-S3
T 5
Banda e ) o %
DNA Identificacion (Origen) Acceso N identidad Orden
S1 Bacterlla no cultivable clon C22-a01 (Ciego AY992764 100 Desconocido
de raton)
s2 Baptena no cgltlvable clon abc55c08.x1 AY667730 100 Desconocido
(Ciego de ratén)
s3 Clostridium sp. AP 81 (Metano de lodo AB273730 96 Clostridiales
fermentado)
s4 Catonella sp. Clon BL045B64 (Fluido DQ188294 100 Clostridiales

alveolar humano)
s6 Lachnospira pectinoschiza aislado M56

AY699283 98 Clostridiales
(Colon de camello)

Fs1,psp  Clostridium sp. Iso-A2 (Sedimento de DQ677006 94 Clostridiales
estuario)

Fs3,Fs4  Lactobacillus sp Clon BR14AG05 DQ857099 98  Lactobacilares
(Intestino de rata)

FS5,FS6 3:‘;;22‘)”0 cultivable clon C10-A01 (Ciego Azvg91321 100 Clostridiales

Fs7,Fsg  Bacteria no cultivable clon R-1240 DQ777908 95 Clostridiales
(Intestino de ratén)

FS8,FS10 Bacteria no cultivable clon C670 (Heces DQ326528 100 Clostridiales

humanas)

Figura 6. PCR-DGGE de las mezclas de DNA de los grupos Control (n=5) y FOS
o Sorbitol (n=6). (A): perfil de bandas generado con los cebadores universales
HDA1-GC y HDA2. S, bandas de DNA que incrementan su tinciéon en el grupo
sorbitol; F, bandas de DNA que incrementan su tincién en el grupo FOS; FS,
bandas de DNA con mayor intensidad en los grupos FOS y sorbitol; La flecha
indica bandas de DNA que se tifien con la misma intensidad en los tres grupos (B):
Identificacion de las secuencias del gen que codifica para el 16S rRNA al ser
comparadas con la base de datos del GenBank (programa BLAST).
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especies de lactobacilos presentes a lo largo de todo el intestino (Figura 7). Una
banda representativa de cada lactobacilo fue extraida del gel, secuenciada y
comparada en la base de datos del GenBank (programa BLAST). Los resultados
de los alineamientos con los respectivos porcentajes de identidad son: Banda 1L:
Lactobacillus johnsonii (96%); Banda 3L: Lactobacillus intestinalis, (98%); banda
4L Lactobacillus murinus (96%); Banda 5L: Lactobacillus. reuteri (99%). La banda
2L Lactobacillus sp (100%). Para la especie de L. murinus aparecen siempre dos
bandas de DNA en los andlisis de DGGE con los cebadores Lac1 y Lac2-GC
(Figura 8). Este fendmeno ha sido observado anteriormente en analisis de DGGE
en cepas de Microcystis (Janse et al., 2004) y podria explicarse por la presencia
de dos diferentes genes que codifican para el 16S rRNA en una misma cepa por la

insercion, deleccion o sustitucion de una simple base en uno de los operones.

En los perfiles de bandas obtenidos se observé que la banda de DNA 2L,
identificada como Lactobacillus sp., estaba presente con mayor intensidad en las
muestras de Heces-Inicial, disminuye marcadamente su intensidad en Heces-
Final y en las muestras del contenido del ciego y el colon de los grupos control y
FOS, pero conserva su intensidad en el contenido del ciego y el colon de los
animales alimentados con sorbitol. La banda de DNA 5L identificada como L.
reuteri, aumenta su intensidad en los grupos de ratas que se alimentaron con
FOS o sorbitol. Las bandas que se presentan con una intensidad constante en
todas las lineas de un gel como es el caso de la banda 1L, pueden ser tomadas
como un control interno, que demuestra que en todos los casos se utilizd una
cantidad constante de DNA y que las diferencias encontradas en las demas
bandas son significativas (Schultz, et al. 2004). Es importante resaltar que
aunque el DGGE no es un método cuantitativo, la intensidad de las bandas
refleja en cierta medida el numero de amplificaciones especificas (Heilig, et al.
2002).
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Heces-Inicial Heces-Final Contenido del colon  Contenido del ciego

Control FOS Sorbitol Control FOS Sorbitol Control FOS Sorbitol Control FOS Sorbitol

Figura 7. Analisis por PCR-DGGE mostrando el perfil de bandas generado por la
mezcla de las muestras de DNA de los grupos Control (n=5) y FOS o Sorbitol
(n=6) con los cebadores especificos para lactobacilos Lac1 y Lac2-GC. La flecha
indica bandas de DNA que se tifien con la misma intensidad en los tres grupos. El
asterisco muestra una banda de DNA correspondiente a la misma cepa de la
banda 4.

L. johnsonii L. murinus Lactobacillus sp. L. reuteri L. intestinalis

Figura 8. PCR-DGGE con cebadores especificos para Lactobacillus de las cinco
cepas presentes en intestino de rata utilizando los cebadores Lac1 y Lac2 G-C a
partir de DNA extraido de cultivos puros (Ver apartado 1.5). La flecha muestra la
presencia de dos bandas en L. murinus.
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1.6.3. Especies de Bifidobacterium.

En el patrén de bandas obtenido en PCR-DGGE con los cebadores
especificos para especies de Bifidobacterium Bif164F y Bif662R-GC (Montesi et
al., 2005) (Figura 9), se observa que la banda numero 2B que esta presente en las
muestras de heces inicial de los tres grupos (control, FOS y sorbitol) aumenta su
intensidad en los grupos FOS y sorbitol después de la etapa experimental, siendo
este aumento de intensidad de la banda mas evidente en las muestras de Heces-
Final y contenido del colon que en la muestras de contenido del ciego. En el grupo
control la banda 2B mantiene la misma intensidad después del tratamiento que en
las heces inicial, o tiende a desaparecer como en el caso de la muestra de
contenido del ciego. La banda numero 1B aparece con poca intensidad solo en las
muestras post tratamiento del grupo-control y en el contenido del colon del grupo-
sorbitol. La secuenciacion de las dos cadenas del DNA de las bandas extraidas
del gel de acrilamida, permitié establecer la identidad de la banda 2B como
Bifidobacterium pseudolongum con un 99% de homologia, mientras que la banda
1B no presentd homologia con ninguna de las secuencias del GenBank ni del
Ribosomal Database Proyect Il, por lo cual podria pensarse que se trate de una
secuencia inespecifica presente en algunas de las muestras de DNA y que
amplifica con los cebadores empleados. El aislamiento del B. pseudolongum de
las muestras intestinales de rata no se consiguié en las condiciones descritas en la

seccion de materiales y métodos.

1.7. Aislamiento e identificacion de especies de Lactobacillus.

Varias muestras del contenido intestinal de rata fueron cultivadas en agar
Rogosa con el objeto de aislar las diferentes especies de Lactobacillus presentes.
Cien colonias fueron seleccionadas y sujetas a analisis por PCR-DGGE utilizando
los cebadores especificos Lac1 y Lac2-GC. Una representante de cada una de las
colonias cuya banda en PCR-DGGE correspondia con una de las cinco bandas

identificadas anteriormente en el PCR-DGGE con las muestras de DNA extraidas
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de intestino, fue aislada, recultivada en agar MRS y conservada en glicerol al 20%
a —80°C. Para las cinco especies de Lactobacillus aisladas, 1124 pares de bases
del gen que codifica para el 16S rRNA fueron amplificadas, y secuenciadas. A
cada una de las especies aisladas le fue asignado un nombre de cepa y se realizé
un alineamiento de las secuencias en la base de datos de GenBank (programa
BLAST) (Tabla 10). Para confirmar la identidad de las cepas aisladas, las
secuencias fueron comparadas con algunos microorganismos de referencia a
través de un analisis filogenético (Figura 10). Las cepas AD99, AD38, AD23 y
AD100 fueron identificadas como Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus
intestinales, Lactobacillus reuteri y Lactobacillus murinus respectivamente. La cepa
AD102 aparece en un grupo aislado, cercano a L. johnsonii y L. gasseri, pero no
pudo ser asignada a ninguna especie descrita y nos referiremos a ella como

Lactobacillus sp.102.

Heces-Inicial Heces-Final Contenido del colon Contenido del ciego

Control FOS Sorbitol Control FOS Sorbitol Control FOS Sorbitol Control FOS Sorbitol

Figura 9. Analisis por PCR-DGGE mostrando el perfil de bandas generado por la
mezcla de las muestras de DNA de los grupos Control (n=5) y FOS o Sorbitol
(n=6) amplificados por PCR con los cebadores especificos para bifidobacterias
Bif164F y BIif662R-GC. 1B: banda identificada por secuenciacion como B.
pseudolongum 2B: Banda no identificada.
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Banda Nombre %
en d Acceso N° Identificacion id t?d p
DGGE € cepa identida
Lactobacillus johnsonii 16S rRNA,
L AD99 EF187257 secuencia parcial (AB295648.1) 99
Lactobacillus sp. BCRC 17755 16S rRNA,
2L AD102  EF187258 . encia parcial (EU487512.1) 99
I - T
Lactobacillus intestinalis DSM6629
3L AD38 EF187259 99
(AJ306299)
Lactobacillus murinus NBRC4221 16S
4L AD100  EF187260 o\ secuencia parcial (AB326349.1) 99
Lactobacillus reuteri Is40 16S rRNA,
5L AD23 EF187261 secuencia parcial (EU381124.1) 99

Tabla 10. Identificacion de las secuencias del gen que codifica para el 16S rRNA
al ser comparadas con la base de datos del GenBank (programa BLAST) de las
especies de Lactobacillus encontradas en el ftracto intestinal de rata
correspondientes a las bandas de DNA obtenidas por PCR-DGGE utilizando los
cebadores especificos Lac1 y Lac2-GC.

Las secuencias de las bandas extraidas de los geles de DGGE originadas
del estudio de la microbiota intestinal de ratas por métodos moleculares incluidas
en este trabajo han sido depositadas en el GenBank con los numeros de acceso
EF187262 hasta EF187271. La secuencia del gen que codifica para el 16S rRNA
de B. pseudolongum no ha sido incluida en el GenBank debido a que su hallazgo

no ha sido aun publicado (anexo 3).

1.8. PCR cuantitativa de Lactobacillus sp. AD102 y L. reuteri AD23 en heces, y

contenido del colon y del ciego de rata.

En los resultados obtenidos en PCR cuantitativa, la curva de temperatura de
fusion permitié valorar la especificidad de la reacciéon de amplificacién para cada

una de las cepas, confirmando que los fragmentos amplificados en cada caso
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Lactobacillus buchneri JCM1115 (S000483388)
Lactobacillus gallinarumi ATCC 33199 (S000246585)
459 Lactobacillus helveticus LMG 11445 (S000633951)
Lactobacillus acidophilus LH4 (S000426999)
Lactobacillus acidophilus LH5 (S000427000)
Lactobacillus suntoryeus M4 (S000333719)
I | Lactobacillus crispatus DSM 20584 (S000009255)
369 Lactobacillus ultunensis LMG 22117T (S000473523)
486 h Lactobacillus kitasatonis JCM 1039 (S000252208)

473

365 ~L__ Lactobacillus amylovorus DSM 20531 (S000514249)
Lactobacillus kefiranofaciens subsp kefiranofaciens
LMG19149 (S000275684)
500 Lactobacillus kalixensis LMG 22115T (S000473520)
500fAD38

Lactobacillus intestinalis DSM 6629T (S000001698)
Lactobacillus amylolyticus DSM 1664 T (S000007776)
500 Lactobacillus hamsteri DSM 5661T (S000019191)
r Lactobacillus gasseri KC29 (S000389899)
Lactobacillus gasseri 20L09 (S000636356)

AD99
500 tactobacillus johnsonii NCC 533 (S000623136)
432~ o~ Lactobacillus johnsonii ATCC 33200 (S000006242)
AD102

472 1 AD23
Lactobacillus reuteri LU3 (S000443706)

Lactobacillus vaginalis ATCC49540 (S000389919)
Lactobacillus pontis LTH 2587 (S000015720)

Lactobacillus panis DSM 6035T (S000000152)

|_|_— Lactobacillus antri LMG 22111T (S000473522)

Lactobacillus frumenti TMW 1.666 (S000126953)
500 — Lactobacillus salivarius RA2105 (S000547323)

1 actobacillus salivarius subsp salivarius KLB39 (S000396140)

499

500

AD100

493

Lactobacillus murinus LMG 14189 (S000543974)
_!— Lactobacillus animalis C060203 (S000607313)
Lactobacillus animalis LA51 (S000573071)

0.05

Figura 10. Analisis filogenético de las cinco especies de Lactobacillus aisladas de intestino de rata (AD23, AD38, AD99, AD100
y AD102). Secuencias parciales del gen que codifica para el 16S rRNA de estas cepas, fueron comparadas con otros
organismos de referencia. Este arbol ha sido arbitrariamente formado basado en la secuencia de Lactobacillus buchneri. Base
de datos proyecto Il con nimeros de acceso colocados en paréntesis
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tienen la misma temperatura de fusion, siendo 78,1°C para Lactobacillus sp.
AD102 y 80,6°C para L. reuteri AD23 (Figura 11). Los productos de PCR
cuantitativa fueron ademas examinados en gel de agarosa para verificar la
amplificacion de una sola banda correspondiente al tamafio esperado para cada
caso, algunas de estas amplificaciones fueron secuenciadas para confirmar que la
amplificacion es especifica para la especie analizada. Las curvas de calibracion
fueron construidas con diluciones de un patréon con numero de células conocido
correspondiente a un rango de concentracién entre 9,83x10° y 9,83x10° células/ml
para Lactobacillus sp. AD102 y entre 9,66x10° y 9,66x108 células/ml para L. reuteri
AD23. Los altos valores de eficiencia obtenidos en las curvas de calibracion, E=
1.954 para Lactobacillus sp. AD102 y E= 1.974 para L. reuteri AD23 confirman que
la cuantificaciéon es lineal para ese rango de concentraciones. La secuencia
amplificada fue un fragmento del gen dnaA, que se encuentra en copia Unica
dentro del genoma, lo que permite relacionar directamente el nUmero de copias

amplificadas con el nimero de células bacterianas presentes en la muestra.

Los resultados de PCR cuantitativa muestran que el nimero de células de
Lactobacillus sp. AD102, disminuye en las heces después de los tratamientos y
este efecto es independiente de la dieta suministrada, ya que se observa también
en el grupo-control (Figura 12). En las muestras de Heces-Inicial, las diferencias
en el numero de células de Lactobacillus sp. AD102 no son estadisticamente
significativas entre los tres grupos de ratas, sin embargo, en las Heces-Final,
contenido del colon y del ciego el nimero de células de esa cepa fue
significativamente mas alto en las ratas alimentadas con sorbitol. Ademas, el
numero de células de Lactobacillus sp. AD102 decrece significativamente después
del tratamiento en los grupos control y FOS, pero no en el grupo del sorbitol
(Heces-Inicial respecto a Heces-Final, P = 0,0015 (control); P = 0,0002 (FOS); y P
= 0,2895 (sorbitol)). Respecto a la cuantificacion de L. reuteri AD23, se observa
que el numero de células de esta cepa en las Heces-Inicial no difiere
significativamente entre los tres grupos. Sin embargo, hay un aumento
estadisticamente significativo de L. reuteri AD23 en las Heces-Final y el contenido

del colon del grupo-sorbitol y en el contenido del ciego del grupo-FOS (Figura 12).
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Estos resultados coinciden con los obtenidos en PCR-DGGE cuando se analiza la
intensidad de las bandas, demostrando que el consumo de sorbitol da lugar en el
ecosistema intestinal de las ratas, a una persistencia de Lactobacillus sp. AD102 y
un aumento en la poblaciéon de L. reuteri AD23, ademas esta segunda especie

también aumenta su poblacién cuando las ratas son alimentadas con FOS.

Lactobacillus sp. AD102

Melting Peaks

1 534
1354
&1 234
13
5 1,084
o
§ 0934
g 0784
S nga4
£ 0454
5
g ot
T 0184
0034

Temperature (°C}

Lactobacillus reuteri AD23

Melting Peaks

1617
1467
1.317
1167
1.017
0867
0717
0567
0417
0.267
01174
010335

-{d/dT} Fluorescence (530}

65 70 75 SID 85 a0 95
Temperature (°C)

Figura 11. Curvas de temperatura de fusion en PCR-Cuantitativa, que
demuestran la especificidad de la amplificacion con los cebadores seleccionados
para cada cepa., siendo 78,1°C y 80,6°C para Lactobacillus sp. AD102 y L. reuteri
AD23 respectivamente

86



>

Lactobacillus sp. AD102 Lactobacillus reuteri AD23
S sk @ 14x10°
o 410 8
2]

2]

3 a @I
5 =
- [V]
T .8 | 2
g 0 a 100106 |
> b o
(7] ~
£ . Poob g™
8 0 T @
8 a G &xI0°
= 8
()
° D 4x10° 4
) oS 2
£ i [ 2o
z ] a 2 .

CFS CFS CFS CFS i CFS CFS CFS CFs

Heces Heces Contenido Contenido Heces Heces Contenido Contenido

Inidal  Final coon  dego Incial  Final colon ciego
B

grupo-control grupo-FOS Grupo-sorbitol

Lactobacillus sp.AD102

Heces-Inicial 1,21x10°+4,84x10" 2,06 x10°+7,18x10" 2,26x10%1,16E+08
Heces-Final 1,49x107 #+4,99x10° 3,28 x107 %+3,07x10’ 1,61x10°°47,77x107
Contenido colon 1,14x10" 2£5,81x10° 3,93 x107 2£2,69x10’ 1,20x10° °+9,65x107
Contenido ciego 2,98x10" 2+1,80x10’ 3,78 x107 *+2,40x10’ 1,25x10° °£8,10x107

Lactobacillus reuteri AD23

Heces-Inicial 1,23x10° +1,25x10° 2,02x10°+1,98x10° 2,15x10°+9,36x10°

Heces-Final 5,68x10° %45,27x10° 1,53x10°%+1,06x10° 3,33x10°"£1,60x10°
Contenido colon  5,45x10°%+2,16x10° 3,20x10° ®+2,82x10° 4,03x10° °+2,20x10°
Contenido ciego 2,25x10°%+1,40Ex10° 6,91x10° +4,79x10° 6,23 x10° *+3,12x10°

Figura 12. PCR cuantitativa de Lactobacillus sp. AD102 y L. reuteri AD23 en las
muestras intestinales de rata. Los valores y las barras representan el numero de
bacterias por gramo de materia seca. A: representacién grafica de barras. B:
Datos numéricos. Cada muestra fue analizada por duplicado y promediada para
obtener el valor por muestra. Las barras de error indican la desviacion estandar
por grupo, n=5 grupo control y n=6 para FOS y sorbitol. % | as medias del grupo
que no comparten la letra del superindice en la misma muestra son
estadisticamente diferentes (P< 0,05). C: Grupo control. F: Grupo FOS. S: Grupo
sorbitol.
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1.9. Produccién de HSB en las cepas de Lactobacillus aislados de intestino de

rata.

1.9.1. Ensayo en placa de HSB.

La produccién de hidrolasas de sales biliares (HSB) en los Lactobacillus
aislados de rata, se analizé en placas de agar MRS con taurodeoxicolato o
glicodeoxicolato en presencia de CaCl,. La aparicién de un halo de precipitado
alrededor del in6culo, que corresponde a la sal biliar desconjugada y precipitada
por accion del calcio, indica la presencia de HSB en el microorganismo estudiado.
Los resultados obtenidos al medir el diametro de las zonas de precipitacion (Figura
13) muestran que L. intestinalis AD38, L. johnsonii AD99 y L. murinus AD100
producen HSB capaces de desconjugar el taurodeoxicolato y el glicodeoxicolato.
L. reuteri AD23 y Lactobacillus sp. AD102 poseen HSB para desconjugar solo una

de las dos sales biliares.

1.9.2. Analisis cuantitativo por HPLC.

La actividad HSB fue cuantificada midiendo por HPLC la desaparicion
progresiva de taurocolato de sodio o glicocolato de sodio contenidos en un medio
de cultivo, a lo largo de la curva de crecimiento bacteriano. Los resultados
muestran que en L. murinus AD100 la fase de crecimiento exponencial comienza
rapidamente alcanzado una DOssg de 1 en aproximadamente 5 horas de
incubacion, independientemente de la sal biliar presente en el medio. La actividad
HSB en esa cepa es mayor para el glicocolato de sodio que para el taurocolato de
sodio (Figura 14). L. intestinalis AD38 y L. johnsonii AD99 muestran un ligero
retardo en el comienzo de la fase exponencial de crecimiento, cuyo comienzo
coincide con la disminucién de la sal biliar presente en el medio, es posible que
estas cepas sean mas sensibles al efecto bactericida de las sales biliares y solo

cuando disminuye la concentracion de sal biliar en el medio por accién de las HSB
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Lactobacillus sp. < L.johnsonii
AD102 - —— AD99

L. reuteri
AD23

B
Formacion de halo de precipitado en cm
Microorganismo Taurodeoxicolato Glicodeoxicolato

Lactobacillus reuteri AD23 Negativo 21
Lactobacillus intestinalis AD38 2,9 1,6
Lactobacillus johnsonii AD99 2,8 2,4
Lactobacillus murinus AD100 2,4 3,1
Lactobacillus sp. AD102 2,2 Negativo

Figura 13. Ensayo en placa de la actividad de HSB de las cepas de Lactobacillus
aislados de rata. A: La fotografia muestra los resultados del ensayo de la actividad
de hidrolasas de sales biliares en placas. de agar MRS con taurodeoxicolato de
L.reuteri AD23, L.johnsonii AD99 y Lactobacillus sp. AD102. B: Actividad HSB en
placa de los Lactobacillus aislados de rata, los resultados muestran el promedio de
dos analisis y corresponden al diametro de los halos formados.
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mejoran su crecimiento. L. reuteri AD23 y Lactobacillus sp. AD102 solo tienen
actividad HSB para una de las sales biliares analizadas, glicocolato y taurocolato
respectivamente, pero la presencia en el medio de la sal biliar que no pueden
desconjugar parece no afectar el crecimiento de estas dos cepas. L. reuteri AD23
en un medio con taurocolato alcanza en la curva de crecimiento una DO mayor,
que en presencia de glicocolato, sal biliar que es capaz de desconjugar,
igualmente, Lactobacillus sp. AD102 alcanza una DO mayor en el medio que
contiene glicocolato, sal biliar que no es capaz de desconjugar, que en el medio
con taurocolato. Es importante también destacar que a las 10 horas de incubacién
el crecimiento de Lactobacillus sp. AD102 era igual en los dos medios de cultivo,
pero en el medio con taurocolato la aparicion de la sal biliar desconjugada coincide
con una drastica disminucion del crecimiento. Este efecto de inhibicién del
crecimiento podria ser debido a una mayor toxicidad de las sales biliares

desconjugadas para esas cepas.
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Lactobacillus johnsonii AD99
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Lactobacillus sp. AD102
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Figura 14. Crecimiento y actividad HSB en cepas de Lactobacillus aislados de
rata. Las graficas muestran para cada cepa de Lactobacillus aislada de rata: azul:
curva de crecimiento bacteriano (DO a 550 nm); rojo: sales biliares conjugadas
(mM) cuantificadas por HPLC.

2. DISCUSION.

La influencia de la ingestion de sorbitol en el ecosistema intestinal, fue
evaluada y comparada con el efecto de un prebiotico reconocido como los FOS en
un modelo animal sencillo como la rata. El consumo aproximado de estos
azucares fue de 9 a 10 g/Kg peso por dia. Se evalud especialmente la microbiota
intestinal con énfasis en el grupo de lactobacilos y bifidobacterias, la produccion
de acidos organicos de cadena corta, y algunos aspectos fisioldgicos en el modelo
animal utilizado, como los niveles de lipidos en sangre, las variaciones en el peso
corporal y de algunos 6rganos del tracto gastrointestinal. La inmunoglobulina A
secretora en heces fue analizada como indicador de posibles cambios en el

sistema inmune intestinal de las ratas.

El efecto selectivo de los prebidticos en el crecimiento bacteriano es variable

y la extension de los cambios que cualifican a una sustancia como prebidtico no
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han sido todavia bien establecidos (Macfarlane et al., 2006). Para el analisis de la
microbiota intestinal en las ratas de los tres grupos experimentales con métodos
culturales tradicionales, se estudiaron seis grupos de microorganismos:
anaerobios totales, bacterias acido lacticas (BAL), bacteroides, aerobios totales,
cocos Gram positivos y enterobacterias. Los resultados obtenidos nos han
permitido valorar de forma global que el consumo de sorbitol durante 16 dias, logra
modificar la microbiota intestinal de las ratas y para algunos grupos bacterianos lo
hace de forma similar a los FOS, siendo el cambio mas representativo en los
contenidos de los compartimentos intestinales como el ciego y el colon que en las
heces. El uso de métodos culturales tradicionales para tratar de explicar los
cambios de la microbiota en un medio tan complejo como el tracto gastrointestinal,
en el que existen posiblemente mas de 400 especies diferentes de las cuales
muchas no son cultivables, no es tarea sencilla, es por ello que estos métodos
solo pueden proporcionar una informacién global, pero fundamental para sustentar

que una determinada sustancia al ser ingerida logra modificar la microbiota.

El analisis de la microbiota por técnicas moleculares como PCR-DGGE con
los cebadores universales HDA, muestra que la ingestion de FOS y sorbitol genera
un cambio significativo en los perfiles de bandas obtenidos por la amplificacién del
gen que codifica para el 16S rRNA. La secuenciacion de algunas de las bandas
representativas de estos cambios, tienen una alta similitud con secuencias de
microorganismos del Orden Clostridiales. Este analisis con cebadores universales
nos permite confirmar que el consumo de sorbitol genera cambios en la microbiota
intestinal. Los perfiles de bandas obtenidos con el uso de los cebadores
especificos para el género Lactobacillus, muestran que dos de las cinco bandas
representativas de las especies de este género presentes en el intestino de rata,
persisten 0 aumentan su intensidad por el consumo de sorbitol. Una de las bandas
corresponde a Lactobacillus sp. AD102, una posible nueva especie (ver Capitulo
Il) perteneciente al un grupo de reconocidos probiéticos como es el grupo de L.
acidophilus. La otra banda corresponde a L. reuteri AD23, cepa perteneciente a
una especie en la cual muchos de sus miembros han sido estudiados

reconociendo su potencial probidtico y los beneficios para la salud que implica su
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permanencia en el tracto gastrointestinal (Liu et al., 2007;Mukai et al,
2002;Tubelius et al., 2005). Debido a que PCR-DGGE no es una prueba
cuantitativa y solo nos permite una apreciacion de cambios en la intensidad o
permanencia de las bandas en un perfil determinado para cada grupo, se han
realizado analisis por PCR cuantitativa, que nos han permitido conocer el nimero
exacto de células de Lactobacillus sp. AD102 y L. reuteri AD23 presentes en las
muestras intestinales y las heces de los tres grupos experimentales. Los
resultados de PCR cuantitativa muestran que: Lactobacillus sp.AD102 presente en
las Heces-Inicial disminuye su poblacion después de los 16 dias de tratamiento,
siendo esta disminucion significativa en los grupos control y FOS pero no en el
grupo sorbitol. La poblacion de L. reuteri AD23 es significativamente mayor en las
Heces-Final y contenido del colon del grupo sorbitol y en el contenido del ciego del
grupo-FOS. Esos resultados indican que la administracion oral de sorbitol
incrementa la poblacién de L. reuteri AD23 y la permanencia de Lactobacillus sp.
AD102 en el tracto gastrointestinal de las ratas. Sin embargo estas dos cepas de
Lactobacillus son incapaces de crecer en un medio de cultivo con sorbitol como
Unica fuente de carbono (resultados no mostrados), lo que sugiere que el sorbitol
afecta el ecosistema intestinal generando indirectamente unas condiciones que
benefician la poblacion de estos dos microorganismos. El analisis de la microbiota
con los cebadores especificos para el genero Bifidobacterium muestra la
existencia de una sola especie de bifidobacteria en el tracto intestinal de las ratas
analizadas, identificada como B. pseudolongum por homologia de secuencia del
gen que codifica para el 16S rRNA. Este microorganismo ha sido aislado por otros
autores de muestras fecales de animales (Gavini et al., 2006;Simpson et al.,
2003), pero no se han descrito hasta la fecha aislamientos de esta especie en
humanos. Las bandas en PCR-DGGE de esta bifidobacteria presentes en las
Heces-Inicial de los tres grupos experimentales aumentan su intensidad en las
muestras post tratamiento de las ratas alimentadas con FOS y sorbitol, siendo mas
evidente en las muestras de Heces-Final y contenido del colon. Los cambios en la
intensidad de las bandas son indicativos de que ha habido un probable aumento
en la poblacién de estas bifidobacterias después de la ingesta de sorbitol, bien

debido a la utilizacién de metabolitos generados por otros grupos bacterianos o a
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una metabolizacion directa del sorbitol. En este sentido, se han descrito varias
especies de Bifidobacterium aisladas de humanos o cerdos con capacidad de
fermentar sorbitol (Mara and Oragui, 1983;Rhodes and Kator, 1999).

Los &cidos grasos de cadena corta son metabolitos producidos por la
microbiota en procesos fermentativos y son capaces de acidificar el medio
ambiente intestinal, favoreciendo el crecimiento de bacterias beneficiosas tales
como lactobacilos y bifidobacterias e inhibiendo potenciales especies patéogenas
(Wong et al., 2006) . Todos los acidos organicos de cadena corta se incorporan
rapidamente a través de la mucosa coldnica, pero el butirato permanece en la luz
intestinal y es la principal fuente energética de los colonocitos, regulando también
su diferenciacion (Guarner and Malagelada, 2003). Asi, se ha demostrado que el
butirato tiene un efecto proliferativo sobre los colonocitos sanos pero
antiproliferativo en células tumorales de ratas, por lo que se cree que el butirato
inhibe el crecimiento de células tumorales intestinales (Medina et al., 1998). Los
resultados de este estudio muestran que la ingestion de sorbitol y FOS eleva los
niveles de butirato en el medio ambiente intestinal, aunque este incremento fue
estadisticamente significativo solo en las ratas que consumieron sorbitol. Este
resultado coincide con observaciones previas en las que ratas alimentadas con
sorbitol presentaron un aumento en la produccion de butirato (Islam et al., 2004).
Un aumento en la produccién total de acidos organicos por el consumo de sorbitol
puede suponer una alternativa mas para el aumento especifico del butirato, ya que
estd demostrado que algunas bacterias intestinales son capaces de convertir el
acetato y el lactato en butirato (Bourriaud et al., 2005;Morrison et al., 2006).
Investigaciones en microbiota intestinal humana han demostrado que los
principales productores de butirato son especies pertenecientes al orden
Clostridiales, dentro de los cuales estan las especies Clostridium, Coprococcus y
Eubacterium (Barcenilla et al., 2000). El aumento de la produccion de butirato en
las ratas alimentadas con sorbitol puede relacionarse con nuestros hallazgos al
secuenciar las bandas que en PCR-DGGE con los cebadores universales HDA, ya
que algunas de las bandas que aumentan su intensidad en los grupos sorbitol y

FOS corresponden a microorganismos del orden Clostridiales. Un incremento en la
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produccién de butirato favorece la proliferacién de los colonocitos aumentando
posiblemente el tamafio y el peso de la pared intestinal, lo que puede relacionarse
con el aumento en el tamafio del ciego observado en las ratas alimentadas con
FOS vy principalmente en las alimentadas con sorbitol. Otro factor que favorece el
aumento del tamafio del ciego es un aumento en el contenido intestinal por mayor
tiempo de retencion del alimento (Perrin et al., 2001). El mayor tamafo observado
en el ciego de las ratas que consumieron sorbitol y FOS pudo haber generado
sensacion de saciedad, por tanto pérdida de apetito, y esto podria explicar la
tendencia a la disminucion del peso corporal de los animales del grupo-sorbitol y

mas moderadamente del grupo-FOS.

Los niveles de acetato y propionato juegan un papel importante en la sintesis
hepatica de colesterol, asi se ha demostrado que el acetato aumenta la sintesis de
colesterol, mientras que el propionato inhibe su produccion (Wong et al., 2006).
Por esta razén algunos autores consideran que el consumo de prebidticos que
logran reducir la proporcion acetato/propionato pueden reducir los niveles séricos
de colesterol. Nuestros resultados muestran que la proporcién acetato/propionato
fue menor en el contenido del colon y del ciego de las ratas alimentadas con FOS
y sorbitol que en el grupo-control, lo cual puede explicar la reduccioén en los niveles
de colesterol sérico observados en el grupo de ratas alimentadas con sorbitol. Sin
embargo, los datos que disponemos son insuficientes para descartar otras
hipétesis. En este sentido, los mecanismos por los cuales el consumo de
prebiéticos genera una reduccion de los lipidos en sangre no estan
completamente esclarecidos, pero se han realizado varios estudios que apuntan a
diferentes procesos. Los prebidticos podrian reducir el colesterol al disminuir la
actividad enzimatica lipogénica en el higado (Delzenne and Kok, 2001). Ademas,
también es posible que disminuya el colesterol absorbido por el animal si una parte
del ingerido, es metabolizado por los microorganismos del intestino o si lo integran
en su pared celular. Finalmente, otros autores han propuesto que la disminucién
del colesterol por el consumo de prebidticos se debe a la proliferacién en el
intestino de bacterias productoras de Hidrolasas de Sales Biliares (HSB), que

rompen el ciclo enterohepético de los precursores comunes de sales biliares y
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colesterol, obligando un gasto adicional de colesterol endégeno (Taranto et al.,
1998). Nosotros hemos estudiado la produccién de HSB en las cinco cepas de
Lactobacillus aislados de rata por métodos cualitativos y cuantitativos. Los
resultados obtenidos muestran que L. intestinalis AD38, L. johnsonii AD99 vy L.
murinus AD100 poseen HSB con afinidad por las sales biliares del acido
taurocdlico y del acido glicocdlico, mientras que Lactobacillus sp. AD102 y L.
reuteri AD23 tienen HSB para solo una de estas sales biliares. Los beneficios que
la presencia de HSB generan para la bacteria no estan aun bien esclarecidos,
algunos autores sostienen que la presencia de HSB en las bacterias intestinales
les confiere una selectiva ventaja competitiva para sobrevivir en el ambiente
intestinal (Begley et al., 2006;Moser and Savage, 2001). Otros autores, sin
embargo, no comparten esta teoria al considerar que la sal biliar desconjugada
resulta mas tdéxica para la bacteria que la sal conjugada (Tannock et al., 1989).
También es posible que las bacterias desconjuguen la sal biliar para utilizar el
aminoacido resultante (Van Eldere et al., 1988) o para tener una fuente adicional
de colesterol que pueda ser incorporado a la membrana celular (Dambekodi and
Gilliland, 1998). En los resultados obtenidos en las curvas de crecimiento de cinco
cepas de Lactobacillus analizadas en este estudio, se observé que la presencia de
sales biliares conjugadas o desconjugadas en el medio de cultivo afecta de forma
diferente a cada una de las cepas. En el caso de Lactobacillus sp. AD102 y L.
reuteri AD23 el crecimiento en presencia de las sales biliares que no desconjugan
alcanz6 densidades 6pticas mayores que en presencia de las sales biliares que
son capaces de desconjugar, lo que podria deberse a la mayor toxicidad para la
bacteria de la sal biliar desconjugada. En resultados anteriores con la cepa de L.
reuteri CR1098, otros autores demostraron que el acido biliar deoxicolato es mas
téxico que la sal taurodeoxicolato (Taranto et al., 2006). Aunque en este estudio la
disminucioén de los lipidos en el suero de las ratas aparece estadisticamente solo
como una tendencia, es importante destacar que los animales nacidos en
cautividad y alimentados con dietas normales tienen muy posiblemente unos
niveles basales de lipidos normales y por esta razén los cambios post tratamiento

no son de gran magnitud. Se hace necesario nuevos estudios con animales
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hipercolesterolémicos para evaluar una posible disminucién del colesterol

sanguineo debida al consumo de sorbitol.

Se ha demostrado experimentalmente que los prebidticos son capaces de
generar un efecto positivo en el sistema inmune gastrointestinal atribuible a su
capacidad de modificar la microbiota y aumentar la produccién de &cidos
organicos, principalmente el butirato (Cherbut et al., 2003;Roller et al., 2004). Para
valorar los cambios en el sistema inmune intestinal derivados del consumo de
prebidticos se pueden tener en cuenta diversos parametros como la
inmunoglobulina A secretora (IgAs), la produccion de interferén, el analisis de
diferentes lineas de células linfoides o macréfagos (Mizubuchi et al., 2005).
Nosotros hemos cuantificado mediante la técnica de ELISA la IgAs presente en las
muestras fecales de las ratas después de la ingestion de FOS y sorbitol, los
resultados muestran un leve aumento de la IgAs en las heces de las ratas
alimentadas con sorbitol comparado con el grupo control, aunque este aumento no
fue estadisticamente representativo. Para valorar mas ampliamente el efecto del
consumo del sorbitol en el sistema inmune intestinal serian necesarios nuevos
estudios, aumentando el numero de parametros analizados. Los cambios que el
consumo de prebidticos genera en el sistema inmune son diferentes para cada

tipo de prebidtico en particular (Kudoh et al., 1999)

Los resultados de este trabajo demuestran claramente que la ingestion de
sorbitol favorece selectivamente el crecimiento de dos especies de Lactobacillus
presentes en el tracto intestinal de ratas L. reuteri AD23 y Lactobacillus sp. AD102
y probablemente también el de la Unica bifidobacteria, B. pseudolongum,
encontrada en el intestino de las ratas analizadas. El sorbitol afecté positivamente
el balance metabdlico total del ecosistema intestinal, aumentando la produccion de
butirato con los consecuentes efectos beneficiosos en la proliferacion de la
mucosa intestinal. La tendencia a disminuir el peso corporal de los animales
alimentados con sorbitol en los que se conservé un aspecto saludable comparable
con los otros grupos experimentales, puede considerarse un beneficio adicional

dependiendo del posible grupo poblacional en el que se quiera emplear el sorbitol
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como prebiotico, siendo ideal para la elaboracion de alimentos para personas
obesas, hipercolesterolémicas o diabéticas. Basados en este trabajo, nuevos
experimentos pueden ser elaborados para valorar los beneficios del consumo de

este poliol.
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CAPITULO II. CLASIFICACION TAXONOMICA DE Lactobacillus sp. AD102
AISLADO DE INTESTINO DE RATA.

1. RESULTADOS.

1.1. Obtencion de nuevos aislamientos de Lactobacillus sp. AD102.

En placas de Agar Rogosa (Pronadisa) cultivadas con muestras de ciego de
rata, se seleccionaron colonias de tamano entre 0,4 a 0,8 mm de diametro, planas,
de forma circular y color grisaceo, algunas de las cuales fueron confirmadas como
nuevos aislamientos de Lactobacillus sp. AD102. Para confirmar la identidad de
estas cepas se realizé una PCR con los cebadores especificos CT102for y
CT102rev, observandose en posterior electroforesis en gel de agarosa la
amplificacion de un fragmento de 309 pb. Un segundo método para confirmar la
identidad de estas cepas fue mediante PCR-DGGE con los cebadores especificos
para Lactobacillus Lac1 y Lac2-GC, en donde se observé una banda de igual
migracion a la correspondiente a Lactobacillus sp. AD102. En placas de agar MRS
incubados durante 48 horas a 37°C, las colonias de Lactobacillus sp. AD102
tienen un tamano ligeramente mayor a las obtenidas en agar Rogosa, 0,5 a 1 mm
de didmetro aproximadamente de apariencia plana, opaca y color grisaceo. La
morfologia microscopica es la de un bacilo corto pleomoérfico Gram positivo que se
encuentra solo, en pares o0 en pequenas cadenas, con un tamafo entre 0,8-1,1 por
3-7um. Para la clasificacion taxonémica de Lactobacillus sp. AD102 se realizd un
estudio comparativo con 26 cepas de Lactobacillus, la mayoria pertenecientes al
grupo de L. acidophilus, principalmente de las especies L. johnsonii y L. gasseri
por considerarlas las mas proximas a la posible nueva especie (Ver apartado 1.7,
Figura 10 capitulo 1). Se incluyeron dentro de este grupo de 26 cepas los
aislamientos de Lactobacillus realizados a partir de intestino de rata en la primera

parte de este trabajo.
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1.2. Caracteristicas fenotipicas de las 26 cepas de Lactobacillus estudiadas.

Las 26 cepas estudiadas fueron cultivadas en medio MRS caldo y agar en
anaerobiosis a 37 °C durante 48 horas y en diferentes condiciones, descritas en
materiales y métodos. En la tabla 11 se pueden observar los resultados,
destacando que las 26 cepas son negativas a la reaccion de catalasa, unicamente
L. gasseri NCC2856 (BL294) y L. johnsonii NCC2767 (BL299) crecena 15°C y la
mayoria crecen a pH 4,5. Los resultados obtenidos con el sistema APl CH 50 para
fermentacion de azlicares muestran que no hay ningun carbohidrato cuya
fermentaciéon permita diferenciar claramente a las cepas de Lactobacillus sp.
AD102 del resto de cepas de las especies del grupo de L. acidophilus analizadas.
En contraste, la reaccion positiva del glucogeno permite la identificacion de L.
crispatus. La amigdalina fue fermentada por todas las cepas de L. acidophilus
examinadas y por la mayoria de las cepas de L. gasseri mas no por las cepas de
otras especies. L. reuteri AD23 y L. murinus AD100 se diferencian claramente de
las otras cepas analizadas por la fermentacion de melibiosa y una reaccion débil
de L-arabinosa y ribosa, L. reuteri AD23 fue la unica cepa incapaz de fermentar D-
fructosa (Tabla 11).

Los resultados de las pruebas fenotipicas en las cuales se encontraron
diferencias entre las cepas estudiadas fueron analizados por dos métodos
estadisticos con el programa XLSTAT para Microsoft Excel (Addinsoft). El primero,
un dendrograma que muestra la similitud entre las diferentes cepas de acuerdo al
coeficiente de correlacién de Pearson (Figura 15). En el dendrograma se observa
que los Lactobacillus se agrupan en dos grandes grupos, uno incluye cepas de
especies pertenecientes al complejo de L. acidophilus (sin establecerse una clara
diferencia entre ellas), Lactobacillus sp. AD102, y los nuevos aislamientos de esta
misma especie denominados Lactobacillus sp. AD103, AD104, AD105 y AD106,
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AD| AD | AD |AD |AD [AD |[AD |AD |AD | BL|BL |BL|BL|BL |BL|BL|BL|BL|BL|BL|BL|BL|BL|BL|BL|BL
23 | 38 | 99 [100 [102 [103 [104 |105 |106 | 17 |221 223 | 277|278 |279 | 280|281 | 287 |288 | 292 | 294 | 295 | 296 | 297 | 298 | 299
D-Rafinosa + - - + - - - - - d d - = = + + = + d - - + - - - +
Almidon - - d - - - - - - -
Glucégeno - - - - - - - - - -
Xilitol - - -
B-Gentibiosa - - + +

D-Turanosa - - - d - - - - - -
D-Lixosa - - - -

D-Tagatosa - - - - - - - - - - -
D-Fucosa - - - - - - - - - - -
L-Fucosa - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
D-Arabitol - - - - - - - - - - - - - - - - - - - B - - - B _ _
L-Arabitol - - - - - - - - - - - - - - - - - - - _ _ _ _ - - -
Gluconato - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - _
2-Ceto-Gluconato - - - - - - - - - - - - - - - - - - _ - - B - _ _ -
5-Ceto-Gluconato - - - - - - - - - - - - - - - - - - _ - - B - _ _ -
Catalasa - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

|l [+ ]+
'
'
e
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'

Crecimiento 15°C - - - - - - - - - - - = - - S = S B - + - - - - +
Crecimiento 45°C - - - - - - - - - - + = - > = - - - + - + |+ [ + | +
Crec. 4,5% NaCl - - + |+ - - - - - + - + + = - - + |+ o > o - - + - -
Crec. 7,0% NaCl - - - - + - + = > = - - - - -
Crec. pH 4,5 + + + - + + + + + + + + = + + + + + i + + +
Crec.pH 7.0 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Tabla 11. Resultados de los analisis fenotipicos de las cepas de Lactobacillus estudiadas. (+) resultado positivo: fermentacion
completa del azucar, (-) resultado negativo, no hay fermentacion, (d) fermentacidon débil. Las pruebas correspondientes a las lineas
sombreadas muestran los resultados en los que existen diferencias en las cepas analizadas, las pruebas no sombreadas tienen el
mismo resultado en todas las cepas. En la tabla, las cepas estan identificadas de acuerdo a la denominacién dada en la coleccion
interna del laboratorio, siendo: L. reuteri AD23; L. intestinalis AD38; L. johnsonii AD99; L. murinus AD100; Lactobacillus sp. AD102;
Lactobacillus sp. AD103; Lactobacillus sp. AD104; Lactobacillus sp. AD105; Lactobacillus sp AD106; L. acidophilus CECT903" (BL17);
L. crispatus BL221; L. gasseri BL223, L. gasseri DSMZ20243" (BL277); L. crispatus DSMZ20584" (BL278); L. acidophilus CECT4529
(BL279); L. acidophilus CECT4179 (BL280); L johnsonii CECT289 (BL281); L johnsonii DSMZ10533" (BL287); L. intestinalis
DSMZ6629" (BL288); L. gasseri NCC2858 (BL292); L. gasseri NCC2856 (BL294); L. johnsonii NCC2822 (BL295); L. gasseri NCC2857
(BL296); L. johnsonii NCC1741 (BL297); L. johnsonii NCC533 (BL298); L. johnsonii NCC2767 (BL299).
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L. johnsonii NCC1741 (BL297)

L. gasseri DSMZ20243T (BL277)

L. gasseri NCC2857 (BL296)

L. johnsonii NCC533 (BL298)

L. gasseri NCC2858 (BL292)

L. gasseri (BL223)

L. johnsonii NCC2767 (BL299)

L L. gasseri NCC2856 (BL294)

— Lactobacillus sp. AD106

L Lactobacillus sp. AD104
—
L

Lactobacillus sp. AD105
Lactobacillus sp. AD102
Lactobacillus sp. AD103

L. johnsonii NCC2822 (BL295)
— L. johnsonii DSMZ10533T (BL287)
acidophilus CECT4529 (BL279)
acidophilus CECT903T (BL17)
acidophilus CECT4179 (BL280)
johnsonii CECT289 (BL281)
johnsonii AD99

intestinalis DSMZ6629T (BL288)
intestinalis AD38

murinus AD100

reuteri AD23

crispatus DSMZ20584T (BL278)
crispatus BL221

rrrrrrrrerr

-0,12 0,08 0,28 0,48 0,68 0,88

Figura 15. Dendrograma de similitud de acuerdo con el coeficiente de correlacion
de Pearson de los resultados obtenidos en las pruebas fenotipicas de 26 cepas de
Lactobacillus.

que se ubican como un subgrupo en este mismo grupo. En el segundo grupo
aparecen bien diferenciados L. crispatus, L. reuteri, L. murinus y L. intestinalis, sin

embargo también aparecen en este grupo dos cepas de L. johnsonii.

El segundo analisis estadistico consiste en un Analisis de Componentes
Principales (ACP), que nos permite establecer relaciones entre las variables y
agrupa los individuos de acuerdo a sus semejanzas. En la figura 16 se observa la
representacion grafica de los factores 1 y 2 que acumulan el 36,86% de la

varianza. Teniendo en cuenta una correlacidon positiva de las variables con los
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factores superior a 0,6, los principales componentes del factor 1 son: L-arabinosa,
ribosa, D-xilosa y melibiosa y los principales componentes del factor 2: galactosa,
arbutina, salicina, D-lactosa, D-rafinosa y D-turanosa. Una varianza acumulada de
56,39% se alcanza en el factor 4. El factor 3 incluye almidén, glucdgeno vy
crecimiento en 7% de NaCl y el factor 4, fructosa, manitol, a-metil-D-glucdésido y
maltosa. Estos resultados indican que con solo 17 de los 29 datos de pruebas
fenotipicas se logra acumular una variabilidad mayor del 50%, permitiendo
desestimar aquellos datos que no aportan ninguna explicacién a la variabilidad
observada. La representacion grafica de las cepas analizadas y su separacion en
grupos de acuerdo a su relacién con los factores F1-F2 se puede observar en la
Figura 17. L. reuteri y L. murinus aparecen aislados, mientras que el resto de las
cepas aparecen inmersas en un dgran grupo que no permite una clara
discriminacion de las especies. El ideal en un ACP es que exista tal correlacion
entre las variables que con sélo los dos primeros factores se alcanzase una
variabilidad mayor a la obtenida en este caso, y que los individuos pudiesen ser
agrupados mas eficientemente. Los resultados de los dos analisis estadisticos
realizados nos indican que las pruebas fenotipicas no aportan la suficiente
informacion para la clasificacion de las cepas analizadas. El escaso valor
discriminativo que tienen en taxonomia las pruebas fenotipicas para el complejo
de L. acidophilus ha sido observado anteriormente por otros autores (Berger et al.,
2007)

1.3. Analisis filogenético de cepas de Lactobacillus.

1.3.1. Analisis filogenético de las secuencias del gen que codifica para el 16S
rRNA

Para la reconstruccion filogenética basada en la secuencia del gen que

codifica para el 16S rRNA se analizaron 80 secuencias, entre las que se incluyen
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Variables (ejes F1y F2: 36.86 %)
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Figura 16. Correlaciones entre las variables y los factores en el analisis
componentes principales. Representacién grafica de los factores 1 y 2 que
acumulan el 36,86% de la varianza.

de
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Observaciones (ejes F1y F2: 36.86 %)

® L. murinus AD100

L.gasseri BL223
.

L. reuteri AD23

L.gasseri DSMZ20243' (BL277) o
2 . Il acidophilus CECT4179 (BL280)

.
oL .crispatus BL221
*L. acldophilus CECT4529 (BL279)

X i *L. acidophilus cECT903' (BL17)
0 L. gasseri NCC2856(BL294) ¢ . T
g L. ¢rispatus DSMZ20584  (BL278)
-
~0 : : : f o — : SR t
E L. johnsonii NCC1741 (BL297) 0 . L]OhnSOnII DSMZ10503 (BL287)
L. gasseri NCC2857(BL296) , L|.johnsonii NCC2822 (BL295)
i .
L. gasseri NCC2858 (BL292) +L johnsonii CECT289 (BL281)
L. johnsonii AD99 | intestinalis DSMZ6629' (BL288)
Lactobacillus s.p. AD106 » .° L. johnsonii NCC533 (BL298)
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Lactobacillus s.p. AD102 , 4| jntestinalis AD38
Lactobacillus s.p. AD103
-4
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F1 (20.18 %)

Figura 17. Agrupacion de las cepas estudiadas de acuerdo al analisis de
componentes principales. Las cepas pertenecientes a una misma especie
comparten el color de letra.
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las de las 26 cepas de este estudio, ademas de las obtenidas de bancos de datos
como el GenBank y el Ribosomal Database Project Il (RDP) (Cole et al.,
2003;Gavini et al., 2006). De las 80 secuencias se descartaron 36 por presentar
caracteres atipicos o aparecer como secuencias idénticas después del
alineamiento en el programa ClustalX (Aiyar, 2000;Gavini et al., 2006). A las
cuarenta y cuatro restantes se les eliminaron las zonas de homologia cuestionable
en el programa Gblocks (Castresana, 2000;Gavini et al., 2006) y se realizd una
reconstruccion filogenética utilizando el método de maxima verosimilitud y el
modelo evolutivo GTR+G con un total de 500 seudoréplicas. En el arbol resultante
(Figura 18) se observa claramente una topologia que separa a Lactobacillus sp.
AD102 y Lactobacillus sp. AD103 del taxon en el que se encuentran las cepas de
L. gasseri y L. johnsonii, estos resultados estdn sustentados con un valor de
“bootstrap” del 99,6% (498 de las 500 seudoréplicas realizadas mostraron esta
topologia). En los alineamientos de las secuencias del gen que codifica para el
16S rRNA de las cepas analizadas de L. johnsonii, L. gasseri y Lactobacillus sp.
AD102 se observé que no existe en ningun caso una variacion mayor a 10

nucledtidos en las secuencias inter especie.

Basados en la region variable V1 del gen que codifica para el 16S rRNA,
Kullen y col. encontraron un fragmento de 62 pares de bases en el cual se puede
hacer una discriminacidon adecuada de las especies pertenecientes al grupo de L.
acidophilus, que concuerda con la observada por Johnson y col. y por Lauer y col.
de forma independiente en 1980 (Kullen et al., 2000). En este estudio hemos
alineado la misma secuencia de 62 pares de bases analizada por Kullen para 28
cepas de especies pertenecientes al complejo de L. acidophilus incluidos los
Lactobacillus sp. AD102, AD103, AD104, AD105 y AD106, L. gasseri NCC2858
(BL292), L. gasseri NCC2856 (BL294), L. gasseri NCC2857 (BL296), L.gasseri
(BL223), L.johnsonii DSMZ10533" (BL287), L. johnsonii NCC533 (BL298), L.
johnsonii NCC2767 (BL299), L. johnsonii (AD99), L.johnsonii CECT289 (BL281), L.
acidophilus CECT4529 (BL279), L acidophilus CECT4179 (BL280), L. acidophilus
NCFM (PUBMED CP000033), L. acidophilus BCRC (PUBMED AY773947), L.

gallinarum 126 (PUBMED EF412985), L. gallinarum 116 (PUBMED EF412984), L.
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Lactobacnlus crispatus 15L08 (DQ317604) c
Lactobacnlus crispatus DSMZ20584 (BL278) (AF257097)

Lactobacillus crispatus LAB32 (EF120374)C
Lactobacillus vaginalis ATCC4954T0 (S000389919) d

Lactobacillus frumenti TMW1.666 (S000126953) d

Lactobacillus pontis LTH2587 (S000015720) d

Lactobacillus panis DSM26035T(SOOOOOO152) d
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Lactobacillus reuteri F275 (NC_009513) ¢
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Lactobacillus animalis C060203 (AB239604) ¢
Lactobacillus animalis NBRC15882 (AB326350) ¢

500 Lactobacillus salivarius ATCC11741" (S000428681) d
431 | actobacillus salivarius A112743 (S000396140) d
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0.1

Figura 18. Arbol filogenético formado a partir de las secuencias del gen que
codifican para el 16S rRNA de cepas perteneciente al género Lactobacillus. El
arbol fue creado usando el método de maxima verosimilitud, los nimeros indican
para cada nodo el valor de “bootstrap” de 500 seudoréplicas. a: secuencias
determinadas en este ftrabajo; b: Secuencias aportadas por Nestlé Research
Center; c: Secuencias obtenidas del GenBank; d: Secuencias obtenidas del
ribosomal database project Il.
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gallinarum ZL12-1 (PUBMED EF536361), L. gallinarum ATCC33199 (Ribosomal
database S000246585), L. amylovorus LAB16 (PUBMED EF120372), L.
amylovorus DSM20531 (Ribosomal database S000514249), L. amylovorus LAB8
(PUBMED EF120370), L. amylovorus LAB52 (PUBMED EF120375), L. crispatus
LAB32 (PUBMED EF120374), y L. crispatus 3L10 (PUBMED DQ333457). Los
resultados obtenidos muestran secuencias idénticas para las cepas de la misma
especie “secuencias signatura”, por lo que en la Figura 19 se presenta sélo un
representante de cada especie. Los resultados coinciden con la separacion del
grupo de L. acidophilus en dos subgrupos propuesta por Johnson y Lauer de
manera independiente en 1980, en el primero L. acidophilus, L. amylovorus, L.
crispatus y L. gallinarum, en el segundo L. gasseri, L. johnsonii y Lactobacillus sp.
AD102. Este ultimo sélo se diferencia de L. johnsonii por el cambio de G por T en
la posicién 57 de la secuencia. En la secuencia del gen que codifica para el 16S
rRNA de 1552 pares de bases que fue amplificada en este estudio, no se observa
una region con la variabilidad suficiente, que permita el disefio de cebadores para
una clara discriminacion entre las cepas analizadas de L. johnsonii y Lactobacillus
sp. AD102, aunque no se descarta la posibilidad de encontrar dichas secuencias

en otros genes de rRNA.

L acidophilus CECT4529  [BXeecercaalcl-Acac

L. amylovorus LAB16 GAGCGAGCEE C!—HCAG

L.crispatus LAB32 T!—ECAG

L. gallinarum 126 A C!—GCAG

L.gasseri NCC2858 GAGCGAGChgNels T!GHTG AR

L. johnsonii DSM10533 GAGCGAGCyKels TEGETGAT A A AA
Lactobacillus sp. AD102 TTGCTEGETGATGTG@GCACTAMAA@AEA

Figura 19. Alineamiento de la regién V1 del gen que codifica para el 16S rRNA de
las especies pertenecientes al grupo de L. acidophilus. En total fueron alineadas
28 cepas de las cuales en la figura solo aparece una representante de cada
especie.

111



1.3.3. Analisis de secuencias del gen recA.

Para la reconstruccion filogenética basada en la secuencia del gen recA
fueron analizadas 19 secuencias, nueve correspondientes a cepas incluidas en
este estudio y diez obtenidas de GenBank. La reconstruccion filogenética se
realiz6 utilizando el método de maxima verosimilitud y el modelo evolutivo GTR+G
con un total de 500 seudo réplicas. En el arbol resultante (Figura 20) se observa
claramente una topologia que separa a Lactobacillus sp. AD102, AD104 y AD105
de las cepas analizadas de L. gasseri y L. johsonii, lograndose una discriminacion
muy buena de estas tres especies. Cuando alineamos la secuencia del gen recA
de Lactobacillus sp. AD102, L. gasseri DSMZz20243" (BL277) y L. johnsonii
NCC533 (BL298) observamos que las diferencias entre estas secuencias son de
67 nucledtidos entre las cepas L. johnsonii NCC533 (BL298) y Lactobacillus sp.
AD102, 71 nucledtidos entre las cepas Lactobacillus sp. AD102 y L. gasseri
DSMZ20243" (BL277) y 72 nucledtidos entre las cepas L. johnsonii NCC533
(BL298) y L. gasseri DSMZ20243" (BL277) (Figura 21). Estos resultados muestran
una variabilidad en la secuencia mucho mayor que la observada en las secuencias

del gen que codifica para el 16S rRNA.

1.4. Hibridacion DNA-DNA.

La relacién DNA-DNA entre las cepas tipo de L. intestinalis, L. johnsonii, L.
crispatus, L. gasseri, L. acidophilus y Lactobacillus sp. AD102 con cada una de las
26 cepas de Lactobacillus analizadas en este estudio, se realiz6 mediante una
hibridacién DNA-DNA, utilizando sondas marcadas con digoxigenina de las cepas
tipo y DNA de todas las cepas estudiadas inmovilizado sobre una membrana de
nylon a una temperatura de 65°C (Figura 22). Cada uno de los puntos ubicados
verticalmente corresponde a tres diluciones diferentes (160, 80 y 40 ng,
respectivamente) de cada muestra de DNA por duplicado, y horizontalmente se
corresponden con las 26 cepas de Lactobacillus. ElI promedio de los valores

obtenidos para cada cepa en cada una de las membranas fue calculado teniendo
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b
. | Lactobacillus crispatus LMGQ479T(AJ621632)
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Figura 20. Analisis filogenético de las secuencias del gen recA de cepas de
Lactobacillus. El arbol fue creado usando el método de maxima verosimilitud, los
numeros indican para cada nodo el valor de “bootstrap” de 500 seudo réplicas. a:
secuencias realizadas durante este trabajo; b: Secuencias obtenidas del GenBank.
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Figura 21. Alineamiento de las secuencias del gen recA de L. johnsonii NCC533
(BL298), L. gasseri DSMZ20243" (BL277) y Lactobacillus sp. AD102

en cuenta minimo cuatro de los seis valores por cepa, siempre que la desviacion

estandar no excediera el 25%, este procedimiento se realizd por triplicado y los

resultados obtenidos (Tabla 12A) corresponden al promedio de los valores de las

tres membranas y su respectiva desviacién estandar. En cada columna de la tabla

se muestran los valores obtenidos con cada sonda frente a las 26 cepas

estudiadas. Los resultados muestran que las relaciones intra especie de L.

intestinalis y L. acidophilus son siempre mayores al 90%, en L. crispatus la
relacion de la cepa L. crispatus DSMZ20584" (BL278), con L. crispatus BL221 fue
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de 82,06+10,06% y para estas tres especies las relaciones inter especie son
siempre inferiores al 25%. Las relaciones intra especie de Lactobacillus sp.
AD102, L. johnsonii y L. gasseri son un poco mas variadas, aunque hay que tener
en cuenta que el numero de cepas analizadas por especie es mayor. En el caso
de L. johnsonii la relacién de la cepa L.johnsonii DSMZ10533" (BL287) con la cepa
L. johnsonii AD99 (extraida de intestino de rata y clasificada como L. johnsonii por
secuenciacion del gen que codifica para el 16S rRNA) fue de 56,49+8,70 %, en L.
gasseri entre la cepa L.gasseri DSMZ20243" (BL277) y la cepa L. gasseri BL223
el porcentaje de hibridacion fue de 62,11+£9,8%, el resto de las relaciones de las
cepas de estas especies con su respectiva cepa tipo fue mayor del 70%, siendo
por lo general mas altos los valores de hibridacion entre las cepas de L. johnsonii
que entre las cepas de Lactobacillus sp. AD102, y L. gasseri. Cuando analizamos
los valores de hibridacién DNA-DNA de estas tres especies entre si, observamos
que las cepas de L. gasseri con la sonda de L. johnsonii y viceversa, muestran
relaciones menores del 50%, pero por lo general mayores que las observadas
frente a otras especies como L. intestinalis, L. crispatus o L. acidophilus, al igual
que pasa cuando comparamos las relaciones de Lactobacillus sp. AD102 con L.

gasseri y principalmente con L. johnsonii.

Utilizando el valor de hibridacién AxB y BxA (resultado obtenido cuando un
determinado DNA actua como sonda o esta en la membrana y viceversa) se
puede establecer una relacion de homologia cercana a la media matematica entre
los dos valores. En la tabla 12B se encuentra expresado este valor para las cepas
tipo de las especies analizadas. Se observa que la relacion entre Lactobacillus sp.
AD102 con L.johnsonii DSMZ10533" (BL287) y L.gasseri DSMZ20243" (BL277) es
de 25,55% y 14,77% respectivamente y la relacion entre las cepas L.johnsonii
DSMZ10533" (BL287) y L.gasseri DSMZ20243" (BL277),es de 17,37%. Los

resultados obtenidos con el resto de las cepas estan siempre por debajo del 10%
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L.gasseri DSMZz20243" (BL277)
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Figura 22. Membranas de hibridacion DNA-DNA. En la parte inferior de cada
membrana aparece un nimero correspondiente a cada cepa y resaltado en negrita
el DNA de la misma cepa de la sonda, que corresponde al 100% de hibridacion
relativa. En la figura, las cepas estan identificadas de acuerdo a la denominacion
dada en la coleccién interna del laboratorio, siendo: L. reuteri AD23; L. intestinalis
AD38; L. johnsonii AD99; L. murinus AD100; Lactobacillus sp. AD102;
Lactobacillus sp. AD103; Lactobacillus sp. AD104; Lactobacillus sp. AD105;
Lactobacillus sp AD106; L. acidophilus CECT903" (BL17); L. crispatus BL221; L.
gasseri BL223, L. gasseri DSMZ20243" (BL277); L. crispatus DSMZ20584"
(BL278); L. acidophilus CECT4529 (BL279); L. acidophilus CECT4179 (BL280); L
johnsonii CECT289 (BL281); L johnsonii DSMZ10533" (BL287); L. intestinalis
DSMZ6629" (BL288); L. gasseri NCC2858 (BL292); L. gasseri NCC2856 (BL294);
L. johnsonii NCC2822 (BL295); L. gasseri NCC2857 (BL296); L. johnsonii
NCC1741 (BL297); L. johnsonii NCC533 (BL298); L. johnsonii NCC2767 (BL299).
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Lactobacillus sp.

L. intestinalis L.johnsonii L.crispatus L. gasseri L.acidophilus AD102

L. reuteri AD23 4,33+4,16 6,04+4,61 3,87+4,17 8,12+4,71 5,93+2,16 4,78+2,07
L. intestinalis AD38 107,55+4,18 9,9043,70 7,75+4,33 9,93%4,83 9,77+0,23 7,27+1,86
L. johnsonii AD99 7,07+3,58 56,49+8,70 6,04+2,44 19,74+3,73 12,02+10,84 24,15+2,27
L. murinus AD100 1,95+1,39 3,68+2,29 2,41+0,83 4,82+2 47 1,23+0,07 15,22+4,65
Lactobacillus sp. AD102 7,50+1,18 31,4316,28 6,98+2,42 22,05+3,10 6,19+1,73 100,00
Lactobacillus sp. AD103 3,55+0,51 18,2045,85 3,82+0,34 12,61+2,42 3,26+0,66 72,61+10,45
Lactobacillus sp. AD104 3,57+1,55 19,56+4,20 3,94+0,88 13,18+0,71 2,56+0,89 94,95+5,69
Lactobacillus sp. AD105. 3,55+0,29 17,6516,63 3,74%1,00 12,96+2,37 3,23%0,05 86,54+8,38
Lactobacillus sp. AD106 3,40+0,25 17,3116,16 3,47+0,75 12,73+2,10 3,57+0,64 75,04+8,82
L. acidophilus CECT903" (BL17) 8,28+2,65 7,06+0,08 9,84+3,14 6,18+2,42 100,00 4,74+0,80
L.crispatus BL221 7,14+2,66 6,84+0,86 82,06+10,06 4,88+2,97 8,40+2,87 4,21+1,34
L.gasseri BL223 5,06+2,07 21,28+1,75 4,21+1,38 62,11+9,80 3,29+0,88 14,13+2,67
L.gasseri DSMZ20243" (BL277) 3,99+1,88 15,6242,19 3,63+1,61 100,00 3,25+0,77 9,89+2,56
L. crispatus DSMZ20584" (BL278) 7,34+2,86 6,22+1,06 100,00 4,28+2,06 11,7045,35 4,20+1,90
L. acidophilus CECT4529 (BL279) 8,59+3,38 6,79+1,73 9,08+3,40 3,68+0,61 98,60+6,52 3,96+1,23
L acidophilus CECT4179 (BL280) 7,10+3,61 5,12+1,50 6,72+2,72 3,39+1,61 101,10+2,45 3,9610,64
L johnsonii CECT289 (BL281) 10,4443,74 81,91+8,39 5,45+2,02 23,12+7,98 8,61+3,24 28,28+6,53
L johnsonii DSMZ10533" (BL287) 7,74%1,49 100,00 5,15+0,70 19,32+1,51 7,57+1,73 20,76+1,32
L.intestinalis DSMZ6629" (BL288) 100,00 6,00+1,26 3,66+1,10 4,08+0,86 6,79+2,11 3,52+1,05
L. gasseri NCC2858 (BL292) 8,07+3,82 29,36+9,15 5,98+3,43 71,09+5,46 8,92+4,47 19,5615,14
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L. intestinalis L.johnsonii L.crispatus L. gasseri L.acidophilus Lactcfgt;i(l)l;s Sp-
L. gasseri NCC2856 (BL294) 10,5645,92 31,63+9,46 7,73%3,08 76,31+6,36 6,57+2,36 21,7446,62
L.johnsonii NCC2822 (BL295) 15,3948,09 94,25+12,15 11,3946,29 45,6414,48 13,8146,55 35,37+11,93
L. gasseri NCC2857 (BL296) 11,5446,36 41,76+£12,27 11,1116,48 79,66+15,14 8,733,221 25,55+8,95
L. johnsonii NCC1741 (BL297) 17,57+7,53 91,82+8,88 10,4816,32 38,06+8,11 10,3943,73 35,18+9,31
L. johnsonii NCC533 (BL298) 9,7045,52 76,78+8,09 9,7347,20 24,53+8,96 8,31+3,82 24,94+8,71
L. johnsonii NCC2767 (BL299) 16,0047,28 106,05+7,91 13,3348,54 45,02+14,95 11,3543,62 39,75+11,45
B
L. intestinalis L.johnsonii L.crispatus L. gasseri L.acidophilus Lactcj&)g(;i(l)l;s SP-
Lactobacillus sp. AD102 5,14 25,55 5,41 14,77 5,42 100,00
L. acidophilus CECT903" (BL17) 7,50 7,31 10,73 4,48 100,00
L.gasseri DSMZ20243" (BL277) 4,04 17,37 3,94 100,00
L. crispatus DSMZ20584" (BL278) 5,18 5,66 100,00
L johnsonii DSMZ10533" (BL287) 6,82 100,00
L.intestinalis DSMZ6629" (BL288) 100,00

Tabla 12. Hibridacién DNA-DNA de las cepas tipo de algunas especies de Lactobacillus con las 26 cepas incluidas en este
estudio. Los valores representan el porcentaje de hibridacion relativa considerando que el 100% de hibridacion es la del
DNA de una cepa consigo misma A: promedio * la desviacion estandar de tres ensayos de hibridacion DNA-DNA entre las
cepas tipo de seis especies de Lactobacillus frente a las 26 cepas de Lactobacillus estudiadas. Sombreado en cada
columna las cepas pertenecientes a la misma especie del Lactobacillus que dio origen a la sonda. B: Relacion DNA-DNA
entre las cepas tipo de especies de Lactobacillus obtenida del calculo de la hibridacion AXB y BXA.
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a excepcion de L. crispatus con L. acidophilus cuya relacién de homologia es del
10,73%. Los resultados obtenidos de los experimentos de hibridacion DNA-DNA
para la cepa de Lactobacillus sp. AD102 y los posteriores aislamientos
Lactobacillus sp. AD103, AD104, AD105 y AD106 nos permiten proponerla como
una nueva especie del complejo de L. acidophilus, cercana a L. johnsonii y L.

gassetri.

1.5. Analisis comparativo de perfiles de proteina de cepas de Lactobacillus del

grupo de L. acidophilus.

El analisis de las proteinas solubles totales en gel de acrilamida se realizé
mediante dos dendrogramas que muestra la similitud entre las 12 cepas
estudiadas. En el primero de acuerdo al coeficiente de Dice utilizando el método
UPGMA, se observan que L. acidophilus aparece separado del resto de las cepas
con una relacién de similitud inferior al 60%. Las cepas de L. johnsonii y
Lactobacillus sp. AD102, forman un grupo en el que se diferencian claramente las
dos especies con una relacion de similitud entre ellas de 61%. L. gasseri y L.
crispatus aparecen en otro grupo en el que igualmente se logra una discriminacién
de las especies. En el segundo analisis utilizando el coeficiente de Pearson
(método UPGMA), al igual que con el coeficiente de Dice, se observa que L.
acidophilus aparece separado con una relacion de similitud inferior al 50% con las
otras cepas analizadas. El resto de las cepas, aparecen en un grupo que se divide
en dos subgrupos con una relacion entre ellos de 59%. En el primer subgrupo se
encuentran las cepas Lactobacillus sp. AD103, AD104, AD105 y AD106 con una
relacion de similitud entre ellas superior al 80%, y separadas de las anteriores
aparecen también Lactobacillus sp. AD102 y L.johnsonii NCC2767 (BL299) con
una relacion entre ellas de 75%. En el segundo subgrupo y no discriminadas

aparecen las demas cepas de L. johnsonii y las cepas de L. gasseri y L. crisptus.
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Figura 23. Analisis comparativo de perfiles de proteina de cepas de Lactobacillus
del grupo de L. acidophilus. A: Dendrograma de similitud de acuerdo al coeficiente
de Dice. B: Dendrograma de similitud de acuerdo al coeficiente de Pearson. En los
dos casos se utilizo el método UPGMA (programa BioNumerics 4.6 Applied Maths

Kortrijk, Belgium).
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1.6. Genotipado de cepas del grupo de L. acidophilus mediante ERIC-PCR.

El analisis del perfil de bandas obtenido por la amplificacién por PCR de las
secuencias consenso intergénicas repetitivas de enterobacterias (ERIC)(Berger et
al., 2007;Gavini et al.,, 2006) de 22 cepas de Lactobacillus, pertenecientes a
especies del grupo de L. acidophilus, se realiz6 mediante un dendrograma que
muestra la similitud entre las 22 cepas estudiadas de acuerdo al coeficiente de
Jaccard utilizando el método UPGMA (Figura 24). En el dendrograma se observan
dos grupos entre las cuales existe una similitud inferior al 30%, en uno de ellos se
encuentran todas las cepas de L. johnsonii analizadas, formando un subgrupo con
relaciones de similitud entre ellas superiores o iguales al 50%. Se observa también
otro subgrupo que incluye el Lactobacillus sp. AD102 y los otros cuatro
aislamientos de esta misma especie con una relacién de similitud entre ellos
superior al 65%. En el segundo grupo aparecen discriminadas las cepas de las
especies L. crispatus y L. acidophilus, pero no se logra una clara diferenciacion de
las cepas de L. gasseri. En general se observa que la tipificacion de cepas por
ERIC-PCR no permite la discriminacion de todas las especies pertenecientes al
grupo de L. acidophilus, siendo esto mas evidente para las cepas de L. gasseri

incluidas en este analisis.

1.7. Comparacion del genoma de la cepa L. johnsonii NCC533 (BL298) con otros

Lactobacillus mediante “microarrays”.

El genoma de Lactobacillus sp. AD102, L. gasseri DSMZ20243" (BL277) y L.
johnsonii AD99 fue comparado con el genoma de L. johnsonii NCC533 (BL298)
utilizando la técnica de “microarrays”. Se realizaron tres hibridaciones: L. johnsonii
AD99/ L. johnsonii NCC533 (BL298), L. gasseri DSMZ20243" (BL277) / L.
johnsonii NCC533 (BL298) y Lactobacillus sp. AD102/ L. johnsonii NCC533
(BL298) en el Centro de Investigacion de Nestlé en Suiza. Los resultados

obtenidos por el Dr. Bernard Berger (Anexo1) estan incluidos en esta tesis por
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Figura 24. Analisis del patron de bandas obtenido mediante ERIC-PCR. A:
Dendrograma de similitud de acuerdo al coeficiente de Jaccard del perfil de
bandas obtenido por ERIC-PCR en 22 cepas de Lactobacillus de especies
pertenecientes al grupo de L. acidophilus. B: Perfil de bandas obtenido por ERIC-
PCR para 22 cepas de Lactobacillus. M: Marcador de pesos moleculares
Hyperladder | con 14 bandas en un rango entre 10.000 y 200 pb.
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aportar valiosa informacion respecto a la propuesta de Lactobacillus sp. AD102

como una posible nueva especie.

1.8. .Caracteristicas fenotipicas de las especies del grupo de L. acidophilus.

Para la propuesta de una posible nueva especie, resulta de interés reunir las
caracteristicas fenotipica que describan a la mayoria de las cepas pertenecientes
a dicha especie. En la tabla 13 se describen las caracteristicas propias de cada
una de las especies del grupo de L acidophilus de acuerdo a su descripcion

original junto con Lactobacillus sp. AD102 como posible nueva especie.

Lactobacillus |Lactobacillus |Lactobacillus |Lactobacillus |Lactobacillus |Lactobacillus |Lactobacillus

acidophilus crispatus amylovorus | gallinarum gasseri johnsonii sp. AD 102
Amigdalina + + + + + + -
Celobiosa + + + + + + +
Galactosa + + + + + + -
Lactosa + + - d d d -
Maltosa + + + + d + +
Manitol - - - - - - -
Manosa + + + + + + +
Melibiosa d - - + d d -
D-Rafinosa d - - + d d -
Salicina + + + + + + -
Sacarosa + + + + + + +
Trehalosa D - + - d d +
% G+C 34-37 35-38 40-41 36-37 33-35 33-35 ND

Tabla 13. Caracteristicas fenotipicas de las especies del grupo de L. acidophilus
de acuerdo a su descripcion original junto con el Lactobacillus sp. AD102. Los
simbolos +, el 90% o mas de las cepas son positivas; -, el 90% o mas de las cepas
son negativas; d, del 11 al 89% de las cepas son positivas; ND, No determinado.
Tomado de Hammes y Vogel (1995).
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2. DISCUSION.

Se ha aislado un lactobacilo de las muestras intestinales de rata, para el cual
se demostr6 por PCR-Cuantitativa que el consumo de sorbitol favorece
selectivamente su permanencia en el tracto gastrointestinal de rata. Este
lactobacilo ha sido identificado como Lactobacillus sp. AD102, en un analisis
filogenético basado en una secuencia de 1100 pb del gen que codifica para el 16S
rRNA (figura 10 capitulo ). En el arbol obtenido, Lactobacillus sp. AD102 aparece
en un taxén separado de L. gasseri y L. johnsonii, indicando que podria tratarse de
una nueva especie perteneciente al grupo de L. acidophilus. Este hallazgo motivé
la realizacibn de un estudio para la clasificacion taxondémica de este
microorganismo y su denominacién como posible nueva especie. Para tal estudio
Lactobacillus sp. AD102 y cuatro nuevos aislamientos de este mismo
microorganismo a partir de intestino de rata, son comparados con otras 21 cepas
de Lactobacillus, la mayoria de las cuales pertenecen a especies del grupo de L.

acidophilus.

En 1980 Lauer y Johnson de forma independiente clasificaron el grupo de L.
acidophilus basados en la hibridacion DNA-DNA en seis especies dificilmente
diferenciables por los métodos fenotipicos tradicionales (Jonson et al., 1980;Lauer
and Kandler, 1980). Nosotros hemos realizado analisis fenotipicos a las 26 cepas
incluidas en este estudio como la fermentacién de azucares con el método
comercial APl 50 CH vy el crecimiento a diferentes temperaturas, condiciones de
pH y concentraciones de NaCl. Los resultados obtenidos fueron analizados por
dos métodos estadisticos diferentes, el primero un dendrograma de similitud
basado en el coeficiente de correlacion de Pearson y el segundo un analisis de
componentes principales (ACP). Estos analisis muestran que no se logra una
adecuada diferenciacién de especies por métodos fenotipicos para las especies
del grupo de L. acidophilus, este resultado coincide plenamente con las
observaciones hechas por Lauer y Johnson en 1980 y con otros investigadores
que mas recientemente han realizado estudios taxonémicos con las especies del

grupo de L. acidophilus (Berger et al., 2007;Felten et al., 1999).
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Algunos autores consideran que pruebas de tipado de cepas como la
electroforesis de proteinas solubles totales o la electroforesis de campo pulsado
(PFGE) permiten una clara discriminacion de especie entre cepas de Lactobacillus
(Du Plessis and Dicks, 1995;Roussel et al., 1993). Para el grupo de L. acidophilus
algunos investigadores han logrado una discriminacion entre especies mediante
un analisis de proteinas solubles totales (Pot et al., 1993), pero los resultados
varian dependiendo del numero de cepas analizadas y el origen de las mismas.
En un estudio que incluia 98 cepas de especies del grupo de L. acidophilus y otras
especies cercanas se realizé una diferenciacion de especies por electroforesis de
proteina, observando especial dificultad en la discriminacion de especies cercanas
como L. gasseri y L. johnsonii (Gancheva et al., 1999). En este trabajo se ha
realizado una electroforesis de proteinas solubles totales con la cepa Lactobacillus
sp. AD102, los cuatro nuevos aislamientos de esta misma especie y otras cepas
pertenecientes a especies del grupo de L. acidophilus. En un dendrograma de
similitud con el coeficiente de Dice de los perfiles de bandas obtenidos,
observamos que se logra una discriminacion de las cepas de acuerdo a la especie.
Un segundo analisis de los perfiles electroforéticos de proteina fue realizado
utilizando el coeficiente de Pearson, en este caso, en el dendrograma resultante
no se logré una discriminacién de las especies. Scheirinck et al (2007) observo
que cuatro cepas de Lactobacillus crustorum sp. nov. provenientes de un mismo
origen, mostraban en un perfil proteico notables diferencias en la posicién e
intensidad de las bandas en un determinado rango de KDa (Scheirlinck et al.,
2007). En nuestro caso observamos que existen importantes diferencias en la
intensidad de algunas bandas en el perfil proteico de miembros de una misma
especie, razén por la cual se obtiene una mejor discriminacion cuando se realiza el
analisis utilizando un coeficiente cualitativo como el de Dice. En general la
electroforesis de proteinas es un método cuyo valor taxonédmico dependera de la
naturaleza y el nimero de las cepas analizadas. Diferentes técnicas moleculares
han sido también empleadas en el intento de algunos taxénomos por hacer una
facil y rapida discriminacién de las especies de Lactobacillus (Rodtong and

Tannock, 1993;Roy et al., 2001). Para el grupo de L. acidophilus algunos autores
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han logrado la diferenciacién de especies mediante el uso de ARDRA (de las
siglas en ingles Amplified ribosomal DNA restriccién analisis) y el uso de una o
mas enzimas de restriccion (Guan et al., 2003;Ventura et al., 2000). La tipificacion
de cepas mediante ERIC-PCR (amplificacion de secuencias repetitivas
palindromicas intergénicas) es otra de las técnicas de genotipificacion utilizada
para la identificacion y clasificacion de cepas de especies del grupo de L.
acidophilus (Berger et al., 2007). Nosotros hemos amplificado las secuencias ERIC
del Lactobacillus sp. AD102, los cuatro nuevos aislamientos de esta especies y
otras 17 cepas pertenecientes a especies del grupo de L. acidophilus, los
resultados obtenidos no permiten una discriminacién adecuada de todas las
especies del grupo mostrando especial dificultad en la discriminacion de las cepas
de L. gasseri analizadas. De nuestro trabajo podemos concluir que los analisis
fenotipicos y pruebas de tipado como ERIC-PRC vy la electroforesis de proteina no
tienen un aporte significativo en la clasificacién taxonémica de las especies
pertenecientes al grupo de L. acidophilus. La influencia que el medio ambiente
ejerce sobre las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de un determinado
organismo son de importante magnitud, es por ello que dentro de una misma
especie pueden existir diferentes ecotipos dependiendo de su nicho ecoldgico
(Cohan, 2002). Es posible que la dificultad para la adecuada discriminacién de
especies de Lactobacillus mediante pruebas fenotipicas y métodos de tipado de
cepas, se deba a que miembros de una misma especie de Lactobacillus son

habitantes normales de muy diversos ambientes.

De acuerdo al informe del comité internacional de sistematica en procariotas,
el parametro para determinar los limites entre especies es la similitud de su DNA
establecido mediante el uso de una técnica cuantitativa de reasociacion DNA-DNA
(Stackebrandt et al.,, 2002). Se han hemos determinado el porcentaje de
hibridacion DNA-DNA de las cepas tipo de L. intestinalis, L. johnsonii, L. crispatus,
L. gasseri, L. acidophilus y Lactobacillus sp. AD102 como cepa tipo de la posible
nueva especie, con las 26 cepas utilizadas en este estudio. Los resultados
muestran que la especie mas cercana a Lactobacillus sp. AD102 es L. johnsonii y

que el porcentaje de hibridacién entre las cepas tipo de estas dos especies es
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25,55%. El mayor porcentaje de hibridacion entre cepas de estas dos especies,
39,75%, se observé entre la cepa Lactobacillus sp. AD102 y L. johnsonii
NCC2767 (BL299). Los mayores porcentajes de hibridacion entre cepas de las
especies L. johnsonii y L. gasseri fueron, 41,76% entre L johnsonii DSMZ10533"
(BL287) y L. gasseri NCC2857 (BL296) y 45,64% entre L.gasseri DSMZ20243"
(BL277) y L. johnsonii NCC2822 (BL295), lo que hace evidente la cercania entre
estas dos especies. Por otra parte las relaciones de hibridacion DNA-DNA Inter
especie de L. intestinalis, L. crispatus y L. acidophilus son siempre inferiores al
25%. Berger et al (2007) en un estudio de hibridacion gendmica comparada,
utilizando un “microarray” basado en el genoma de L. johnsonii NCC533,
observaron que las relaciones entre el genoma de L. gasseri y L. johnsonii son
mucho mas estrechas que entre L. acidophilus y L. johnsonii, demostrando una
disminucién gradual de la similitud entre las especies del grupo de L. acidophilus.
Segun los parametros aceptados por el comité internacional de sistematica en
procariotas de acuerdo con la publicaciéon de Rossello-Mora y Amann (2001), para
considerar dos cepas de la misma especie debe existir entre ellas un porcentaje
de hibridacion superior al 70%. Basados en los resultados obtenidos podemos
concluir que Lactobacillus sp. AD102 es una especie diferente de L. johnsonii y de
L. gasseri (especies mas cercanas) y podria proponerse como una posible nueva
especie. Las cepas L. johnsonii AD99 y L. gasseri BL223 que muestran
porcentajes de hibridacion con las cepas tipo de su especie inferiores al 70% pero
superiores al 50% podrian ser propuestas como posibles subespecies de su
respectivo taxon de acuerdo al planteamiento de Rossello-Mora y Amann (2001),

siendo esta informacion de especial interés para futuras investigaciones.

La comparacion de las secuencias del gen que codifica para el 16S rRNA es
una poderosa herramienta para establecer relaciones filogenéticas en procariotas.
El alto grado de conservacion en su estructura y funcién hacen que la secuencia
del gen que codifica para el 16S rRNA sea comunmente utilizada como marcador
evolutivo, sin embargo existen otras secuencias que pueden aportar mayor
informacion a nivel filogenético, como es el caso de la secuencia del gen recA que

da origen a la proteina recombinasa A del sistema SOS de E. coli. Esta secuencia
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ha mostrado un alto poder discriminatorio al establecer relaciones filogenéticas en
la familia Vibrionaceae (Thompson et al., 2004), en espacies de Mycobacterium
(Blackwood et al., 2000) y en especies de Lactobacillus (Torriani et al., 2001) entre
otras. Nosotros hemos realizado andlisis filogenéticos con 1500 pb de la secuencia
del gen que codifica para el 16S rRNA y con 600 pb se la secuencia del gen recA
de cepas de especies pertenecientes al genero Lactobacillus, dentro de las cuales
se incluye el Lactobacillus sp. AD102 y otras especies pertenecientes al grupo de
L. acidophilus. Los resultados obtenidos muestran que ambas secuencias la del
gen que codifica para el 16S rRNA y la del gen recA logran discriminar
perfectamente las especies L. gasseri, L johnsonii y la posible nueva especie con
representante Lactobacillus sp. AD102. Sin embargo, la variabilidad observada en
la secuencia del gen recA (aproximadamente 70 pb de 600 pb varian entre
secuencias de diferentes especies) es mucho mayor que la de la secuencia del
gen que codifica para el 16S rRNA (menos de 10 pb de 1500 pb varian entre
secuencias de diferentes especies), lo que le permite a la secuencia del gen recA
una mejor discriminacién. Algunos autores consideran que para un andlisis
filogenético con marcadores alternativos como el gen recA seria preferible tener en
cuenta la secuencia de aminoacidos que la secuencia de nucleétidos (Wolfgang
and Klenk, 2005), en nuestro caso al analizar las secuencias de 200 aminoacidos
de la proteina recombinasa A de las cepas L. johnsonii NCC533 (BL298),
L. gasseri DSMZ20243" (BL277) y Lactobacillus sp. AD102 observamos que son
idénticas, por lo que resulta inadecuado realizar con ellas un analisis filogenético.
Una de las ventajas de la secuencia del gen que codifica para el 16S rRNA sobre
la secuencia del gen recA en analisis filogenéticos, resulta en la abundante
cantidad de secuencias del gen que codifica para el 16S rRNA encontradas en los
bancos de datos en relacién a la minima cantidad de secuencias publicadas del
gen recA. Los resultados obtenidos en los analisis filogenéticos del gen que
codifica para el 16S rRNA y del gen recA durante este estudio, sugieren que

Lactobacillus sp. AD102 puede proponerse como una posible nueva especie.

Dentro de las zonas variables de la secuencia del gen que codifica para el

16S rRNA hay secuencias especificas para determinada especie o grupo de
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bacterias, esto ha permitido el disefio de cebadores especificos para la rapida
identificacion de algunas especies. En el caso de L. johnsonii, Marco Ventura y
colaboradores disefaron el cebador LJ1 (5 -GATGATTTTAGTTCTTGCACTAA-3)
basado en una secuencia de la region variable V1 del gen que codifica para el 16S
rRNA (Ventura and Zink, 2002). La secuencia de este cebador (con un cambio de
T por G en la posicién 13) ha sido encontrada en el gen que codifica para el 16S
rRNA de las cepas de L. johnsonii incluidas en este estudio y también en las cepas
de Lactobacillus sp. AD102, AD103, AD104, AD105 y AD106, por lo que ese
cebador deja de ser exclusivo para la identificacién de L. johnsonii, aunque todavia
puede ser utilizado para diferenciar estas dos especies de otras especies muy

préximas como por ejemplo L. gasseri.

Mediante la técnica de “microarrays” el Dr Bernard Berger del Laboratorio de
investigaciones de Nestlé, ha realizado un analisis gendmico comparado de L.
johnsonii NCC533 (BL298) con los genomas de L. johnsonii AD99, L. gasseri
DSMZ20243" (BL277) y Lactobacillus sp. AD102. Los resultados muestran una
mayor similitud entre los genomas de L. johnsonii NCC533 (BL298) y Lactobacillus
sp. AD102 que entre L. johnsonii NCC533 (BL298) con L. gasseri DSMZ20243"
(BL277) respecto a las secuencias de genes analizadas, sin embargo, dicha
similitud es mucho menor a la observada entre dos cepas de la misma especie
como son L. johnsonii NCC533 (BL298) y L. johnsonii AD99. En el “microarray”
utilizado se encuentra representado el 96% de los genes de L. johnsonii NCC533
(BL298) (1760 pautas de lectura abierta), el conocimiento de cada uno de los
genes y su posicion en el “microarray” nos podra permitir en futuros estudios
establecer diferencias mucho mas detalladas entre los genomas de las cepas
analizadas. La informaciéon obtenida mediante un analisis genédmico comparado
permite evaluar el nUmero de secuencias de genes conservados entre dos cepas
bacterianas. Conociendo de antemano la funcién de cada gen, podemos analizar
diferentes aspectos como la presencia de genes involucrados en rutas
metabdlicas, sintesis de bacteriocinas, produccién de exopolisacaridos y diferentes

ontogenias.
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Basados en los resultados del estudio taxonémico realizado y principalmente
en los resultados de la hibridacion DNA-DNA y en el analisis filogenético de las
secuencias del gen que codifica para el 16S rRNA y del gen recA, podemos
proponer el Lactobacillus sp. AD102 como una nueva especie perteneciente al
grupo de L. acidophilus, cercana a L. gasseri y L. johnsonii de acuerdo con la
clasificacion de Johnson y Lauer propuesta en 1980. Esta posible nueva especie
la hemos denominado Lactobacillus iatae sp. nov., de acuerdo a las normas
internacionales de nomenclatura en procariotas (Truper, 1996;Truper, 2007) y
después de verificar que este nombre no estuviese asignado para otra bacteria en
la lista de nombres aprobados por el Comité Internacional de Sistematica en
Bacteriologia (Euzéby J.P., 2007). En la figura 25 se observa la imagen

microscopica de L. iatae sp. nov.

Figura 25. Células de L. iatae sp. nov. Crecidas
en caldo MRS durante 36 horas a 37°C
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DESCRIPCION DE Lactobacillus iatae sp. nov.

L. iatae (ia.ta’e. L. gen. n. iata, hace referencia a IATA, abreviatura de Instituto de

Agroquimica y Tecnologia de Alimentos).

Bacilo Gram positivo, no mévil, que no forma esporas, heterofermentativo
obligado, catalasa negativo, que no crece a 15 o 45°C ni en concentraciones de
NaCl de 4,5 o 7,0%, crece a pH 4,5 y 7.0. En placas de agar MRS incubados
durante 48 horas a 37°C, las colonias tienen un tamafio entre 0,5 a 1 mm de
didmetro aproximadamente, son planas de forma circular con bordes regulares y
de color grisaceo. Las células crecidas en caldo MRS tienen un tamafo entre 0,8-
1,1 por 3-7 um. y se encuentran solas, en pares o en pequenas cadenas. Todas
las cepas fermentan glucosa, manosa, fructosa, celobiosa, maltosa y sacarosa e
hidrolizan la esculina. Algunas cepas fermentan trehalosa, B-gentibiosa y N-
acetilglucosamina. No fermentan la amigdalina, galactosa, lactosa, manitol,
melibiosa, rafinosa y salicina. La cepa tipo L. iatae AD102" tiene actividad
hidrolasa de sales biliares especifica para las sales del acido glicocdlico. La cepa

tipo ha sido aislada de intestino de rata.
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DISCUSION GENERAL
Y CONCLUSIONES

133



134



1. Discusién general

Los resultados obtenidos en este trabajo han demostrado que el consumo oral
de sorbitol modifica la microbiota intestinal en el modelo animal utilizado (rata) y
para algunas bacterias lo hace de forma similar a un prebidtico reconocido como
los FOS. Cuando se analizaron grupos bacterianos especificos como los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium se observd que el sorbitol beneficié selectivamente
la poblacion de dos especies de lactobacilos, L. reuteri AD23 y Lactobacillus sp.
AD102, de las cinco especies presentes en el intestino y heces de las ratas, y
posiblemente una especie de bifidobacteria, B. pseudolongum. En las ratas
alimentadas con sorbitol se observé un cambio en la actividad metabdlica global
del ecosistema intestinal, generando un aumento en la produccion de butirato que
podria contribuir a la proliferacién y mantenimiento de una mucosa intestinal sana.
Las ratas alimentadas con sorbitol mostraron también una tendencia a la
disminucién de los lipidos en sangre y una tendencia al aumento de la
inmunoglobulina A secretora en heces. Estos resultados indican que el sorbitol
tiene un efecto prebidtico potencial que debera ser confirmado con el disefio

nuevos experimentos en humanos.

Los resultados del analisis filogenético de los genes que codifican para el 16S
rRNA y el gen recA, asi como la hibridacion DNA-DNA indican que Lactobacillus
sp. AD102 es una posible nueva especie perteneciente al grupo de L. acidophilus
y ha sido propuesta como Lactobacillus iatae sp. nov. En general, las especies del
grupo de L. acidophilus son consideradas como potenciales probiéticos y para
muchas cepas de especies pertenecientes a este grupo se han demostrado sus
efectos beneficiosos para la salud (Chen et al., 2005;Sanders and Klaenhammer,
2001;Sashihara et al., 2006).

Se ha demostrado que las cepas L. intestinalis AD38, L. johnsonii AD99 y L.
murinus AD100 aisladas de intestino de rata poseen actividad HSB con afinidad
por las sales biliares del &cido taurocdlico y del acido glicocélico, mientras que L.

iatae AD102 y L. reuteri AD23 tienen HSB para solo una de estas sales biliares. La
135



presencia en un medio de cultivo de una sal biliar conjugada o deconjugada afecta

de forma diferente el crecimiento de cada una de las cepas analizadas. L. iatae

AD102 y L. reuteri AD23 alcanzan densidades opticas mayores en una curva de

crecimiento en presencia de la sal biliar que no desconjugan. Se deben plantear

nuevos experimentos para evaluar si las diferencias en la actividad HSB

observadas en las cinco cepas de Lactobacillus, han contribuido al aumento de la

poblacion de L. reuteri AD23 y L. iatae AD102 en el intestino de las ratas cuando

son alimentadas con sorbitol.

2. Conclusiones generales
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En un modelo animal como la rata el consumo oral de sorbitol modifica la
microbiota intestinal y para algunos grupos bacterianos lo hace de forma

similar a un reconocido prebiético como los fructooligosacaridos (FOS).

Se han aislado cinco especies de Lactobacillus del intestino de las ratas:
Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus intestinalis, Lactobacillus murinus,
Lactobacillus reuteri y Lactobacillus sp. El consumo de sorbitol favorece de
forma estadisticamente significativa la persistencia de las poblaciones de
Lactobacillus sp. AD102 y el aumento del nimero de células de L. reuteri
AD23.

La ingesta de sorbitol o FOS favorece posiblemente la presencia de la especie
Bifidobacterium pseudolongum en el tracto gastrointestinal de las ratas, segun
se determind por PCR-DGGE.

Se ha determinado un aumento estadisticamente significativo de Ila
concentracion de butirato en el ciego y colon de las ratas que han ingerido
sorbitol, lo cual constituye una sélida base para considerar el sorbitol como un

potencial prebidtico.



5. El estudio taxonémico de varios aislados de Lactobacillus de intestino de rata,
nos permite proponer una nueva designacion de especie, Lactobacillus iatae

sp. nov. perteneciente al grupo de Lactobacillus acidophilus.
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ANEXO 1. Comparacion del genoma de la cepa L. johnsonii NCC533 (BL298) con

otros Lactobacillus mediante “microarrays”.

El genoma de Lactobacillus sp. AD102, L. gasseri DSMZ20243 (BL277) y L.
johnsonii AD99 fue comparado con el genoma de L. johnsonii NCC533 (BL298)
utilizando la técnica de “microarrays”. Se realizaron tres hibridaciones: L. johnsonii
AD99/ L. johnsonii NCC533 (BL298), L. gasseri DSMZ20243" (BL277)/ L. johnsonii
NCC533 (BL298) y Lactobacillus sp. AD102/ L. johnsonii NCC533 (BL298) en el
Centro de Investigacion de Nestlé en Suiza. En los “microarrays” utilizados esta
representado el 96% (1756 pautas de lectura abierta) de los genes de L. johnsonii
NCC533 (BL298), en 5 6 6 oligonucledtidos de 60 pares de bases por cada gen.
Los resultados obtenidos, cuando son proyectados en un mapa de Hibridacion
Gendmica Comparada (CGH) (Figura 26), muestran que en la hibridacion entre L.
johnsonii AD99 y L. johnsonii NCC533 (BL298) la mayoria de los genes estan muy
conservados, como por ejemplo las regiones comprendidas entre los elementos
LJO014 a LJ0215, LJO752 a LJ1007 y LJO673 a LJ1833 (Zonas oscuras, marcadas
como A en la figura 26). Existen también unas pocas regiones de mayor diversidad
génica representadas por zonas amarillas en el mapa de CHG, como la
comprendida entre los elementos LJ1210 y LJ1267 (B en la figura 26), dentro de
esta zona se encuentran los elementos LJ1229 a LJ1244 y LJ1257 a LJ1268 que
corresponden a secuencias de proteinas hipotéticas y genes relacionados con el
metabolismo de las transcetolasas, respectivamente. En la regiéon entre los
elementos LJ1408 y LJ1463 se observa también marcada diversidad génica (C en
la figura 26), algunos de los genes ubicados dentro de esta zona corresponden al
profago Lj 928. En general la mayoria de los genes entre estas dos cepas de la

misma especie estan muy bien conservados.

Los resultados de la hibridacion en “microarrays” de L. gasseri DSMZ20243"
(BL277) con L. johnsonii NCC533 (BL298) muestran una homologia muy baja
entre las dos cepas, representada en un mapa de Hibridacion Gendémica
Comparada con la mayoria de las zonas amarillas, que indican una hibridacién

débil. La region comprendida entre los elementos LJ0325 y LJ0380 (D en la figura
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26) fue la zona de mayor hibridacion entre estas dos cepas, en esta zona entre los
elementos LJ0358 y LJ0362 se encuentran secuencias de genes correspondientes
a algunas proteinas ribosomales. Respecto a la hibridacion de Lactobacillus sp.
AD102 con L. johnsonii NCC533 (BL298) se observa claramente que esta cepa
tiene una situacion intermedia respecto a las otras dos. El mapa muestra una gran
cantidad de genes divergentes distribuidos por todo el genoma, y algunas zonas
de hibridacién mas alta, como por ejemplo la comprendida entre los elementos
LJ0325 a LJ0408b (D y E en la figura 26), en esta zona ademas de secuencias de
genes de algunas proteinas ribosomales conservadas también en L. gasseri
DSMZ20243" (BL277), se encuentran los elementos LJ0384 a LJO389 de genes
que codifican para proteinas de secrecion. Dentro de las zonas con genes
divergentes de la hibridacion entre Lactobacillus sp. AD102 y L. johnsonii NCC533
(BL298) vale la pena destacar las comprendidas entre los elementos LJ1418 a
LJ1465 y LJ0288 a LJ0330 que contienen genes de los profagos Lj 928 y Lj 965
respectivamente y la seccién LJ0230 a LJ0232 donde se encuentran genes de
resistencia al arsénico. Estos resultados sugieren que estas secuencias en L.
johnsonii NCC533 (BL298) podrian haber sido adquiridas posteriormente a la
separacion del ancestro comun entre estas dos cepas mediante la insercion de

fagos en el genoma y la adaptacioén a diferentes nichos ecoldgicos.

Las graficas de la figura 27 muestran la distribucién de los datos obtenidos
para cada prueba en el “microarray”, expresados como log, de la media de las
relaciones de las sefiales de fluorescencia obtenidas entre la cepa problema y L.
johnsonii NCC533 (BL298). Los valores estan normalizados de tal manera que un
cociente de 1 expresa la conservacion perfecta de un gen. Se puede observar que
en dos cepas de la misma especie como L. johnsonii AD99 y L. johnsonii NCC533
(BL298) la distribucion de la relacion de la sefial muestra un pico mayoritario en la
misma posicion y con valores positivos, lo que sugiere secuencias de DNA muy
similares. Mientras que en la hibridacion entre L. gasseri DSMZ20243" (BL277) y
L. johnsonii NCC533 (BL298) las proporciones de las sefales se ubican por

debajo de -1, lo cual indica una homologia muy baja de las secuencias. En el caso
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Figura 26. Mapa de HGC de Lactobacillus sp. AD102, L gasseri DSMZ20243"
(BL277) y L. johnsonii AD99 frente a L.johnsonii NCC533 (BL298). Cada gen de L.
johnsonii NCC533 (BL298) ordenado verticalmente de acuerdo a su posicion en el
genoma, esta representado por 5 ¢ 6 oligonucledtidos en el “microarray” (lineas
horizontales). El coédigo de color representa la hibridacion de secuencias
complementarias (negro) en un gradiente hasta amarillo que representa la
divergencia o ausencia de secuencias complementarias en la muestra. A,B,C,D y
E sefialan zonas de las cuales se hacen comentarios en el texto.
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de la hibridacién entre Lactobacillus sp.AD102 y L. johnsonii NCC533 (BL298) se
observan dos picos de distribucién intermedia que indican que Lactobacillus sp.

AD102 es una especie diferente de L johnsonii pero menos lejana a este que L.

gassetri.
L. johnsonii AD99 / L. johnsonii NCC533 L. gasseri DSZM20243T / L. johnsonii NCC533
200 200
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© o
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Figura 27. Resultados de la hibridacion con_“microarrays” de las cepas
Lactobacillus sp. AD102, L. gasseri DSMZ20243" (BL277) y L. johnsonii AD99
frente a L. johnsonii NCC533 (BL298). Las graficas muestran la frecuencia de la
relacion de fluorescencia obtenida en todos los genes analizados expresados

como logp.
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ANEXO 2. Secuencias realizadas durante este trabajo que aun no han sido

publicadas total o parcialmente y estan incluidas en los resultados finales.

Bifidobacterium pseudolongum 528 bp del gen que codifica para el 16S rRNA.

CCACCGTTAACACCGGGAATTCCAGTCTCCCCTACCGCACTCAAGCCCGCCCGTACCCGGCGCGGATC
CACCGTTAAGCGATGGACTTTCCACCGGACGCGACGAACCGCCTACGAGCCCTTTACGCCCAATAAAT
CCGGATAACGCTTGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTATTCGAA
CAATCCACTCAACACGGCCAAAGACCGCGCCTTGCCCTTGAACAAAAGCGGTTTACAACCCGAAGGCC
TCCATCCCGCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTC
CCGTAGGAGTCTGGGCCGTATCTCAGTCCCAATGTGGCCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCA
ACGCCTTGGTAGGCCGTTACCCCACCAACAAGCTGATAGGACGCGATCCCCATCCCATGCCGCAAAAA
GCCTTTCCCACACTCGCATGCGCTCATGTGGAACATCCGGCATTACCACCCA

Lactobacillus gasseri NCC2857 (BL296). 1515 pb del gen que codifica para el 16S
rRNA.

TGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAGCTTGCCTAGATGAATTT
GGTGCTTGCACCAAATGAAACTAGATACAAGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTG
CCCAAGAGACTGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGGATAACAACACTAGACGCATGTCTA
GAGTTTAAAAGATGGTTCTGCTATCACTCTTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTA
ACGGCTTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACAC
GGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAAC
GCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGGTAGTGAAGAAAGATAGAGGTAGTA
ACTGGCCTTTATTTGACGGTAATTACTTAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGTGCAGGCGGTTCAATAAGTCTGA
TGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGGAGAATTGCATCAGAAACTGTTGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGA
GTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCT
CTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGGAGGTTTCCGCCTCTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAA
GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCAGTGCAAACC
TAAGAGATTAGGAGTTCCCTTCGGGGACGCTGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCA
CTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTAT
GACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGAAGCGAACCTGCGAAGGCAAGCGGATC
TCTGAAAGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGCTGGAATCGCTAGTAA
TCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCATCACACCATGAGA
GTCTGTAACACCCAAAGCCGGTGGGATAACCTTTATAGGAGTCAGCCGTCTAAGGTAGGACAGATGAT
TAGGGTGAAGTCGTAACAA

Lactobacillus gasseri BL233. 1452 bp del gen que codifica para el 16S rRNA.

GATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAGCTTGCCTAGATG
AATTTGGTGCTTGCACCAAATGAAACTAGATACAAGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTA
ACCTGCCCAAGAGACTGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGGATAACAACACTAGACGCAT
GTCTAGAGTTTAAAAGATGGTTCTGCTATCACTCTTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTA
AGGTAACGGCTTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGA
GACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGA
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GCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGGTAGTGAAGAAAGATAGAGG
TAGTAACTGGCCTTTATTTGACGGTAATTACTTAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGTGCAGGCGGTTCAATAAG
TCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGGAGAATTGCATCAGAAACTGTTGAACTTGAGTGCAGAAGA
GGAGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCG
GCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGGAGGTTTCCGCCTCTCAGTGCTGCAGCTAACGC
ATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC
AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCAGTGC
AAACCTAAGAGATTAGGAGTTCCCTTCGGGGACGCTGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCCATCATTAAGTT
GGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCC
CTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGAAGCGAACCTGCGAAGGCAAGC
GGATCTCTGAAAGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGCTGGAATCGCT
AGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCA
TGAGAGTCTGTAACACCCAAAGCC

Lactobacillus johnsonii AD99.1487 pb del gen que codifica para el 16S rRNA.

TCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAGCTTGCCTAGATGAT
TTTAGTGCTTGCACTAAATGAAACTAGATACAAGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAAC
CTGCCCAAGAGACTGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGGATAACAACACTAGACGCATGT
CTAGAGTTTGAAAGATGGTTCTGCTATCACTCTTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAG
GTAACGGCTTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGA
CACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGC
AACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGGTAGTGAAGAAAGATAGAGGTA
GTAACTGGCCTTTATTTGACGGTAATTACTTAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGTGCAGGCGGTTCAATAAGTC
TGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGGAGAATTGCATCAGAAACTGTTGAACTTGAGTGCAGAAGAGG
AGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGC
TCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGGAGGTTTCCGCCTCTCAGTGCTGCAGCTAACGCAT
TAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCAGTGCAA
ACCTAAGAGATTAGGAGTTCCCTTCGGGGACGCTGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCCATCATTAAGTTGG
GCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCT
TATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGAAGCGAACCTGCGAAGGCAAGCGG
ATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGCTGGAATCGCTAG
TAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATG
AGAGTCTGCAACACCCAAAGCCGGTGGGATAACCTTTATAGGAGTCAGCCGTCTAAGGT

Lactobacillus johnsonii NCC1741 (BL297). 1508 pb. del gen que codifica para el
16S rRNA.

TGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAGCTTGCCTAGATGATTTT
AGTGCTTGCACTAAATGAAACTAGATACAAGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTG
CCCAAGAGACTGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGGATAACAACACTAGACGCATGTCTA
GAGTTTGAAAGATGGTTCTGCTATCACTCTTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTA
ACGGCTTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACAC
GGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAAC
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GCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGGTAGTGAAGAAAGATAGAGGTAGTA
ACTGGCCTTTATTTGACGGTAATTACTTAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGTGCAGGCGGTTCAATAAGTCTGA
TGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGGAGAATTGCATCAGAAACTGTTGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGA
GTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCT
CTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGGAGGTTTCCGCCTCTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAA
GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCAGTGCAAACC
TAAGAGATTAGGTGTTCCCTTCGGGGACGCTGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCA
CTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTAT
GACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGAAGCGAACCTGCGAAGGCAAGCGGATC
TCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGCTGGAATCGCTAGTAA
TCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGA
GTCTGTAACACCCAAAGCCGGTGGGATAACCTTTATAGGAGTCAGCCGTCTAAGGTAGGACAGATGAT
TAGGGTGAAGTC

Lactobacillus johnsonii CECT289 (BL281). 1440 pb. del gen que codifica para el
16S rRNA.

TCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAGCTTGCCTAGATGATTTTAGTG
CTTGCACTAAATGAAACTAGATACAAGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCA
AGAGACTGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGGATAACAACACTAGACGCATGTCTAGAGT
TTGAAAGATGGTTCTGCTATCACTCTTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGG
CTTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCC
CAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCG
CGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGGTAGTGAAGAAAGATAGAGGTAGTAACTG
GCCTTTATTTGACGGTAATTACTTAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
AGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGTGCAGGCGGTTCAATAAGTCTGATGTG
AAAGCCTTCGGCTCAACCGGAGAATTGCATCAGAAACTGTTGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGG
AACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGG
TCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGC
CGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGGAGGTTTCCGCCTCTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCAC
TCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCAGTGCAAACCTAAG
AGATTAGGTGTTCCCTTCGGGGACGCTGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCT
AATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGAAGCGAACCTGCGAAGGCAAGCGGATCTCTT
AAAGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGC
GGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCATCACACCATGAGAGTCT
GTAACACCCAAA.

Lactobacillus johnsonii NCC 2767 (BL299). 1452 pb. del gen que codifica para el
16S rRNA.

GGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAGCTTGCCTAGATGATTTTA
GTGCTTGCACTAAATGAAACTAGATACAAGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGC
CCAAGAGACTGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGGATAACAACACTAGACGCATGTCTAG
AGTTTGAAAGATGGTTCTGCTATCACTCTTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAA
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TGGCTTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG
GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACG
CCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGGTAGTGAAGAAAGATAGAGGTAGTAA
CTGGCCTTTATTTGACGGTAATTACTTAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGTGCAGGCGGTTCAATAAGTCTGAT
GTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGGAGAATTGCATCAGAAACTGTTGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAG
TGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTC
TGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
TGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGGAGGTTTCCGCCTCTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAG
CACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCAGTGCAAACCT
AAGAGATTAGGTGTTCCCTTCGGGGACGCTGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCAC
TCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATG
ACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGAAGCGAACCTGCGAAGGCAAGCGGATCT
CTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGCTGGAATCGCTAGTAAT
CGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAG
TCTGTAACACCCAAAGCCGGTGGG

Lactobacillus sp. AD106. 1430 pb. del gen que codifica para el 16S rRNA.

CGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAGCTTGCCTAGATGATTTTAGTGCTTGCACTAA
ATGAAACTAGATACAAGCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAAGAGACTGGG
ATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGGATAACAACACTAGACGCATGTCTAGAGTTTAAAAGATG
GTTCTGCTATCACTCTTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGG
CAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA
GAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGGTAGTGAAGAAAGATAGAGGTAGTAACTGGCCTTTATTT
GACGGTAATTACCTAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAG
CGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGTGCAGGCGGTTCAATAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCG
GCTCAACCGGAGAATTGCATCAGAAACTGTTGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAACTCCATGT
GTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTG
ACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGAT
GAGTGCTAAGTGTTGGGAGGTTTCCGCCTCTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT
TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCAGTGCAAACCTAAGAGATTAGGTG
TTCCCTTCGGGGACGCTGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAATGAGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGAAGCGAACCTGCGAAGGCAAGCGGATCTCTTAAAGCCGTTC
TCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCAC
GCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCATCACACCATGAGAGTCTGTAACACCCA
AA

Lactobacillus intestinalis. AD38. 1516 pb. del gen que codifica para el 16S rRNA.

CTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAGCCGAACCAGTAGATTCACTT
CGGTGATGACGCTGGGAACGCGAGCGGCGGATGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTAAAGTCT
GGGATACCACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGGATAACAACAATAGCTGCATGGCTATTGCTTAAAAG
GCGGCGTAAGCTGTCGCTAAAGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACC
AAGGCGACGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACT
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CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAG
TGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTGGTGAAGAAGGATAGAGGTAGTAACTGGCCCCT
ATTTGACGGTAATCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
CAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGAAAGATAAGTCTGATGTGAAAGCC
CCCGGCTTAACCGAGGAATTGCATCGGAAACTGTGTTTCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAACTCC
ATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTA
ACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAA
CGATGAGTGCTAAGTGTTGGGAGGTTTCCGCCTCTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCC
TGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG
TGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTAGTGCCATCCTAAGAGATTA
GGAGTTCCCTTCGGGGACGCTAAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTATTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAATGAG
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGGCAGTACAACGAGAAGCGAGCCTGCGAAGGCAAGCGGATCTCTTAAAGCT
GTTCTCAGTTCGGACTGCAGTCTGCAACTCGACTGTACGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCA
GCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTCTGCAATG
CCCGAAGCCGGTGGCCTAACCACTTATGTGGAAGGAGCCGTCTAAGGCAGGGCAGATGACTGGGGTGA
AGTCGTAACAAGGTAGCCGT

Lactobacillus acidophilus CECT4529 (BL 279). 1465 pb. del gen que codifica para
el 16S rRNA.

GATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAGCTGAACCAACAG
ATTCACTTCGGTGATGACGTTGGGAACGCGAGCGGCGGATGGGTGAGTAACACGTGGGGAACCTGCCC
CATAGTCTGGGATACCACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGGATAAGAAAGCAGATCGCATGATCAGCT
TATAAAAGGCGGCGTAAGCTGTCGCTATGGGATGGCCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAC
GGCCTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGG
CCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGC
CGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTGGTGAAGAAGGATAGAGGTAGTAAC
TGGCCTTTATTTGACGGTAATCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGAAGAATAAGTCTGATG
TGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAACTGCATCGGAAACTGTTTTTCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGT
GGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCT
GGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAT
GCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGGAGGTTTCCGCCTCTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGC
ACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTAGTGCAATCCGT
AGAGATACGGAGTTCCCTTCGGGGACACTAAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACT
CTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGA
CCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGTACAACGAGGAGCAAGCCTGCGAAGGCAAGCGAATCTC
TTAAAGCTGTTCTCAGTTCGGACTGCAGTCTGCAACTCGACTGCACGAAGCTGGAATCGCTAGTAATC
GCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGT
CTGCAATGCCCAAAGCCGGTGGCCTAACCTTCGGGAA

Lactobacillus reuteri AD23. 1481 pb. del gen que codifica para el 16S rRNA.

CTCAGGATGAACGCCGGCGGTGTGCCTAATACATGCAAGTCGTACGCACTGGCCCAACTGATTGATGG
TGCTTGCACCTGATTGACGATGGATCACCAGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTG
CCCCGGAGCGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACAAAAGCCACATGGCTT
TTGTTTGAAAGATGGCTTTAGCTATCACTCTGGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGT
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AACGGCTTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGAACTGAGACA
CGGTCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAA
CACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTGGAGAAGAACGTGCGTGAGAGT
AACTGTTCACGCAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTGCTTAGGTCTG
ATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACCGGGCAACTTGAGTGCAGAAGAGGAC
AGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTG
TCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTA
AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCTAAC
CTTAGAGATAAGGCGTTCCCTTCGGGGACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTC
GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGC
ACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTA
TGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCAAGCTCGCGAGAGTAAGCTAAT
CTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTA
ATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGG
AGTTTGTAACGCCCAAAGTCGGTGGCCTAACCTTTATGGAGGGAGCCGCCTAA

Lactobacillus sp. AD104. 660 pb. del gen recA

AAAGTAGACACCCAAATTTCCACTATTCCTTCTGGTTCACTAGCTTTAGATGCAGCTCTTGGAGTTGG
TGGATATCCACGTGGACGAATTATTGAAGTATACGGCCCAGAAAGTTCTGGTAAAACTACTGTGGCTC
TGCATGCTGTTGCAGAAGTACAAAAGCGTGGTGGAACTGCAGCGTATATTGATGCTGAAAATGCCATG
GATCCAGCTTACGCGGAAGCTTTAGGCGTAGATATTGATTCATTGATTTTATCTCAACCAAACACTGG
AGAAGAAGGTTTACAAATTGCTGATACATTAATTGCAAGTGGTGCAATTGATATTTTAGTTGTCGACT
CAGTAGCTGCCTTAGTGCCAAGAGCTGAAATTGATGGTGATATGGGAGACTCTCATGTTGGGTTGCAA
GCAAGATTAATGAGTCAAGCTCTTCGTAAACTTTCTGGAAATATTTCTAAAACTAAAACAATTGCTGT
TTTCATTAATCAAATTCGTGAAAAAGTTGGGGTTATGTTTGGAAATCCTGAGACAACTCCGGGTGGTC
GTGCTTTGAAGTTTTACTCTACCATCCGACTAGAAGTACGTCGTGCGGAACAAATTAAGACAAGGTTC
AGATGTTATTGGTAACCGTGTAAAATTAAAGGTTGTTAAGAACAAAGTA

Lactobacillus sp. AD102. 660 pb del gen recA

AAAGTAGACACCCAAATTTCCACTATTCCTTCTGGTTCACTAGCTTTAGATGCAGCTCTTGGAGTTGG
TGGATATCCACGTGGACGAATTATTGAAGTATACGGCCCAGAAAGTTCTGGTAAAACTACTGTGGCTC
TGCATGCTGTTGCAGAAGTACAAAAGCGTGGTGGAACTGCAGCGTATATTGATGCTGAAAATGCCATG
GATCCAGCTTACGCGGAAGCTTTAGGCGTAGATATTGATTCATTGATTTTATCTCAACCAAACACTGG
AGAAGAAGGTTTACAAATTGCTGATACATTAATTGCAAGTGGTGCAATTGATATTTTAGTTGTCGACT
CAGTAGCTGCCTTAGTGCCAAGAGCTGAAATTGATGGTGATATGGGAGACTCTCATGTTGGGTTGCAA
GCAAGATTAATGAGTCAAGCTCTTCGTAAACTTTCTGGAAATATTTCTAAAACTAAAACAATTGCTGT
TTTCATTAATCAAATTCGTGAAAAAGTTGGGGTTATGTTTGGAAATCCTGAGACAACTCCGGGTGGTC
GTGCTTTGAAGTTTTACTCTACCATCCGACTAGAAGTACGTCGTGCGGAACAAATTAAACAAGGTTCA
GATGTTATTGGTAACCGTGTAAAATTAAAGGTTGTTAAGAACAAAGTA

Lactobacillus sp. AD105. 660 pb. del gen recA

AAAGTAGACACCCAAATTTCCACTATTCCTTCTGGTTCACTAGCTTTAGATGCAGCTCTTGGAGTTGG
TGGATATCCACGTGGACGAATTATTGAAGTATACGGCCCAGAAAGTTCTGGTAAAACTACTGTGGCTC
TGCATGCTGTTGCAGAAGTACAAAAGCGTGGTGGAACTGCAGCGTATATTGATGCTGAAAATGCCATG
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GATCCAGCTTACGCGGAAGCTTTAGGCGTAGATATTGATTCATTGATTTTATCTCAACCAAACACTGG
AGAAGAAGGTTTACAAATTGCTGATACATTAATTGCAAGTGGTGCAATTGATATTTTAGTTGTCGACT
CAGTAGCTGCCTTAGTGCCAAGAGCTGAAATTGATGGTGATATGGGAGACTCTCATGTTGGGTTGCAA
GCAAGATTAATGAGTCAAGCTCTTCGTAAACTTTCTGGAAATATTTCTAAAACTAAAACAATTGCTGT
TTTCATTAATCAAATTCGTGAAAAAGTTGGGGTTATGTTTGGAAATCCTGAGACAACTCCGGGTGGTC
GTGCTTTGAAGTTTTACTCTACCATCCGACTAGAAGTACGTCGTGCGGAACAAATTAAACAAGGTTCA
GATGTTATTGGTAACCGTGTAAAATTAAAGGTTGTTAAGAACAAAGTA

Lactobacillus johnsonii NCC1741. (BL297) 600 pb del gen recA

AAAGTAGACACTCAAATTTCCACTATTCCTTCCGGTTCACTAGCTTTAGATGCAGCTCTTGGAGTTGG
TGGCTATCCTCGTGGACGAATTATTGAAGTATATGGACCAGAAAGTTCTGGTAAAACAACTGTGGCTC
TTCATGCTGTTGCAGAAGTTCAGAAGCGTGGAGGAACGGCAGCTTATATCGATGCGGAAAATGCGACG
GATCCTGCTTATGCCGAAGCATTAGGTGTTGATATTGATTCCTTAATTTTATCTCAACCAAACACTGG
TGAAGAAGGTCTGCAAATTGCAGATACGCTTATTGCGAGTGGTGCAATTGATATCTTAGTTGTGGATT
CCGTGGCTGCGTTAGTACCAAGAGCCGAAATTGACGGTGACATGGGAGATTCACATGTTGGTTTACAA
GCCAGATTAATGAGTCAGGCTTTACGTAAACTCTCAGGAAATATCTCTAAAACTAAAACTATTGCTGT
TTTCATTAACCAAATTCGTGAAAAAGTTGGGGTTATGTTTGGAAATCCAGAAACTACTCCTGGTGGAC
GTGCTTTGAAGTTTTACTCTACGATTAGATTAGAAGTACGTAGAGCAGAACAAATTAAACAAGGATCA
GACGTAATTGGTAACCGAGTTAAATTAAAGGTTGTAAAAAATAAAGTT

Lactobacillus johnsonii NCC2767 (BL299). 600 pb del gen recA

AAAGTAGATACTCAAATTTCCACTATTCCTTCCGGTTCACTAGCTTTAGATGCAGCTCTTGGAGTTGG
TGGCTATCCTCGTGGACGAATTATTGAAGTATATGGACCAGAAAGTTCTGGTAAAACAACTGTGGCTC
TTCATGCTGTTGCAGAAGTTCAGAAACGTGGAGGAACGGCAGCTTATATCGATGCGGAAAATGCGATG
GATCCTGCTTATGCCGAAGCATTAGGTGTTGATATTGATTCCTTAATTTTATCTCAACCAAACACTGG
TGAAGAAGGTTTGCAAATTGCAGATACGCTTATTGCGAGTGGTGCAATTGATATCTTGGTTGTGGATT
CCGTGGCTGCGTTAGTACCAAGAGCCGAAATTGACGGTGACATGGGAGATTCACATGTTGGTTTGCAA
GCCAGATTAATGAGTCAGGCTTTACGTAAACTCTCAGGAAATATCTCTAAAACTAAAACTATTGCTGT
TTTCATTAACCAAATTCGTGAAAAAGTTAGGGTTATGTTTGGAAATCCAGAAACTACTCCTGGTGGAC
GTGCTTTGAAGTTTTACTCTACGATTAGATTAGAAGTACGTAGAGCAGAACAAATTAAACAAGGATCA
GACGTAATTGGTAACCGAGTTAAATTAAAGGTTGTAAAAAATAAAGTT

Lactobacillus johnsonii AD99. 600 pb del gen recA

AAAGTAGACACTCAAATTTCCACTATTCCTTCCGGTTCACTAGCTTTAGATGCAGCTCTTGGAGTTGG
TGGCTATCCTCGTGGACGAATTATTGAAGTATATGGACCAGAAAGTTCTGGTAAAACAACTGTGGCTC
TTCATGCTGTTGCAGAAGTTCAGAAGCGTGGAGGAACGGCAGCTTATATCGATGCGGAAAATGCGATG
GATCCTGCTTATGCCGAAGCATTAGGTGTTGATATTGATTCCTTAATTTTATCTCAACCAAACACTGG
TGAAGAAGGTCTGCAAATTGCAGATACGCTTATTGCGAGTGGTGCAATTGATATCTTAGTTGTGGATT
CCGTGGCTGCGTTAGTACCAAGAGCCGAAATTGACGGTGACATGGGAGATTCACATGTTGGTTTACAA
GCCAGATTAATGAGTCAGGCTTTACGTAAACTCTCAGGAAATATCTCTAAAACTAAAACTATTGCTGT
TTTCATTAACCAAATTCGTGAAAAAGTTGGGGTTATGTTTGGAAATCCAGAAACTACTCCTGGTGGAC
GTGCTTTGAAGTTTTACTCTACGATTAGATTAGAAGTACGGAGAGCAGAACAAATTAAACAAGGATCA
GACGTAATTGGTAACCGAGTTAAATTAAAGGTTGTAAAAAATAAAGTT
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Lactobacillus gasseri NCC2856 (BL294). 600 pb del gen recA

AAAGTAGACACTCAAATTTCCACTATTCCTTCCGGTTCACTAGCCTTAGATGCTGCTCTTGGAGTTGG
TGGTTATCCACGTGGACGAATTATTGAAGTATATGGACCAGAAAGTTCTGGTAAAACTACAGTAGCAC
TTCATGCTGTTGCAGAAGTTCAAAAGCGTGGCGGAACGGCTGCATACATTGATGCTGAAAATGCTATG
GATCCGGCTTATGCTGAGGCATTAGGTGTAGATATTGATTCATTAATTTTATCTCAACCAAATACTGG
TGAAGAAGGATTACAAATTGCAGATACTTTGATTGCCAGTGGTGCAATTGATATTTTGGTTGTGGATT
CAGTTGCTGCATTAGTACCACGAGCTGAAATTGATGGTGATATGGGAGACTCTCACGTTGGTTTACAG
GCGAGATTAATGAGTCAGGCCTTGCGGAAACTTTCTGGAAATATTTCTAAGACGAAGACAATCGCCGT
TTTCATTAACCAAATTCGTGAAAAAGTTGGTGTGATGTTTGGAAATCCAGAAACTACTCCTGGTGGTC
GCGCTTTAAAGTTCTACTCTACTATTCGATTAGAAGTTCGTCGCGCAGAACAGATCAAGCAAGGATCT
GATGTAATTGGTAACCGTGTTAAGCTAAAGGTTGTTAAGAACAAGGTT

Lactobacillus acidophilus CECT903" (BL17). 600 pb del gen recA

AAAGCAGACACACAAATTTCTACAGTTCCCACAGGTTCTCTTGCTTTAGATGCTGCTATTGGCGTTGG
TGGATACCCTCGCGGCCGAATTATCGAAGTTTATGGTCCCGAATCATCTGGTAAGACTACTGTAGCAC
TTCATGCTGTTGCTGAAGTACAAAAGCGTGGAGGCACCGCTGCGTATATTGATGCAGAAAATGCGATG
GATCCAGCTTATGCCGAGGCACTTGGAGTAGATATTGATTCACTTATCTTGTCTCAACCTAATACCGG
TGAAGAAGGTTTGCAAATTGCTGATACTTTAATTTCTAGTGGTGCTATTGATATTGTGGTAGTTGACT
CAGTTGCTGCGTTAGTACCACGTGCTGAAATTGAAGGAGAAATGGGTGATGCTCATGTAGGTCTTCAG
GCTAGACTTATGAGTCAAGCTTTACGTAAGCTTTCCGGTACCATTTCTAAGACTAAGACAATTGCGAT
TTTTATTAATCAGATTCGTGAAAAAGTCGGTGTTATGTTTGGTAATCCGGAAACAACACCGGGTGGTC
GAGCACTTAAGTTCTATTCAACTGTTCGTCTTGAAGTAAGAAGAGCTGAACAAATTAAGCAATCAGGC
GATGTTTTAGGTAACCGAGTAAAAATTAAAGTGGTAAAAAACAAGGTT
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