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RESUMEN

Los probidticos son microorganismos vivos que ejercen de una forma u otra una
accion beneficiosa sobre el hospedador al administrarse en cantidades adecuadas. De acuerdo
a los requisitos de la FAO, una cepa probiotica debe ser identificada a nivel de género,
especie y cepa; en el estudio in vitro se ha de analizar la actividad antimicrobiana frente a
patogenos, resistencia a las condiciones gastrointestinales y adherencia a la mucosa intestinal
y células epiteliales. Ademas, para garantizar la seguridad se recomiendan pruebas de
resistencia a antibidticos, estudios epidemioldgicos y de actividades metabolicas
perjudiciales para la salud de quien los ingiere. Dentro de los efectos saludables destacan la
contribuciéon nutricional, atenuacion de la intolerancia a la lactosa, mejora de Ia
digestibilidad, efecto positivo sobre el sistema inmunoldgico, mantenimiento de la
microbiota intestinal normal, prevencion de cancer, reduccion de infecciones respiratorias,
reduccion del colesterol sérico, mejora de la salud gastrica y coadyuvante en tratamientos
con antibidticos. Diversos estudios sefialan que varias especies pertenecientes a las Bacterias
Acido Lacticas (BAL) poseen dichas propiedades y se encuentran comuinmente en los
derivados lacteos. Actualmente, en la Comunidad Valenciana se comercializan quesos
frescos y madurados elaborados a partir de la leche de oveja guirra, autoctona de esta
comunidad e incluida dentro del catadlogo de razas protegidas en Espafa. Sin embargo, hasta
el momento no se han realizado ensayos para determinar el potencial probidtico de cepas

aisladas de esta leche.

En esta tesis, se han aislado 131 BAL de leche de oveja Guirra. Siguiendo los
criterios antes mencionados, éstas cepas se han identificado inicialmente con métodos
fenotipicos a nivel de género y especie. Posteriormente, se ha evaluado, en condiciones in
vitro, la actividad antimicrobiana de las cepas lacticas frente a patdogenos implicados en
enfermedades del hombre como H. pylori y Salmonella spp. En detalle, se ha estudiado el
efecto de las sustancias producidas por dos cepas BAL frente a la viabilidad de H. pylori. Las
cepas BAL destacadas en la actividad antimicrobiana han sido identificadas y caracterizadas

por medio de técnicas moleculares, perfiles de resistencia a antibidticos, habilidad de
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adhesion a la mucina de cerdo y finalmente, se ha evaluado la resistencia frente a las
condiciones gastrointestinales. Los resultados muestran que las propiedades probidticas se
pueden atribuir a una cepa y no es posible generalizarlo a una especie o género. Algunas de
las cepas lacticas de oveja y de la CECT resultaron de especial interés porque en condiciones
in vitro demostraron caracteristicas probidticas que deberian ser confirmadas en posteriores
estudios in vivo. Cabe resaltar que algunas de estas cepas se han aislado de productos que son
actualmente comercializados y por tanto las propiedades probidticas de estas cepas

representarian un valor afiadido para los mismos.



ABSTRACT

Probiotics are live microorganisms that exert a beneficial effect on the host when
administered in adequate amounts. According to the requirements of FAO, a probiotic isolate
must be identified to genus, species and strain level and i vitro studies have to be carried out
to analyze the antimicrobial activity against pathogens, resistance to gastrointestinal
conditions and adherence to the mucosa intestinal epithelial cells. In addition, to ensure the
safety, antibiotic resistance, epidemiological and metabolic activities tests are recommended.
Within the beneficial effects on health, the nutritional contribution, attenuation of lactose
intolerance, improved digestibility, positive effect on the immune system, maintenance of
normal intestinal microbiota, prevention of cancer, reduction of respiratory infections,
cholesterol attenuation, improving health and gastric adjuvant treatments with antibiotics
have to be highlighted. Several investigations indicate that several species belonging to the
lactic acid bacteria (LAB) have these properties and are commonly found in dairy products.
Today in Valencia are sold fresh and ripened cheeses made from Guirra sheep milk.
However, no studies have been conducted to determine the potential probiotic strains isolated

from this milk to date

In this thesis, we have isolated 131 LAB strains from Guirra sheep milk. Following
the above criteria, these strains were initially identified by phenotypic methods to genus and
species level. Subsequently, we evaluated in vitro, the antimicrobial activity of lactic acid
strains against pathogens involved in human diseases such as H. pylori and Salmonella spp.
In particular, we have studied the effect of substances produced by two strains BAL
compared to the viability of H. pylori. LAB prominent strains in the antimicrobial activity
have been identified and characterized using molecular techniques, antibiotic resistance
profiles, the ability of adherence to pig mucin and finally evaluated their resistance to
gastrointestinal conditions. The results show that probiotic properties can be attributed to a
strain in particular and can not be generalized to a species or genus level. Some of the lactic
strains from sheep and CECT are of special interest because they demonstrated in vitro

probiotic characteristics which should be confirmed in further in vivo studies. It must be
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noted that some of these strains have been isolated from dairy products that are currently
marketed and therefore the probiotic properties of these strains represent an added value for

them.



RESUM

Els probiotics son microorganismes vius que exerceixen una acci6 beneficiosa sobre
I’hoste en administrar-se en quantitats adequades. D’acord amb els requisits de la FAO, una
soca probiotica ha de ser identificada a nivell de génere, espécie i soca; en 1’estudi in vitro
s’ha d’analitzar 1’activitat antimicrobiana davant de patdgens, la resisténcia a les condicions
gastrointestinals i I’adheréncia a la mucosa intestinal i les cel-lules epitelials. A més, per a
garantir la seguretat es recomanen proves de resisténcia a antibidtics, estudis epidemiologics
i d’activitats metaboliques perjudicials per a la salut de qui els ingereix. Entre els efectes
saludables, destaquen els segiients: contribucid nutricional, atenuacio de la intolerancia a la
lactosa, millora de la digestibilitat, efecte positiu sobre el sistema immunologic, manteniment
de la microbiota intestinal normal, prevencio de cancer, reduccié d’infeccions respiratories,
atenuacio del colesterol, millora de la salut gastrica i coadjuvant en tractaments amb
antibiotics. Diferents investigacions assenyalen que diverses espécies pertanyents als bacteris
acido-lactics (BAL) posseeixen les propietats esmentades i son comunament trobades en els
derivats lactis. Actualment, a la Comunitat Valenciana es comercialitzen formatges frescos i
madurats elaborats a partir de la llet d’ovella guirra. No obstant aixd, fins ara no s’han

realitzat assajos per a determinar el potencial probiotic de soques aillades d’aquesta llet.

En aquesta tesi s’han aillat 131 BAL de llet d’ovella guirra. Seguint els criteris
abans esmentats, aquestes soques s’han identificat inicialment amb métodes fenotipics a
nivell de geénere i especie. Posteriorment, s’ha avaluat, en condicions in vitro, 1’activitat
antimicrobiana de les soques lactiques davant de patogens implicats en malalties de 1’home,
com ara H. pylori i Salmonella spp. En detall, s’ha estudiat ’efecte de les substancies
produides per dues soques BAL davant de la viabilitat d’H. pylori. Les soques BAL
destacades en I’activitat antimicrobiana han sigut identificades i caracteritzades per mitja de
técniques moleculars, perfils de resisténcia a antibiotics, habilitat d’adhesié a la mucina de

porc i, finalment, se n’ha avaluat la resisténcia davant de les condicions gastrointestinals. Els
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resultats mostren que les propietats probiotiques es poden atribuir a una soca i no és possible
generalitzar-los a una espécie o génere. Algunes de les soques lactiques d’ovella i de la
CECT han resultar d’un interés especial perqué en condicions in vitro han demostrat
caracteristiques probiotiques que haurien de ser confirmades en posteriors estudis in vivo.
Cal ressaltar que algunes d’aquestes soques s’han aillat de productes que es comercialitzen
actualment i, per tant, les propietats probidtiques d’aquestes soques hi representarien un

valor afegit.
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Introduccion

Permite  que  tu
comida sea tu medicina y tu
medicina sea tu alimento
Hipocrates (460-359
A.C)(Walker 2008)

1. Alimentos funcionales

Los alimentos funcionales son definidos por la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) como aquellos que contienen
componentes biologicos adicionales, con potencial de reducir el riesgo de enfermedad y
favorecer la salud (FAO, 2007). Poseen efectos beneficiosos sobre una o mas funciones en el
organismo y se incluye alimentos que contienen minerales, vitaminas, acidos grasos, fibra,
alimentos con antioxidantes y probioticos (Sarmiento, 2008). Frutas y vegetales representan
la forma mas simple de un alimento funcional (Mulabagal et al., 2010; Aiba et al., 1998;

Rokka et al., 2006).

El concepto de alimentos funcionales se introduce en Japon, a finales de la década
de los afios 80 y desde entonces se ha expandido mundialmente por las caracteristicas antes
mencionadas. Desde los afios 90, las autoridades de paises como Japon, Estados Unidos de
América y de la Union Europea han ido estableciendo politicas reguladoras para los
alimentos funcionales, las cuales presentan algunas variaciones dependiendo del pais. La
nueva regulacion Europea sobre nutricion y salud entra con fuerza en el afio 2007 (Walker,
2008). El reglamento EC N° 1924 regula el uso de las declaraciones sobre propiedades
nutricionales y saludables de los alimentos. Es importante que los alimentos funcionales
tengan evidencia cientifica de su efecto beneficioso, que el componente funcional esté
presente en el producto final en cantidad suficiente, en una forma asimilable por el

organismo y en el momento del consumo ofrezca una cantidad significativa de la sustancia
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activa. Ademas, es fundamental que el consumidor comprenda los efectos beneficiosos que

se expresan en la declaracion (Sarmiento, 2008).

El interés por los alimentos funcionales ha aumentado en la tltima década debido a
que los consumidores prestan especial atencion a la dieta, la nutricion y el cuidado de la
salud (Gamel et al., 2008; Walker 2008; Rosendale et al., 2008; Markosyan et al., 2009). El
auge de estos productos representa un beneficio para el consumidor y una oportunidad para
la industria de alimentos, al brindar mayor valor afiadido a sus productos (Burdock et al.,
2006). Para ello, esta debe controlar los procesos y asumir estandares de seguridad

(Markosyan et al., 2009).

En la busqueda de estos estandares, la FAO basandose en el Codex Alimentarius

hace las siguientes recomendaciones:

- Adoptar una definicion internacional de alimentos funcionales.

- Generar una base de datos de alimentos funcionales con informacion sobre
su actividad, funciones estructurales y nutritivas con la respectiva

validacion y justificacion cientifica.

- Estandarizar los métodos de analisis e inventariarlos.

En el mismo camino, algunos investigadores hacen énfasis en el estudio de
componentes de los alimentos. Estos recomiendan en el desarrollo de dichos productos llevar
un programa de control y analisis para evitar sinergias indeseables entre los ingredientes,
certificar su seguridad, ausencia de toxicidad y profundizar en el conocimiento de la
interaccion entre los alimentos funcionales y la microbiota intestinal de cada individuo

(Gamel et al., 2008; Laparra y Sanz, 2010). Actualmente los probioticos, componentes de los
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alimentos funcionales, son de especial interés por los beneficios potenciales en la salud y por

ello, se ha incrementado la investigacion en el desarrollo de estos productos.

1.1. Probiodticos

Probidtico, derivado de bios, viene del griego y significa “por la vida”. Son
considerados un ingrediente funcional en el alimento (Jankovic et al., 2010). Segun la FAO,
son microorganismos vivos que ejercen una accion benéfica sobre la salud del huésped al ser
administrado en cantidades adecuadas. A menudo el término se usa erroneamente para
referirse a organismos comensales habituales sin sustentar sus beneficios en la salud 6
falsamente se limita a bacterias de origen humano (Foligné et al., 2010). Los efectos
beneficiosos deben demostrarse en animales y humanos (FAO y OMS, 2001; Azais-Braesco

et al., 2010).

Predominan como probidticos las cepas pertenecientes a los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium aunque se emplean otros géneros como Enferococcus, Streptococcus y
Saccharomyces. Las cepas probiodticas pueden ser autoctonas o aléctonas (Quigley, 2010),
cada una tiene caracteristicas particulares y con diferente potencial benéficioso para la salud
(Warren et al., 2007). La respuesta a la dosis suministrada aun no esta claramente definida

(Salminen et al., 1999).

A nivel industrial existen gran variedad de productos probiodticos enriquecidos con
Bacterias Acido Lacticas (BAL) (Walker y Duffy, 1998) en yogures, quesos, helados,
natillas, suplementos dietéticos, farmacéuticos, leches infantiles e incluso alimentos para

animales.
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1.1.1. Antecedentes de los probioticos

Los efectos de las bacterias lacticas fueron descritos en 1857 por Pasteur. La base
cientifica del concepto probidtico surgié cuando Elie Metchnikoff postuld la relacion entre
los fermentos de la leche y la longevidad analizando la dependencia entre los microbios
intestinales y los alimentos ingeridos (Pot y Tsakalidou, 2009; Jankovic ef al., 2010). Con
esta premisa, fue posible adoptar medidas para modificar la microbiota del organismo
humano y sustituir los microbios nocivos por microbios utiles (Metchnikoff, 1907). Los
estudios desarrollados en Rusia, Bulgaria y otras partes de Europa sobre la microbiologia de
la leche y el yogurt, describieron organismos presentes y activos en el proceso de
fermentacion natural como la especie Bacillus bulgaricus, actualmente denominado
Lactobacillus delbrueckii bulgaricus (Ljungh y Wadstrom, 2009). En 1911, Lorendon M.
Douglass escribié sobre los Bacillus de larga vida. Mas adelante, en 1920, Rettger y
colaboradores encontraron que la especie Bacillus bulgaricus no sobrevivio a las condiciones
del intestino pero encontraron la especie L. acidophilus capaz de asentarse en este habitat y
posteriormente en 1935 esta misma especie fue empleada en pruebas clinicas en pacientes

con trastornos intestinales obteniendo resultados prometedores (Ljungh y Wadstrém, 2009).

Posteriormente, Freter en 1950 mostré un amplio espectro de antibidticos que
destruian la microbiota intestinal de ratones haciéndolos vulnerables a patogenos como
Salmonella y Shigella. Estudios en Japén entre 1940 y 1950 sobre la especie L. casei y
algunas especies de Bifidobacterium demostraron que estas bacterias eran capaces de
proteger a ratones jovenes de infecciones intestinales y realizaron muchos estudios asociados
a los efectos saludables de estas bacterias lacticas. A partir de 1960 se acufio la palabra
probidtico para designar las sustancias producidas por microorganismos que promovian el
crecimiento de otros microorganismos (Lilly y Stillwell, 1965). Posteriormente, Fuller en
1989, lo defini6 como un suplemento alimentario microbiano vivo que afecta de forma
beneficiosa al animal huésped a través de la mejora de su balance microbiano intestinal y, en

1999, Gibson realiz6 un cambio en el concepto, considerando que un probidtico es un
4
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microorganismo vivo que al ser ingerido en cantidades suficientes ejerce un efecto positivo
en la salud mas alla de los efectos nutricionales tradicionales (Fooks et al., 1999; Ljungh y
Wadstrom, 2009). Esta ultima definicion fue adoptada por la FAO en el 2001. Las

caracteristicas relevantes en una cepa probiotica se detallan a continuacion.

1.2. Propiedades de los probidticos

La FAO proporciona una guia para evaluar las propiedades de los alimentos

probiodticos de forma sistematica. Entre las que se encuentran:
Identificacion de género, especie y cepa probidtica
La caracterizacion de los productos probidticos a nivel de género, especie y cepa es
fundamental para garantizar que se trata de un microorganismo inocuo y seguro denominado
GRAS (Generally Regarded As Safe), en el estudio de sus efectos bioldgicos y clinicos
(Azais-Braesco et al., 2010). Por otra parte, la inclusion de todas las especies de BAL y
Lactobacillus en un grupo probidtico es incorrecta.

Estudios in vitro para la seleccion de probiéticos de uso en humanos

Dentro de las pruebas in vitro para determinar las propiedades probidticas de cada

cepa se encuentran:

1. Resistencia_a la_acidez gastrica y sales biliares, es una caracteristica

imprescindible en las bacterias probidticas cuando pasan por el tracto gastrointestinal. Las
condiciones acidas, sales biliares, variaciones de pH afectan en alguna medida la viabilidad
de los microorganismos y es necesario que lleguen vivos al final del intestino para ejercer

efectos inmunomoduladores (Ramasamy et al., 2010).
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2. Adherencia a la mucosa intestinal y células epiteliales es un pre-requisito

para que el probidtico sea efectivo y desarrolle sus efectos inmunomoduladores, reduzca la
adhesion de microbiota competitiva, desarrolle la actividad microbiana que favorece el
desplazamiento de patogenos. La habilidad de adhesion a la superficie intestinal permite la
colonizacién aunque sea transitoria y es una propiedad dependiente de la cepa (Kirjavainen
et al., 1998). Hay pocos estudios sobre las interacciones de probidticos en relacion con las
propiedades de adhesion en el intestino; sin embargo, se mencionan que esta mediada por la
union de proteinas de la superficie bacteriana como lecitinas a oligosacaridos del tejido
presentes en la superficie. Aunque, la adhesion puede ser no especifica debida a
interacciones hidrofébicas con la superficie intestinal (Van den Abbeele et al., 2009). Otro
mecanismo de adhesion para Lactobacillus es la vinculacion a algunos glicoesfingolipidos
especificos. Algunas cepas de Bifidobacterium poseen la enzima 1,2-a-L-fucosidasa

implicada en la adhesion en el tracto intestinal (Yamamoto y Katayama, 2004).

En condiciones in vitro no es posible simular el efecto de las bacterias probioticas

sobre el sistema inmune (Quigley, 2010), por lo que es necesario realizar pruebas in vivo.

Seguridad de los probidticos

Durante décadas, varias especies y cepas probidticas se han ensayado en individuos
saludables y enfermos. Atn hoy en dia, no hay total certeza de la seguridad de las mismas.
Sin embargo, los probiodticos son tratados como un alimento y no como un producto

farmacéutico aunque tengan la propiedad de atenuar una enfermedad.

En Estados Unidos de America la FDA (Food and Drug Administration) es la
entidad encargada de regular los productos probidticos. La categorizacion de estos productos
es determinada en parte por el uso como alimento o ingrediente de alimento, alimento
medicinal, suplemento dietético y producto biologico (Degnan, 2008) y emplean el sistema

GRAS para evaluar la seguridad de los microorganismos empleados en la produccion de
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alimentos. En Europa, la European Food Safety Authority (EFSA) los clasifica dentro de los
productos nutricionales para darle un rango mas alto y emplea el sistema Qualified
Presumption of Safety (QPS). Basicamente, solo los microorganismos identificados a nivel
de cepa y cuyo uso histdrico haya sido seguro pueden recibir la denominacion de probidtico,
de lo contrario se debe recurrir a estudios clinicos y de toxicidad (Havelaar et al., 2010;
Quigley, 2010). Algunos autores sugieren adoptar las recomendaciones de la declaracion
“Consolidated Standards of Reporting Trials” (CONSORT), con el fin de facilitar la
validacion de los resultados (Moher et al., 2001; Kallioméki, 2009).

Por tanto, la seguridad de un probiotico depende de la especie bacteriana de interés,
la aplicacion, el uso, la poblacion objetivo, taxonomia, identificacion y la caracterizacion
fenotipica. Requiere especial cuidado las poblaciones vulnerables como recién nacidos,
pacientes inmunocomprometidos o con enfermedades criticas (M. K. Salminen et al., 2004;

Jankovic et al., 2010).

Para garantizar la seguridad de las cepas, se recomiendan las siguientes pruebas de

caracterizacion (FAO y OMS, 2001).

1. Resistencia a antibioticos, verificando la ausencia de genes de resistencia transferibles

(Danielsen y Wind, 2003; J. M. Rodriguez, 2006).

2. Actividades metabolicas perjudiciales.

3. Estudios epidemiologicos sobre posibles efectos adversos en los consumidores.

4. Determinacion de la produccion de toxinas y capacidad hemolitica, si la cepa pertenece

a una especie potencialmente toxigénica.

5. Ausencia de infectividad en animales inmunodeprimidos.
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6. Determinar la dosis y la duracién de la terapia (Warren et al., 2007).

7. Realizacion de pruebas aleatorias, ensayos en diferentes centros, doble ciego, controlado

con placebo y con un apropiado disefio estadistico (Warren et al., 2007).

Estudios in vivo utilizando animales y humanos

Con el propédsito de demostrar las propiedades atribuidas a los probidticos se han
definido modelos animales donde entran en accion mayor nimero de variables como la
matriz del alimento, el procesamiento de la cepa probidtica y la interacciéon con la microbiota
intestinal del hospedador (Quigley, 2010). Resultados de varios estudios clinicos han
demostrado que determinadas cepas probioticas tienen capacidad de acortar la duracion o
reducir el riesgo de ciertas infecciones bacterianas y virales. Se esta trabajando en identificar
los mecanismos de accion de los probidticos y como estos pueden llegar a afectar los

diferentes alimentos en los que se introducen (Allgeyer et al., 2010; Jankovic et al., 2010).

Viabilidad de las cepas declaradas en productos probioticos comerciales

El mantenimiento de la viabilidad de los microorganismos en un producto
probidtico durante toda la vida ttil es imprescindible porque condiciona su actividad. El
numero de células viables en el alimento al final de su vida util debe ser de al menos 10°
UFC/ml en productos con bifidobacterias (Collado 2004). Algunos autores, recomiendan un
consumo de 10° UFC/dia para conservar los niveles suficientes (De Champs et al., 2003).
Dicha cantidad de probidtico con L. acidophilus fue efectiva en la reduccion de la
inflamacion del ciego y el colon en un estudio in vivo con ratones y con L. rhamnosus GG
fue suficiente para disminuir la diarrea en nifios de 1 a 36 meses (Mattila-Sandholm e al.,
1999; Marteau et al., 2002). En otros casos, algunas combinaciones de probidticos han sido

mas efectivas sobre la inhibicion de adhesion de patégenos en comparacion con los
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probidticos de una sola cepa microbiana (S. Salminen et al., 2010). La dosis efectiva

depende del probiotico y la aplicacion, hay pocos estudios de relacion dosis-efecto.

Etiquetado

Se recomienda que un producto probidtico incorpore la siguiente informacion en su

etiqueta:

1. Género, especie y nombre de la cepa para evitar confusiones sobre su funcionalidad.

2. Establecer el nimero minimo de células viables.

3. Dosis recomendada en la que el probidtico es efectivo.

4. Condiciones adecuadas de almacenamiento.

5. Direccion de contacto con centros de informacion al consumidor.

6. Efectos beneficiosos claros sobre la salud del consumidor (Sarmiento, 2008).

1.3.  Efectos beneficiosos de los probidticos

Debido a las implicaciones que tienen los probidticos sobre la salud, es necesario
conocer su interaccién con el organismo hospedador e identificar las diferencias genéticas
que determinan que cepas filogenéticamente muy proximas muestren cualidades probidticas
dispares. Los probioticos ejercen efectos beneficiosos en el sistema digestivo y tienen la
capacidad de modular el sistema inmune contribuyendo al buen estado de la salud (Mattila-

Sandholm et al., 1999; Marteau et al., 2002). Entre los beneficios estudiados se encuentran:



Introduccién

Efectos nutricionales: Las bacterias probidticas son las responsables del proceso de
fermentacion y de esta forma se incrementa la biodisponibilidad de proteinas, aminoacidos y

péptidos por su accion proteolitica (Fooks et al., 1999).

Atenuacion de la intolerancia a la lactosa y mejora de la digestibilidad: Los
pacientes intolerantes a la lactosa tienen riesgo de suprimir el consumo de calcio y vitamina
D y estan predispuestos a osteoporosis. Se estima que 65-75% de la poblacion mundial
tienen bajos niveles de lactasa (McCray, 2003). Las bacterias productoras de acido acético y
B-galactosidasa aumentan la actividad lactasa reduciendo posibles problemas de asimilacion

(Fooks et al., 1999; Vesa et al., 2000).

Personas con estrefiimiento cronico al consumir productos prebidticos y probidticos
de Lactobacillus 'y Bifidobacterium junto con ejercicio fisico lograron reducir el
estrefiimiento. Una vez dejaron de consumir el suplemento dicho efecto se mantuvo durante
6 semanas (B. Jiménez 2008). Algunas combinaciones probiodticas han estabilizado la
microbiota funcional sin efectos adversos. Otras mezclas no han favorecido la microbiota y

se ha ocasionado flatulencia a los pocos dias de consumo (B. Jiménez 2008).

Efectos sobre el sistema inmunolégico: El consumo de probidticos puede ayudar a
disminuir y aliviar sintomas de alergias alimentarias por medio de la modulacion del sistema
inmune a través de la modificacion de la microbiota intestinal. Es una alternativa,
especialmente en niflos que tienen su microbiota en pleno desarrollo. Las cepas no son las
que inducen o modifican la respuesta inmune, pero si que estan vinculadas a alteraciones
transitorias que favorecen al consumidor (Mattila-Sandholm et al., 1999). Ademas, tienen
efecto beneficioso sobre la evoluciéon de enfermedades autoinmunes como la artritis
reumatoide (Nagendra, 2001). La presencia de bacterias probioticas puede contrarrestar los
efectos mutagénicos y genotdxicos en el colon (Salminen ef al., 1999). Segin algunos
autores, estos efectos persisten mas alla de la duracion de la colonizacion de la cepa

probiodtica debido a la capacidad de memoria del sistema inmune (Warren et al., 2007). Los
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probidticos actian como adyuvantes de respuestas inmunes especificas por intervencion de
linfocitos T4, aumentan los mecanismos defensivos no especificos contra infecciones o
tumores por fendémenos fagocitarios e incrementan los niveles de y-interferon (Fooks et al.,

1999).

Mantenimiento de la microbiota intestinal normal: La microbiota intestinal esta
influenciada por la edad, dieta, condicion socio-econdémica, uso de antibidticos y estado de
salud (Parkes et al., 2009). Los probioticos interactian con la microbiota intestinal y con los
receptores de la pared intestinal produciendo variedad de efectos en el hospedador (S.
Salminen ef al., 2010). Sin embargo, se desconoce el papel metabolico e inmunologico de la
microbiota del tracto gastrointestinal y si estos cambios son primarios o secundarios (Parkes

et al., 2009).

En estudios previos se ha demostrado que los probidticos previenen episodios de
diarreas relacionadas con el consumo de antibidticos, aunque su uso en el tratamiento y
prevencion requiere comprobacion cuando estd asociada a Clostridium difficile (Warren et
al., 2007). En la diarrea del viajero ain no existe una recomendacion médica clara y se
requieren mas estudios (Marteau et al., 2002). Los probioticos tienen efecto preventivo sobre
enteritis o colitis, incluso sobre infecciones de orina (L. Lee y Salminen, 1995; Nagendra,
2001; Arciero et al., 2010). Al mejorar la funcién de la barrera del intestino, protegen la

muerte celular induciendo genes especificos del moco.

Prevencion del cancer: La flora endogena y el sistema inmune cumplen una
funcién importante en la modulacion de la carcinogénesis (Marteau et al., 2002). El consumo
de probidticos redujo el riesgo de sufrir cdncer de colon (Nagendra, 2001) y en otro estudio,
el uso de calostro fermentado inhibi6 el avance de tumores en ratones (Errecalde, 2004). Se
considera que ocurre a través de varios mecanismos como alteracion de las actividades

metabodlicas en la microbiota intestinal, alteracion de las condiciones fisicoquimicas en el
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coloén, vinculacién y degradacion del potencial carcindgeno, produccion de compuestos anti-

tumorales y mejora de la respuesta inmune del hospedador (Thirabunyanon et al., 2009).

Reduccion infecciones respiratorias: Existe una tendencia a disminuir las
infecciones respiratorias (Marteau et al., 2002). De acuerdo a los estudios de Pregliasco et
al., (2008), la ingesta a largo plazo de simbidticos (probidtico y prebidtico) logré mejorar la
salud mediante la reduccion de la incidencia y gravedad de las enfermedades respiratorias
durante la temporada de frio. De otro lado, la suplementacion de probidticos en nifios de 3 a
5 aflos en la dieta diaria durante 6 meses resulté una manera segura y efectiva de reducir la
incidencia de fiebre y tos. Ademas, disminuy6 la duracion e incidencia de la prescripcion de

antibioticos (Leyer et al., 2009).

El estudio de Guillemard et al., (2010) concluyd que el consumo de productos
lacteos con L. casei DN-114001 en personas mayores estuvo asociado con la disminucion en
la duracion de infecciones de las vias respiratorias como la rinofaringitis. Ademas, estudios
en ratones desnutridos a los que se les suministrd una dieta balanceada con yogur probiotico
incrementaron la funcion bactericida de los fagocitos bronco-alveolares. Los macrofagos
alveolares constituyen la primera linea de defensa contra agentes infecciosos que tienen
acceso a las vias respiratorias por el intercambio gaseoso (Villena et al., 2006). Otro estudio
clinico demostré que la ingestion de Bifidobacterium longum aumentd el numero de
macrofagos en los pulmones (de Vrese y Schrezenmeir, 2002). Sigue siendo cuestion de
debate el mecanismo por el cual el producto probidtico tiene un efecto contra las infecciones
respiratorias. Una hipotesis es que el probidtico favorece los mecanismos
inmunomoduladores implicados en la proteccion contra las infecciones respiratorias (Villena

et al., 2006).

Reduccion colesterol: Algunas hipotesis sugieren que ciertas cepas acido lacticas
pueden asimilar la molécula del colesterol impidiendo su reabsorcion, produciendo

metabolitos que afectan los niveles de grasa en la sangre incidiendo favorablemente en las
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enfermedades coronarias. El efecto y los mecanismos de accion se desconocen (D. C. Lin,
2003). Segtn algunos autores, el consumo de 125 ml de leche probiodtica puede disminuir

considerablemente los niveles de LDL— colesterol (Fooks ef al., 1999).

Salud gastrica: Las bacterias intestinales producen gran variedad de sustancias
como acidos grasos, peroxidos, bacteriocinas que pueden inhibir el crecimiento de bacterias

patdgenas (Quigley, 2010).

Algunos probidticos estimulan la produccién de mucina en el epitelio, compiten con
las bacterias patogenas por adherirse y modifican las toxinas derivadas por estos patdgenos
(Warren et al., 2007). Las bacterias probidticas especialmente cepas de Lactobacillus tienen
habilidad para influir en la colonizacion y actividad de Helicobacter pylori (Fenell y Michetti
2003; Hamilton-Miller, 2003), han inhibido la infeccion en animales y humanos a partir sus

productos metabdlicos (D. Sgouras ef al., 2004; W. M. Wang et al., 2004).

Coadyuvante de antibidticos: El consumo indiscriminado de antibidticos en
humanos y animales para tratar infecciones de origen microbiano afecta a patdgenos y demas
microorganismos naturales del huésped. Ademas, favorece la aparicion de cepas resistentes y
aumenta los riesgos a infecciones. El uso de antibidticos en los primeros afios de vida puede
estar asociado mas tarde con sintomas de asma, rinoconjuntivitis alérgica y eccema
(Kallioméki, 2009). La resistencia a antibioticos por parte de los microorganismos
probidticos es un problema porque a través de plasmidos pueden transferir la resistencia a
bacterias patogenas presentes en el intestino del huésped, creando situaciones no deseables

para la salud (Errecalde, 2004).

2. Bacterias Acido lacticas

El grupo de las BAL estd formado por los siguiente géneros: Aerococcus,
Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella, Lactobacillus,
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Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, QOenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus 'y Weisella. Dicha clasificacion corresponde a similitudes en
las caracteristicas morfologicas, metabodlicas, fisiologicas, crecimiento a diferentes
temperaturas, configuracion del acido lactico producido, capacidad de crecer a elevadas
concentraciones de sales y en la tolerancia acido-base (Axelson, 1998). Son Gram-positivas,

no esporuladas, con forma cocoide o bacilar.

Las BAL mediante la fosforilacion de los carbohidratos obtienen la energia
metabdlica formando como principal metabolito acido lactico, de donde proviene el nombre
de Bacterias Acido Lacticas. Su actividad proteolitica le permite obtener aminoacidos a partir
de proteinas. La degradacion de la proteina B-lactoglobulin tiene especial utilidad porque en
ocasiones produce alergias (Pescuma ef al., 2010). Se han empleado a lo largo de la historia
en la fermentacion de variados alimentos induciendo cambios en el sabor, la textura y tienen
efecto conservante incrementando su vida util, al mantener las propiedades sensoriales y

reologicas de los mismos (Di Cagno et al., 2010; G. Liu et al., 2010).

Varias cepas lacticas producen exopolisacaridos que son secretados en el medio
donde crecen o permanecen fuertemente adheridos a la superficie de la célula, son de
especial interés en la elaboracion de productos funcionales y muchos de ellos son
heteropolisacaridos empleados como bioespesantes que mejoran la textura y la estabilidad de
productos lacteos como leches fermentadas y quesos (Rodriguez-Carvajal et al., 2008). En
contraste, los homopolisacaridos son poco evaluados y se emplean para fermentar productos

no lacteos como por ejemplo productos de masas fermentadas (Garai-Ibabe et al., 2010).

Importancia en la industria agroalimentaria

Las BAL participan en variados procesos de fermentacion y conservacion de lacteos
y carnes, entre otros. En la industria de alimentos fermentados es comin la adiciéon de

cultivos iniciadores con las BAL con el proposito de mantener la calidad del producto
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evitando que la microbiota natural suspenda su proceso de fermentacion y asi cuidar la
calidad del producto. El ideal de un cultivo iniciador es que produzca rapidamente gran
cantidad de acido lactico durante su crecimiento en la leche o en la matriz de alimento

(Holler y Steele, 1995).

Leche de oveja

El tipo y nimero de microorganismos presentes en la leche estan condicionados por
el tipo de animal, la alimentacion, el periodo de lactancia, el método de ordefio, el clima y el
manejo de la leche después del ordefio (Madrid, 1994). Se han evidenciado recuentos mas
altos de las BAL cuando las ovejas consumen en la dieta un 25% de residuos citricos

(Jaramillo, 2007).

Una caracteristica relevante de la region Mediterranea es la elaboracion de
productos de leche de cabra y oveja. Son una alternativa rentable e innovadora debido a su
composicion especifica, gusto, textura, sabor y aspectos saludables. Ademas, son un vehiculo
adecuado para péptidos que reducen la actividad de enzimas implicadas en la presion arterial

(Asteri et al., 2010).

La Comunidad Valenciana es productora de leche de oveja Guirra y su microbiota
esta caracterizada por su poder fermentativo sobre la lactosa para producir acido lactico.
Predominan los géneros Lactobacillus y Lactococcus, con recuentos de 10° y 10° UFC/ml
respectivamente (Idoui et al., 2009). Los lactobacillus son mas sensibles al proceso de
pasterizacion que los lactococcus. En menor proporcién se encuentran microorganismos

pertenecientes a los géneros Propionibacterium 'y Leuconostoc.
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2.1. Derivados lacteos

La leche de oveja tiene una composicion quimica y microbiologica de gran
importancia en el rendimiento y en las caracteristicas del producto final (Banks, 2000). En
Espafia 13.4% de los quesos producidos son de oveja (Jaramillo, 2007). Los quesos
tradicionales de oveja Guirra frescos como “casoleta” y “servilleta” son elaborados en la
Comunidad Valenciana y son reconocidos a nivel nacional en la categoria de quesos frescos

artesanos (Compaire, 1976).

Algunas zonas de Europa transforman la leche en queso sin previo tratamiento
térmico. La microbiota y las enzimas nativas presentes en la leche cruda son responsables de
las caracteristicas de sabor y aroma. La maduracion de leche cruda con cultivos lacticos
favorece el control de bacterias Gram negativas psicrofilas durante el almacenamiento en frio
(Centeno et al., 2004). Sin embargo, en la etapa de maduracion de quesos los niveles
residuales de carbohidratos presentes limitan el crecimiento de las BAL (Hussain et al.,

2009).

La pasterizacion asegura el control de microorganismos patégenos y uniformidad en
el producto, aunque afecta las caracteristicas sensoriales de quesos de leche de oveja. La
industria quesera tiene especial interés en el uso de cultivos lacteos autdctonos, obtenidos a
partir de microorganismos aislados de quesos artesanales que permitan que las caracteristicas
organolépticas de un queso elaborado con leche pasteurizada se acerquen a los quesos de las
variedades artesanales. Por tanto, el empleo de estos cultivos iniciadores permitiran

conservar las propiedades fundamentales del producto (L. Gonzalez et al., 2010).

Las especies pertenecientes a Lactobacillus, Lactococcus y Leuconostoc son
dominantes durante los primeros estados del proceso de maduraciéon de quesos y son agentes
lipoliticos débiles en comparacion con otras especies. Sin embargo, su elevada presencia en

los quesos y el incremento de su poblacion durante la maduracion propician la liberacion de
16
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acidos grasos libres. Los recuentos microbiologicos en quesos muestran que después de 60
dias en maduracién hay entre 10° y 10° UFC/ml de lactobacillus, 10’-10° UFC/ml de
lactococcus 'y 10’ UFC/ml de Leuconostoc (Jaramillo, 2007; Casalta et al., 2009).

2.2. Filogenia de las BAL

La determinacion de las relaciones filogenéticas es posible de forma optima a partir
de comparaciones de la secuencia de ARNr. Se ha podido conocer en detalle las relaciones
filogenéticas entre los género de las BAL y otros géneros con bajo contenido de G+C por
medio del uso de la transcriptasa y las técnicas de secuenciacion por PCR. Todas las
bacterias Gram-positivas se agrupan en uno de los 11 principales taxones, en donde su pared

celular tiene una fuerte relevancia filogenética.

Entre cepas de la misma especie se encuentran variaciones de 3-5% en el contenido
de G+C y del 10-12% entre especies del mismo género. Por tanto, diferencias entre el 15-
20% indican heterogeneidad filogenética. Sin embargo, aunque el porcentaje molar de G+C
es un parametro caracteristico del genoma, tiene un valor taxonémico limitado. Aunque
diferencias en dicho porcentaje evidencian divergencia filogenética, la determinacion de

valores similares no asegura una relaciéon de proximidad.

2.3. Genero Lactobacillus

Pertenece a la familia Lactobacillaceae. Existen actualmente 96 especies y 16
subespecies. Son bacilos largos y finos, algunos curvados o cortos y morfologia cocobacilar
corniforme, es habitual la formacion de cadenas. La longitud de los bacilos y el grado de
curvatura esta en funcion de la edad del cultivo, composicion y pH del medio. No es comin

la movilidad, aunque algunos presentan flagelos peritricos.
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Crecen en la superficie de medios solidos en condiciones de anaerobiosis o con
tensiones de oxigeno bajas y un 5-10% de CO,, en rangos de temperatura comprendidos
entre 2-53°C, pH optimo entre 5.5-6.2, la velocidad de crecimiento a menudo se reduce en
pH neutro y alcalino. Tienen metabolismo fermentativo, son sacaroliticos y su caracteristica
principal es fermentar azucares con produccion de acido lactico. Son homofermentadores
cuando originan 4cido lactico y heterofermentadores al producir acido lactico, acido acético,
diéxido de carbono (CO,), etanol, 4cido formico o succinico. El porcentaje molar G+C tiene

valores de 32-53 (P. De Vos et al., 2009; B. Pot y Tsakalidou, 2009).

Se encuentran en productos lacteos, cereales, carnes, pescados, agua de consumo,
aguas residuales, cerveza, vino, frutas, zumos de frutas, encurtidos y chucrut. Forman parte
de la flora de la boca, el tracto intestinal, el aparato reproductor femenino y de muchos

animales (P. De Vos et al., 2009).

Los requerimientos nutricionales incluyen aminoacidos, péptidos derivados de
acidos nucleicos, vitaminas, sales, acidos grasos y carbohidratos fermentables. El medio Man
Rogosa Sharpe (MRS) es uno de los mas empleados y es recomendado para la enumeracion

y el mantenimiento de los bacilos lacticos (Collado, 2004).

No son considerados patdégenos aunque algunas especies son responsables de la
placa dental y el inicio de caries dental. Infecciones causadas por este género son extraias y
representan 0.05-0.48% de todos los casos de endocarditis infectiva y bacteremias, aunque se
han involucrado en infecciones locales y de la sangre. Este género contribuye positivamente
en la tecnologia de alimentos, producen compuestos volatiles que pueden otorgar un aroma
placentero de alimento fermentado o deteriorarlos afectando las propiedades sensoriales
como el sabor, textura, color, limo y formaciéon de aminas biogénicas (P. De Vos et al.,
2009). En la tabla 1, se detallan las diferentes especies de Lactobacillus aisladas en casos
atipicos, otras empleadas en alimentos, presentes en humanos y las que producen

heteropolisacaridos. Las caracteristicas propias de Lactobacillus se muestran en la tabla 2.
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Tabla 1. Aislados y usos de especies de Lactobacillus

Aisladas casos

Empleadas en

Presentes en humanos

Producen pequeiias

atipicos alimentos cantidades
heteropolisacaridos
L. rhamnosus™ (1) L. rhamnosus (2) L. rhamnosus L. rhamnosus
L. paracasei *(1) L. paracasei (2) L. paracasei L. paracasei
L. plantarum *(1) L. plantarum (2) L. plantarum L. delbrueckii bulgaricus
L. brevis* L. brevis (2) L. brevis L. helveticus
L. delbrueckii* L. delbrueckii L. delbrueckii L. sakei
L. johnsonii* bulgaricus (2) L. johnsonii L. kefiranofaciens
L. salivarius+ L. johnsonii** L. acidophilus
L. acidophilus* L. salivarius** L. casei
L. casei* L. acidophilus (2) L. fermentum
L. fermentum* L. casei (2) L. antri
L. gasseri+ L. fermentum (2) L. curvatus
L. jensenii+ L. helveticus (2) L. fructivorans
L. reuteri (2) L. gastricus

L. kaliixensis

L. oris

L. paraplantarum

L. sakei

L. ultunensis

L. vaginalis

(1) Aislados con mayor frecuencia/*Relacionadas con intestino humano/+Asociadas a alimentos, cultivos

iniciadores, probidticos

(2) Animales granja y alimentos/** Solo alimentos. (P. De Vos et al. 2009)
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Tabla 2. Caracteristicas del género Lactobacillus.

) GRUPO 1 GRUPO 11 GRUPO III
CARACTERISTICAS Homofermentativos Heterofermentetivos Heterofermentativos
Obligados Facultativos Obligados
Fermentacion de pentosas - + +
CO; a partir de glucosa - - +
CO; a partir de gluconato - + +
Presencia de aldolasa | + ‘ + ‘ - |
Presencia de fosfoquetolasa - + +
| L. acidophilus | L. casei | L. brevis |
| L. delbrueckii | L. rhamnosus | L. buchneri |
| L. helveticus | L. plantarum | L. fermentum |
| L. salivarius | L. pentosus | L. reuteri |
| | L. paracasei | L. kefir |

2.4. Genero Pediococcus

Pertenece a la familia Lactobacillaceae. Descrito por Claussen en 1903. Comprende
9 especies, incluyendo P. acidilactici, P. claussenii, P. cellicola, P. damnosus, P.
dextrinicus, P. inopinatus, P. parvulus, P. pentosaceus subsp pentosaceus y P. pentosaceus
subsp intermedius y P. stilesii. La especie tipo es P. damnosus. Las células representativas
son inmdviles, esféricas, ocasionalmente ovoides, se dividen formando pares o en dos
direcciones perpendiculares o forman tétradas pero nunca cadenas. Aparecen
individualmente, especialmente en la mitad de la fase exponencial. Células individuales

miden 0.5-1.0 pm. Son Gram-positivas y oxidasa negativa (P. De Vos et al., 2009). Son
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anaerobias facultativas, quimioorganotroficas y con especies homo y heterofermentativas (B.

Pot y Tsakalidou, 2009).

Comparten habitat con especies de Lactobacillus, Leuconostoc 'y Weissella. Algunos
estudios sugieren la presencia de especies de Pediococcus de humanos en la boca, tracto
digestivo, heces y en animales (P. De Vos ef al., 2009). Se encuentran en material vegetal,

alimentos y deterioran bebidas alcoholicas como cerveza y vino.

2.5. Género Lactococcus

Son Gram-positivos. Células esféricas u ovoides. Aparecen individualmente, en
pares o en cadenas, a menudo elongadas en la direccion de la cadena. Produce colonias
pequeiias traslucidas o blanquecinas, forma circular, lisas, enteras con 1-2 dias de
incubacion. Inmoviles, anaerobias facultativas, catalasa negativa, con metabolismo
homofermentativo. El producto final de la glucosa es L(+) acido lactico. Los requerimientos
nutricionales son complejos y variables como carbohidratos, aminoacidos, vitaminas,
derivados de acidos nucleicos y acidos grasos principalmente. Son mesofilas, crecen entre 10
y 40°C. Produce cantidades significativas de exopolisacaridos. Contribuyen en el tratamiento

tecnolégico de quesos (P. De Vos et al., 2009).

Abundan en plantas y animales, son importantes en agricultura, veterinaria,
medicina y procesos de industria de alimentos (Pu et al., 2002). Lactococcus se separa
claramente del género patogeno Streptococcus. Tiene 5 especies: Lactococcus garvieae,
Lactococcus lactis, Lactococcus raffinolactis, Lactococcus piscium y Lactococcus
plantarum. La especie tipo es Lactococcus lactis subsp lactis y es comun en productos

lacteos (Casalta y Montel 2008; P. De Vos et al., 2009).
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Lactococcus posee entre 1 a 12 plasmidos con un peso molecular de 2 a 100 kb. Se
les atribuye numerosas propiedades como el metabolismo de carbohidratos, resistencia a
bacteriofagos, produccion de proteinasa y bacteriocinas. En el habitat natural los lactococos
pueden transferir plasmidos entre su misma especie u otras especies bacteriales como
Lactobacillus, Bacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Listeria y Streptococcus por conjugacion
y movilizacion. La transferencia de ADN por transduccion es también posible en sistemas

experimentales.

Se han empleado solos y en cultivos mixtos para la produccion de diferentes tipos
de quesos y leches fermentadas. En los ultimos afios la fisiologia, bioquimica, genética y
biologia molecular de Lactococcus estd generando mucha atencion debido a su gran

importancia econémica (P. De Vos et al., 2009).

2.6. Género Leuconostoc

Pertenece a la familia Leuconostocaceae. Gram-positiva, usualmente en pareja o
cadenas, forma elipsoide a esférica, a menudo elongadas, morfolégicamente se parecen a los
Lactobacillus y Streptococcus. Anaerobias facultativas, catalasa negativa, no proteolitico. No
reduce el nitrato, no hemolitico, no hidroliza la arginina, no forma indol, heterofermentativo.
Comprende 10 especies. Normalmente no acidifican, ni cuajan la leche. La temperatura
optima de crecimiento es de 20 a 30°C. Crece en medios ricos suplementados con
aminoacidos. Las colonias se desarrollan después de 3-5 dias, son lisas, color blanco a
grisaceo con didmetros de menos de 1 mm. La especie tipo es Leuconostoc mesenteroides.

Son mas 4cido tolerantes que los lactobacillus (P. De Vos et al., 2009).

Leuconostoc puede encontrarse en tracto intestinal de humanos y animales en un

rango de 10° células/g. Las especies de Leuconostoc estan asociadas a variedad de productos
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fermentados y carnicos. Algunas especies son empleadas como iniciadores en mantequilla,

crema de queso, leche cortada y produccion de kefir (P. De Vos et al., 2009).

Fenotipicamente, Leuconostoc, Lactobacillus y Pediococcus comparten muchas
caracteristicas y a menudo son aislados del mismo habitat. Filogenéticamente la rama de
Leuconostoc estd proxima a la de Lactobacillus. La identificacion molecular con RAPD

podria diferenciar aislados a nivel de cepa (P. De Vos et al., 2009).

2.7. [Especies presentes en leche de oveja Guirra

1. Lactobacillus casei

Descubierto por Orla-Jensen en 1916 (Hansen y Lessel, 1971). Bacilos de 0.7 — 1.1
x 2 — 4 um. Se presentan en forma de cadenas. Especie de gran importancia econdémica,
empleada en muchos alimentos, se ha aislado de quesos, leche, productos lacteos
fermentados y tracto intestinal. Es capaz de mantener su actividad metabolica en medios con
bajo contenido de carbohidratos (Hussain et al., 2009). Tiene un historial probado en la salud

humana y animal.

La cepa L. casei Yakult ha sido efectiva en ratones destetados con infecciones
intestinales (Ljungh y Wadstrom, 2009). Importante inhibidor de patégenos
gastrointestinales como Helicobacter pylori y otros patdgenos que causan diarrea, E. coli,
Shigella dysenteriae, V. cholerae, Salmonella enteriditis, S. typhimurium, Yersinia
enterocolitica (Cats et al., 2003; D. Sgouras et al., 2004; B. E. Gonzalez et al., 2006; Goyal
et al., 2008). L. casei GG ha detenido la fase de diarrea en nifios con infeccion de rotavirus
(Walker y Duffy, 1998). Se cree que sus componentes celulares como acido lipoteicoico
(LTA), proteinas de la superficie celular (CSPs) y acidos nucleicos tienen propiedades anti-

inflamatorias. La cepa de L. casei subsp. rhamnosus ATCC 7469 6 CECT278 ha sido
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efectiva en el tratamiento de ratones infectados por el protozoo Babesia microti, debido en
parte a la estimulacion de la inmunidad innata (Ljungh y Wadstrém, 2009). Es 1til contra

parasitos como coccidiosis que suelen aparecer en pollos de engorde (Bautista ef al., 2003).

2. Lactobacillus rhamnosus

Bacilos no moéviles de 0.8-1.0 x 2.0-4.0 pm, extremos cuadrados, aparecen
individualmente o en cadenas. Aislado de productos lacteos, aguas residuales y muestras
clinicas humanas (P. De Vos et al., 2009). Desde hace 20 afios se emplea en productos

farmacéuticos y alimenticios.

L. rhamnosus Gorbach — Goldin (LGG) se multiplica en la superficie del colon y
reduce el nimero de bacterias patdgenas en el tracto gastrointestinal (Salminen y Donohhue,
1996; Isolauri et al., 2002). El consumo de LGG durante un tratamiento anti- Helicobacter
pylori disminuye los efectos negativos de la terapia (Armuzzi et al., 2001). Produce una
sustancia antimicrobiana que inhibe la multiplicacion de enteropatégenos, incluyendo
Clostridium difficile, Salmonella, E. coli, S. aureus, C. albicans, C. perfringens y S. mutans
(Bennet, 1996; Salminen y Donohhue, 1996; Isolauri et al., 2002; Calderén et al.,
2007;Warren et al., 2007).

La cepa L. rhamnosus GG fue administrada a una poblacion de nifios con alergia a
alimentos y fue capaz de reducir el eczema atopico. Se evidencio resistencia a las infecciones
respiratorias y diarreas, menos dias de ausencia y menor uso de antibidticos (Mattila-

Sandholm, ef al., 1999; De Champs et al., 2003).
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3. Lactobacillus delbrueckii

Descrito por Leichmann en 1896. Necesita para su desarrollo acido pantoténico y
niacina (generalmente imprescindibles), riboflavina, acido folico y vitamina B12. Es la
especie mas antigua del género Lactobacillus y por tanto la especie tipo. Presenta homologia
de ADN con L. bulgaricus, L. lactis y L. Leichmanni (N. Weiss et al., 1983; Gatti et al.,
2001). Existen cuatro subespecies: delbruekii, bulgaricus, lactis y indicus (P. De Vos et al.,
2009). Las cuatro subespecies comparten al menos 78% de similitud de ADN. El contenido
de G+C es al menos 10% mas alto que otras especies. Empleadas en productos lacteos

fermentados, quesos y yogur.

L. delbrueckii bulgaricus produce polisacaridos extracelulares utilizados en la
produccion de productos lacteos como yogur (P. De Vos et al., 2009). Algunas cepas
producen heteropolisacaridos cuando crecen en leche (Idoui et al., 2009). Produce acido
lactico durante el almacenamiento y se cree que puede afectar la viabilidad de otras bacterias
probiodticas (Pescuma et al., 2010). Esta especie es productora de Acido y-Amino butirico
(GABA), importante en funciones fisiolégicas como la inducciéon de hipotension, efectos
diuréticos y tranquilizantes (B. J. Lee et al., 2010), regula funciones cardiovasculares como
la presion arterial y la frecuencia cardiaca. Recientes estudios muestran que hace secretar

insulina en el pancreas y asi previene condiciones de diabetes (H. Li et a/., 2010).

4. Lactobacillus acidophilus

Bacilo de 0.6 — 0.9 x 1.5 — 6 pm. Aparece en parejas, individualmente y en cadenas
cortas. Algunos fermentan almidéon. Se encuentra de forma natural en el tracto
gastrointestinal de humanos y animales, masas fermentadas y vino (P. De Vos et al., 2009).
Empleado en la elaboracion de leche acidificada, no hidrolizan lactosa, por tal motivo no es
recomendado para personas con intolerancia a la lactosa (McCray, 2003).
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En el grupo L. acidophilus, 1la homologia ADN-ADN ha llevado a la identificacion
de seis especies con diferencias claramente aceptables, pero que constituyen un mismo grupo
genético y son L. acidophilus, L. crispatus, L. amylovorus, L. gallinarum, L. gasseri y L.

Jjohnsonnii (Holzapfel et al., 2006).

Son acido resistentes y persisten en el estomago mas tiempo que otras bacterias
(Bernet et al., 1994; Hamilton-Miller, 2003). Utilizado clinicamente desde 1935 en pacientes
con estrefiimiento obteniéndose buenos resultados (Ljungh y Wadstrom, 2009). Es
importante en el control de microbiota indeseable en el tracto intestinal de animales y
humanos. Ha presentado efecto antagonico en diferentes cepas de H. pylori en presencia y
ausencia de células (Bernet et al., 1994; Hamilton-Miller, 2003). En algunos tratamientos se
logro erradicar H. pylori con tasas del 87% frente al 70% del grupo tratado sin probiotico
(Canducci ef al., 2000; Vilaichone et al., 2002; Ushiyama et al., 2003).

L. johnsonii LC1 disminuy6 la densidad de H. pylori en pacientes infectados al
administrarse durante cuatro meses en leche fermentada y sin emplear antibidticos
(Pantoflickova et al., 2003). Otro producto comercial con L. johnsonii LA1 logr6 interferir
en la colonizacion gastrica por H. pylori aunque no se logré erradicar (Obregoén et al., 2003).
El efecto bactericida del sobrenadante se ha probado en ensayos in vitro e in vivo (Michetti et

al., 1999).

La accion inhibitoria de estas cepas se debe a la produccion de acidos organicos,
incluido el acido lactico y peroxido de hidrogeno (Bathia et al., 1989), entre otros. Las
proteinas antimicrobianas o bacteriocinas son las que median el antagonismo por L.
acidophilus (Barefoot y Klaenhammer, 1983; Vicent et al., 1959). La bacteriocina lactacin B
ha inhibido especies cercanas filogenéticamente, sugiriendo que el agente antagoénico es

propio de L. acidophilus porque inhibe a cepas de su mismo género.
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En cultivo ha mostrado la capacidad de eliminar el colesterol de un medio preparado
en laboratorio, al incorporarlo o adherirlo a la superficie celular durante su crecimiento. Los
lipidos de las bacterias Gram-positivas predominan en la membrana celular y al eliminar
colesterol del medio pueden alterar la composicion de acidos grasos en las células (Kimoto et
al., 2002). En condiciones in vitro mostroé capacidad de metabolizar proteinas como la -
lactoglobulina que produce alergias en adultos, nifios (Pescuma et al., 2010). La cepa
KFRI342 redujo el crecimiento de células de cancer (Chang et al., 2010). Es una especie
importante a nivel industrial debido a las propiedades probioticas de varias de sus cepas (B.

Pot y Tsakalidou, 2009).

5. Lactobacillus paracasei

Bacilos de 0.8-1.0 x 2.0-4.0 pm, con bordes cuadrados, aparecen individualmente o
en cadenas. Tiene dos subespecies paracasei y tolerans. Aisladas de productos lacteos (P. De

Vos et al., 2009).

A este grupo se atribuyen caracteristicas anti-inflamatorias por las propiedades de
sus componentes celulares como LTA, CSPs y acidos nucleicos (Ljungh y Wadstrom, 2009).
La cepa F19 fue empleada en pacientes con hipersensibilidad a la leche, clinicamente mostré
buena tolerancia y sin efectos adversos. Esta cepa lactica adicionada en leche fermentada fue
empleada durante 12 semanas con un grupo de ancianos infectados con H. pylori
disminuyendo la actividad del patégeno (Mattila-Sandholm, et al., 1999). Ademas, mostro
efecto inhibitorio frente a E. coli, S. aureus, C. albicans, C. perfringens y S. mutans

(Verdenelli et al., 2009).

Los extractos libres de células de cepas aisladas de queso Genestoso mostraron un
alto nivel aminopeptidasa (L. Gonzélez et al., 2010), un tipo de antigeno propio del sistema

inmune de mamiferos. En condiciones in vitro ha demostrado capacidad de descomponer
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proteinas como B-lactoglobulin que produce alergias y es productora de GABA (H. Li et al.,

2010; Pescuma et al., 2010).

6. Lactobacillus plantarum

Bacilos con extremos redondeados, tamafio 0.9-1.2 x 3-8 pm. Aparecen
individualmente, en pares o en cadenas cortas. Tiene dos subespecies L. plantarum y L.
argentoratensis. L. plantarum contiene muchas caracteristicas atipicas respecto a las demads
especies de Lactobacillus como la movilidad, actividad pseudocatalasa o reduccion de
nitrato. Tiene variacion entre sus especies, algunas se relacionan con L. pentosus. Predomina
en queso de leche de oveja. Tiene importancia en el proceso de maduracién por su alta

actividad lipolitica y proteolitica (Pérez Elortondo et al., 1998).

Se ha aislado de aceitunas fermentadas. Produce las bacteriocinas plantaricina S y T
activas frente a un gran niimero de competidores naturales entre ellos las bacterias que
afectan la fermentacion de olivas (Leal et al., 1998). Ademas, la cepa TN635 tiene un
compuesto antimicrobiano de origen proteico, estable al calor, activo entre pH 3 y 11, con
una masa molecular aproximada de 4 KDa y con efecto bactericida frente a Listeria ivanovii
BUG 496 y fungistatico contra Candida tropicalis R2 CIP203 (Smaoui et al., 2010). Produce
GABA (H. Lietal., 2010).

El efecto antagonico frente a H. pylori ocasionado por L. plantarum aislado de
chucrut se asocid principalmente con la pared celular y en menor medida con el sobrenadante
(Rokka et al., 2006). En un estudio in vivo redujo severamente la enterocolitis (Walker y
Dufty, 1998). L. plantarum mostr6 un fuerte efecto antagonico frente a la invasion de S.
typhimurium sobre las células del epitelio intestinal, a través de la alta habilidad de inducir

IgA (Ishikawa et al., 2010).
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7. Lactobacillus brevis

Productor de gas, bacilos largos con extremos redondeados (Boucher et al., 2003).
Aparece individualmente y en cadenas cortas. Aislado de leche, queso, vegetales
fermentados, chucrut, masa fermentada, ensilaje, estiércol de vaca, heces, boca y tracto
intestinal de ratas y humanos (P. De Vos et al., 2009). Es considerado seguro (GRAS). La
cepa ATCC 8287 mostr6 propiedades probidticas con potencial como vacuna oral (Hynonen

et al.,2010).

Produce GABA (B. J. Lee et al., 2010; H. Li et al., 2010). Cepas de L. brevis
aisladas de pollos tuvieron la capacidad de desconjugar acido glicocolico (GCA) y en menor
proporcion Taurocolato de sodio (TCA). Ademas, presentaron la habilidad de metabolizar
colesterol del medio de cultivo (Ramasamy ef al., 2010). La cepa CLC23 aislada de leche de
cerdo mostr6 actividad antimicrobiana frente a un amplio espectro de bacterias patogenas

como Listeria monocytogenes ScottA, Salmonella cholerasuis y Salmonella enteritidis 4396

(R. Martin et al., 2009).

8. Lactobacillus pentosus

Bacilos no moviles, tamafio de 1-1.2 x 2-5 um, con bordes redondeados. Aparece
individualmente, en pares o en cadenas cortas. Aislado de ensilaje de maiz, aceitunas
fermentadas y aguas residuales (P. De Vos et al., 2009). Especie empleada en productos
fermentados (J. Zhang et al., 2009). Producen exopolisacaridos y su concentracion depende

de las condiciones de cultivo (Rodriguez-Carvajal et al., 2008).

Inhibe el crecimiento de enterobacterias (Hurtado et al., 2010). La cepa 31-1 redujo
significativamente las poblaciones de L. innocua y S. aureus durante la fase de maduracion

de productos céarnicos, lo cual puede atribuirse a la actividad proteolitica y lipolitica de esta
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especie (G. Liu et al., 2010). De otro lado, la cepa ST712BZ fue capaz de inhibir el
crecimiento de L. casei, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Klebsiella

pneumoniae y Lactobacillus curvatus (Todorov y M. T. Dicks, 2005).

9. Lactococcus lactis subsp lactis

Las bacterias del género lactococcus se utilizan como cultivos iniciadores en la
produccion de leches, quesos y otros productos lacteos fermentados (Boucher et al., 2003). A
veces se mezclan diferentes cepas para conferir un sabor y aroma deseado. Tienen la
habilidad de crecer aunque no tenga los suficientes nutrientes disponibles (Hussain et al.,

2009).

Tienen forma esférica u ovoide, se encuentran principalmente en pares o cadenas
cortas. Gram-positiva. No moviles, anaerobia facultativa y catalasa negativa. Se ha aislado
del intestino de bovinos, leche de vacas saludables, vacas con mastitis, amigdalas de gatos,
perros y cabras (P. De Vos et al., 2009). Cepas de Lactococcus han tenido la habilidad de
reducir el colesterol presente en un medio de cultivo sin degradarlo y dicha habilidad es

dependiente de la cepa (Kimoto et al., 2002).

La especie de Lactococcus lactis y sus subespecies son usadas en la industria lactea
y reconocidas como seguras (GRAS) para el consumo humano (P. De Vos et al., 2009).
Previno la alteracion y el crecimiento de bacteria patdogenas potenciales en leche de oveja
(Casalta et al., 2009). La cepa IFPL 3593 produjo lacticinio 3147 y tuvo la capacidad de
inhibir el crecimiento de Clostridium (Martinez-Cuesta et al., 2010). La nisina es una
bacteriocina producida por Lactococcus lactis spp. permitida para su uso en 50 paises

(Bromberg et al., 2004).

Lactococcus lactis subsp lactis presenta sus propios antigenos que podrian ser

usados en el futuro como vacunas. Una variedad de proteinas y péptidos pueden ser anclados
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o parcialmente presentados en la superficie de las células de Lactococcos (P. De Vos et al.,
2009). Lactococcus lactis subsp lactis con actividad antimicrobiana y aislado de queso
Genestoso del norte de Espafia (Asturias) mostrd un alto grado de acidificacion, actividad
proteolitica y los extractos libres de células con alta actividad caseinolitica y actividad

dipeptidasa (L. Gonzalez et al., 2010).

Aun es controvertido el estatus de probiotico de esta especie, aunque ha demostrado
efectos inmunomoduladores y ha sobrevivido el paso por el tracto intestinal de ratones

(Foligné et al., 2010). Ademas, es productor de GABA (H. Li et al., 2010).

10. Lactococcus raffinolactis

Células esféricas u ovoides, elongadas en la direccion de la cadena. Aparecen en
pares o cadenas cortas. Gram-positiva, no moviles, anaerobia facultativa, catalasa negativa.
Se encuentra en quesos, leche cruda, saliva, picles de vacunos y sobre hierba, predomina en
peces durante el invierno (Ouadghiri ef al., 2005; Hagi y T. Hoshino, 2009). Se ha aislado de

amigdalas de bovino e intestino de cabra (P. De Vos et al., 2009).

Fermenta a-galactosidos como melobiosa y rafinosa. No es una especie empleada en
la industria lactea porque carece de actividad caseinolitica (Boucher et al., 2003). Algunas
cepas han producido niveles aceptables de acetaldehido y diacetilo, no crece a 40°C. En
algunos casos presenta un plasmido o ninguno, es posible que carezca de un factor
transcripcional requerido para la expresion de la proteinasa. Es recomendada en el desarrollo
de cultivos iniciadores lacteos (Holler y Steele, 1995). La cepa h47 presentd resistencia al
acido colico, uno de los &cidos biliares mas importantes en humanos. Ademas, mostrd
actividad antibacteriana frente a patdgenos de pescado como Aeromonas Salmonicida JCM

7874, A. hydrophila JCM 1027 y A. caviae JCM 1060 (Hagi y T. Hoshino, 2009).
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11. Leuconostoc mesenteroides mesenteroides

Gram-positivas, catalasa negativa, no moviles, células esféricas o lenticulares
especialmente cuando crecen en agar, se agrupan en pares o en cadenas. Las colonias son
pequeiias, de al menos 1 mm de didmetro, lisas y de color blanco grisaceo. Crece entre 5 y
30°C. Ha sido aislada en leche y quesos de cabra y oveja (Colombo et al., 2010; Randazzo et
al., 2010). Esta especie tiene una funcion importante en la maduracion de quesos por la
capacidad de fermentar el citrato presente en la leche de oveja, estd involucrada en procesos
proteoliticos y enzimaticos durante la maduracion del queso (Casalta et al., 2009). Tiene baja
capacidad de acidificacion y de metabolizar lactosa (L. Gonzalez et al., 2010). Predominante

en jamon y otros productos carnicos (Tu et al., 2010).

12. Pediococcus pentosaceus

La incubacion anaerobica no es necesaria, y las colonias son visibles sobre agar
después de 24 horas a 30°C. La cepa Pediococcus pentosaceus produce catalasa o
pseudocatalasa, tienen alta capacidad de sobrevivir en el tracto gastrointestinal, reduce
alergias y la invasion de Salmonella en ratones. Mas del 50% de esta cepa se ha aislado de
leche de cabra, quesos feta y kasseri. Es homofermentativo, produce acido lactico a partir de
la glucosa pero no CO,. La especie Pediococcus pentosaceus esta asociada a plantas y frutas
(P. De Vos et al., 2009). Es empleada en procesos de fermentacion (Harun-ur-Rashid et al.,

2007). Tiene potencial como conservante en carnes (Bromberg et al., 2004).

Bacteriocinas pertenecientes al género Pediococcus se han aislado de cepas de
productos carnicos y bebidas fermentadas de cereales. Varias cepas de P. pentosaceus son
conocidas por la produccion de bacteriocinas como las pediocinas PA-1, A y ACCEL, N5p,

SM-1 (P. De Vos et al., 2009). Se ha demostrado el efecto sinérgico entre la bacteriocina
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ST44AM vy ciprofloxacino incrementando la accion antibacteriana frente a L. ivanovii subsp.

ivanovii (Todorov y L. M. T. Dicks, 2009).

2.8. Identificacion de las BAL

La identificacion taxondémica abarca parametros fenotipicos, genotipicos y
filogenéticos. Pueden emplearse diferentes técnicas en la clasificacion de bacterias. El uso
adecuado de la informacion obtenida en dichas técnicas es primordial para hacer una
adecuada agrupaciéon de los organismos en un taxén determinado (Sarmiento, 2008). Las
identificaciones polifasicas de caracterizacion proporcionan un sistema de identificacion de

alta fiabilidad.

2.8.1. Caracteristicas fenotipicas

Son métodos clasicos de identificacion basados en las relaciones filogenéticas en
funcion de similitudes entre una serie de caracteres expresados por las cepas estudiadas. El
estudio de estas propiedades tienen gran validez predictiva y representan una pequefia parte
de la informacion genética en donde su expresion estd condicionada por los factores
ambientales. Este tipo de estudio comprende la caracterizacion cultural, morfolégica,

fisiologica y bioquimica.

Caracteristicas bioquimicas: La identificacion de cepas por la fermentacion de
azucares tiene una importancia especial (Sanz et al., 1998), diferencia entre especies de
Lactobacillus (McLeod et al., 2008). Ofrece en ocasiones resultados ambiguos. Diferentes
respuestas entre cepas pertenecientes a una misma especie repercute en la baja
reproducibilidad entre distintos laboratorios (Andrighetto et al., 2001). En las BAL la ruta
mas estudiada es la de la lactosa y la capacidad de fermentacion varia entre las diferentes

especies lacticas (Hernandez, 2005).
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2.8.2. Caracteristicas genotipicas

El desarrollo de las diferentes técnicas moleculares ofrece informacion
microbiolégica complementaria en el estudio de las complejas comunidades microbioldgicas.
Las moléculas de ADN y ARN son elementos quimicos empleados en taxonomia y su
composicién no varia por las condiciones de crecimiento (Sanz et al., 1998). Las técnicas
basadas en ribotipado son herramientas exitosas para la identificacién de bacterias a nivel de

especie y subespecie.

Hibridacion ADN-ADN

Es un parametro indirecto que permite conocer la similitud entre genomas
completos de dos microorganismos diferentes, importante en la agrupacion de especies
(Sarmiento, 2008). Se ha aplicado extensivamente en el estudio de la taxonomia de
Lactobacillus. A menudo, la hibridacion se ve limitada por el tipo de cepas de un pequeiio
grupo de especies cercanas. Los problemas aumentan cuando las cepas son fenotipicamente
idénticas y los valores de asociacion son iguales o menores al 70% (B. Pot y Tsakalidou,

2009).

Analisis genes 16S/23S ARNr

El ribosoma bacteriano estd compuesto por dos subunidades 30S y 50S, la
subunidad 30S contiene la molécula de 16S ARNr y la subunidad 50S contiene rRNA 5S y
238S. Los fragmentos 5S, 16S y 23S se han empleado en estudios filogenéticos, siendo 16S el
mas adecuado en el estudio de procariotas con cerca de 1550 pares de bases (Sarmiento,
2008). Los genes 16S y 23S ARNr contienen secuencias conservadas, variables e

hipervariables.
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Ribopatrones derivados de hibridacién con pruebas de 16S rRNA especifica de
especie estd siendo efectiva en la identificacion de Lactobacillus (Sanz et al., 1998).
Actualmente, la secuenciacion por el gen 16S es la herramienta mas poderosa y fiable en los
estudios de relaciones filogenéticas entre bacterias. Esta molécula tiene excelentes
propiedades por su presencia universal. Puede ser secuenciado por PCR usando iniciadores
universales de regiones conservadas a ambos lados del gen. El amplificado es secuenciado y
luego se compara con las secuencias almacenadas en bases de datos. Esto favorece la
caracterizacion de aislados desconocidos y ofrece informacion de la posicion filogenética, lo
cual fortalece el éxito de la técnica. Una vez se obtiene la secuencia, puede ser alineada y

calculada su similitud (B. Pot y Tsakalidou, 2009).

Muchas especies de las BAL han sido descritas total o parcialmente a través de esta
técnica. Los arboles filogenéticos de estas bacterias son heterogéneos, muestran la cercania
existente entre algunas especies de Lactobacillus y Pediococcus y confirma diferencias en el

contenido de G + C en el género.

Una de las desventajas de esta técnica es que la molécula tan bien conservada
provee resolucion a nivel de especie y subespecie. Por tanto, diferentes especies de las BAL
comparten idénticas secuencias 16S. De hecho, algunos Lactobacillus han sido renombrados
ultimamente. Aunque para otras especies, hay suficientes diferencias fenotipicas y

genotipicas que facilitan su identificacion (B. Pot y Tsakalidou, 2009).

Secuenciacion de genes housekeeping

Es una herramienta prometedora para estudios filogenéticos. Se ha ido
recomendando el tipado de secuencias multilocus (multilocus sequence typing MLST), con
la secuenciacion de al menos 5 genes localizados en diversos lugares del cromosoma. En

Lactobacillus se han empleado los genes recA, cpn60, tuf'y slp. Lo mas interesante de esta

35



Introduccién

técnica es la obtencion de arboles filogenéticos obtenidos de diferentes genes housekeeping

(B. Pot y Tsakalidou, 2009).

Un fragmento del gen recA estd presente en bacterias y se encuentra bien
conservado. Las relaciones filogenéticas obtenidas corresponden bien con el analisis del gen
completo del ARNr. Es una herramienta valiosa en el analisis comparativo de aislados

humanos y de alimentos por su rapidez y facilidad (Collado, 2004).

Técnicas basadas en la PCR

. Analisis de Polimorfismos Amplificados (AFLPs): Este analisis esta
basado en la deteccion de polimorfismos mediante la PCR a partir de cualquier muestra de
ADN, independiente de su origen o complejidad. Los polimorfismos son detectados por la
presencia o ausencia de fragmentos de restriccion obtenidos con la digestion del ADN y
posteriormente son amplificados por PCR. Analiza todo el genoma bacteriano, no se requiere
el previo conocimiento de la secuencia gendémica de las muestras. Es una técnica de facil
realizacion, discriminatoria y reproducible cuando las condiciones de digestion, ligado y
amplificacion de las muestras no cambian. Aunque es sensible a la calidad del ADN de la
muestra (Collado, 2004). Es fiable y da informacion a nivel de especie (B. Pot y Tsakalidou,

2009). Proporciona informacion limitada acerca del genoma completo (McLeod et al., 2008).

. Restriccion del ADN amplificado mediante enzimas de restriccion
(RFLP): A partir de PCR se amplifica una secuencia conocida del ADN gendémico
utilizando dos cebadores homdlogos a sus regiones extremas, seguido de una digestién con
una endonucleasa de restriccion y posterior comparacion de los distintos patrones de bandas
de restriccion obtenidos. Es reproducible intra e inter laboratorio, la metodologia de analisis
resulta ser complicada y proporciona informacion restringida porque se analiza una parte del
genoma (Collado, 2004).
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Técnicas de facil manejo

Son técnicas de facil manejo, no requieren demasiados equipos y tienen como

desventaja la baja reproducibilidad.

. Amplificacion de ADN mediante iniciadores aleatorios, RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA): Es un método simple de tipado basado en acidos
nucleicos. Consiste en la deteccion de diferencias en la secuencia del ADN gendémico total de
distintas cepas, amplifica regiones de ADN al azar encabezadas por secuencias a las que son
capaces de unirse iniciadores de secuencia unica aleatoria. La secuencia del iniciador no
tiene homologia conocida con el ADN diana, genera fragmentos de distintos tamafios que
pueden apreciarse en gel de agarosa. No es necesario conocer previamente la secuencia de la
muestra, se puede emplear con variedad de especies y es mas rapido que otros métodos de

tipado.

Presenta baja reproducibilidad interlaboratorios. El patron de bandas obtenido en
determinadas condiciones no siempre es constante. Es una técnica que diferencia a nivel de
cepa y es util en el monitoreo de cepas industriales dentro de grupos especificos (Collado,
2004). Es una herramienta que detecta variabilidad a lo largo de todo el genoma bacteriano,
es fiable para la identificacion, tipificacion de las BAL de productos alimenticios y cepas del

género Lactobacillus (Martin-Platero et al., 2009; Svec et al., 2010).

El poder discriminativo aumenta cuando es combinado con otras técnicas o se
emplean diferentes iniciadores (Martin-Platero ef al., 2009). Aunque es mas exacta que otras
técnicas de tipado, proporciona informacion limitada acerca del genoma completo (McLeod
et al., 2008), es menos reproducible que REP-PCR permitiendo la construccion de bases de

datos de referencia para un solo laboratorio (B. Pot y Tsakalidou, 2009).
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. REP (Repetitive Extragenic Palindromic), ERIC-PCR, GTGS-PCR,
Box-PCR, Al igual que la técnica de RAPD, estas técnicas tienen en comuiin que son faciles

de realizar y no requieren demasiados equipos de laboratorio.

En la identificacion de las BAL se encuentran en desarrollo metodologias de
micromatrices (microarrays). La identificacion usando matrices aumentard a medida que las
secuencias del genoma estén disponibles. Estas matrices pueden involucrar la funcionalidad
de los genes junto con marcadores taxondomicos. La combinacion de multiples marcadores
proporcionarda esquemas fiables de clasificacion e identificacion. La disponibilidad de
plataformas de secuenciacion de alto rendimiento que aceleren el proceso de recopilacion del
conocimiento de las BAL y la disponibilidad de un gran numero de secuencias
cromosoOmicas también pueden dar claridad por ejemplo, en la transferencia de genes (B. Pot

y Tsakalidou, 2009).

3. Bacterias patégenas

3.1. Helicobacter pylori

El género Helicobacter pertenece a la familia Helicobacteriaceae, clase VI de
ARNr, division Epsilon dentro de las bacterias Gram-negativas o Proteobacterias
(Vandamme y De Ley, 1991). Crece en condiciones de microaerofilia (5% O,, 7% CO,, 8%
H,, 80% N,) en rangos de temperatura de 30-37°C.

El género Helicobacter comprende 23 especies de bacterias microaerdfilas, siendo
Helicobacter pylori 1a mas estudiada. Se ha detectado en heces, agua de bebida y residuales,
leche, vegetales, y su aislamiento resulta complicado. Se considera que es resistente a las

concentraciones de cloro y ozono utilizadas en la potabilizacion del agua de distribucion.
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Algunos estudios manifiestan que en condiciones de estrés ambiental estos
microorganismos pueden entrar en una fase viable pero no cultivable (VNC), conservando
actividades metabdlicas y expresando factores de virulencia. Las formas VNC pueden
permanecer en sistemas acuaticos durante largos periodos de tiempo, mostrando cambios
morfoldgicos al pasar de forma helicoidal a cocoide, un mecanismo de supervivencia en el

ambiente que favorece su transmision (Jimenez, 2005).

El nombre Helicobacter hace referencia a su morfologia helicoidal. Son bacilos
helicoidales, espirales, formas de S, V y U, curvados o rectos de 0.3-1.0 pm de largo.
Presenta extremos redondeados y curvados con periodicidad espiral. Tiene 6 flagelos,
envainados, unipolares, presentando bulbos terminales distintivos y pared celular lisa. Se
considera que la vaina del flagelo es una adaptacion para vivir, moverse a través de la
mucosa y protegerse contra el acido del estomago (Jimenez, 2005). No origina endosporas.

Su contenido G+C varia desde 35 a 44 mol %.

En agar infusiéon de corazon y cerebro suplementado con sangre o carbon, originan
tras 2-5 dias de incubacion a 37°C colonias no pigmentadas, translucidas de 1-2 mm de
didmetro, convexas y con una ligera hemolisis a su alrededor. En los medios de cultivo
liquido crecen muy lentamente, a menos que se incuben en constante agitacion. En cultivos

viejos adoptan forma cocoide, asociada a pérdida de cultivabilidad.

Presenta actividad ureasa y catalasa que puede perderse cuando las cepas son
repetidamente subcultivadas en agar semisélido durante varios meses e incluso afios

(Goodwin et al., 1989).

H. pylori es la especie tipo del género y la mas importante en patologia humana por
su estrecha relacion con la colonizacion asintomatica hasta la produccion de gastritis cronica,
ulcera péptica y en algunos casos cancer gastrico, linfoma de MALT y ulcera de duodeno
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(Parsonnet, 1998). La actividad vacuolizante y citotoxica de H. pylori varia entre cepas

(Cittelly D.M et al., 2001;Suerbaum y Michetti, 2002; Garcia et al., 2009).

Interfiere en procesos fisioldgicos protectores del estomago y duodeno. La OMS ha
clasificado a esta bacteria como carcinégeno de clase uno. El cancer gastrico tiene un indice
de letalidad del 70%, ocupa el segundo lugar después del cancer de pulmoén. En algunos
paises es la primera causa de muerte en varones y la tercera causa de fallecimiento en
mujeres (Anselmi ef al., 2007). Entre 25-50% de la poblacién de paises desarrollados estd
infectada por H. pylori y el 80% en la poblacion de los paises en desarrollo (Cittelly et al.,
2001; A. Garcia ef al., 2009).

De otro lado, también influyen la virulencia de la cepa patdgena, los aspectos
medioambientales, las condiciones del hospedador como los antecedentes genéticos, la
respuesta inmune, reinfeccion, dieta, ingesta de alcohol y consumo de tabaco (Cittelly et al.,
2001; Anselmi et al., 2007). Se contagia por via digestiva de persona a persona (saliva) o por
la ruta fecal-oral (De Cothi et al., 1989). H. pylori es una bacteria que se adquiere durante la
infancia, cerca del 80 - 90% de las personas estan en contacto con esta bacteria a lo largo de
su vida. Al estar presente en la mucosa gastrica genera una respuesta inmunologica celular y
tumoral, la cual es incapaz de eliminar la bacteria. Para evitar la evolucion de la gastritis, se
recomienda la ingesta de vegetales ricos en antioxidantes naturales y embutidos con nitritos

para mitigar los efectos nocivos que genera.

Inicialmente, en condiciones in vitro, H. pylori aislado de la mucosa gastrica de
pacientes con ulceracion y gastritis mostrd sensibilidad a antibidticos (Jones et al., 1984)
como ampicilina, rifampicina, gentamicina, amoxicilina, penicilina, eritromicina,
metronidazol y tetraciclinas y resistencia a cimetidina, ranitidina, famotidina, sulfonamidas,

trimetropim y resistencia variable al acido nalidixico y cefalotina.
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Agentes antimicrobiales como amoxicilina, claritromicina, sales de bismuto,
metronidazol o tinidazol junto con un inhibidor de la bomba de protones (omeoprazol), o
ranitidina se han usado en combinaciones triples o cuadruples (Ushiyama et al., 2003). Estos
tratamientos curan entre el 80-90% de los casos, pero resultan costosos y existe el riesgo que

no sea efectivo (Masaake et al., 2004).

Los tratamientos con metronidazol o tetraciclina son opciones en la erradicacion de
cepas resistentes a la claritromicina, su uso clinico se encuentra limitado debido a los efectos
secundarios o también a la presencia de cepas resistentes a estos medicamentos. La
claritromicina tiene un efecto fuerte sobre la infeccion de H. pylori respecto a otros
antibioticos. Al menos, 5-10% de las cepas de H. pylori son resistentes a la claritromicina
(Ushiyama et al., 2003). Este antibidtico también se utiliza para combatir otras infecciones
bacterianas como la neumonia; lo cual puede contribuir en parte a la aparicion de bacterias
resistentes a este antibiotico. Se considera que la resistencia adquirida por H. pylori a la
claritromicina se debe a la mutacion del aminoéacido (adenina-guanina) a 2143 6 2144 en el
dominio V del 4cido ribonucleico en el gen 23S. El mecanismo de patogenicidad de esta

bacteria no se ha explicado claramente (Masaake et al., 2004).

De ello deriva el interés en reducir el uso de antibioticos y buscar alternativas mas
favorecedoras (Hamilton-Miller, 2003). La terapia clinica de H. pylori con antibidticos a
menudo estd acompafiada de efectos secundarios no deseados (W. H. Lin et al., 2009). Cepas
probidticas pertenecientes al genero lactobacillus; Bifidobacterium y Enterococcus se han
utilizado en la prevencion de infecciones gastrointestinales ocasionadas por H. pylori por
medio de sus 4cidos orgénicos, bacteriocinas, capacidad de exclusion, inmunomodulaciéon
presentando una alternativa en el tratamiento de dicha infecciéon (Ushiyama et al., 2003; A.

Garcia et al. 2009; W. H. Lin et al., 2009).
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Los dafios agudos inducidos por este patdogeno pueden evitarse con el pretratamiento
con un probidtico. H. pylori en presencia de sustancias de las BAL cambia su morfologia
helicoidal a cocoide (W. H. Lin et al., 2009). Las cepas de Lactobacillus tienen la
caracteristica particular de establecerse en la mucosa gastrica cuando se encuentra lesionada
y ejerce una funcion regenerativa en los procesos tisulares (A. Garcia ef al., 2009). Incluso se
destacan por la capacidad de inhibir el crecimiento de cepas de H. pylori resistentes a
claritromicina suprimiendo la produccion de IL-8 sin dafar las células de H. pylori
(Ushiyama et al., 2003). La interleucina IL-8 es una potente citocina que atrae neutréfilos y
causa inflamacion en el tejido y tiene un importante rol en la infeccion de H. pylori. Siendo

dicho efecto dependiente de la cepa (Myllyluoma et al., 2008).

3.2. Salmonella spp.

Pertenece a la familia Enterobacteriaceae, Gram-negativa, anaerobios facultativos.
Es una bacteria patdgena, causa fiebres entéricas, gastroenteritis y septicemia en humanos y
puede afectar a muchas especies animales. El porcentaje de G+C es de 50-53%. Todos los
datos filogenéticos indican que la evolucion del género Salmonella es continua. Recientes
clasificaciones reconocen dos especies distintas de Salmonella, una de las cuales contiene
seis subespecies. La especie tipo es Salmonella choleraesuis o Salmonella enterica (Krieg y
Holt, 1984). El analisis del gen 16S ARNr indica que Salmonella pertenece a
Gammaproteobacteria. Ademas, se ha encontrado que S. enterica y S. bongori estan

estrechamente relacionadas con E. coli y Shigella.

Crecen bien en los medios ordinarios de cultivo sin requerir factores esenciales y
pueden utilizar el citrato como fuente unica de carbono, pH 6ptimo 6.5 a 7.5, sensible a
NaCl, aunque se ha encontrado en salmuera con 3.2 % de sal. El grado de crecimiento de
Salmonella depende de la temperatura, pH, salinidad, actividad de agua y el nivel de

nutrientes. La temperatura optima de crecimiento se encuentra entre 35 y 37°C, puede
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multiplicarse desde 5 a 47°C. Cuando los alimentos crudos y cocinados se almacenan a
temperaturas inferiores de 10°C se previene su crecimiento. La congelacion perjudica la

supervivencia pero no garantiza su destruccion (Pascual, 2005).

Bacilos rectos, tamafio de 0.7-1.5 x 2.0 — 5.0 pm. Generalmente moviles por
flagelos peritricos, no esporulados ni capsulados, anaerobios facultativos. En los medios

solidos originan colonias de 2 a 4 mm de diametro.

S. typhi es la Ginica serovariedad que no produce gas en la fermentacion de azucares.
Reducen los nitratos a nitritos. La diferenciacion entre especies y subespecies se realiza
tomando en cuenta diferentes propiedades bioquimicas. No fermentan la lactosa, excepto
Salmonella entérica subsp. arizonae (Salmonella choleraesuis subsp. Arizonae) y Salmonella
entérica subsp. diarizonae, fermentan glucosa con produccion de gas, no producen indol, no
degradan la urea, descarboxilan a los aminoacidos Lisina y Ornitina (Krieg y Holt, 1984;

Aguilar y Escolastica, 2003).

Poseen antigenos somaticos, flagelares y algunos serovares presentan un antigeno
capsular denominado antigeno Vi. El antigeno O es un lipopolisacarido termoestable,
localizado en la pared celular, que esta asociado con la endotoxina y permite la divisién de
Salmonella en grupos. El antigeno flagelar H es termolabil, de naturaleza proteica y permite
la division de las especies en monofasicas (siempre poseen el mismo antigeno flagelar) o
difasicas (fase 1 y fase 2). El antigeno Vi solamente lo poseen algunos serovares (typhi,
paratyphi-C y Dublin). Es un antigeno capsular, termolabil, responsable de la virulencia

junto con el antigeno O.

Al igual que otros géneros de enterobacterias Sa/monella puede contener fagos y

plasmidos que pueden codificar determinadas virulencias y resistencia a antibidticos. Cerca
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de 5% de cepas de Salmonella produce bacteriocinas activas contra E. coli, Shigella y

Salmonella (Krieg y Holt, 1984).

Salmonella spp. es un patdégeno transmitido por alimentos y por ello se reconoce su
importancia en seguridad alimentaria y salud publica. Los serovares de Salmonella pueden
estar estrictamente adaptados a un hospedador en particular y encontrarse en un gran nimero
de especies animales. Los serovares mas adaptados a animales son Typha, Paratyphi A y
Sendai que usualmente causan severas enfermedades como septicemia. El serovar
Abortusovis es la mayor causa de aborto en ovejas y los serovar Typhisus y Gallinarum se

presenta en cerdos y aves de corral respectivamente (Krieg y Holt, 1984).

La salmonelosis es trasmitida de persona a persona, a través de la contaminacion
fecal de agua y alimentos, dosis infectivas menores de 10° son suficientes para causar
sintomas clinicos, como tifoidea, septicemia, o una leve infeccion asintomatica. Inicialmente
invade la mucosa del intestino delgado, adhiriéndose rapidamente y entrando a las células M
del foliculo asociado al epitelio. La incidencia es alta en paises con higiene precaria. La
fiebre tifoidea, una infeccion sistémica causada por el serovar Typha es una preocupacion
publica. La OMS estima que hay mas de 16.6 millones de casos de tifoidea por afio causando

600.000 muertes anuales.

Salmonella enterica esta dividida en seis subespecies. 1. Enterica. 11. Salamae.1lla.
Arizonae. 11Ib. Diarizonae. IV. Houtenae. V. Bongori. V1. Indica. Cada subespecie esta
compuesta por diversos serotipos, en total se han identificado mas de 2500. La cepa tipo
presenta una virulencia asociada al plasmido de 90 kb. El porcentaje G+C es de 50-53%
(Krieg y Holt, 1984). Se ha demostrado que S. enteritidis ataca al ileon y en menor medida al

colon (De Moreno de LeBlanc et al., 2010).

44



Introduccion

Salmonella enterica subsp enterica, se ha aislado de humanos y animales de sangre
caliente por consumo de huevos de pollo y productos avicolas contaminados (Smaoui et al.,
2010). Se destacan los serovares enteritidis y typhimurium que frecuentemente ocasionan
infecciones en humanos y animales. Ambas relacionadas en casos de gastroenteritis en el

hombre (Krieg y Holt, 1984).

S. typhimurium causa fiebre tifoidea e infecciones sistémicas en seres vivos
susceptibles, asociado con multiples dafios, muerte de 6rganos, enterocolitis en humanos (De
Moreno de LeBlanc et al., 2010; Ishikawa et al., 2010). Se adhiere a las células epiteliales
del intestino delgado, invadiéndolas y atravesando la mucosa. Una vez en la submucosa se
multiplica provocando una reaccion inflamatoria, lo que da lugar a un cuadro diarreico. En
caso de no eliminarse por el peristaltismo intestinal, producen una endotoxina que es la

responsable de la alteracion de la mucosa intestinal (Ishikawa ef al., 2010).

Las infecciones ocasionadas por cepas de Salmonella pueden tratarse con
fluoroquinolonas como ciprofloxacino, cloranfenicol, cefalosporina 0

trimetoprima/sulfametoxazol de amplio espectro (Murray et al., 2006).

Muchos estudios emplean bacterias probidticas viables como alternativa al
tratamiento antibiotico. Algunas cepas de Lactobacillus han sido efectivas estimulando a las
placas de peyer a producir altas cantidades de IgA, protegiendo de bacterias patogenas
(Ishikawa et al., 2010) como Salmonella enteridis, S. enterica y S. typhimurium. Las
especies, Lactobacillus acidophilus, L. rhamnosus y L. casei han sido eficaces en el manejo
profilactico de diarrea en nifios producida por Salmonella y han incrementado la inmunidad

(Goyal et al., 2008).

El principal mecanismo de accién es el bajo pH del medio debido a la produccion de

acido lactico a concentraciones de 20-40 mM, que actlia como un permeabilizador de la
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membrana exterior de los patdogenos Gram negativos aumentando asi la susceptibilidad a las
moléculas antimicrobianas permitiendo que penetren en las bacterias (Goyal et al., 2008).
Ademas, la produccion de acidos organicos, bacteriocinas, moléculas diferentes al acido
lactico y el incremento de la secrecion de IgA producido en la superficie de la mucosa
contribuyen en la defensa del hospedador contra la adhesion de patdogenos entéricos
mejorando la inmunidad intestinal. Podemos decir que los mecanismos de la actividad
antibacteriana de Lactobacillus probioticos parece ser multifactorial (Fayol-Messaoudi et al.,

2005; Smaoui et al., 2010).
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Objetivos

Las bacterias acido lacticas (BAL) se encuentran presentes en productos lacteos y
contribuyen al desarrollo de algunas propiedades organolépticas de los mismos. Algunas
cepas pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Lactococcus han demostrado poseer
propiedades probidticas y se han utilizado como alternativa al tratamiento antibidtico en

infecciones causadas por ciertos patégenos humanos.

En los ultimos afios ha habido un incremento de investigaciones enfocadas en la
busqueda de nuevas cepas de estas BAL que presentan propiedades beneficiosas para la
salud del hombre y que son empleadas en la elaboracion de productos denominados
probioticos. La oveja Guirra es tipica de la Comunidad Valenciana, se encuentra en proceso
de recuperacion y esta incluida en el grupo de “Razas de proteccion especial” del Catalogo
Oficial de Razas de Ganado de Espafia. A partir de su leche se elaboran quesos frescos y

maduros con propiedades organolépticas de gran calidad.

El presente trabajo se ha planteado evaluar las diferentes caracteristicas que pueden
mostrar el potencial probiotico de las BAL aisladas de esta leche de oveja y productos

derivados de la misma mediante la consecucion de los siguientes objetivos:

1. Identificar fenotipicamente las BAL aisladas de leche de oveja Guirra.

2. Evaluar la actividad antimicrobiana en presencia y ausencia de células de las BAL
aisladas de leche de oveja frente a especies patogenas del hombre como H. pylori 'y

Salmonella spp.

3. Estudiar in vitro el efecto sobre la viabilidad de H. pylori en contacto prolongado

con cepas acido lacticas con actividad antimicrobiana.
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Caracterizar las cepas acido lacticas con actividad antimicrobiana frente a H. pylori
y Salmonella mediante la técnica de tipado molecular RAPD y perfiles de

resistencia a antibioticos.

Evaluar in vitro la capacidad de adhesion a la mucina de las cepas acido lacticas que

mostraron actividad antimicrobiana frente a los patdégenos estudiados.

Evaluar in vitro la supervivencia de cepas acido lacticas frente a las condiciones de

transito gastrointestinal.



CAPITULO1

IDENTIFICACION FENOTIPICA DE BACTERIAS ACIDO
LACTICAS AISLADAS DE LECHE DE OVEJA GUIRRA



Capitulo I

1. INTRODUCCION

Los métodos clasicos de identificacion se basan en el establecimiento de relaciones
fenotipicas definidas, en funcion de las similitudes existentes entre una serie de caracteres
expresados por las cepas estudiadas (Logan, 1994). Las caracteristicas fenotipicas permiten
conocer propiedades con validez predictiva. Sin embargo, solo representan una pequefia
parte de la informacion genética y su expresion puede estar influenciada por las condiciones
ambientales (Stackenbrant et al., 1983). Los caracteres culturales y morfologicos tienen un
valor taxonomico limitado y por esta razon, los métodos tradicionales de identificacion se
basan especialmente en el estudio de otros como los fisiologicos y los bioquimicos (Logan

1994).

El estudio de la capacidad de fermentar distintos carbohidratos tiene especial
importancia en el proceso de identificacion de Lactobacillus y otras BAL permitiendo
obtener un perfil caracteristico de cada especie (Jacobsen et al. 1999; Tamminen et al.,
2004). Los sistemas comerciales que pueden ser usados con este fin son API20 STREP, API
50CHL, VITEK 2 COMPACT (bioM¢érieux, France), Diabts (Rosco, Denmark), BIOLOG
GP MicroPlate (BIOLOG Inc US), los cuales ofrecen bases de datos para la identificacion de
microorganismos determinados (B. Pot y Tsakalidou, 2009). El sistema API basado en el
concepto de la identificacion numérica garantiza una identificacion microbiana rapida y
fiable mediante la combinacion de un método sencillo, estandarizado, con bases de datos

extensas, especificas y sumamente comprobadas para todos los microorganismos.

Desde 1970 ha sido un método de referencia en la identificacion microbiologica,
aunque dicha identificacion presenta dificultades debido a que la taxonomia es compleja y
evoluciona. El niimero de pruebas bioquimicas necesarias es muy alto ya que las bacterias
son organismos vivos que cambian y por tanto, pueden generar perfiles atipicos. La
interpretacion de este tipo de pruebas puede complicarse y presentar poca reproducibilidad

entre distintos laboratorios (Hammes et al., 1990). Incluso se ha detectado una gran
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variabilidad de respuesta entre las cepas pertenecientes a una misma especie (Dykes y Von
Holy, 1994). Este hecho, motiva a continuar el proceso de caracterizacion con métodos
moleculares, relevantes en la clasificacion bacteriana y que contribuyen con mayor exactitud

que los métodos fenotipicos (Ibourahema et al., 2008).

La inestabilidad de las caracteristicas fenotipicas de las BAL puede estar
relacionada con la presencia de plasmidos, fendémeno que obstaculiza estas pruebas en la
taxonomia de las BAL (Pot y Tsakalidou, 2009). Algunas cepas presentan una identificacion
con porcentajes muy bajos o con perfiles dudosos torndndose verde. Lo cual lleva a grandes
variaciones en la identificacion del microorganismo. Se hace necesario completar estas
pruebas con otras técnicas de identificacion que trabajen con el ADN y ARN que son
elementos quimicos cuya composicion no cambia en funcion de las condiciones de

crecimiento.

A pesar de estos inconvenientes, es habitual la identificacion de BAL aisladas de
diferentes matrices mediante el sistema comercial API SO0CHL (Ouoba et al., 2009; Todorov

y Dicks, 2009; Avila et al., 2010).

Actualmente los productos elaborados con leche de oveja Guirra estan presentes en
el mercado espaiiol en especial la Comunidad Valenciana. La identificacion bioquimica de
BAL presentes en esta materia prima es basica para entender las propiedades beneficiosas de
esta leche ya que dichas propiedades precisamente son atribuibles a la especie de las BAL
que contenga. Del mismo modo ya que el objetivo principal de este trabajo es determinar el

potencial probidtico de estas BAL, es esencial su identificacion fenotipica.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Cepas bacterianas

Se identificaron un total de 139 cepas BAL, de las cuales 131 fueron aisladas de
leche de oveja Guirra y 8 cepas provenian de la CECT (Coleccion Espaiiola de Cultivos
Tipo). Todas las cepas se sembraron e incubaron en agar MRS (Anexo I) a 37°C durante 24

horas, en anaerobiosis (sistema ANAEROGEN, Oxoid).

2.2. Identificacién fenotipica

Las cepas lacticas fueron identificadas fenotipicamente mediante tincién Gram. El
estudio del metabolismo de los hidratos de carbono se realizé con el sistema comercial API-
50 CHL (BioMe¢érieux). Un cultivo en placa de 24 horas de cada cepa lactica en agar MRS se
inocul6 en medio S0CH a una concentracion de McFarland 2. Se llenaron cada uno de
pocillos de la galeria cubriéndose la cupula con vaselina para crear condiciones de
anaerobiosis y se incubaron a 37°C durante 48 horas. Las reacciones de fermentacion ponen
de manifiesto el catabolismo de los carbohidratos con formacion de acidos, de manera que al
disminuir el pH se produce un viraje del indicador observandose un cambio de color (Figura
1). Finalmente, se obtuvieron diferentes perfiles en la fermentaciéon de carbohidratos,
registrandose los resultados correspondientes en la base de datos proporcionada por este

sistema, obteniéndose una identificacion a nivel de género y especie.
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INCUBACION
-_— s

MRS McF 2 MEDIO

Colonias S0CHL GALERIA AFI
BAL

REFULTADOSZ

Figura 1. Identificacién API 50 CHL

2.3. Analisis estadistico

Los resultados de las pruebas bioquimicas fueron analizados por medio del paquete
estadistico SPSS version 15.0. La capacidad de fermentacion de las BAL estudiadas estuvo
en funcion de 49 carbohidratos. Inicialemente, la fiabilidad y correlacion de dichos datos se
midi6 a partir del indicador estadistico Alpha de Cronbach. Luego, a partir del Analisis
Factorial se busca agrupar los carbohidratos que mejor representan estas BAL y para ello, se
otorgd un valor numérico de 0 para los resultados negativos, 50 para resultados dudosos y
100 para los positivos. En el analisis se descartaron las pruebas bioquimicas en las que no se

present6 ninguna variacion entre el conjunto de las BAL.

3. RESULTADOS

Las bacterias acido lacticas aisladas de leche de oveja Guirra fueron identificadas
como L. acidophilus, L. brevis, L. delbrueckii lactis, L. delbrueckii delbrueckii, L. paracasei

paracasei, L. pentosus, L. plantarum, L. rhamnosus, Lactococcus lactis subsp lactis,
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Lactococcus  raffinolactis, Leuconostoc mesenteroides mesenteroides 'y Pediococcus

pentosaceus (Tabla 1). Mostrando la variedad de especies presentes en la leche de oveja.

Las especies predominantes fueron Lactococcus lactis subsp lactis, L. plantarum, L.

paracasei paracasei con poblaciones de 30%, 27% y 25% respectivamente (Figura 2).

Lactococcus
raffinolactis
1%

L. delbrueckii
o
2% Leuconostoc

1%
L. rhamnosus
1%
L. brevis
S 5%

L. acidophilus
2%

Pediococus

pentosaceus
1% \

L. pentosus
5%
Lactococcus factis

lactis 1
30%

Figura 2. Distribucion por especie de las cepas aisladas de leche de oveja Guirra.

Las BAL aisladas de leche de oveja y las pertenecientes a la CECT coinciden en
fermentar D-Glucosa y no fermentan D-Arabinosa, L-Xilosa, Xilitol, D-Fucosa y L-Fucosa
(Anexo 3). Los resultados obtenidos con API 50 CHL muestran que no hay ningin
carbohidrato cuya fermentacion permita diferenciar claramente entre Lactobacillus spp.,

Lactococcus 'y Leuconostoc.
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Tabla 1. Identificacion de Bacterias Acido Lacticas de la CECT y aisladas de leche de
oveja Guirra mediante el sistema comercial API-S0CHL

IDENTIFICACION API | CEPA | ORIGEN |
L. casei | CECT475 | QUESO |
L. delbrueckii bulgaricus | CECT4005T-CECT4006 | YOGUR |
L. delbrueckii delbrueckii | CECT286 | MEZCLA AGRIA |
L. paracasei paracasei | CECT4022 | PRODUCTOS LACTEOS |
L. pentosus | CECT4023 | ENSILADO DE MAIZ |
L. plantarum | CECT4645 | QUESsO |
L. rhamnosus | CECT278 |  PRODUCTOS LACTEOS |
L. acidophilus 1 | 1304 | LECHE OVEJA |
L. acidophilus 3 | 903 | LECHE OVEJA |
L. brevis 1 | 509 -1209 - 2004 -2104 | LECHE OVEJA |
L. brevis 3 | 808 - 909 | LECHE OVEJA |
L. delbrueckii. lactis 1 | 305 - 1005 | LECHE OVEJA |
L. delbrueckii.delbrueckii | 4T4 | LECHE OVEJA |
107-2011B-307-3010-404-407-
506-606-702-705-707-709-805-
L. paracasei paracasei 1 8011(())_11()%(1)(;’(_)1101(-)124;5(;(-)134;2)06(-)17 6_2)06(-)8_ LECHE OVEJA
1804-1805-1905-2105-2404-4A-
2T4
L. paracasei paracasei 3 | 2006-2304 | LECHE OVEJA |
L. pentosus | 207-301-304-401-2005-2204-2T2 | LECHE OVEJA |
105-109-203-205-2011A-309- ‘
3011-408-4010-504-507-5010-
L. plantarum 1 701-807-907-908-1009-11011- LECHE OVEJA
1205-1309-1503-1505-1506-1605-
1705-3B-4B-5B-11T1-3T2-5T2
L. plantarum 1 | Q1-Q2-Q3 | QUESO OVEJA |
L. plantarum | 1105-306 | LECHE OVEJA |
L. rhamnosus | 1203 | LECHE OVEJA |
Lactococcus lactis subsp lactis | M3 | LECHE OVEJA |
103-104-106-108-204-206-208-
209-2011-308-406-409-607-608-
Lactococcus lactis subsp lactis 1 f 20 01‘?_-17 3%; S-ji(—)14 3-?)(5)%-912(1)16-—1115(())?— LECHE OVEJA
1703-1806-1906-1A-3A-1B-2B-7B-
M1-M2-M4-1T1-2T1-1T4
Lactococcus raffinolactis | 2A | LECHE OVEJA |
Leuconostoc.mesenteroides.mesenteroides | 13011 | LECHE OVEJA |
Pediococcus pentosaceus | D1 | LECHE OVEJA |
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En el andlisis de fiabilidad, el Alfa de Cronbach obtenido es de 0.844. A partir del
Analisis de Componentes Principales (ACP), la informacion se sintetiza en 5 factores (Tabla
2), las variables estan suficientemente correlacionadas al mostrar KMO 0.671 y p<0.01. Los
factores 1 y 2 contienen los carbohidratos que fermentan la mayoria de cepas. El factor 3
presenta azucares que son fermentados por la mitad de la coleccion de las BAL. El factor 4
muestra que D-rafinosa es fermentado por unas pocas cepas de bacterias y el factor 5,
muestra que la coleccion de bacterias, coinciden en no fermentar 2-ceto gluconato potasico.
Estos resultados indican que solo 12 de los 43 datos de pruebas bioquimicas logran acumular
una variabilidad de 93% permitiendo desestimar aquellos datos que no aportan ninguna
explicacion a la variabilidad observada. El signo positivo muestra que la relacion es
directamente proporcional a la fermentacion de dichos azicares. El analisis de componentes
principales permite establecer relaciones entre variables y agrupa los individuos de acuerdo a

sus semejanzas.

La representacion grafica de las cepas analizadas y su separacion en grupos de
acuerdo a su relacion con los factores F1-F2 se puede observar en la Figura 3. L. acidophilus,
L. brevis, L. delbrueckii aparecen aislados, mientras que el resto de las cepas aparecen
inmersas en un gran grupo que no permite una clara discriminacién de las especies. El ideal
en un ACP (Analisis de Componentes Principales) es que exista tal correlacion entre las
variables que con solo 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 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 fue observado anteriormente por otros autores (Berger et al., 2007).
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Tabla 2. Matriz de componentes rotados.

COMPONENTES - FACTORES

| |
CARBOHIDRATOS ‘ o 2 3 4 5 ‘
Fermentacion Fermentacion Fermentacion Fermentacion Sin
total maxima media baja Fermentacion
Salicina | | 0.961 | | | |
D-celobiosa | | 0.961 | | | |
Esculina | | 0.946 | | | |
N-acetil glucosamina | | 0.941 I | I I
Gentiobiosa | | 0.931 | | | |
Arbutina | | 0.835 | | | |
D-melezitosa | | | 0.953 | I I
D-tagatosa | | | 0.938 | | |
D-sorbitol | | | 0.682 | | |
D-rafinosa | | | | 0.947 I I
D-fructosa | 0.967 | | | | |
2-ceto Gluconato 0.989

potasico
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Figura 3. Agrupacion de las cepas estudiadas de acuerdo al analisis de componentes principales.

4. DISCUSION

Este sistema de identificacion bioquimica es de metodologia estandarizada,
composiciéon constante, cumple con las normas FDA, evita preparacion, almacenado y
manipulacién de medios. La metodologia es simple y estandarizada, maneja el mismo
principio en todas las técnicas de identificacion y resulta ser mas rapido que otros métodos
convencionales. Aunque, como algunos autores afirman (Pot y Tsakalidou, 2009), los
patrones de fermentacion de carbohidratos presentan algunas desventajas como las
variaciones entre cepas de la misma especie y el largo tiempo de obtencion de resultados

respecto a las nuevas técnicas de identificacion.
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Las especies de las BAL aisladas con mas frecuencia en queso son Lactococcus
lactis subsp lactis, Leuconostoc mesenteroides mesenteroides, L. paracasei paracasei, L.
plantarum, Leuconostoc Pseudomesenteroides, Enterococcus faecalis, predominando
Lactococcus lactis subsp lactis (L. Gonzalez et al., 2010), al igual que en el presente estudio.
La identificacion bioquimica de la coleccion de las BAL estudiadas mostré la variedad de
especies presentes en la leche de oveja Guirra. Segun otros autores, cepas pertenecientes a L.
acidophilus, L. brevis, L. casei, L. delbrueckii, L. plantarum, L. paracasei, L. reuteri, L.
salivarius, Lactococcus lactis, Lactococcus raffinolactis y Pediococcus pentosaceus
presentaron caracteristicas probioticas (Ushiyama et al., 2003; Saggioro et al., 2005; Warren
et al., 2007; Hagi y T. Hoshino 2009; Ljungh y Wadstrom, 2009; Verdenelli ef al., 2009;
Hynoénen et al., 2010; Martinez-Cuesta et al., 2010; Smaoui et al., 2010). Por tanto, es de
especial interés estudiar dichas propiedades en la coleccion de BAL del presente estudio que

incluyen las especies citadas.

El conocimiento de la capacidad de fermentacion de cada cepa frente a diversos
azlcares, es muy util en caso de que estas cepas vayan a ser empleadas en productos
alimenticios, donde se busque mejorar, modificar o innovar caracteristicas particulares. El
conjunto de carbohidratos fermentados por las BAL han variado en cepas de la misma

especie.

En conclusion, el sistema de identificacion API 50 CHL proporciona informacion a
nivel de género y especie. Sin embargo, no distingue entre especie y cepa. La identificacion a
nivel de cepa es importante porque los efectos beneficiosos que puedan tener estas bacterias
sobre la salud humana no se pueden atribuir de forma generalizada a un género o especie,

sino que depende de la cepa.
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1. INTRODUCCION

H. pylori esta implicado en la aparicion de la ulcera péptica y estd estrechamente
relacionado con el desarrollo de cancer gastrico (Vale y Vitor, 2010; Moreno et al., 2003).
Salmonella es una especie patdogena que causa enfermedades digestivas, puede ser trasmitida
por alimentos, especialmente de origen animal, aves de corral, entre otros. Produce diarrea y
puede causar severas enfermedades como inflamacion en el ileon y el colon, incluso la
muerte en humanos (Hiitt et al., 2006; Goyal et al., 2008; Maragkoudakis et al., 2009). Las
infecciones y enfermedades gastrointestinales inflamatorias producidas por H. pylori y
Salmonella se vienen tratando con antibioticos, no siempre dan resultado y pueden ocasionar
resistencias (Olivares et al., 2006). Algunas cepas pertenecientes a Salmonella,
especialmente el serotipo typhimurium han incrementado la multi-resistencia a antibioticos
(Fluit, 2005). La presencia de estas cepas en los alimentos representa un peligro para el
consumidor, por ello, seria de gran interés encontrar otros métodos alternativos para tratar las
infecciones producidas por estos patogenos. En los ultimos afios, con el fin de reducir la
posibilidad de adquirir estas infecciones en las poblaciones de riesgo, se estan estudiando
con mas énfasis bacterias probidticas acido lacticas que podrian representar una alternativa al
uso de antibidticos (Murry et al., 2004). Algunos estudios han comprobado la efectividad
inhibitoria de las BAL probioticas frente a algunas cepas de H. pylori y Salmonella
disminuyendo la inflamacion en la mucosa gastrica, reduciendo el riesgo y la duracion de
diarrea en adultos y nifios (Sigrid et al., 2006; Keohane et al., 2009; Thirabunyanon et al.,
2009).

Las BAL son parte de la microbiota intestinal, tienen una serie de influencias
fisiologicas sobre sus hospedadores como la interaccion competitiva frente a patégenos,
produccién de productos antimicrobianos, interferencia microbiana, los efectos
suplementarios en la nutricion, efectos antitumorales, reduccion del colesterol, repercusion

en el sistema inmunologico y sefializacion anti-inflamatoria (Ikeda et al., 2007; Keohane et
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al., 2009). Las especies de Lactobacillus y Lactococcus son empleados frecuentemente en

alimentos por su potencial probiotico.

Para demostrar la funcionalidad y seguridad de las nuevas cepas antes de ser
aplicadas en alimentos, es necesario realizar ensayos in vitro (Maragkoudakis ef al., 2009).
De este modo, se ha encontrado que la actividad antagdénica es especifica de la cepa y esta
relacionada con la presencia de células lacticas en algunos casos ¢ acidos orgéanicos y

bacteriocinas (Mejia et al., 2007).

Uno de los objetivos de este trabajo es evaluar la actividad antimicrobiana de cepas
BAL aisladas de la leche de oveja Guirra frente a cepas patogenas de las especies H. pylori,
S. enterica, S. typhimurium y S. enteritidis y compararla con la de las cepas de referencia de

la CECT incluidas en este trabajo.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Bacterias acido lacticas

En el presente estudio se incluyeron 131 cepas de las BAL aisladas de leche de
oveja Guirra y 8 cepas de referencia de la CECT (Coleccion Espaiola de Cultivos Tipo),

mencionadas en el capitulo anterior.

2.2. Bacterias patogenas

Se utilizaron 6 cepas bacterianas patdgenas de diversos origenes. Las cepas de H.
pylori (Tabla 1) y Salmonella procedian de muestras clinicas, alimentos y de referencia

(Tabla 2).
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Tabla 1. Cepas de H. pylori

‘ BACTERIA CEPA ORIGEN
Helicobacter pylori NCTC* GASTRICO
11637 HUMANO

‘ Helicobacter pylori B6 BIOPSIA

* National Collection of Type Cultures

Tabla 2. Cepas de Salmonella spp.

BACTERIA CEPA ORIGEN
Salmonella enterica CECT915 INTESTINO
subsp. enterica
Salmonella enteritidis S58 LMU*

CLINICO
Salmonella typhimurium S134 LMU

ALIMENTARIO
Salmonella enteritidis S135 LMU

HECES

* Laboratorio de Microbiologia de Alimentos UPV.

2.3. Evaluacion de actividad antimicrobiana de las BAL

Se estudi6 el impacto de la presencia y ausencia de células BAL frente a los

patdgenos H. pylori'y Salmonella spp.

2.3.1. Método de discos

Se empleo la técnica de discos segiin Yuan Kun (2006) con algunas modificaciones

para evaluar la inhibicion de los patdgenos en presencia de células de las BAL.

67



Capitulo I

2.3.1.1. Helicobacter pylori

Las cepas de H. pylori se sembraron en placas de Agar Sangre de Caballo (ASC)
suplementadas con un 10% con sangre desfibrinada de caballo y se incubaron a 37°C durante

48 horas en condiciones de microaerofilia (Bathia et al., 1989) (Anexo I y II).

Después de la incubacion, cada cepa de H. pylori se resuspendi6 en caldo Brucella
(Anexo I) y se midi6 su absorbancia en el espectrofotometro (Spectronic 20 Genesys) a 550
nm hasta obtener una densidad 6ptica correspondiente a 1x10° UFC/ml. Se tom6 una alicuota
de 100 pl de la suspension y se extendié sobre una placa de agar ASC con una torunda

estéril.

De cada cepa acido lactica se obtuvieron discos de 8 mm de didmetro cortandolos
directamente con un sacabocados estéril de un cultivo en masa de 24 horas en agar MRS. Los
discos se depositaron sobre la placa de agar ASC donde previamente se habia extendido H.
pylori. Las placas se incubaron a 37°C durante 48 horas en condiciones de microaerofilia. Se
utiliz6 como control negativo un disco de agar MRS sin cultivo de bacteria lactica.
Transcurrido el tiempo se procedid a medir los halos de inhibicién en los casos que

correspondia. Cada ensayo se realizo6 por triplicado (Figura 1).
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Figura 1. Diseiio del ensayo de actividad antimicrobiana contra H. pylori en presencia de células
viables de BAL.

2.3.1.2. Salmonella spp.

Las cepas de Salmonella se sembraron en agar para recuento en placa (Plate Count

Agar) (Anexo 1) y se incubaron a 37°C durante 24 horas.

Parte del cultivo de 24 horas se resuspendi6é en un tubo de 5 ml de PBS 1X y se
ajusto segun escala de McFarland 2 (6.0 x 10° UFC/ml). Se tomé 100 pl de dicha suspension
y se trasfirio a tubos que contenian caldo nutritivo en estado semisélido (0.7% agar), se agito
en vortex y se vertio todo el contenido en placas de agar TSA (Anexo I). Se esper6 hasta que

solidificara el agar semisoélido.

Del mismo modo que para el ensayo con H. pylori, los discos de 8 mm de cada cepa
lactica se depositaron sobre la placa de agar TSA con la cepa de Salmonella una vez hubo

solidificado. Se incub6 a 37°C durante 24 horas en aerobiosis. El control negativo de nuevo
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fue un disco de agar MRS sin cultivo de bacteria lactica. Transcurrido el tiempo se procedid
a medir los halos de inhibicién en los casos correspondientes. Cada ensayo se realizd por

triplicado (Figura 2).

10w Tarter
st e W a N
- Fonpnin -
—7 — = == -
e
B i, S 1%
3o &3 106 ufchell Agar nutrisnte
ssmiselido
Dejar slidificar
BAL
— — -

MES
FT°C, msibiosis, 24 havas

INCUBAR

37 °C
Aerohinsis

24 horas

Figura 2. Disefio del ensayo de actividad antimicrobiana contra Salmonella en presencia de
células viables de BAL.

2.3.2. Método del sobrenadante en pocillos

Este método se utilizé para evaluar la inhibicion de los patogenos debido a los
productos generados por las BAL y en ausencia de las células lacticas (Yuan Kun, 2006). A
partir de un cultivo de 24 horas de cada cepa lactica en agar MRS, se inoculd una alicuota en
tubos de 10 ml de caldo MRS que se incubd a 37°C en condiciones de anaerobiosis. Después
de 24 horas, se tomo una alicuota de 2 ml del cultivo liquido, que se centrifug6 a 10.000 rpm,
durante 10 minutos a 4°C. Con el proposito de eliminar las células, el sobrenadante obtenido

se esterilizd mediante el uso de filtros con membrana de nitrocelulosa y 0.22 pm de tamafio
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de poro (Milipore, Bedford, MA). A continuacion, se evapor6 en el equipo Concentrator
3501 (Eppendorf) hasta un 70% del volumen para concentrar el sobrenadante y se almaceno

a -20°C hasta su posterior uso.

Los ensayos con sobrenadante se realizaron a pH a 4.5 y a pH 7 ajustando con

NaOH IN.

2.3.2.1. Helicobacter pylori

Mediante un sacabocados estéril, se disefiaron pocillos de 8 mm de didmetro en
placas de agar ASC con un cultivo de H. pylori de 48 horas. En cada pocillo se adicion6 50
pl de cada sobrenadante obtenido como se ha descrito anteriormente (2.3.2). El control

negativo consistio en caldo MRS sin cultivo.
Las placas se incubaron a 37°C, durante 48 horas en condiciones de microaerofilia.

Transcurrido dicho tiempo se procedio a medir halos de inhibicion alrededor de los pocillos.

Cada ensayo se realiz6 por triplicado (Figura 3).
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Figura 3. Disefio del ensayo de actividad antimicrobiana en ausencia de células. H. pylori frente a
las sustancias producidas por BAL.

2.3.2.2. Salmonella spp.

Del mismo modo que para H. pylori, se hicieron pocillos en la placa de agar TSA
donde previamente se habia extendido el agar nutriente semisélido con la concentracion
correspondiente de Salmonella, como se explicd en el apartado 2.3.1.2. En cada pocillo se
adiciono 50 pl de cada sobrenadante. El control negativo fue el caldo MRS sin bacteria

lactica.

Las placas se incubaron a 37°C, durante 24 horas en condiciones de aerobiosis.
Transcurrido dicho tiempo se procedié a medir los halos alrededor de los pocillos en los
casos en los que se presentd la inhibicion. De igual modo, cada ensayo se realizd por

triplicado (Figura 4).
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Figura 4. Disefio del ensayo de actividad antimicrobiana en ausencia de células. Salmonella frente
a las sustancias producidas por BAL.

2.4. Analisis Estadistico

El analisis estadistico se hizo con el empleo del programa informatico StatGraphics
plus 5.1 y SPSS 15.0. Se realizé un analisis de varianza simple (ANOVA) para los datos de
inhibicion en cada uno de los tratamientos y entre tratamientos, el cual efectuo varios tests y
graficos para comparar los valores medios entre los didmetros de inhibicion para los tres
tratamientos. El F-test en la tabla ANOVA comprueba si existe alguna diferencia
significativa entre medias. Si hay, los tests de Rangos multiples indicaran las medias que son
significativamente diferentes. En caso de presentarse valores atipicos se elige el test no
paramétrico de Kruskal-Wallis que compara las medianas en lugar de las medias. Las

diferencias entre medias o medianas fueron consideradas significativas cuando p<0.05.
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3. RESULTADOS

Los métodos empleados fueron: el primero en presencia de las células BAL, el

segundo en ausencia de células BAL a pH 4.5 y el tecero en ausencia de células BAL a pH 7.

Los resultados de inhibicion de las diferentes BAL frente a los patdgenos H. pylori
y Salmonella spp. obtenidos de los diferentes ensayos se muestran en Anexo 4. En un total
de 18 ensayos independientes se emplearon 2 cepas de H. pylori y 4 cepas de Salmonella
utilizando los 3 métodos mencionados anteriormente. En las tablas y graficos se reflejan solo
14 tratamientos porque los otros 4 no presentaron inhibiciones con el método de ausencia de

células de las BAL a pH 7 contra todas las cepas de Salmonella spp.

3.1. Actividad antimicrobiana frente a H. pylori

Método discos

Los resultados de inhibicion antimicrobiana (Figura 5) muestran que 55 de 131
cepas aisladas de leche de oveja inhibieron la cepa B6 en presencia de células, predominando
entre las especies L. paracasei paracasei (30%), Lactococcus lactis subsp lactis (27%) y L.
plantarum (25%) (Figura 6). La presencia de células de las cepas de referencia L. casei
(CECT475), L. delbrueckii bulgaricus (CECT4000), L. delbrueckii delbrueckii (CECT286),
L. pentosus (CECT4023), L. paracasei (CECT4022), L. plantarum (CECT4645), L.
rhamnosus (CECT278) también tuvieron efecto inhibitorio frente a H. pylori B6.
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Figura S. Ensayo de inhibicion H. pylori B6 en presencia células de las BAL

L. delbrueckii2%
L. acidophilus L. rhamnosus
2% 2%
L. brevis
5%

L. pentosus
7%

Figura 6. Inhibicién de H. pylori B6 por presencia de células de las BAL aisladas de leche de oveja.

87 de las 131 cepas aisladas de leche de oveja (Figura 7) y las cepas de referencia L.
casei (CECT475), L. delbrueckii bulgaricus (CECT4005), L. paracasei paracasei
(CECT4022), L. pentosus (CECT4023), L. rhamnosus (CECT278) inhibieron el crecimiento
de la cepa NCTC11637 en presencia de células.
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Figura 7. Inhibicion de H. pylori NCTC11637 en presencia de células por las BAL aisladas de
leche de oveja.

Método del sobrenadante en pocillos

En ausencia de células a pH 4.5 (Figura 8), un menor niimero de cepas BAL (11 de
131) mostraron efecto inhibitorio frente a H. pylori B6. Al igual que en el método anterior,
destacaron las especies L. plantarum (28%), Lactococcus lactis subsp lactis (27%) y L.
paracasei paracasei (18%) (Figura 9). Las sustancias producidas por las cepas de referencia
L. casei (CECTA475), L. delbrueckii delbrueckii (CECT286), L. paracasei paracasei
(CECT4022), L. plantarum (CECT4645), L. rhamnosus (CECT278) destacaron por su
actividad antimicrobiana. A pH 7, solo 2 cepas de leche de oveja L. rhamnosus (1203) y L.

brevis (2004) mostraron la actividad antimicrobiana frente a H. pylori B6 (Figura 10).
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Figura 8. Ensayo de inhibicion H. pylori B6 ausencia células de las BAL.

L. acidophilus
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L. rhamnosus
9%

L. brevis
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Figura 9. Inhibicion de H. pylori B6 en ausencia de células de las BAL aisladas de leche de oveja.
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Figura 10. Actividad antimicrobiana de las BAL en presencia, ausencia de células sobre H. pylori
B6apH4S5y7.

Por tanto, el 42% de las cepas de oveja inhibieron H. pylori B6 en presencia de
células mostrando didmetros entre 11 y 22 mm mientras que el 8% de las cepas inhibieron
B6 en presencia y ausencia de células (didmetros de 13.8 a 24 mm). Tan solo 1.5% de las

cepas aisladas de leche de oveja mantuvieron la actividad antimicrobiana sobre B6 a pH 4.5

y 7 (diametros de 14-15 mm).

La cepa de referencia NCTC11637 resulto sensible al 66% de las BAL aisladas de

leche de oveja en presencia de células (diametros de 11.3 a 21.3 mm), 56% de las BAL
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fueron efectivos con el sobrenadante a pH 4.5 (didmetros de 12.3 a 24.5 mm) y solo un 11%

de las BAL presentaron accion inhibitoria a pH 4.5 y pH 7 (didametros de 10-14 mm).

De acuerdo al analisis estadistico, el test de Kruskal-Wallis aplicado entre los
métodos presencia, ausencia de células a pH 4.5 y 7 mostraron que hay diferencia
significativa (p<0.05) entre los métodos utilizados (Figura 11). Los porcentajes y las
frecuencias de inhibicion de las BAL (aisladas de leche y CECT) estudiadas en cada

tratamiento se muestran en la tabla 3.

No Método 2 )—_—( o

Diametro de inhibicidn

Figura 11. Comparacion entre métodos aplicados a la inhibicion de las BAL frente a H. pylori B6.
No Método: 1: Presencia de células. 2: Ausencia de células pH 4.5. 3: Ausencia de células pH 7.
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Tabla 3. Porcentaje de inhibicion de las BAL aisladas de leche de oveja y de cepas de la

CECT frente a la cepa B6 de H. pylori en cada método.

| | Inhibicién frente B6 |
No Inhibe
inhibe
1:DISCOS Niumero cepas de las 77 62
BAL
) % de Método | 554% | 44.6% |
Método
2: SOBRENADANTE pH4.5 | Niimero cepas de las BAL | 123 | 16 |
% de Método | 885% | 115% |
3: SOBRENADANTE pH 7 Nuamero cepas de las BAL | 137 | 2 |
% de Método | 98.6% | 14% |

Chi-cuadrado de Pearson 274.329. p<0.05 (El %* dice que hay diferencia entre los métodos)

Para determinar los porcentajes de eficacia de cada cepa lactica frente al patogeno
en los tres métodos, se asignaron valores de 1 a los casos donde hubo inhibicion y 0 en los
casos de no inhibiciéon. De este modo, se encontraron diferencias significativas entre cepas
lacticas. En el caso de H. pylori B6, hay 77 cepas BAL que no inhiben, 47 presentaron
inhibicion en el 33% de los ensayos realizados y 13 cepas, 1104, 1906, 204 de Lactococcus
lactis subsp lactis, 1010, CECT4022, 404 de L. paracasei, CECT4645, 4B, Q2, Q3 de L.
plantarum, L. rhamnosus CECT278, CECT286 L. delbrueckii delbrueckii, CECT475 L.
casei, y 903 L. acidophilus presentaron 67% de inhibicion en los tratamientos probados.
Destacaron las cepas 1203 y 2004 ya que inhibieron en todos los métodos probados frente a

H. pylori B6.

Para H. pylori NCTC11637, hay 47 cepas de BAL que no inhiben, 15 presentaron
inhibicion en el 33% de los ensayos realizados y 62 cepas mostraron el 67% de inhibicion en
los métodos probados (Porcentajes de inhibicion positivos de las cepas BAL frente al
patoégeno en todos los tratamientos y repeticiones). Quince cepas se destacaron ya que

inhibieron en todos los métodos probados (Anexo 4).
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El sobrenadante de 73 de las 131 cepas aisladas de leche de oveja (Figura 12) y las
cepas de referencia CECT475, CECT4005, CECT4022 y CECT278 inhibieron H. pylori
NCTC11637. Tan solo, 14 de las 131cepas de leche de oveja pertenecientes a las especies L.
acidophilus (903), L. paracasei paracasei (1804, 2006, 2105, 2T4, 1008), L. pentosus
(401), L. plantarum (408), Lactococcus lactis subsp lactis (204, 2011, 608, 1104, 1305B,
1906) y la cepa L. paracasei paracasei CECT4022 mantuvieron la actividad inhibitoria

frente a H. pylori NCTC11637 a pH 7 (Figura 13).

L. delbrueckii

3% ,

L. acidophilus L. brevis
3% 3% L. pentosus

4%

Lactococcus
lactis lactis 1
33%

—

Figura 12. Inhibicién de H. pylori NCTC11637 en ausencia de células de las BAL aisladas de
leche de oveja.
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Inhibicion BAL sobre NCTC11637
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Figura 13. Actividad antimicrobiana de las BAL aisladas de leche de oveja en presencia y
ausencia de células a pH 4.5 y 7 sobre H. pylori NCTC11637.

El test de Kruskal-Wallis muestra que hay diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05) entre métodos y entre cepas lacticas, destacando las cepas mostradas en la Figura
13 junto con la cepa de referencia L. paracasei (CECT4022) que logran inhibir en todos los
casos a H. pylori NCTC11637. La tabla 4 presenta los porcentajes de inhibicion de las BAL
aisladas de leche de oveja y la CECT frente a H. pylori NCTC11637.
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Tabla 4. Porcentaje de inhibicion de las BAL aisladas de leche de oveja y la CECT frente a la
cepa NCTC11637 de H. pylori en cada método.

| | Inhibicién frente NCTC 11637 |

| | Noinhibe | Inhibe |

1: DISCOS Niimero cepas BAL | 47 | 92 |

% de Método | 338% | 66.2% |

Método 2: SOBRENADANTE pH 4.5 Nimero cepas BAL | 64 | 75 |
% de Método | 46.0% | 54.0% |

3: SOBRENADANTE pH 7 Niimero cepas BAL | 124 | 15 |

% de Método | 892% | 10.8% |

Chi-cuadrado de Pearson 287,171. p<0.05

Las cepas aisladas de oveja L. paracasei paracasei 1 (404), L. plantarum 1 (Q3)y
las cepas de CECT L. casei (CECT475), L. rhamnosus (CECT278), L. paracasei paracasei
(CECT4022) inhibieron las dos cepas de H. pylori (Figura 14) en presencia y ausencia de
células. Las cepas de oveja pertenecientes a las especies L. acidophilus (903), Lactococcus
lactis subsp lactis 1 (204, 1104, 1906) inhibieron las dos cepas de H. pylori en presencia y
ausencia de células. Ademas, mantuvieron el efecto antimicrobiano a pH 7 cuando se

enfrentaron a H. pylori NCTC11637.

Figura 14. Inhibicién H. pylori B6 y NCTC11637 por las BAL aisladas de leche de oveja.
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Al comparar entre las cepas de H. pylori B6 y NCTC11637 aplicando el test de
Kruskal-Wallis se obtienen diferencias significativas estadisticamente (p<0.05) en la
actividad antimicrobiana ejercida por las BAL frente a este patdgeno. Mayor ntimero de las
BAL inhiben a H. pylori NCTC11637 y menos cepas lacticas tienen actividad inhibitoria

frente a B6, siendo esta tltima resistente a la claritromicina (Tabla 5).

A nivel de cepa lactica, frente a los casos de inhibiciéon de las dos cepas de H.
pylori, se observa que las cepas de Lactococcus lactis subsp lactis (1104, 1906, 204), L.
paracasei paracasei (CECT4022) y L. acidophilus (903) tienen una eficacia de inhibicion
de 83.3% (Porcentajes de inhibicion positivos de las cepas BAL frente a las dos cepas de H.

pylori en todos los tratamientos y repeticiones).

Tabla S. Porcentaje de inhibicion de las BAL frente a las cepas de H. pylori B6 y NCTC11637

No inhibe Inhibe
B6 % de Inhibicion 80.8% 19.2%
Helicobacter
pylori
NCTC11637 % de Inhibicion 56.4% 43.6%

Chi-cuadrado 173,696. p<0.05

3.2. Actividad antimicrobiana frente a Salmonella spp.

En condiciones in vitro, 24 de las 131 BAL aisladas de leche de oveja Guirra L.
acidophilus (903), L. plantarum (309, 701, 908, 1705, Q2, Q3), L. paracasei paracasei
(2011B, 3010, 707, 1010, 1405, 1008), L. pentosus (207), L. rhamnosus (1203),
Lactococcus lactis subsp lactis (103, 108, 1305A, 1305B, 1906, 1T4, 7B, 1306),
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Lactococcus raffinolactis (2A) y 6 cepas de coleccion pertenecientes a las especies L. casei
(CECT475), L. delbrueckii delbrueckii (CECT286), L. delbrueckii bulgaricus (CECT4006),
L. paracasei paracasei (CECT4022), L. pentosus (CECT4023), L. rhamnosus (CECT278)
presentaron actividad inhibitoria sobre las cepas de Salmonella estudiadas. Una muestra del

ensayo de inhibicion por el método del sobrenadante se observan en las Figura 15.

Figura 15. Ensayo de inhibicion Salmonella spp. en ausencia células de las BAL.

Salmonella typhimurium (S134) fue inhibida por L. pentosus (207, CECT4023) y L.
rhamnosus (CECT278) con ambos métodos (figura 17). Por otra parte, las cepas CECT475,
1008, 309, Q2 y 1906 presentaron efecto inhibitorio solo en presencia de células y las cepas
903, CECT286, CECT4022, 1010 y Q3 solo lo hicieron en ausencia de células a pH 4.5. El
3.8% (rango 10-15.3 mm) de las BAL de leche de oveja tuvieron efecto inhibitorio frente a
S134 con ambos métodos. El 5.8% de todas las BAL inhibieron en el método de discos y un
6.5% inhiben por las sustancias producidas (Tabla 6). El analisis estadistico muestra que hay
diferencias estadisticamente significativas entre los métodos (p<0.05) al aplicar el test
Kruskal-Wallis. Ademas, hay diferencias significativas entre cepas lacticas. 125 de las 139
BAL no inhibieron a S134 por ningiin método, 11 inhiben en un 33% de los métodos

ensayados y las cepas CECT4023, 207 y CECT278 inhiben un 67% de los métodos a S134.
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Tabla 6. Porcentaje de inhibiciéon de las BAL frente a la cepa S134 en cada método.

Inhibicion frente S134

No inhibe | Inhibe

| |

| |

1: DISCOS Numero cepas BAL | 131 | 8 |

% de Método | 94.2% | 5.8% |

Método 2: SOBRENADANTE pH 4.5 Niimero cepas BAL | 130 | 9 |
% de Método | 93.5% | 6.5% |

3: SOBRENADANTE pH 7 Niimero cepas BAL | 139 | o |

% de Método | 100.0% | 0.0% |

Tabla 7. Porcentaje de inhibicién de las BAL frente a la cepa S58 en cada método.

Inhibicion frente S58

| |

| Noinhibe | Inhibe |

1: DISCOS Numero cepas BAL | 129 | 10 |

% de Método | 92.8% | 72% |

Método 2: SOBRENADANTE pH 4.5 Nimero cepas BAL | 129 | 10 |
% de Método | 92.8% | 72% |

3: SOBRENADANTE pH 7 Niimero cepas BAL | 139 | 0 |

% de Método | 100.0% | 0.0% |

Tabla 8. Porcentaje de inhibicion de las BAL frente a la cepa S135 en cada método.

| ' Inhibicién frente $135 |

| Noinhibe | Inhibe |

1: DISCOS Naimero cepas de BAL | 125 | 14 |

% de Método | 89.9% | 10.1% |

Método 2: SOBRENADANTE pH 4.5 Niimero cepas de BAL | 132 | 7 |
% de Método | 95.0% | 5.0% |

3: SOBRENADANTE pH 7 Niimero cepas de BAL | 139 | 0 |

% de Método | 100.0% [ 0.0% |
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Tabla 9. Porcentaje de inhibicién de las BAL frente a la cepa CECT915 en cada método.

Inhibicion S915

No inhibe | Inhibe

| |

| |

1: DISCOS Niimero cepas BAL | 129 | 10 |

% de Método | 92.8% | 72% |

2: SOBRENADANTE pH 4.5 Numero cepas BAL | 130 | 9 |

Método

% de Método | 93.5% | 6.5% |

3: SOBRENADANTE pH 7 Niimero cepas BAL | 139 | 0 |

% de Método | 100.0% | 0.0% |

Salmonella enteritidis (S58) fue inhibida por L. acidophilus (903), L. paracasei
paracasei (1010), L. pentosus (207, CECT4023) y L. plantarum (Q2) en ambos ensayos de
inhibicion. Las cepas CECT4006, 2011B, 707, 1T4, 7B inhibieron en presencia de células y
un 6.1% (didmetro de 9.5-11 mm) de las BAL de leche de oveja. Las cepas lacticas
CECT286, CECT4022, Q3, CECT278 y 103 inhibieron el crecimiento de la cepa S58 en
ausencia de células a pH 4.5 y un 4.6% de las cepas de leche de oveja presentaron didmetros
de inhibicién entre 11.3-15 mm (Figura 16). La inhibicion de la cepa por cada método del
conjunto de las BAL se observa en la Tabla 7. El test de Kruskal-Wallis indica que hay
diferencias estadisticamente significativas entre métodos y entre cepas lacticas (p<0.05). 125
cepas de las BAL no inhiben en ningun caso, 9 cepas inhiben en un 33.3% de los casos y las
cepas 1010, 207, CECT4023, 903 y Q2 tienen una eficacia de 67% en los métodos

ensayados.

L. rhamnosus (1203) solo fue capaz de inhibir a S. enferitidis (S135). Esta cepa
patdgena fue inhibida en ambos métodos por las cepas 903, CECT4022 y 701. Once cepas
de 139 solo presentaron ese efecto en presencia de células, con un 9.2% (rango 9-12 mm) de
las cepas de leche de oveja. Cuatro de 139 cepas lo mostraron en ausencia de células, el 3.1%
correspondieron a cepas de leche de oveja y los diametros de inhibicion estuvieron entre 9.7-
13 mm (Figura 16). La inhibicion presentada por todas las BAL estudiadas en cada método

se aprecia en la Tabla 8. Existen diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre los
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métodos al aplicar el test Kruskal-Wallis. Ademads, hay diferencias significativas (p<0.05)
entre cepas lacticas. 121 de las 139 BAL no son eficaces al no inhibir en ningin método, 15
cepas lacticas tienen una eficacia de inhibicion del 33% en los métodos ensayados y las

cepas CECT4022, 207 y 903 inhiben en un 67% de los casos.
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Inhibiciéon BAL frente a S134
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Figura 16. Inhibicién de las BAL sobre Salmonella spp. Los resultados son la media de tres
experimentos independientes.
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Salmonella enteritidis (CECT915) fue afectada por la presencia y ausencia de
células de las cepas 903, CECT286, CECT4023, Q3 y CECT278. En presencia de células,
fue inhibida por las cepas CECT475, CECT4006, 1705, Q2 y 2A y por las sustancias
producidas por las cepas CECT4022, 1010, 207 y 103. El 3.8% (rango 9-14 mm) de las
BAL de oveja inhibieron la cepa CECT915 en presencia y ausencia de células (Figura 16).
Los porcentajes de inhibicion de todas las BAL en cada método se registran en la Tabla 9. Se
aprecian diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre los métodos y las cepas
lacticas. 125 cepas de BAL no inhiben en ningtin caso, 9 lo hacen en un 33% de los métodos

probados y 5 inhiben el 67% de los métodos ensayados.

Los sobrenadantes de las BAL estudiadas a pH 7 no tuvieron ninglin efecto

antagonico frente a las cepas de Salmonella spp. estudiadas.

No se encontré diferencias significativas (p>0.05) entre las cepas de Salmonella
spp. al aplicar el test de Kruskal Wallis. Aunque, si hubo diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) al aplicar el estadistico Chi-cuadrado de Pearson a los resultados de
inhibicion de las cepas lacticas frente a las cepas de Salmonella spp. en todos los métodos.
Un total de 30 cepas lacticas presentaron actividad antimicrobiana, de las cuales 15 fueron
eficaces en inhibir el crecimiento de Sal/monella en un 8.3% de los métodos ensayados. Las
cepas 1008, 2011B, 701, CECT475 y CECT4006 inhibieron a Sa/monella en un 17% de los
casos. La cepa 103 inhibio a Salmonella en un 25% de los tratamientos probados. La cepa
1010 inhibidé a Salmonella en un 33% de los métodos. Las cepas 207, Q2, Q3, CECT286 y
CECT4022 inhibieron a Salmonella en el 42% de los casos estudiados. La cepa CECT278
inhibid a Salmonella en un 50% de los casos y las cepas 903 y CECT4023 inhibieron en un
58% de los casos a Salmonella 110 de las BAL de 139 no mostraron actividad

antimicrobiana.
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Tabla 10. Porcentaje inhibicion de las BAL frente a las cepas S58, CECT915, S134, S135.

| % Inhibicion |
| No inhibe Inhibe |
95.49 .69
s58 % 4.6%
CECT 95.4% 4.6%
915
Salmonella
0, 0,
S134 95.9% 4.1%
95.0¢ .0°
S135 & 50%

Chi-cuadrado de Pearson 1.323. P>0.05

Dentro del conjunto de las BAL estudiadas, 28 de las 131 cepas de leche de oveja
como L. brevis (808, 1209), L. paracasei paracasei (307, 506, 8010, 10011, 2404), L.
pentosus (304, 2005, 2204), L. plantarum (2011A, 306, 4010, 1009, 11011, 1205, 1506,
5T2 ), Leuconostoc mesenteroides (13011), Lactococcus lactis subsp lactis (206, 406, 607,
9011, 1703, 2T1, 1A, 2B), Pediococcus pentosaceus (D1) no presentaron ningun tipo de

inhibicion antimicrobiana frente a las cepas patogenas de H. pylori 'y Salmonella spp.

4. DISCUSION

Las infecciones ocasionadas por bacterias enteropatégenas como H. pylori y
Salmonella ademas de producir la sintomatologia especifica llegan a reducir la microbiota
intestinal provocando desordenes y alteraciones en transito instetinal. Con el fin de reducir
este riesgo, se pueden usar suplementos alimenticios con bacterias probidticas, que
representan una alternativa terapéutica reciente no farmacoldgica para el manejo de los
episodios de diarrea agudas en nifios desnutridos y por consiguiente, ayudan a mejorar su
estado nutricional (Mazo y Arias, 2006; Candela et al., 2008). Ademas, las bacterias acido
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lacticas producen una variedad de sustancias con propiedades antibacterianas incluyendo
acidos organicos, peroxido de hidrégeno y bacteriocinas que afectan la viabilidad bacteriana,
el metabolismo o la produccion de toxinas (Wilson et al., 2005; Makras ef al., 2006; Olivares
et al., 2006). Ademas, algunas presentan actividad inmunomoduladora y asi, tienen la

capacidad de proteger los enterocitos de la accion de enteropatogenos (Candela et al., 2008).

Algunos autores, ya encontraron cepas acido lacticas obtenidas de alimentos que
inhibieron el crecimiento de H. pylori, S. typhimurium y S. enteritidis (Maragkoudakis et al.,
2009; Thirabunyanon et al., 2009). En este estudio se encontrd que la leche de oveja guirra
contiene bacterias acido lacticas que muestran actividad antimicrobiana contra estos mismos

patdgenos.

Las cepas de oveja L. acidophilus (903) y Lactococcus lactis subsp lactis 1 (204,
1104, 1906) destacaron dentro de la coleccion de las BAL porque tienen actividad
antimicrobiana frente a las dos cepas de H. pylori B6 y NCTC11637 en presencia y ausencia
de células. Ademas, mantienen el efecto sobre H. pylori NCTC11637 cuando el pH se ajusta
a 7. Las cepas L. acidophilus (903), L. paracasei paracasei (1804, 2006, 2105, 2T4, 1008
y CECT4022), L. pentosus (401), L. plantarum (408) y Lactococcus lactis subsp lactis
(204, 2011, 608, 1104, 1305B, 1906) destacan por mostrar efecto inhibitorio frente a H.
pylori NCTC11637 en los tres métodos probados. Las otras especies que sobresalen son L.
paracasei paracasei 1 (404), L. plantarum 1 (Q3) y las cepas L. casei (CECT475), L.
rhamnosus (CECT278), L. paracasei paracasei (CECT4022) al inhibir las dos cepas de H.
pylori en presencia y ausencia de células (Figura 5). Por tanto, se considera que su actividad
antagonica se debe a la presencia de las células, componentes celulares, a los acidos
organicos producidos como el acido lactico y las cepas que mantuvieron la actividad
antimicrobiana a pH neutro se debe a la produccion de otras sustancias activas, como ya

concluyeron Midolo ef al., (1995) y Jacobsen et al., (1999) en estudios similares.
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La mayor parte de las BAL presentaron actividad inhibitoria frente a H. pylori en
presencia y ausencia de células y solo 46 cepas lacticas inhibieron en presencia de células
(Tabla 3 y 4). Este resultado coincide con otros estudios que concluyen la importancia de la
presencia de células para adherirse y colonizar las células epiteliales del antro del estomago y
de este modo competir con H. pylori, con el fin de mejorar la tasa de erradicacion del

patogeno (Aiba ef al., 1998) .

En este trabajo, las cepas L. casei (CECT475) y L. acidophilus (903) inhibieron la
cepa de referencia H. pylori NCTC11637 por medio del sobrenadante. Estudios previos
mostraron que H. pylori NCTC11637 fue inhibida por otras cepas de las mismas especies
asociando dicho efecto antimicrobiano a la accion del pH del sobrenadante y los acidos
organicos producidos por estas cepas lacticas (Cats et al., 2003). La cepa D1 de leche de
oveja Guirra fue la tnica identificada como Pediococcus pentosaceus y no tuvo actividad
inhibitoria frente a ningn patdégeno, similar a los resultados publicados por Midolo ef al.,

(1995).

En el caso de Salmonella, 28 de las 131 BAL inhiben alguna cepa de Salmonella
spp. en presencia de células lacticas. Doce de los 131 sobrenadantes de las BAL mostraron
actividad frente a las cepas de Sal/monella a pH 4.5. Sin embargo, tal actividad desaparece
cuando el pH de los sobrenadantes se ajusto a 7, lo que coincide con resultados de Hudault et
al., (1997) donde el sobrenadante de la cepa L. rhamnosus GG fue efectivoapH de 3 a 5 y al
neutralizarse no logro evitar la invasion de S. typhimurium C5 a las células Caco-2, en un
modelo celular in vitro. La investigacion de Olivares et al., (2006) mostré que los
sobrenadantes de L. coryniformis CECTS5711, L. salivarius CECT5713 y L. gasseri
CECTS5714 inhibieron a pH entre 3.86 y 4.4 y perdieron dicha capacidad a pH 7 al
enfrentarse a S. choleraesuis, E. coli, S. aureus, Listeria y Clostridium. Los resultados en
general, indicaron que la actividad inhibitoria frente a Sa/monella de las BAL podria deberse
a los componentes celulares, exclusion competitiva por nutrientes, a la presencia de acido

lactico y otras sustancias activas a pH bajo. Es decir, que solo la presencia de células y los
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acidos organicos de algunas de las BAL estudiadas tienen efecto sobre las cepas de

Salmonella ensayadas.

Otros autores también estudiaron productos probidticos comerciales que contenian
L. acidophilus 1BB801, L. amylovorus DCE 471, L. casei shirota, L. johnsonii Lal, L.
plantarum ACA-DC 287 y L. rhamnosus GG mostrando su capacidad de inhibir Salmonella
enterica serovar typhimurium SL1344 bajo condiciones acidas. También, L. casei GG
ejerci6 actividad antimicrobiana in vitro contra S. typhimurium C5 y otras cepas de
Lactobacillus presentaron dicho efecto hacia varios patégenos Gram negativos (Makras et
al., 2006). Ademas, L. acidophilus BAR13, L. plantarum BarlQ fueron efectivos en el
desplazamiento de S. typhimurium y E. coli (Hudault ef al., 1997; Candela ef al., 2008).

La actividad antimicrobiana de péptidos como nisina y bacteriocinas producidas por
ciertas cepas de Lactococcus lactis subsp lactis 'y Carnobacterium piscicola JG126
respectivamente, estan influenciados por el pH (Wilson et al., 2005). Los doce sobrenadantes
de las BAL del presente estudio produjeron compuestos anti Salmonella a pH 4.5, similar a
lo publicado por Wilson et al., (2005). Adicionalmente, en ambientes a bajo pH, el acido
lactico puede funcionar como permeabilizador de la membrana externa de bacterias Gram
negativas y por tanto, facilitar los efectos de otras sustancias antimicrobianas (Makras ef al.,
2006). Seria de gran interés en estudios posteriores determinar si la actividad inhibitoria de
las BAL de leche de oveja pudiera ser debida a la presencia de nisina u otra sustancia de las

comentadas.

Otros estudios, indicaron que la preincubacion de las cepas de Lactobacillus con
cepas de Salmonella ocasionaron un importante decrecimiento en la adhesion del patdgeno a
la mucina (Olivares et al., 2006). También, Wilson et al., (2005) indicaron que Salmonella
enteritidis resultd sensible a la actividad bactericida de acido lactico producido por cepas
probidticas como L. acidophilus. En este estudio, L. acidophilus (903), L. paracasei

paracasei (1010), L. pentosus (207), L. plantarum (Q2, Q3) y Lactococcus lactis subsp
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lactis (103) mostraron buenos resultados de inhibicion sobre las cepas de Salmonella.
Particularmente, la cepa 903 demostré un potencial importante de actividad antibacteriana
ya que inhibi6 todas las cepas de Salmonella spp. en presencia y ausencia de células BAL,
excepto la cepa S134 que no fue inhibida en presencia de las células de la bacteria lactica.
Estudios previos mostraron que L. acidophilus disminuy6 la inflamacion en el colon,
sugiriendo que su administracion regular modul6 la respuesta inmunoldgica e inflamatoria en
pacientes ancianos (de Roos y Katan, 2000) y evitd la diarrea asociada a antibidticos
(Beausoleil et al., 2007). En general, los resultados del presente estudio evidenciaron el
potencial de algunas de las BAL aisladas de leche de oveja Guirra y de la CECT en

tratamientos coadyuvantes para alteraciones ocasionadas por Salmonella.

Al comparar los resultados de inhibicion entre patdogenos se destaca que un mayor
numero de las BAL tienen efecto inhibitorio frente a las cepas de H. pylori y un nimero mas
reducido lo tienen frente a las cepas de Salmonella spp. Es factible que las condiciones “in
vitro” repercutan en el crecimiento del patégeno y en su respuesta frente a las BAL. Es
importante resaltar que Salmonella crece mas rapido, no es sensible a las condiciones

ambientales y crece en aerobiosis a diferencia de H. pylori.

Los resultados de inhibicion son bastante heterogéneos. Los halos de inhibicién mas
destacables se han obtenido en el método de ausencia de células para las cepas B6 y
NCTC11637 de H. pylori (Anexo 4). Estudios previos destacan la técnica de difusion en
placa por el método de sobrenadante porque se observan halos de inhibicion mas claros y
puede deberse a que es una técnica sencilla y es menos susceptible a contaminaciones (Hiitt

et al., 2005; Sigrid et al., 2006).

En las pruebas de actividad antimicrobiana frente a H. pylori se observa que las
cepas que inhiben en ausencia de células también lo han hecho en presencia de células
mientras que en los ensayos de inhibicion de las BAL frente a Salmonella no ocurre lo

mismo en todos los casos. Los resultados son dependientes de la cepa. El 16% cepas lacticas

95



Capitulo I

tuvieron la capacidad de inhibir ambos patdgenos. El analisis estadistico muestra que hay
diferencia significativa (p<0.05) entre las medianas de los métodos empleados mostrando
que el método empleado influye en el resultado de la inhibicion. Ademas, existen cepas
lacticas que solo inhibieron a Salmonella spp. y otras que solo inhiben H. pylori sugiriendo
que estas cepas lacticas podrian ser ensayadas frente a otros patégenos incluso aquellas que

no presentaron actividad antagdnica.

En la sociedad actual, se ha incrementado el consumo de productos naturales y se da
importancia a los procesos de biopreservacion como alternativa para la conservacion de
alimentos y como tratamiento alternativo de enfermedades gastrointestinales (Wilson et al.,
2005; Maragkoudakis ef al., 2009). En el presente estudio, una cepa de H. pylori y 2 cepas de
Salmonella spp. resistentes a antibidticos fueron inhibidas por alguna cepa lactica aislada de
leche de oveja lo cual indica que estas cepas pueden ser una alternativa frente a estas
infecciones, incluyendo aquellas resistentes a claritromicina y acido nalidixico. Ademas,
estas cepas lacticas podrian ser empleadas en la produccion de productos lacteos fermentados
seguros y saludables, ya que de hecho algunas de ellas se han aislado directamente del

producto fermentado y comercializado.
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1. INTRODUCCION

Son varias las publicaciones que demuestran la actividad antagénica de algunas
cepas de Lactobacillus, incluyendo algunas ya comentadas en el capitulo anterior. Algunas
cepas pertenecientes a L. rhamnosus se han empleado en el tratamiento frente a H. pylori
(Armuzzi et al., 2001). Al igual que L. brevis, estas cepas producen sustancias
antimicrobianas que inhiben la multiplicacion de distintos enteropatogenos (Salminen y
Donohhue, 1996; Isolauri ef al., 2002; Warren et al., 2007; Calderon et al., 2007; B. Martin,
et al.,2009).

Para evaluar el efecto de la inhibicion de las BAL sobre H. pylori se pueden
observar las posibles variaciones en la capacidad de crecimiento y cambios morfologicos que

puedan producirse en este Ultimo tras incubacion conjunta con las cepas de Lactobacillus.

Las técnicas tradicionales de cultivo suelen emplearse para determinar la viabilidad
de las bacterias. Sin embargo, esta técnica dificulta la deteccion de los estados intermedios,
no contemplando las formas no cultivables y no estimando el numero real de
microorganismos presentes en una muestra debido a que las bacterias viables no cultivables
no tienen la capacidad de crecer en un medio formando colonias. Ademas, su dilatado tiempo

necesario para obtener resultados es una desventaja con respecto a otras técnicas.

En los ultimos 20 afios, los indicadores de viabilidad basados en la utilizacion de
moléculas fluorescentes se ha convertido en una herramienta de gran alcance de la
microbiologia especialmente en procesos biotecnologicos, conservacion de alimentos y
procesos de desinfeccion quimica (Berney ef al., 2007). El recuento de microorganismos por
medio de tinciéon con fluorocromos es mas rapido, permite observar directamente la
morfologia y determinar la viabilidad bacteriana haciendo posible de este modo un recuento
exacto del nimero de microorganismos presentes en una muestra (Moreno et al., 2000;

Collado, 2004).
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El objetivo de este estudio fue determinar la viabilidad de H. pylori evaluando la
integridad de membrana y cambios morfologicos producidos al incubarse conjuntamente con
el sobrenadante de las bacterias lacticas que previamente mostraron actividad antimicrobiana
frente a este patogeno. Para este fin se empled el kit de viabilidad LIVE/DEAD BacLight
Bacterial Viability kit (Molecular probes-Invitrogen) y la técnica tradicional de recuento en

placa.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Cepas

Se seleccionaron las cepas lacticas 1203 y 2004 que inhibieron H. pylori B6 en
presencia, ausencia de células a pH 4.5 y pH 7, mostrando un importante potencial

antimicrobiano contra el patdogeno.

2.2. Preparacion del ensayo

Se empled un cultivo de 48 h de H. pylori B6 en agar ASC 10% que se resuspendid
en caldo Brucella hasta obtener una absorbancia de 0.045 a 550 nm (6 en la escala de

McFarland 1.8 x 10° UFC/ml). La suspension se repartio en alicuotas de 12.5 ml.

Cada una de las cepas lacticas crecidas en agar MRS durante 24 horas, se
resuspendieron en caldo MRS hasta alcanzar una concentracion de 4 en la escala de
McFarland (1.2 x 10® UFC/ml). Los sobrenadantes de las BAL se obtuvieron como se
describe en el capitulo II (apartado 2.3.2).

A cada tubo de suspension de H. pylori se le anadieron 375 pl de la suspension de la

cepa lactica. Los tubos se incubaron a 37 °C en microaerofilia y se tomaron muestras de 2 ml
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tras 0, 5, 19 y 24 horas. Se centrifugd a 7.000 rpm durante 5 minutos, se elimind el caldo y se
lavo con PBS 1X tres veces con el fin de eliminar los restos de caldo. Finalmente, se
resuspendié en 2 ml de PBS 1X. El efecto de cada BAL sobre H. pylori se determino
mediante recuento en placa y la evaluacion de la integridad de membrana mediante tincion

con la técnica de fluorocromos.

Como control negativo se utilizé un cultivo que contenia inicamente la cepa de H.

pylori B6.

Recuento de viables mediante cultivo en placa

A cada uno de los tiempos establecidos, se tomo muestra y se realizaron diluciones
decimales seriadas en PBS 1X. Se inocularon 100 ul en agar ASC 10% de cada una de las
diluciones por duplicado. Las placas fueron incubadas a 37 °C en microaerofilia durante 4

dias.

Recuento de viables mediante la técnica de tincion con fluorocromos

Mediante el sistema comercial LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability kit
(Molecular probes - Invitrogen), se logr6é conocer el total de células viables y no viables por
microscopia de epifluorescencia. SYTO9 es un fluorocromo que penetra a través de las
membranas de bacterias viables, no viables y presenta una fluorescencia verde con excitacion
y emision maxima a 480 y 500 nm. El fluorocromo ioduro de propidio (PI) penetra en
aquellas bacterias que presentan las membranas celulares dafiadas o con lesiones,
desplazando asi la molécula SYTO9 debido al tamafio de la molécula y proporcionando

fluorescencia roja con excitacion y emision maxima a 490 y 635 nm.
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Se tomaron 250 pl de la mezcla de H. pylori y BAL en PBS 1X mencionada al final
del apartado 2.2 y se adicion6 0.8 pl de la mezcla de fluorocromos SYTO9 y PI en
proporcion 1:1 tal como indica el fabricante. La mezcla se incubo en oscuridad a temperatura

ambiente durante 10-15 minutos.

Transcurrido dicho tiempo, se tomd una alicuota de 5 pl y se depositd en un
portaobjetos cubierto con poli-L-lisina (SIGMA), se cubrié con un cubreobjetos y se selld

con vaselina para evitar la evaporacion de la muestra (Alonso et al., 2002) .

La muestra se visualiz6é en un microscopio de epifluorescencia BX50 con filtros (U-
MWIB). Las bacterias viables marcadas con SYTO9 se observaron de color verde, mientras
que las bacterias no viables, marcadas con PI se observaron de color rojo. Se realizé el
recuento de las bacterias viables y no viables en 20 campos distintos para cada muestra
analizada y por duplicado. Unicamente las células que presentaban fluorescencia verde se
consideraron viables. Los resultados de recuento en placa se expresaron como la media y el

error estandar de dos determinaciones.

3. RESULTADOS

Recuento de viables mediante cultivo en placa

El recuento de viables por cultivo para cada una de las muestras analizadas se
muestra en la tabla 1. El niimero total de UFC/ml de H. pylori estuvo entre 10° y 107 para la
muestra control. En las muestras tratadas con el sobrenadante 1203 la cultivabilidad de H.
pylori se mantuvo hasta las 5 horas con un total de 10’ UFC/ml y no se aprecié crecimiento
del patogeno tras 19 y 24 horas de contacto. El recuento de H. pylori con el sobrenadante

2004 paso de un total de 10’ UFC/ml en tiempo 0 a 10* UFC/ml a las 19 horas. Tras 24
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horas de contacto no se obtuvo crecimiento. La figura 1 muestra la variacién de la

cultivabilidad para cada muestra a través del tiempo respecto del tiempo inicial.
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Tabla 1. Viabilidad de H. pylori B6 en contacto con sobrenadantes de BAL aisladas de leche de oveja guirra mediante técnicas de cultivo

en placa y recuento de epifluorescencia empleando el kit de viabilidad LIVE/DEAD. Media + (SEM) Error estandar de la media.

Horas |
0 | 5 | 19 | 24 |
Recuento Células viables Recuento Células Recuento Células Recuento Células
MUESTRA placa placa viables placa viables placa viables
Log SYTO9 Log SYTO9 Log SYTO9 Log SYTO9
UFC/ml Log cel/ml UFC/ml Log UFC/ml Log UFC/ml Log
cel/ml cel/ml cel/ml
H. pylori 6.4 (0.1) 7.4 (3.7) 6.4 (0.6) 7.4 (2.2) 5.5(0.5) 7.5 (1.5) 6.0 (0.3) 7.4 (3.9)
Control
H. pylori + 6.8 (0.1) 7.3 (1.6) 6.1 (0.8) 7.4 (2.3) - 7.3 (1.3) - 7.5(1.9)
Sobrenadante
1203
H. pylori + 6.8 (0.4) 7.52.4) 6.5 (0.0) 7.5(4.9) 4.2(0.1) 7.53.4) - 72(2.9)
Sobrenadante
2004
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Células cultivables

. :\0/‘

Variacion Log N-No

o U e b oAb Lo

Tiempo (Horas)

—— CONTROL —=— H. pylori+Sobrenadante 1203 —— H. pylori+Sobrenadante 2004

Figura 1. Variacion de la cultivabilidad para cada muestra respecto del tiempo 0. No: Tiempo 0.
N: Tiempo 0, 5, 19, 24 horas.

Recuento de viables mediante epifluorescencia (integridad de membrana)

Los resultados mostraron que el recuento en placa resultdé de 0.5 a 3 6rdenes menor
que los recuentos obtenidos mediante la técnica de tincion con fluorocromos (Tabla 1). Por
tanto, no todas las células viables de la muestra fueron capaces de crecer en medio de cultivo

(Figura 3).

Los recuento totales de H. pylori estimados con el sistema comercial LIVE/DEAD
fueron del orden de 107 a 10® células/ml en la muestra control durante las 24 horas (Tabla 1).
La viabilidad del patégeno disminuy6 levemente con los sobrenadantes 1203 y 2004
después de 19 y 24 horas de contacto, respectivamente. Parece que el acido producido por la
cepa 1203 afecta a H. pylori entre las 5 y 19 horas y después el patogeno logra recuperarse
bien a dichas condiciones. Mientras que H. pylori B6 en contacto con el sobrenandante 2004

se ve mas afectado entre las 19 y 24 horas, posiblemente la reduccion del patogeno se deba a
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otra sustancia diferente a los 4cidos organicos (Figura 2). Estas muestras tuvieron valores
muy similares a la muestra control en la prueba de viabilidad con SYTO9 (Tabla 1). Sin
embargo, H. pylori perdi6 capacidad de cultivabilidad en el medio de cultivo en presencia de
los sobrenadantes de las BAL (Figura 3). La cultivabilidad de H. pylori se empieza a perder
en las primeras 5 horas. Similares resultados fueron publicados cuando H. pylori fue tratado
con diferentes concentraciones de cloro y la cultivabilidad disminuy¢ a partir de 10 minutos

de exposicion (Moreno et al., 2007; Gido et al., 2010).

Células Viables SYTO9
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0,4 : : :

0 5 19 24
Tiempo (Horas)

—e— CONTROL —s— H. pylori+Sobrenadante 1203 —a— H. pylori+Sobrenadante 2004

Figura 2. Variacién del niimero de células viables para cada muestra respecto del tiempo 0. No:
Tiempo 0. N: Tiempo 0, 5, 19, 24 h.
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Figura 3. Variacion del niimero de células viables, no viables (cel/ml) y cultivables (UFC/ml) de

H. pylori B6 respecto del tiempo 0. No: Tiempo 0. N: Tiempo 0, 5, 19, 24 h. A) Control, B) H.
pylori + Sobrenadante 1203. C) H. pylori + Sobrenadante 2004.
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Después de 24 horas de contacto entre las células de H. pylori y las sustancias
inhibidoras fue mas dificil observar el crecimiento en placa debido a la aparicion de células
degradadas. Aunque, seguian coexistiendo formas espirales, cocos y formas de transicion
viables en las muestras observadas en el microscopio de epifluorescencia (Figura 4 y 5). Al
enfrentar a H. pylori con los sobrenadantes de BAL, la transicion a formas de resistencia se
acelera respecto al control. Es por tanto evidente, como otros autores observaron, que las
células de H. pylori estuvieron expuestas a condiciones ambientales hostiles (Cava y Cobas,

2003).

Figura 4. Células H. pylori B6 a tiempo 0 h (izquierda) y Sh (derecha) de contacto con el
sobrenadante 1203.

Figura 5. Células H. pylori B6 a tiempo 19 h (izquierda) y 24 h (derecha) con el
sobrenadante 1203.
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La concentracion inicial de células espirales varid entre el control y los cultivos
mixtos con H. pylori. El porcentaje de células viables disminuyé en todas las muestras
después de 24 horas. El 12% en el control (Figura 6), 16% en el cultivo mixto de H. pylori y
el sobrenadante 1203 (Figura 7) y 28% con el sobrenadante 2004 (Figura 8). Estos
porcentajes fueron poco representativos respecto de la densidad de H. pylori. Es posible, que
la viabilidad de H. pylori disminuya en mayor proporciéon cuando se empleen mayores

tiempos de exposicion y concentracion de las sustancias antimicrobianas de BAL.

Control H. pylori

707
60+

50+
40 A

30+
20+

% Viables/no viables

0 5 19 24
Tiempo (Horas)

@ Control SYTO9 0 Control Pl

Figura 6. Porcentaje de viables (SYTQO9) y no viables (PI) en la muestra control con H. pylori B6.
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H. pylori + Sobrenadante 1203
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307
20+
10+
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24
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Figura 7. Porcentaje de viables (SYTO9) y no viables (PI) en la muestra H. pylori B6+

Sobrenadante 1203.

H. pylori + Sobrenadante 2004
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Figura 8. Porcentaje de viables (SYTO9) y no viables (PI) en la muestra H. pylori B6+

Sobrenadante 2004.

Los resultados mostraron que L. rhamnosus 1203 y L. brevis 2004 produjeron

algun tipo de sustancia antimicrobiana que afectd la capacidad de cultivabilidad de H. pylori

B6 en condiciones in vitro. Entre estos productos se podrian incluir componentes de la célula
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lactica, acidos organicos (Wilson ef al., 2005; Makras et al., 2006; Olivares et al., 2006) y
bacteriocinas (Todorov y M. T. Dicks, 2005; Estrada ef al., 2005; Ljungh y Wadstrom, 2009;
Sarika et al., 2010).

4. DISCUSION

Los resultados de algunos estudios con probidticos en animales y humanos
sugirieron que estos pueden contribuir al tratamiento de la infeccion con H. pylori (Sgouras
et al., 2005). La actividad inhibitoria de BAL sobre este patogeno fue evaluada por medio
del test de difusion en condiciones in vitro (Midolo ef al., 1995; Michetti et al., 1999; Lorca
et al., 2001; Francavilla et al., 2008; Thirabunyanon et al., 2009). Pruebas en animales
infectados mostraron que L. acidophilus no suprimi6 a H. pylori quiza por la baja produccion
de acido lactico (Aiba et al., 1998); al aplicarse en personas tuvo un efecto parcial de
supresion sobre H. pylori a largo plazo y no redujo significativamente la inflamacion de la
mucosa gastrica (Bazzoli et al., 1992; Michetti et al., 1999). El pre-tratamiento con yogurt
disminuy6 la densidad del patdégeno y mejord la eficacia de la terapia cuadruple de
amoxicilina, metronidazol, omeoprazol y subnitrato de bismuto (Sheu et al., 2006). Otras
BAL ocasionaron el decrecimiento en la densidad de H. pylori en adultos y nifios, aunque, no
se logré erradicar el patdgeno (Francavilla et al., 2008). En el capitulo II de esta tesis H.
pylori B6 fue inhibido en presencia y ausencia de células a pH 4.5 y 7 de las cepas acido

lacticas 1203 y 2004 mediante el test de difusion de discos.

Ciertas investigaciones prestaron especial interés en el cambio morfologico de H.
pylori cuando fue incubado con bacterias lacticas o sus sobrenadantes. Por medio de tincion
Gram se observaron los cambios de formas espirales a cocoides y la forma de U se considera
un estado previo al estado cocoide (Lorca ef al., 2001; Sgouras et al., 2005; Gotteland et al.,
2006). En este estudio, H. pylori presentd morfologia espiral, U y cocoide en forma viable y
no viable. Por lo cual, se puede considerar que algunas formas cocoides o de resistencia

mantienen integras las membranas, considerandolos formas viables que podrian ser
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potencialmente infectivas como ya sugieren otros autores (Adams et al., 2003; Azevedo et

al., 2007; Gido et al., 2010).

Mediante el uso de fluorocromos, el porcentaje de células viables pasé del 45.5% en
tiempo 0 al 33.4% a las 24 horas en la muestra control, con una disminucion del 12% en la
viabilidad (Figura 6). En la muestra tratada con la cepa 1203 la viabilidad inicial fue de
57.2% y pas6 a 41.7% transcurridas las 24 horas (Figura 7) decreciendo un 16%. La muestra
con el sobrenadante 2004 inicialmente fue de 53% y disminuy6 al 25% a las 24 horas de
contacto (Figura 8) disminuyendo un 28%. No obstante, no se aprecian diferencias de la
viabilidad entre las muestras tratadas con BAL y el control debido a que estos porcentajes

son bajos respecto a la densidad de H. pylori (Tabla 1).

Los resultados previos (Figuras 2 a la 8), evidencian que las muestras incubadas con
el sobrenadante 1203 y 2004 afectan a la viabilidad de H. pylori B6 mostrando el potencial
inhibidor de las cepas lacticas estudiadas pero no logra erradicarlo porque sobrevive en un
estado viable y no cultivable (Gido ef al., 2010). Investigaciones previas indicaron que la

cepa L. rhamnosus GG no tuvo efecto inhibidor sobre H. pylori.

El presente estudio de viabilidad mostr6 que H. pylori perdid la capacidad de
cultivabilidad al estar en contacto con las sustancias producidas por BAL pero mantuvo la
viabilidad y por ello su posible capacidad infectiva (Figura 3), pasando por transformaciones
morfologicas (Figura 4 y 5); quizd como mecanismo de defensa a condiciones adversas en el
medio (Gido et al., 2008). De hecho, otros autores constataron que este patdgeno logrd

reponerse a la presencia de cloro (Gido et al., 2010).

El kit de viabilidad LIVE/DEAD fue una herramienta potente para evaluar la
viabilidad de H. pylori al ser tratado con sustancias producidas por cepas lacticas. Un método
mas rapido que el recuento en placa siendo suficientes unas horas para obtener los resultados.

Este método fue fiable porque permitié estimar todas las bacterias viables y no viables de las
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muestras y asi obtener recuentos mas precisos de todas las bacterias viables aunque no sean
cultivables. Los métodos de cultivo estandar proporcionaron informacion de la capacidad de
cultivabilidad y el sistema LIVE/DEAD permitio evaluar la viabilidad de H. pylori. Este
ultimo, resulté mas fiable en el momento de evaluar el efecto de las cepas probioticas en la

viabilidad de este patdgeno (Gido et al., 2008) .

Es recomendable profundizar en los mecanismos de acciéon y en las pautas de
administracion de las BAL y sus metabolitos frente a H. pylori porque afecta su estado
morfolégico pero no logra eliminarlo. Se deben identificar las sustancias que ejercen el
efecto antimicrobiano y realizar estudios in vivo para confirmar las propiedades antagonicas

de las cepas lacticas aisladas de leche de oveja Guirra.

113



CAPITULO 1V

CARACTERIZACION DE LAS CEPAS ACIDOLACTICAS
CON POTENCIAL INHIBIDOR FRENTE A BACTERIAS
PATOGENAS



Capitulo IV

1. INTRODUCCION

La caracterizacion molecular nos permite obtener informacion de cepas no tipables
por métodos bioquimicos de manera rapida y confiable (Tynkkynen et al., 1999; Pot y
Tsakalidou, 2009).

La técnica RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) tiene como ventajas la
rapidez, fiabilidad y simplicidad en su desarrollo, no es necesario conocer previamente la
secuencia y requiere pequeilas cantidades de ADN gendémico (Zapparoli et al., 2000; Huang
y Lee, 2009). Ademas, permite distinguir entre cepas de una misma especie y especies
relacionadas (Berthier y Ehrlich, 1999). Estudios previos trabajaron en la discriminacion
entre cepas de diferentes especies de Pediococcus aislados de sidra, Enterococcus,
Lactococcus y Lactobacillus presentes en productos lacteos y céarnicos empleando RAPD
obteniendose buenos resultados (Andrighetto ef al., 2001; Martin-Platero et al., 2009;
Colombo et al., 2010).

Por otra parte, el analisis de los perfiles de resistencia a antibidticos es una
informacion valiosa en el caso de bacterias con potencial probidtico. La mayoria de estas
bacterias son de origen animal o humano, por tanto, el uso indiscriminado de antibidticos ha
generado un incremento de estos genes de resistencia en las mismas. Es necesario por ello,
desarrollar ensayos normalizados para establecer perfiles de resistencia en bacterias acido
lacticas e investigar sobre la posibilidad de transmision de estos elementos genéticos a otros

microorganismos intestinales y/o de origen alimentario (FAO y OMS, 2001).
Por ello, se plante6 en este capitulo caracterizar las BAL con actividad

antimicrobiana mediante la técnica molecular RAPD y perfiles de resistencia a antibioticos y

asi lograr establecer relaciones entre los aislados.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Caracterizacion molecular por RAPD

2.1.1. Cepas bacterianas

Se caracterizaron un total de 33 cepas BAL aisladas de leche de oveja que

presentaron efecto inhibitorio frente a H. pylori y Salmonella spp. y 14 cepas de la CECT.

2.1.2. Aislamiento del ADN genémico

A partir de un cultivo puro de las cepas lacticas citadas, se realizd la extraccion del
ADN gendémico por medio del sistema comercial REALPURE (Extraccion DNA genémico)

(Durviz, SA). Se sigui6 el protocolo descrito por el fabricante.

La concentracion del ADN se determind por espectrofotometria y el ADN obtenido
fue visualizado mediante electroforesis en un gel de agarosa en tampén TAE a 100 mV
durante 1 hora. Posteriormente el gel fue tefiido con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) y

fotografiado bajo luz UV (260 nm).
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Tabla 1. BAL con actividad antimicrobiana frente a H. pylori y Salmonella spp.

BACTERIA | CEPA | ORIGEN |
L. casei | CECT475 | QUESO |
L. delbrueckii bulgaricus | CECT4005T-CECT4006 | YOGUR |
L. delbrueckii delbrueckii | CECT286 | MEZCLA AGRIA |
L. paracasei paracasei | CECT4022 | PRODUCTOS LACTEOS |
L. pentosus | CECT4023 | ENSILADO DE MAIZ |
L. plantarum | CECT4645 | QUESO |
L. rhamnosus | CECT278 | PRODUCTOS LACTEOS |
L. acidophilus | CECT903T* | HUMANO |
L. brevis | CECT4121* | HECES HUMANO |
L. reuteri | CECT925* | INTESTINO ADULTO |
L. salivarius | CECT4063* | SALIVA |
Leuconosctoc mesenteroides mesenteroides | CECT394* | OLIVAS FERMENTADAS |
Lactococcus lactis subsp lactis | CECT185 | LECHE |
L. acidophilus 3 | 903 | LECHE OVEJA |
L. brevis 1 | 2004 | LECHE OVEJA |
2011B-3010-404-1008-
L. paracasei paracasei 1 1010-1405-1804-2105- LECHE OVEJA
2T4

L. paracasei paracasei 3 | 2006 | LECHE OVEJA |
L. pentosus | 207-401 | LECHE OVEJA |
L. plantarum 1 | 3%9-408-701-908-1705 | LECHE OVEJA |
L. plantarum 1 | Q2-Q3 | QUESO OVEJA |
L. rhamnosus | 1203 | LECHE OVEJA |
103-108-204-2011- ‘ ‘

Lactococcus lactis subsp lactis 1 608-1104-1305A- LECHE OVEJA

1305B-1306-1906-1T4

*Cepas CECT utilizadas solamente para RAPD

2.1.3.

RAPD (Amplificacion del DNA mediante iniciadores aleatorios)

Los dos iniciadores que se utilizaron para amplificar el ADN de las cepas a estudiar

se detallan en la tabla 2.
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Tabla 2. Iniciadores

| Nombre | Secuencia | Referencia |
| 1254 | *CCGCAGCCAA* | Torriani et al., 1999 |
| 7254 | ¥AGTCAGCCAC® | Collado et al., 2006 |

La reaccion de amplificacion con el primer 1254 se llevé a cabo en un volumen total
de 20 pl que contenia 2.5 U Taq ADN polimerasa, 2 pl tampon, 1 ul mezcla INTP (10mM),
1.5 ul Clp,Mg (50mM), 1.5 pl iniciador 1254 (20 pM) y 2.5 ul muestra de ADN.

Las condiciones de la PCR fueron (Tabla 3):

Tabla 3. Condiciones PCR. Iniciador 1254

No ciclos Temperatura (°C) Tiempo (minutos) Etapa
1 | 94 ‘ 5 | Desnaturalizaciéon ‘
94 | 1 |
34 36 | 1 | Acoplamiento
72 | 2 |
1 | 72 ‘ 10 | Polimerizacion ‘

Respecto al iniciador 7254, la reaccion de amplificacion se efectud en un volumen
de 25 pl que contenia 2.5 U Taq ADN polimerasa, 2.5 pl tamp6n, 1 ul dNTP (10mM), 1.5 pl
ChbMg (50mM), 1.5 pl iniciador 7254 (33 pM) y 2.5 wl muestra de ADN.
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Las condiciones de PCR fueron (Tabla 4):

Tabla 4. Condiciones PCR - iniciador 7254

Ne ciclos Temperatura (°C) Tiempo (minutos) Etapa
1 94 Desnaturalizaciéon
94 | 1 |
35 32 | 2 || Acoplamiento
72 | 2 |
1 72 2 Polimerizacion

La PCR se realizoé en el temociclador (PTC-100. Peltier Thermal Cycler. M J

Research). La amplificacion fue comprobada por medio de electroforesis en gel de agarosa al

2% (Roche) a 100 voltios durante 90 minutos. El gel tefiido con bromuro de etidio, se

visualizo y fue fotografiado bajo luz UV.

2.1.4. Analisis de los datos

Los perfiles obtenidos con la técnica RAPD visualizados bajo luz ultravioleta fueron

registrados en un soporte informatico. Las bandas se analizaron en el programa informatico

Lane Manager (TDI - Espafa), se utiliz6 el coeficiente de Dice (Sp) para comparar los

perfiles de las cepas analizadas y se construy6 el dendrograma para obtener una vision

grafica de los datos y establecer como se agrupan las cepas estudiadas.
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Sp=2a/2a+b+c
Donde:
a : Numero de bandas comunes

by ¢ : Nimero de bandas no comunes en ambas cepas

2.2. Antibiogramas

2.2.1. Cepas bacterianas

Ademas de la caracterizacion molecular, se analizaron los perfiles de susceptibilidad
a antibioticos de las cepas seleccionadas (Tabla 1) por el método de difusioén en disco (Bauer
et al., 1966). Una alicuota de 100 pl de un cultivo de 24 horas de cada cepa lactica, se
inocul6 en 10 ml de MRS semisoélido (0.7% agar), atemperado a 50 °C y se vertié en una
placa que contenia agar MRS (Collado 2004) (Anexo I). Una vez solidificada la ultima capa,
en la superficie se colocaron los discos de antibioticos, las placas se incubaron a 37 °C en
anaerobiosis durante 24-48 horas. A continuacion, se midieron los diametros de inhibicion.

Los ensayos se realizaron por duplicado.
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Se emplearon en total 12 antibioticos clasificados de la siguiente forma (Tabla 5):

Tabla 5. Antibioticos

Modo Accién | Antibiéticos |
Inhibidores de la sintesis de la pared celular Amoxicilina (30 pg), Ceftriaxona (30 pg), Cefalotina
B-lactamicos (30 pg), Ampicilina (10 pg), Carbencilina (100 pg)
Inhibidores de la sintesis proteica Gentamicina (10 pg), Cloranfenicol (30 ng),
Aminoglucoésidos Tetraciclina (30 ng), Amikacina (10 pg)
Inhibidores de la sintesis de 4cidos nucleicos Trimetoprim (25 ue), ?{proﬂoxacmo (5 pg), Acido
Nalidixico (30 pg)

3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacion molecular por RAPD

La cepa de la CECT185 identificada como Lactococcus lactis subsp lactis no pudo
ser tipada con ninguno de los dos iniciadores empleados a las condiciones descritas en las
tablas 5 y 6. Lo mismo, sucedi6 con las cepas 608 de Lactococcus lactis subsp lactis y

CECT4063 de L. salivarius al amplificarlas con el iniciador 1254.

Iniciador 1254

Algunos de los perfiles obtenidos mediante la técnica RAPD con el iniciador
descrito por Torriani et al. (1999) se muestran en la figura 1. El nimero de bandas estuvo

entre 1 y 8 con pesos moleculares entre 1856 y 130 pares de bases (pb).

La similitud del conjunto de todas las BAL aisladas de leche de oveja y la CECT
basada en los perfiles obtenidos mediante RAPD con el iniciador 1254 fue evaluada

generando un dendrograma mostrado en la Figura 2. Se aprecian 2 grupos con un nivel de
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similitud de 10.2%. Las cepas estudiadas no se asocian de acuerdo a los perfiles de
inhibicion frente a H. pylori y Salmonella spp. El grupo I se dividié en dos grupos A y B,
con un nivel de homologia de 18%. En el subgrupo A, las cepas comparten la banda 400 pb
con una similitud de 30%. El subgrupo B esta subdividido en un subgrupo b./ y .2 con una
similitud de 30%. En el subgrupo b.1 las cepas tienen en comun la banda 490 pb. El
subgrupo b.2 esta subdividido en b.2.1 y b.2.2. En b.2.1 predomina la banda 570 pb y en
b.2.2 las bandas 990 y 320 pb. En el grupo II las cepas comparten la banda 770 pb.

—
—
—
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—
—
—
-
M
o

203 4005 W08 445 266 204 404 903 (3 475 2004 OO YO0 08 C- 4E M

Figura 1. Perfiles generados con la técnica RAPD de las cepas BAL aisladas de leche de oveja
Guirra y las pertenecientes a la CECT empleando el iniciador 1254. L. plantarum (309,
CECT4645, 701, Q3), L. paracasei (404, 3010), L. brevis (2004, CECT4121), L. delbrueckii
bulgaricus (CECT4005), L. delbrueckii delbrueckii (CECT286), L. casei (CECT475), L.
acidophilus (903), Lactococcus lactis subsp lactis (103, 204, 108) (C-).

M Marcador DNA 100 pb.
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Figura 2. Dendrograma obtenido de los perfiles RAPD usando iniciador 1254 de las cepas acido
lacticas con actividad antimicrobiana frente a H. pylori y Salmonella spp.
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Iniciador 7254

Con el iniciador descrito por Collado ef al., (2006) se obtienen los perfiles
mostrados en la figura 3. El nimero de bandas estuvo entre 1 y 7 con pesos moleculares que

variaron entre 2600 y 200 pb.
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Figura 3. Perfiles generados con la técnica RAPD de las cepas BAL aisladas de leche de oveja
Guirra y de la CECT empleando el iniciador 7254. L. plantarum (309, CECT4645, 701, Q3), L.
paracasei (404, 3010), L. brevis (2004, CECT4121), L. delbrueckii bulgaricus (CECT4005), L.
delbrueckii delbrueckii (CECT286), L. casei (CECT475), L. acidophilus (903), Lactococcus lactis
subsp lactis (103, 204, 108) (C-). M Marcador DNA 100 pb.

La similitud entre las cepas lacticas aisladas de leche de oveja y de la CECT basada
en los perfiles obtenidos mediante la técnica RAPD con el iniciador 7254 se examind
mediante un dendrograma mostrado en la Figura 4. El conjunto de BAL estudiadas fueron
agrupadas con un nivel de similitud de 16.7 %. Similar a lo presentado con el iniciador 1254,
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las cepas lacticas no se asocian a perfiles de inhibicion antimicrobiana frente a patégenos. Se

observan tres grupos diferenciados.

El grupo I se subdivide en A y B con una similitud de 25%. El grupo A se compone
de a.l y a.2. El subgrupo a.l se subdivide en a.1.1 y a.1.2, las cepas comparten las bandas
870 pb y 410 pb, respectivamente. En el subgrupo a.2 la banda comun es de 400 pb. En el
grupo B, la banda compartida es de 1190 pb.

En el grupo II con una homologia de 33%, las cepas comparten la banda 650 pb.

El grupo III, con una homologia de 18%, esta formada por los grupos A y B. El

primer grupo tiene en comun la banda 580 pb y el segundo una banda de 1410 pb.
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Figura 4. Dendrograma obtenido de los perfiles RAPD usando iniciador 7254 de las cepas acido
lacticas con actividad antimicrobiana frente a H. pylori y Salmonella spp.
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3.2. Antibiogramas

3.2.1. Cepas bacterianas

La susceptibilidad de las BAL estudiadas respecto a los antibioticos se ilustra en la
Tabla 6 y figura 5. La seleccion de nuevas cepas probiodticas requiere de este criterio para
asegurar su uso y las posibles aplicaciones como adyuvante en los tratamientos de

infecciones gastrointestinales.

Todas las BAL estudiadas fueron resistentes a 4cido nalidixico, un 90% de las cepas
fueron resistentes a trimetoprim, 80% a amikacina, 72% a gentamicina, 38% a ciprofloxacino
y 3% a ceftriaxona y tetraciclina (Figura 6). Segun Fukao et al., (2009), se encontraron genes
de resistencia a tetraciclina en Lactobacillus. Todas las cepas pertenecientes a las especies L.
acidophilus 'y L. delbrueckii lactis fueron resistentes a trimetoprim (Figura 9) y
ciprofloxacino (Figura 10); L. brevis y L. casei a trimetoprim; L. delbrueckii delbrueckii, L.
pentosus y L. paracasei paracasei a gentamicina (Figura 7), trimetoprim y amikacina (Figura
15); L. plantarum a gentamicina y amikacina y L. rhamnosus a trimetoprim y amikacina. Las
cepas de L. paracasei y L. rhamnosus aisladas de heces fueron resistentes a vancomicina,

gentamicina, kanamicina, sulfato de colistina y acido oxolinico (Verdenelli et al., 2009).

Las BAL estudiadas fueron sensibles a f-lactamicos como amoxicilina (Figura 8),
ampicilina (Figura 16), carbencilina (Figura 17), cefalotin (Figura 13) y aminoglucosidos
como cloranfenicol (Figura 6, 12). Estos resultados coinciden con las recomendaciones de la

EFSA y las publicaciones de R. Martin ef al., (2009) y P. Rodriguez et al., (2009).

35 de las 39 cepas fueron resistentes a 25 pg/ml trimetoprim. Estos resultados son

similares a lo publicado por Mejia et al., (2007), quien trabajo con cepas BAL.
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Las BAL estudiadas por Mejia et al., (2007), fueron sensibles a 0.5 pg de ampicilina
con halos de inhibicion entre 12 y 30 mm. En este estudio, todas las BAL fueron susceptibles

a 10 ug/ml de ampicilina con halos de inhibicion entre 17 y 38.5 mm (Figura 16).

El conjunto de las cepas de las especies L. paracasei, L. plantarum y L. rhamnosus
presentaron resistencia a gentamicina y amikacina. Se sugiere que Lactobacillus tiene
resistencia a aminoglucosidos debido a la impermeabilidad de la membrana (P. Rodriguez et
al., 2009). De otro lado Mannua et al., (2003), consideraron que puede existir una resistencia
sinérgica entre los agentes de la pared celular y los aminoglucésidos. Este es un problema

grave porque se reduce el nimero de posibles tratamientos para infecciones por enterococos.

Los Lactococcus fueron mas resistentes a aminoglucosidos, especialmente a
gentamicina (P. Rodriguez et al., 2009). Los resultados del presente este estudio mostraron

cepas sensibles y resistentes a gentamicina y amikacina.

24 cepas de las BAL fueron sensibles a la fluoroquinolona ciprofloxacino. En
contraste, otros estudios indicaron que el ciprofloxacino desplegd poca actividad sobre BAL.
Se considera, que la resistencia a fluoroquinolona en bacterias Gram positivas esta asociada a

mutaciones en el QRDR de gyr4 y parC (Fukao et al., 2009).

L. acidophilus fue resistente a tres antibidticos, L. brevis y L. casei a dos. Mientras,
L. delbrueckii, L. paracasei, L. pentosus, L. plantarum, L. rhamnosus y Lactococcus lactis
presentaron resistencias a dos y cinco antibidticos respectivamente. Algunas cepas han
presentado multi-resistencia. Es importante realizar otras pruebas que comprueben dicha
multi-resistencia y verificar si es codificada en el cromosoma o en los plasmidos, con el fin

de evitar transmitir dicha resistencia a otras bacterias préximas.
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Figura 5. Antibiograma de la cepa lactica 1305B aislada de leche de oveja Guirra.
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Figura 6. Porcentaje de susceptibilidad cepas BAL aisladas de oveja Guirra y CECT.
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Tabla 6. Antibiograma de las cepas aisladas de leche de oveja Guirra y CECT con actividad antimicrobiana frente a H. pylori y

Salmonella. Media en mm y (SEM) error estandar de la media de dos analisis.

CEPA D API Antibiéticos (ug/m1)
AL 10 30 ‘ 25 s ‘ 30 30 30 ‘ 30 ‘ 30 30 10 ‘ 100
Gentamicina | Amoxicilina | Trimetoprim | Ciprofloxacin | Ceftriaxona | Ac. Nalidixico | Cloranfenicol | Cefalotin | Tetraciclina | Amikacina | Ampicilina | Carbencilina
903 L. acidophilus 3 9.0%0.0 352l | | 280400 270414 | 34000 | 310+ 00 79+ 1.4 siss07 || 37s=ad
2004 L.brevis I 11,5+ 0.7 36.5 % 2.1 ‘ 9.5+ 0.7 ‘ 28.5 2.1 34.0£0.0 ‘ 365t21‘ 20507 9.0+ 0.0 33014 ‘ 37.0% 1.4
CECT475 L.casei 8.9+ 1.4 27.9% 2.8 ‘ 11421 ‘ 17.9+2.8 25.0£ 0.0 ‘ 304t35‘ 30,000 89 % 1.4 27.0 14 ‘ 32507
CECT4006 || L.delbrucckii bulgaricus || 21000 | 38435 | | |[ 325207 | | 300=00 |[339=28 | 335x07 | 290=1.4 | 360%00 | 37.0=0.0 |
CECT286 ‘ L.delbrueckii delbrueckii ‘ ‘ 355+ 2.1 ‘ | ‘ 335421 | | 29.5£0.7 ‘ 385+ 0.7 ‘ 299+28 | ‘ 325421 ‘ 37.9+28 |
CECT4022 || L.paracaseiparacasei | || 299+28 | | 10.0£00 || 220=00 | | 2s0x00 |[265=07 | 285+21 | || 300=+00 | 35507 |
1008 ‘ L.paracasei paracasei | ‘ ‘ 345+ 2.1 ‘ | 13.5£0.7 ‘ 32.0+1.4 | | 305+ 0.7 ‘ zxuxno‘ 10507 | ‘ 350 £00 ‘ 32.5£0.7 |
1010 L.paracasei paracasei | 35.5£0.7 ‘ 120+ 1.4 ‘ 26.0£0.0 2900+ 1.4 ‘ zésx{ﬂ‘ 30.0£0.0 335407 ‘ 41.5£0.7
1405 L.paracasei paracasei | 31.0 0.0 ‘ 12,0+ 0.0 ‘ 24.0£0.0 22.0£ 0.0 ‘ 1?5tu7‘ 18,000 290 14 ‘ 26.5+0.7
2006 L.paracasei paracasei 3 38.5+ 0.7 ‘ 16.5+0.7 ‘ 34.5£0.7 315+ 2.0 ‘ 27Dt|4‘ 14,0+ 14 38521 ‘ 37.0= 1.4
20118 || L.paracaseiparacasei | || 30507 | | 10507 || 23900 | | 285+07 |[315=07 |[ 13.0x14 | |[ 305=+07 | 29000 |
2105 ‘ L.paracasei paracasei | ‘ ‘ 350+ 1.4 ‘ | ‘ 25.5£2.1 | | 30,0+ 0.0 ‘ 27Dx00‘ 130 +14 | ‘ 33014 ‘ 335£0.7 |
3010 ‘ L.paracasei paracasei | ‘ ‘ 39.0+ 1.4 ‘ | ‘ 34.5£0.7 | | 31.9+£28 ‘ 270&00‘ 145+07 | ‘ 360 +14 ‘ 39.4£3.5 |
404 L.paracasei paracasei | 33.9+28 ‘ 12,0 £ 0.0 ‘ 33.9+2.8 304£35 ‘ zooxzx‘ 17.9+£28 38507 ‘ 33.0+ 1.4
274 L.paracasei paracasei | 37.5£0.7 ‘ ‘ 31.0£0.0 315£0.7 ‘ Z7‘)t28‘ 18.0£00 370 £14 ‘ 39.0 £ 1.4
1804 L.paracasei paracasei | 225+ 0.7 ‘ 13.0 0.0 ‘ 15.5+0.0 215+ 0.7 ‘ 205tu7‘ 9.0 0.0 19.0 200 ‘ 24.0 0.0
CECT4023 L.pentosus 12.0 0.0 31.5+0.7 ‘ ‘ 33.5£0.7 30,0 1.4 ‘ 24utuo‘ 27.0£ 0.0 105 0.7 29507 ‘ 305+ 2.1
207 || L-pentosus | || 295+07 | | 1014 | 18000 | | 220x00 |[210=00 || 300x14 | |[265=+21 | 340=00 |
401 ‘ L.pentosus ‘ ‘ 33.0+ 1.4 ‘ | 9.0+ 0.0 ‘ 18.0£0.0 | | 255£0.7 ‘ zsuxno‘ 125+07 | ‘ 30507 ‘ 33.0+ 1.4 |
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CERA D AF Aadikiintic o5 Qagdml) |
BAL

| 30 | 25 | 5 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 10 | 100 |

| | | | | | | e | | | | |

1705 | I plongrum i | | 315407 | | 9.0+0.0 | 204421 | | F.0+0.0 | 24.0+0.0 | 12.5+0.7 | | 20.0 0.0 | 28.0 £0.0 |
300 | I plowmrum I | | 2E5£21 | | | 130£00 | | 2014 | 19028 | 11507 | | 2E0=14 | 260 £28 |
403 | L. plantmram § | | 300+ 1.4 | | 100 £0.0 | l2.4+21 | | 25.5£0.7 | 24507 | 2.0£0.0 | | 25.5=0.7 | 26.5 £0.7 |
701 | I. plonmrum § | | 335421 | | | 19.0 + 0.0 | | O+14 | 26.0 + 0.0 | 15.0+0.0 | | 310+ 0.0 | 315 +0.7 |
0z || & waammrum 1 | || mes=21 | w4231 | || mss=07 | || woxls | ae0sls4 | mesaa | || mmosis | 30.5 207 |
[ || 2 waamsarane | | 38s=07 | wos33 | | 3tos00 | || ®ms=a1 | 30s14 | d0s00 | | 3+0=00 | 31521 |
908 || & wiamsarum | || wwo=oo | | s000 | 1m3=0T | || woxoo | as0s0n | Boxoo | || moo=oo | 0.0 0.0 |
CECT278 | L. rhamnoses | TSE0T | A5.5+0.7 | | 95£0.7 | 14014 | | W5=0.7 | 1B5=07 | WO=14 | | AE0= 14 | 6.0 0.0 |
1203 || £ amnosus | | ses=or | | | Ee=1s | || 2esls | z00s00 | Bssa7 | | w507 | 340+ 14 |
10% | ZLacts aceus lactis lactis 1 | | 205£07 | | 110 £00 | 19014 | | M5£21 | 240+ 14 | W 5£07 | | 2T 0% 14 | 334 235 |
108 | Tacwcoccns lactis lactis § | 143 206 | ZL0+00 | | 1L7 206 | 30000 | | FOE10 | 28010 | 93 0.6 | 2010 | 26.0£0.0 | 320 00 |
104 | Lacwcoccs lacts lactis § | | 36507 | | | 315£07 | | B Oox00 | 2H5E21 | Boxls | | 350% 14 | 335£07 |
BOSE || Zaemveocees et latisd | 8000 | 36306 | | n7e06 | 16000 | || wWes00 | iers0s | w000 | 7306 | 3705 | 24.7 207 |
W06 || Zameoccus tactis lactisd | s£+07 | 320s00 | | e | || mesoo | amoson | o000 | || mo=is | 335221 |
2011 || Samwcasas st st | 55207 | 360200 | o200 | 155207 | 38507 | |[ Fs=z1|[mEes00 | spxon | | 3eo=1a] 6.5 +21 |
204 || Zamcocous tastis tatisl | 130&14 || M0s00 | | || tmosoo | | BOs00 [ 00400 | || mosoo | 180=00 | 220 =00 |
608 || Zawsoccus factss dastisd | || awo=oo | | Ho00 | 1000 | | Bos00 | 150200 | 000 | || o= | 17.0 20,0 |
T4 || Zameoccus tactis lactisd | || 3zo=0n | | e || mewoo | sssor | esa07 | || zeosoo | 22.5 20,7 |
JELETN | Lacwcoccns lactis factis § | | 23000 | | 2.0+00 | | | 21000 | 14000 | 10,0 +0,0 | | 18.0+00 | 200 0,0 |
1306 | Laswsaccns laceis lnctis § | | 224£07 | | 115 £07 | 105£07 | | B0x0T | 160£00 | WoE00 | | 13507 | 200 0.0 |

(-) No se detecta inhibicion.
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iprofloxacin (5 pg/ml)
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m Cefalotin (30 pg/ml)
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Figura 14. Susceptibilidad de BAL frente a tetraciclina 30 pg/ml

@ Amikacina (30 pg/ml)

EZEEE]
5199090187

0

EZEEE]
5199090187

EZEEE]
5199090187
EZEEE]
5199090187
EZEEE]
5199090187
EZEE]
5199090187
EZEEE]
599090187
EZEET]
599090187
EZEET]
599090187
EZEE]
599090187
EZEE]
599090187
SnsouwEys
il
SnsouwEy)
il

wnseEd 7
wnseEd 7

[
wnsped 7
[
wnsped 7
[
wnsped 7
[
wnsped

[
wnsped 7

snsojued 7
snsojued 7

snsojued 7
Toseaered
toseoesed 7
SE0BIEd
toseoesed 7
SE0BIEd

toseoesed 7
Jeseoried
toseoesed 7

[ Smov000ie7 2

13058 1906(2011| 204 | 608 | 174 [30:

12105(3010| 404 | 2T4 |1804) 4023| 207| 4011705( 309 | 408 | 701 | Q2 | @3 | 908 | 278 | 1203 103 108 |1104]

| foseopred 7_&

1

£ ose0esEd
1oseoesed 7

1 ieseorred
toseoesed 7
1 /eseorred
toseoeied 7
1 ioseoered
toseoesed 7
Joseoeied
toseoesed 7
1osnIqep
il
1oenIqep.
il

oseo ]

1 smaiqg 7

SnIydopoE
il

903 (2004 475 | 4006 | 286 | 4022 1008|1010 1.

(ww) ugroiquus oioweq

BAL

Figura 15. Susceptibilidad de BAL frente a amikacina 30 pg/ml
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= Ampicilina (10 pg/ml)
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Figura 17. Susceptibilidad de BAL frente a carbencilina 30 pg/ml

4. DISCUSION

Las cepas de oveja y algunas pertenecientes a la CECT poseen caracteristicas
probidticas (ver capitulo II). Segtin la FAO (2007), las cepas con potencial probidtico deben
ser identificadas a nivel de género, especie y cepa ya que no se puede atribuir un efecto
saludable a un género o especie porque esta propiedad es dependiente de la cepa (Collado y
Hernandez, 2007). Mediante la técnica RAPD y perfiles de resistencia a antibioticos se ha

discriminado entre cepas de diferentes especies.

Estudios previos de identificacion que combinaron pruebas fenotipicas y genotipicas

obtuvieron resultados satisfactorios en la identificaciéon de especies (Berthier y Ehrlich,

137



Capitulo IV

1999; Wang et al., 2009). Aunque, en otras investigaciones se encontraron discrepancias

(Jacobsen et al., 1999; Pu et al., 2002; McLeod et al., 2008).

En este estudio se emplearon dos iniciadores por separado en la técnica RAPD, con
el fin de evaluar la diversidad intra especifica de las BAL ensayadas. No se observo
asociacion de acuerdo a los resultados de inhibicién antimicrobiana frente a los patdégenos
estudiados, ni perfiles a especies, similar a lo publicado por Gardiner et al., (2002). Varias
especies compartieron perfil con un iniciador y con el segundo presentaron perfiles distintos
(Zapparoli et al., 2000; Garai-Ibabe et al., 2010). El poder discriminativo aumenta cuando es
combinado con otras técnicas o se emplean diferentes iniciadores, lo cual se observd en los
resultados obtenidos en este capitulo al emplear los dos iniciadores. No obstante, la
informacion obtenida fue limitada en relacion al genoma completo de cada cepa. La técnica
RAPD discriminé a nivel intra-especifico para las BAL investigadas y la asociacion esta en
funcién del tamafio de la banda compartida. De acuerdo a R. Martin, et al., (2009), la
diversidad intra-especifica depende de las especies analizadas y su origen. Las BAL aisladas
de leche de oveja Guirra provienen de diferentes granjas, se han obtenido en diferentes
periodos de tiempo y han recibido tratamientos diferentes; lo cual puede explicar la

variabilidad presentada (Martin-Platero et al., 2009).

La caracterizacion incluyod la susceptibilidad de las cepas lacticas frente a
antibidticos. Lactobacillus asociados a alimentos pueden asociarse al intestino, adquirir e
intercambiar genes de resistencia. Por esta razon, es preferible no usar Lactobacillus con
genes de resistencia a antibidticos en cultivos iniciadores, con el fin de no afectar a los
microorganismos de interés que habitan el intestino (Mejia et al., 2007; P. De Vos et al.,

2009).

En el presente estudio los aislados de leche de oveja tienen resistencia a
gentamicina, trimetoprim, ciprofloxacino, ceftriaxona, acido nalidixico, tetraciclina,

amikacina. Otras cepas fueron sensibles a amoxicilina, ceftriaxona, cloranfenicol, cefalotin,
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tetraciclina, ampicilina y carbenicilina (Figura 6). Los mecanismos de resistencia bacteriana
estan distribuidos en una amplia variedad de bacterias y otros parecen ser mas especificos en
ciertas especies y géneros de bacterias (P. Rodriguez et al., 2009). En nuestro caso de
estudio, el conjunto de bacterias lacticas mostraron resistencia a acido nalidixico. A nivel de
especie, se encontrd que las especies L. acidophilus y L. delbrueckii lactis fueron resistentes
a trimetoprim y ciprofloxacino; L. brevis y L. casei a trimetoprim; L. delbrueckii delbrueckii,
L. pentosus y L. paracasei paracasei a gentamicina, trimetoprim y amikacina; L. plantarum a

gentamicina y amikacina y L. rhamnosus a trimetoprim y amikacina.

Las anteriores variaciones de resistencia a antibioticos indican los cambios en el uso
de estos en medicina veterinaria durante los ultimos afios y muestra como la modernizacion
en la ganaderia ha influido en la composicion microbiologica de la leche cruda. Este estudio
evalu6 la susceptibilidad de las BAL frente a antibioticos, de todas maneras es importante
determinar la minima concentracion inhibitoria (MIC) y la minima concentracion bactericida
(MBC) (P. De Vos et al., 2009) de los aislados, entender los mecanismos genéticos de
resistencia y su relacion con los atributos tecnologicos en productos lacteos (P. Rodriguez et
al., 2009). The European Scientific Committee on Animal (SCAN) y EFSA -FEEDAP
proveen detalles explicitos en el estudio de cepas ausentes de genes de resistencia
transferibles (Fukao et al., 2009). Preferiblemente las cepas probiodticas deben ser sensibles a
los antibidticos y en caso contrario, comprobar que los genes de resistencia no sean

transferibles (FAO y OMS, 2001; QPS, 2004; Verdenelli et al., 2009).

El presente estudio tiene multiples implicaciones. Las caracteristicas fenotipicas de
cada cepa son un criterio previo de diferenciacion. Los grupos obtenidos por RAPD revelan
diferentes perfiles moleculares con los iniciadores 1254 y 7254. Existe cierta correlacion
entre la distribucion de cepas y la sensibilidad o resistencia a antibioticos. Los resultados de
las pruebas fenotipicas y RAPD son una clave de identificacion propuesta y permiten asociar
un efecto especifico a una cepa concreta para posteriores investigaciones a nivel tecnologico,

clinico y epidemiologico (Collado, 2004; Berney et al., 2007). Los resultados obtenidos han
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permitido conocer que el conjunto de las cepas BAL aisladas de leche de oveja Guirra y
algunas de la CECT ademas de poseer actividad antimicrobiana frente a patdgenos, presentan
sensibilidad a algunos antibiéticos y a otros no. Esta informacion es de gran utilidad en el
momento que se desee utilizar dichas cepas como probidticos y cuando se pretenda disefar
cultivos iniciadores especificos de las BAL aisladas de leche de oveja Guirra (Tu et al.,

2010).
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1. INTRODUCCION

La adhesion a la mucosa intestinal es un mecanismo complejo, un pre-requisito para
la colonizacién bacteriana en el intestino, necesaria para lograr persistir en el tracto
gastrointestinal (Bianchi et al., 2004) y un factor esencial para ejercer una funcion probidtica
(He et al., 2001; Ihiguez-Palomares y Acevedo, 2006; Mejia et al., 2007; Kinoshita et al.,
2008).

Las bacterias que constituyen la microbiota intestinal son metabolitamente activas e
interaccionan con el ambiente que les rodea influyendo en la fisiologia del hospedador (Lara-
Villoslada et al., 2007). Los patdgenos antes de generar la infeccion, necesitan adherirse al
mucus, integrarse a la mucosa y alcanzar el epitelio (Schultsz et al., 1999; Van den Abbeele
et al., 2009). Las bacterias probioticas por su capacidad de adhesion pueden proteger al
epitelio intestinal generando diferentes respuestas a lo largo del intestino compitiendo por los
sitios intestinales, los nutrientes, modulando y estimulando el sistema inmune (Del Re et al.,
2000; Deplancke y Gaskins, 2001; Koninkx et al., 2010). Inicialmente estas bacterias
probidticas acttian directamente con la capa del mucus y luego con la superficie de los
enterocitos (Bianchi et al., 2004). Algunas cepas de L. casei subs. rhamnosus, L. acidophilus,
L. coryniformis y L. gasseri inhiben la colonizacion intestinal por patdgenos, reducen la
invasion celular por cepas enterovirulentas a través de su habilidad de incrementar la
produccion de mucinas intestinales e interactuar con la mucosa (Lara-Villoslada et al., 2007;

Kinoshita et al., 2008).

En cuanto a los mecanismos de adhesion, Lactobacillus se une a algunos
glucolipidos especificos como Gl y tri-hexoxil-ceramida en el tracto intestinal. En el caso
de Bifidobacterium, la adherencia al tracto intestinal ocurre por la intervencion de la enzima
1,2-a-L-fucosidasa (Yamamoto y Katayama, 2004). La habilidad de degradar la mucina es
considerada un factor de potencial patogenicidad y toxicidad local. La produccion de

enzimas que degraden la mucina es un determinante de virulencia de enteropatogenos. Por
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tanto se recomienda un test de degradacion de mucina como un marcador importante en la
evaluacion de seguridad de cepas con potencial probidtico. De hecho, anomalias en la capa
del mucus esta asociada con variedad de desordenes, incluyendo cancer colorrectal, pdlipos
benignos, enfermedades inflamatorias intestinales, fibrosis quistica, procesos de infeccion y
la proteccion y reconstruccion de la capa del mucus es considerada una estrategia importante

en el tratamiento de estos desdrdenes (Zhou et al., 2001).

El modelo in vitro mas comun para evaluar la adhesion de las BAL al mucus
intestinal esta basado en la inmovilizacién de mucina comercial en una placa multipocillos y
posterior adhesion de las BAL (Laparra y Sanz, 2009). Las bacterias a ensayar son marcadas
con carboxifluoresceina diacetato (CFDA), un compuesto que una vez entra en la célula, es
hidrolizado por esterasas no especificas produciendo fluorescencia (Figura 1). El CFDA solo
es retenido por células con la membrana intacta y activas metabolicamente (Bunthof'y Abee,
2002; Hoefel et al., 2003). El CFDA es hidrofobico y puede difundirse en la célula a través
de la bicapa de fosfolipidos, permeable a moléculas hidrofébicas y la carboxifluoresceina
(CF) al ser hidrofila impide la difusion fuera de la célula (Morono et al., 2004). Por tanto, la

capacidad de adhesion se mide mediante la cuantificacion de la fluorescencia.

Los modelos in vitro son necesarios para pre-seleccionar las cepas que podrian
ensayarse a continuacion en pruebas clinicas. Algunos estudios han coincidido en relacionar
los resultados de ambos estudios (Collado, 2004). Pero, los estudios in vivo son la

herramienta definitiva para establecer la funcionalidad probiotica (P. Fernandez et al., 2008).

El principal objetivo de este estudio fue cuantificar la propiedad de adhesion de las
BAL con efecto antimicrobiano (Capitulo II), a la mucina de cerdo mediante la medicion de
la fluorescencia en un sistema multipocillos para poder seguir caracterizando estas cepas

lacticas potencialmente probidticas.
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(élula membrana intacta (Célula membrana danada

CFDA Compuesto no fluorescente

CFDA Compuesto no flucrescents

esterasa

CF Compuesto
fluorescente

Figura 1. Interaccion del CFDA con la célula Gram positiva.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Las cepas acido lacticas empleadas fueron de nuevo aquellas que demostraron
actividad antimicrobiana frente a H. pylori y Salmonella spp. (en uno o ambos casos) (Ver
capitulo IV Tabla 1). Cada una de las cepas BAL se inocularon en caldo MRS y se incubaron

a 37°C en condiciones de anaerobiosis durante 24 horas.

2.2. Tratamiento de la mucina

La mucina de cerdo (Sigma) fue diluida en PBS 1X (0.5 mg/ml). Una alicuota de
100 pl de esta solucion se inoculd en cada uno de los pocillos de una placa de 96 pocillos de
poliestireno estériles y de color negro especifica para fluorescencia (NUNC) y se incubd a
4°C toda la noche segun el protocolo de Kirjavainen et al., (1998). Transcurrido este periodo,
la mucina no adherida se eliminé lavando los pocillos dos veces con 200 ul de PBS 1X (130

mM sodium chloride, 10 mM sodium phosphate, (pH 7.2)).
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2.3. [Ensayo de adhesion

Un cultivo de 24 horas de cada cepa se centrifug6 a 6000 xg, a 4°C durante 10
minutos. Las células se lavaron dos veces con PBS 1X y se resuspendieron finalmente en el
mismo tampon. Cada suspension bacteriana fue ajustada a una densidad optica de 0.5 + 0.1
(Agoo)- A su vez, se realizd un recuento en placa de agar MRS por duplicado a partir de
diluciones seriadas en PBS 1X para determinar las unidades formadoras de colonia de cada
muestra. Las suspensiones de las diferentes cepas estudiadas se incubaron con 100 uM de
carboxifluoresceina diacetato a 37°C durante 30 minutos para tefiir o marcar las células
bacterianas. Las células se lavaron dos veces para eliminar el resto de CFDA y se

resuspendieron en 1 ml de PBS 1X.

Después, se tomaron 100 pl de la suspension bacteriana marcada y se depositaron
en los respectivos pocillos de la placa de poliestireno donde previamente se habia adherido la
mucina de cerdo. La placa se incub6 a 37°C durante 1 hora. Se midio la fluorescencia inicial
empleando el instrumento TECAN M200 (Grupo Taper), lector multifuncional de
microplacas con inyector. Las longitudes de onda empleadas fueron 485 nm de excitacion y
538 nm de emision. Los pocillos se lavaron dos veces con 200 pl de PBS 1X con el fin de
eliminar las bacterias no adheridas. Las bacterias adheridas se lisaron incubando la placa a
37°C durante 1 hora con 1% (w/v) SDS en 0.1 M NaOH. La fluorescencia final se midi6 a las
mismas longitudes de onda. La capacidad de adhesion fue expresada como el porcentaje de
fluorescencia recuperada después de la adhesion a la mucina en relacion a la fluorescencia de
la suspension bacteriana afiadida a los pocillos (Laparra y Sanz, 2009). Cada cepa lactica fue

evaluada por triplicado.

Con el propésito de evaluar la potencial adsorcion no especifica de la CFDA en los
pocillos, se evalud la adhesion sin emplear mucina en los pocillos. El control negativo sin

bacterias se tuvo en cuenta en el experimento.
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2.4. Analisis Estadistico

El analisis estadistico se realizo con el empleo del programa StatGraphics plus 5.1 y
SPSS 15.0. Se efectud un analisis de varianza simple (ANOVA) para los datos de adhesion
entre tratamientos, el cual realizo varios tests y graficos para comprobar los valores medios
entre los porcentajes de adhesion a la mucina, al tratamiento sin mucina y entre tratamientos.
El F-test en la tabla ANOVA comprueba si existe alguna diferencia significativa entre
medias. Si hay, los test de Rangos multiples indicaran las medias que son significativamente
diferentes. En caso de presentarse valores atipicos se elige la prueba W de Mann-Whitney

para determinar las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre medianas.

3. RESULTADOS

El niimero de bacterias cultivables de la suspension marcada con CFDA que se
adiciono a la placa multipocillos, se determino por medio de la técnica de recuento en placa,
estableciéndose en un numero entre 10° y 10° UFC/ml (Tabla 1). Los porcentajes de
adhesion a la mucina de cerdo, medidos como fluorescencia se recogen en la Tabla 1 y
Figura 3. Como control se empleo una muestra sin bacterias a la que se le agregd6 CFDA,
dichos resultados se tuvieron en cuenta para determinar la fluorescencia generada por la

unioén inespecifica de la CFDA a la placa (ruido de fondo).

29 de 39 cepas pertenecientes a las especies L. acidophilus, L. brevis, L. casei, L.
paracasei paracasei, L. pentosus, L. plantarum y Lactococcus lactis presentaron adhesion a
la mucina de cerdo con valores entre 0.25% y 78.37% y 36 cepas lacticas mostraron adhesion
en el tratamiento sin mucina con valores entre 1.72% y 84.75% (Tabla 1). Las cepas sin
capacidad de adhesion a la mucina fueron L. delbrueckii bulgaricus (CECT4006), L.
delbrueckii delbrueckii (CECT286), L. paracasei paracasei (1405, 2006, 2011B, 3010), L.
plantarum (701) y Lactococcus lactis subsp lactis (1104, 2011 y 608). De acuerdo a la
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prueba de W de Mann-Whitney existe diferencia significativa entre los tratamientos con y sin

mucina (p<0.05) (Figura 2).

A partir de los datos de Log UFC/ml y los porcentajes de adhesion a la mucina,
podemos obtener un valor estimado de la cantidad de bacterias que se adhirieron (Tabla 1).
Las cepas CECT475, 1008. 1010, 2105, 404, 2T4, 401, 1705, 309, Q2, 1305B, 1906,

2011 y 1T4 destacaron por su adhesiéon ya que tienen valores superiores a 6 Log UFC/ml.

Mucina

Poliestireno |
: |

-14 6 26 46 66 86

Figura 2. Comparacion tratamiento con mucina y sin mucina (poliestireno).
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Tabla 1. Adhesion de las BAL a mucina y tratamiento sin mucina. Densidad bacteriana inicial de

cada muestra en placa Log UFC/ml. (-) valor no observado. Media de tres observaciones y error

estandar (SD).
. Log
cEPA D AP1 ‘ Alon li“ziz“m u'%m.; URCin
I -

LRLCITA
003 | L acidophilus 3 | 0.25+108 | 1688+183 | A00 | 340 |
004 | L. brevis | | 335085 | 206+079 | 600 | 453 |
CECT475 | L casel | 1539£136 | 35742196 | 764 | 683 |
CECT4006 | L delbruecki hulgaricus | (9522+1,28 | 2824070 | 6.00 | |
CECT236 | L delbrueckii delbrueckii | ()366+206 | 172+244 | 600 | |
CECT4022 | L paracasei paracasei | 300086 | 11432210 | 600 | 449 |
1008 | L pavacaseiparacasei I | 1684+110 | 5289%103 | 740 | 662 |
1010 | L pavacasei paracasei 1 | 59702703 | 7432355 | 730 | 708 |
1405 | L pavacase parecosei 1| ()1193£056 | (92542000 | 718 | |
2006 | L paracase paracaser 3| (9397057 | 935x140 | 60 | |
W01IB | L paracasel pavacasel | (1208012 | (9418044 | 718 | |
2105 | L pavacasei paracasei 1 | 2470£306 | Tell+1030 | 768 | 707 |
3010 | L pavacasei pararasei 1| (124008 | 525+£013 | 825 | - |
404 | L pavacasd paracasel T || BA5x 175 | 1439£289 | 785 | 673 |
T4 | L paracasel paracasel ] | T45£0.17 | 4118 £1.97 | 7.32 | 6.19 |
1804 | L pavacase parocasei 1 | 692+028 | 1886+116 | 700 | 534 |
CECT4023 | L. pentosus | 888+170 | 20104373 | 600 | 495 |
07| L pentosus | 4150271 | 4123406 | 600 | 562 |
401 | L. pentosus | 273065 | 757+050 | 804 | 649 |
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: Log
O A
IIC 1T

1705 | L plaviarum ] | 275+015 | ded=007 | 793 | A3 |
300 | L plepigrurn 1 | TBITxLOT | 5544247 | 630 | d1 |
408 | L plantarum |  23+013 | 470+037 | 757 | 594 |
701 | L plavizrum ] | 0000 | aepx004 | 808 | |
Q2 | L planteruwn 1 | 3436043 | 7os3x307 | 751 | 704 |
B L plavtarum | lze6x188 | 2522#231 | 600 | 510 |
908 | L plaviarum ] | 0s6+020 | s501+040 | 808 | 583 |
CECTI78 | L. vhemosus | 1538128 | 35762047 | 600 | 519 |
1203 | L. rhamnosts | 1260+08 | 1557+234 | éo0 | 510 |
103 | ILactococcus lactis kctis 1 | 67.68+£324 | 84.75+586 | 600 | 533 |
108 | Iactococcus factislactis J | 1000+020 | 1879=166 | 600 | 504 |
1104 | Lactococcus lactis lactis 7 | (13380328 | (3340+003 | 753 | |
13058 | ILactococcus kactis lactis T | 2159132 | 3668189 | 7.23 | 6.56 |
18046 ‘ Lactococeus lactis lactis T ‘ 2275+ 1.8 ‘ 73.54 670 | 7.45 ‘ 6.50 |
2011 | Iactococeus lactis lactis 1 | (732+030 | 895:146 | 764 | 651 |
204 | Zactococcus lactis laetis 7 | 9.95+0.63 | 1816+003 | &00 | 500 |
608 | Lactococcus lectis lactis 1| (-)558+043 | 1078071 | 740 | |
IT4 | ILactococcus lactislactis 1 | 148020 | 511046 | 808 | 625 |
13054 | Lactococcus luctis lactis T | 1282+ 111 | 2254=078 | .85 | 505 |
1306 | ILactococcuslactislactis 7 | 1.23+002 | 498x008 | 780 | 598 |
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Figura 3. Porcentaje de adhesiéon de las BAL aisladas de leche de oveja Guirra y CECT. Con muc
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4. DISCUSION

Varios estudios indican que desordenes fisiologicos y enfermedades infecciosas
estan asociadas a alteraciones en la microbiota intestinal humana, con bajos niimeros de
Lactobacillus y Bifidobacterium (He et al., 2001). La adhesion de las BAL es pre-requisito
para generar sus efectos saludables y su capacidad de inhibir patégenos puede estar asociada
a la habilidad de adhesion a la mucina y su efecto antimicrobiano (Bianchi et al., 2004;
Izquierdo et al., 2008). La adherencia de las BAL a la mucina es necesaria para proteger el
epitelio de dafos mecanicos y de bacterias patdgenas ya que cualquier dafio o alteraciéon en la
mucina puede comprometer la funcién de defensa del huésped (Tuomola et al., 1999; Zhou
et al., 2001). La adhesion se ve afectada por muchos factores como la microbiota residente
en el tracto gastrointestinal, pH, fase de crecimiento y densidad bacteriana (P. Fernandez et
al., 2008). Las BAL estudiadas en este capitulo demostraron poseer actividad antimicrobiana

frente a patdgenos, pero no todas presentaron la capacidad de adhesion.

La cepa 2004 aislada de leche de oveja Guirra perteneciente a L. brevis presentd
poca adhesion (3.35%) respecto al conjunto de las BAL estudiadas. En estudios previos las
cepas CLC23 y 6042 de L. brevis presentaron valores bajos de adhesiéon a mucina de cerdo
(0.03%) y células HT-29 (3.75%), respectivamente (B. Wang et al., 2008; R. Martin et al.,
2009). Las cepas 103, 108, 1305B, 1906, 204, 1T4, 1305A, 1306 de Lactococcus lactis
subsp lactis mostraron habilidad de adhesion a la mucina. Segln el estudio realizado por
Vesterlund et al., (2006), en el que también se utilizd Lactococcus lactis subsp lactis, este
logré adherirse al mucus intestinal humano reduciendo la adhesion de Staphylococcus aureus

por medio de la produccion de 4cidos organicos y peroxido de hidrogeno.

En el presente estudio, las cepas de las especies L. casei CECT 475, L. rhamnosus
(1203, CECT278) y L. plantarum (1705, 309, 408, Q2, Q3 y 908) presentaron capacidad
de adherirse a la mucina, a excepcion de la cepa 701 de L. plantarum (Figura 2). En trabajos

previos, L. casei, L. plantarum, L. rhamnosus mostraron alta adhesion a células Caco 2 y L.
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rhamnosus GG se adhirid a mucus de diferentes origenes, al igual que L. plantarum 299v

(Deplancke y Gaskins, 2001; Bianchi ef al., 2004; Sanchez et al., 2010).

Otras cepas como, L. delbrueckii bulgaricus CECT4006, L. delbrueckii delbrueckii
CECT286 y L. paracasei (1405, 2006, 2011B y 3010) no se adhirieron a la mucina de
cerdo. Estas especies ya mostraron dificultad de adhesion presentando niveles de adherencia

del 7% y 2% (Fernandez et al., 2008).

Veintinueve de treinta y nueve cepas lacticas estudiadas en este capitulo fueron
capaces de adherirse a la mucina de cerdo al mostrar porcentajes positivos. Entre especies no
se aprecian diferencias significativas (p>0.05) en la capacidad de adhesion. Los resultados
del presente estudio mostraron que la propiedad de adhesion es dependiente de la cepa y que
no todas las cepas lacticas con actividad antimicrobiana frente a H. pylori y Salmonella spp.
poseen dicha capacidad de adhesion. Similares resultados se obtuvieron en otros estudios de
adherencia de Lactobacillus a células Caco-2 (Servin y Coconnier, 2003; Laparra y Sanz,
2009). La adherencia de Lactobacillus a las células epiteliales en la superficie de la mucosa
depende de proteinas y vinculaciones especificas de las adhesinas microbianas a receptores
de la célula epitelial (Kinoshita et al., 2008;Van den Abbeele et al., 2009), por tanto esto

podria explicar la capacidad intraespecifica de adhesion.

En la presente investigacion, los resultados de adhesion a la mucina de las cepas
lacticas estan entre un 0.25 y un 78.37%. Segin Tuomola et al., (1999), cepas de
lactobacillus presentaron porcentajes de adhesion a glicoproteinas del ileon entre 0.36 y
31.6%. Consideramos que los aislados de leche de oveja y CECT con porcentajes de
adhesion mas altos pueden ser mas efectivos como probidticos. De acuerdo a los porcentajes
obtenidos de adhesién con mucina y el valor obtenido en log UFC/ml podemos tener una
estimacion de la cantidad de bacterias que podrian adherirse (Tabla 1). Teniendo en cuenta
que es recomendable encontrar en el epitelio intestinal una cantidad a partir de 6 Log

UFC/ml, para que las bacterias acido lacticas logren colonizar y ejercer los efectos
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beneficiosos, en la presente investigacion dicha condiciéon la cumplen 14 cepas de las
especies L. casei (CECT475), L. paracasei paracasei (1008, 1010, 2105, 404 y 2T4), L.
pentosus (207), L. plantarum (1705, 309 y Q2) y Lactococcus lactis subsp lactis (1305B,
1906, 2011 y 1T4). Segun esta hipotesis, los porcentajes de adhesion a la mucina iguales o

superiores a 7.45% podrian garantizar estas condiciones recomendadas.

En los resultados obtenidos la mayoria de las cepas que presentaron adherencia al
policarbonato también la tuvieron a la mucina, con algunas excepciones. De hecho, las cepas
de las especies L. acidophilus (903), L. casei (CECT475), L. paracasei (CECT4022, 1008,
1010, 2105,404, 2T4 y 1804), L. pentosus (401), L. plantarum (1705, 408, Q2, Q3 y
908), L. rhamnosus (CECT278, 1203) y Lactococcus lactis (103, 108, 1305B, 1906, 204,
1T4, 1305A y 1306) mostraron capacidades de adhesion mas altas al policarbonato que en
el tratamiento con mucina de cerdo existiendo diferencias significativas (p<0.05) entre los
tratamientos (Figura 2). Resultados similares se publicaron previamente para las cepas B.
bifidum IATA-ES2 y L. monocytogenes CECT 935 (Laparra y Sanz, 2009), afirmando que el
ensayo de adhesion con y sin mucina permite determinar el tipo de interacciones implicadas

en la adhesion.

La habilidad de adhesion de las bacterias es dificil de medir porque el proceso de
adhesion celular esta determinado por interaccion con la estructura de la superficie y por las
condiciones ambientales. En Lactobacillus se ha observado una relacion entre hidrofobicidad
y la habilidad de adhesion (Del Re ef al., 1998). Los porcentajes de adhesion a los pocillos
tratados sin mucina sugieren que existen interacciones hidrofébicas que son importantes en
la habilidad de adhesion de las bacterias a la mucina (Laparra y Sanz, 2009; Van den
Abbeele et al., 2009). Del Re (2000) demostroé que la habilidad de hidrofobicidad puede ser
predictiva de la adherencia de bifidobacterias. La hidrofobicidad puede determinarse por la
adhesion microbiana a hidrocarburos. Otros autores demostraron la relacion existente entre la
hidrofobicidad celular y la adhesion al poliestireno (Tuomola ef al., 1999). La adhesion al

tratamiento sin mucina no puede emplearse para demostrar las propiedades adhesivas de
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algunas cepas testadas de L. delbrueckii bulgaricus (CECT4006), L. delbrueckii delbrueckii
(CECT 286), L. paracasei paracasei (2006 y 3010) y Lactococcus lactis subsp lactis (2011
y 608), ya que no fueron capaces de adherirse a la mucina a pesar de su aparente
hidrofobicidad, coincidiendo con lo obtenido en estudios previos con la cepa de L. plantarum
ATCC 8014 (Tuomola et al., 1999). Esto indica que la prueba con mucina es efectiva en el
estudio de la habilidad de adhesion y que el tratamiento sin mucina no es valido para evaluar
la adhesion bacteriana (Tuomola et al., 1999). Posiblemente, las interacciones hidrofobicas
de estas cepas lacticas no son suficientes en la habilidad de adhesion y requieran de la accion
de otros componentes de naturaleza proteica, accion de carbohidratos, acidos lipoteicoicos,
fuerzas pasivas, interacciones electrostaticas y estructuras especificas (Van den Abbeele et

al., 2009).

Varios estudios en roedores afirmaron que la hidrofobicidad aumenta del duodeno al
colon (Van den Abbeele et al., 2009). Por tanto, aquellas cepas acido lacticas en las que hay
interacciones hidrofobicas resultan de especial interés en los sitios del intestino mas

hidrofobos.

Algunas bacterias acido lacticas al estar expuestas a condiciones de estrés, entre
ellas las condiciones gastrointestinales, perdieron cultivabilidad y la capacidad de adherirse
al mucus humano (Morono et al., 2004; Fernandez et al., 2008). Segiin Tuomola et al.,
(1999) resultados de adhesion in vitro no necesariamente tienen correlacion con estudios in
vivo. En otros casos, se encontraron relaciones entre estudios (Collado, 2004). Sin embargo,
el uso de diferentes modelos de adhesion in vitro con diferentes fuentes de mucus, que
comprenda condiciones de estrés y la presencia de la microbiota intestinal pueden proveer
informacion mas completa sobre las diferentes habilidades de adhesion de las bacterias,
ayudando a elucidar el tipo de interacciones y moléculas que median la interaccion
microorganismo-hospedador y posteriormente, ensayar las cepas destacadas en ensayos in

vivo (Servin y Coconnier, 2003; Van den Abbeele et al., 2009).
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Las bacterias probiodticas compiten con las bacterias patégenas por los mismos sitios
de adhesion. Sin embargo, diferentes cepas de bacterias probidticas no son igualmente
efectivas en el bloqueo de la adhesion a sitios por patdgenos. Los oligosacaridos que
aparecen sobre la superficie del epitelio intestinal varian entre individuos como entre células.
También, la dieta influye en los oligosacaridos presentes en el borde de la membrana de las
células intestinales asi como la composicion de la microbiota intestinal (Koninkx et al.,

2010).

Realizar otras pruebas de adhesion de las BAL con diferentes matrices permitira
apreciar las estrategias empleadas para su crecimiento y colonizacion de un nicho (Lorenzo,
2008). Ademas, proporcionaria informacioén de los componentes involucrados (Fernandez et
al., 2008). Las cepas que no presentaron capacidad de adhesion a la mucina deberian

descartarse para posteriores pruebas in vivo.

El presente estudio mostré que la leche de oveja Guirra cuenta con una microbiota
lactica variada y con propiedades antimicrobianas contra H. pylori y Salmonella spp.
Ademas, poseen capacidad de adhesion a la mucina y por tanto podemos pensar que in vivo
podrian poseer esta propiedad probidtica. Esta capacidad de adhesion depende de la cepa y
no de la especie, aunque coincidiendo con la bibliografia si se observa que ciertas especies
como L. acidophilus, L. casei, L. brevis, L. paracasei, L. plantarum y Lactococcus lactis
subsp lactis destacaron en dicha habilidad (Fernandez et al., 2008; Martin et al., 2009;
Sanchez et al., 2010).
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1. INTRODUCCION

Estudios ecoldgicos indican que las especies de Lactobacillus encontradas en el
tracto gastrointestinal son originarias de los alimentos (P. De Vos et al., 2009). En los
productos probidticos se recomienda un contenido de al menos 10° - 10’ UFC/ml de
microorganismos viables en el momento de su consumo para que se consideren bajo dicha
denominacién (Angelov ef al., 2006). El tamafio del inoculo de partida es importante debido
a que la viabilidad disminuye a largo del transito gastrointestinal a causa de variaciones de
pH, la acciéon de enzimas como la pepsina, pancreatina, movimientos peristalticos y el
tiempo de exposicion del alimento a dichas condiciones (Marteau ef al., 1997; Goderska y
Czarnecki, 2007). La supervivencia de las BAL en el intestino es fundamental para que
puedan ejercer su funcidon probidtica entre ellas, la prevencion de desordenes
gastrointestinales y enfermedades inflamatorias en el intestino (Mattila-Sandholm et al.,
2002; Lorca y de Valdez, 2009). Es necesario que lleguen en cantidades de 10° UFC/g al
intestino para que ejerzan sus efectos en el tracto intestinal (Lee et al., 2009). Las BAL
aisladas de leche de oveja Guirra demostraron previamente su potencial antimicrobiano
frente a patégenos y adhesion a la mucina, lo cual las hace de especial interés como se
mostr6 en los capitulos II y V. Sin embargo, la tolerancia a las condiciones gastrointestinales
es otra prueba fundamental en la seleccion de probidticos (FAO y OMS, 2001; Mejia et al.,
2007).

Otros autores realizaron estudios in vitro en los que se evaluo la capacidad de
resistencia de cepas probiodticas exponiéndolas a condiciones gastrointestinales, en donde la
viabilidad de las cepas fue determinada por tincion de células con fluorescencia y recuento
en placa (Fernandez et al., 2008). El objetivo del presente capitulo fue evaluar en
condiciones in vitro algunas cepas lacticas exponiéndolas a variaciones de pH y la accion de
pepsina y pancreatina. La viabilidad celular fue analizada a diferentes tiempos mediante de
métodos convencionales como el recuento en placa en medios selectivos y el sistema de

viabilidad LIVE/DEAD Baclight Bacterial Viability kit (Molecular-Invitrogen).
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Estudio in vitro de la supervivencia frente a los jugos gastricos

2.1.1. Cepas

Se analizaron 8 cepas acido lacticas aisladas de leche de oveja Guirra que mostraron
elevado potencial como inhibidoras. Las cepas 207, 1010, 903, 103, Q2, Q3 que inhibieron
cepas patogenas de H. pylori, S. typhimurium, S. enteritidis y las cepas 1203 y 2004 que

inhibieron a H. pylori B6 en presencia, ausencia de células y a pH 7.

Cada una de las cepas lacticas se inoculd en caldo MRS e incub¢ a 37°C durante 24
horas. Se tom6 1 ml del cultivo y se centrifugé a 7.000 rpm durante 5 minutos, se elimino el
sobrenadante y se lavo con PBS 1X tres veces con el fin de eliminar los restos de caldo
MRS. Finalmente, las células se resuspendieron en 500 pl de PBS 1X, ajustando el contenido
celular a la escala 2 de McFarland (10° UFC/ml). Se realiz6 el recuento de viables en agar
MRS de la suspension celular antes del ensayo de supervivencia a los jugos géstricos,

considerando este recuento como el control.

2.1.2. Preparacion de los jugos gastricos y pancreaticos

Tanto la pepsina como la pancreatina utilizada para simular los jugos, procedian de
cerdo (Sigma). Cada uno de los enzimas se diluy6é en suero salino 0.5% w/vol en una
relacion de 3 g/L la pepsina y 1g/L la pancreatina. El pH de la solucion se ajusté a 2 para
pepsina y 8 para pancreatina usando HCL 0.5 N y NaOH IN respectivamente (Charteris et
al., 1998).
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2.1.3. Determinacion de la supervivencia “in vitro” al transito gastrointestinal

Se tomo 0.2 ml de la suspension de células de BAL en PBS 1X y se mezcld con 1
ml de pepsina (pH 2) o pancreatina (pH 8). La mezcla se agito en vortex y posteriormente se

incub6 a 37 °C en los tiempos establecidos para cada estudio.

Se tomaron alicuotas de 0.1 ml a tiempos de 0, 5, 40 y 180 minutos para el
tratamiento con pepsina y para pancreatina a 0, 240 y 360 minutos. Luego, cada una de las
muestras se centrifugd, se retird el sobrenadante para eliminar los jugos y se resuspendi6 en
PBS 1X. Se tom6 como referencia el proceso de digestion humana, en donde el transito en el

estomago tiene una duracion de 3 horas y de 6 horas en el transito intestinal.

La viabilidad de las BAL se determind mediante recuento en placa y medida de la
integridad de membrana mediante el sistema comercial LIVE/DEAD ya explicado en el
capitulo III apartado 2.2 (Recuento de viables mediante la técnica de tincién con

fluorocromos).

3. RESULTADOS

En la mayoria de los casos el recuento de bacterias viables resulté mayor al emplear
el sistema de viabilidad LIVE/DEAD respecto al recuento en placa debido a la presencia de
bacterias viables y no cultivables. Al comparar ambos métodos se encontraron diferencias

significativas (p<0,05).

3.1. Determinacion de la tolerancia gastrointestinal

La viabilidad de las bacterias frente a las condiciones gastrointestinales se

comprobd antes y después de los tratamientos mediante el recuento con las dos técnicas antes
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mencionadas (Figuras 1 a 8). En las tablas 1 y 2 se puede observar la tincién con
fluorocromos SYTO9 y PI antes y después del tratamiento con pepsina y pancreatina para

cada cepa.

El namero total de bacterias al inicio del ensayo fue 10° bacterias/ml, buscando que
después de la exposicion a los jugos gastrointestinales llegaran en cantidades de entre 10°y
107 bacterias/ml como lo recomienda Moreno e al., (2000) pero solo de un 34% a un 97% de
estas resultaron ser viables (Figura 9), con un nimero de 10°a 10° cel/ml para las cepas mas

resistentes (Figuras 1 a 8).

Después de 3 horas de exposicion a la pepsina, las cepas L. acidophilus (903), L.
pentosus (207), L. paracasei paracasei (1010) y L. rhamnosus (1203) presentaron valores
de viabilidad de 1.89%, 0.23%, 1.21% y 0.43% (Figura 3), respectivamente. Aplicando el
procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher que discrimina entre
medias, existen diferencias significativas (p<0.05) entre la muestra control y la muestra
tomada a 180 min de la cepa 903. Esta cepa aunque logr6 sobrevivir durante dicho tiempo
fue afectada significativamente por la pepsina y el pH acido. La cepa de Lactococcus lactis
subsp lactis 103 se mantuvo viable hasta los 40 minutos con un 11% de viabilidad. L.
plantarum (Q2, Q3) y L. brevis (2004) resistieron solo 5 minutos con un 6%, 16% y 4% de
viabilidad, respectivamente. Hay diferencias significativas entre la muestra inicial y final de
estas cepas (p<0.05). En general, todas las cepas mostraron una perdida de viabilidad
después de 180 minutos cuando fueron sometidas a la accion de la pepsina (figura 9). El
recuento en placa fue de 0-1 Log UFC/ml y con el fluorocromo SYTO9 de 5.11 — 5.89 Log
cel/ml para las cepas 903, 207, 1010y 1203 (Figuras 1,2, 5y 7).

Tras el tratamiento con pancreatina todas las cepas pasaron de 10° a valores entre
10° y 107 cel/ml después de 360 minutos (Figuras 1 a 8) y los porcentajes de viabilidad de
células/ml estuvieron en el rango de 16% - 94% (Figura 10). El recuento en placa mostro

valores entre 5.80 — 8.15 Log UFC/ml y con SYTQ9 6.65 — 7.41 Log cel/ml (Figuras 1 a 8).
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Todas las cepas lacticas ensayadas frente a las condiciones intestinales disminuyeron su
viabilidad levemente respecto de la muestra control y en algunos casos presentaron
incrementos no significativos. Segun la LSD de Fisher hubo diferencia significativa (p<0.05)
entre la muestra inicial y final de la cepa 1010 tratada con pancreatina. Aunque esta cepa fue
la mas afectada por esta enzima, logrdé sobrevivir el transito intestinal con un numero de

viables de Log cel/ml de 7.41 apropiado para ejercer su efecto probiotico.

Los porcentajes de viabilidad se obtuvieron a partir de la relacion entre el nimero de
células viables y el recuento total (células viables y no viables) a distintos tiempos de
exposicion frente a los jugos gastrointestinales. La supervivencia de cada cepa acido lactica
frente a las condiciones gastrointestinales presentaron diferencias entre especies. En términos

generales, las cepas estudiadas fueron mas sensibles a la pepsina que a la pancreatina.
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L. acidophilus 903 frente pepsina pH 2
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Figura 1. Supervivencia al transito gastrointestinal de la cepa 903 por recuento en placay
fluorocromo SYTO9.

164



Capitulo VI

L. pentosus 207 frente pepsina pH 2
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Figura 2. Supervivencia al transito gastrointestinal de la cepa 207 por recuento en placay
fluorocromo SYTO9.
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1 L. plantarum Q2 frente pepsina pH 2
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Figura 3. Supervivencia al transito gastrointestinal de la cepa Q2 por recuento en placa y
fluorocromo SYTO9.
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L. plantarum Q3 frente pepsina pH 2
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Figura 4. Supervivencia al transito gastrointestinal de la cepa Q3 por recuento en placa y
fluorocromo SYTO9.
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L. paracasei 1010 frente pepsina pH 2
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Figura S. Supervivencia al transito gastrointestinal de la cepa 1010 por recuento en placa y
fluorocromo SYTO9.
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Lactococcus lactis lactis 103 frente pepsina pH 2
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Figura 6. Supervivencia al transito gastrointestinal de la cepa 103 por recuento en placay
fluorocromo SYTO9.
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L. rhamnosus 1203 frente pepsina pH 2
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Figura 7. Supervivencia al transito gastrointestinal de la cepa 1203 por recuento en placay
fluorocromo SYTO9.
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L. brevis 2004 frente pepsina pH 2
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Figura 8. Supervivencia al transito gastrointestinal de la cepa 2004 por recuento en placa y
fluorocromo SYTO9.
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Figura 9. Porcentajes de viabilidad celular al transito gastrointestinal frente a pepsina pH 2
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Figura 10. Porcentajes de viabilidad celular con SYTO al transito gastrointestinal frente a

pancreatina pH 8.
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Tabla 1. Tincion con los fluorocromos SYTQ9 y PI de BAL antes y después del tratamiento con

pepsina pH 2.

CEPA CONTROL 0 min 5 min 40 min 180 min

903

207

Q3

1010

103

Q2

1203

2004
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Tabla 2. Tincion con los fluorocromos SYTQ9 y PI de BAL antes y después del tratamiento con
pancreatina pH 8.

CEPA CONTROL i 240 min

903

207

Q3

1010

103

Q2

1203

2004
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4. DISCUSION

El presente estudio evaluo el efecto de los jugos gastrointestinales sobre la
viabilidad de 8 cepas BAL aisladas de leche de oveja Guirra frente a las condiciones
gastricas e intestinales durante 180 y 360 minutos, respectivamente. Todas las BAL de oveja
fueron mas sensibles a los jugos géstricos que a los intestinales. Los tiempos de exposicion a
dichas condiciones se seleccionaron teniendo en cuenta que normalmente, el alimento en el
estomago tarda entre 2 a 4 horas y cuando se trata de la ingesta de liquidos con el estomago
vacio puede durar 20 minutos. Las sales biliares y la pancreatina estdn presentes en el
intestino y las bacterias probioticas deben sobrevivir en este tramo durante 1 a 4 horas,

incluso 6 horas (Huang y M. C. Adams, 2004; Collado, 2004).

Las muestras de cada cepa lactica en el presente estudio, antes de aplicar los
respectivos tratamientos, estuvieron del orden de 10® células/ml. Las cepas L. acidophilus
(903), L. pentosus (207), L. paracasei paracasei (1010) y L. rhamnosus (1203) resistieron
las condiciones 4cidas después de 180 minutos de exposicion con aproximadamente 10’
células/ml, destacandose la cepa 1010 con 10° células/ml. Las bacterias probidticas
interactian con los jugos géstricos e intestinales y para que las células epiteliales obtengan
sus efectos inmunomoduladores es necesario que lleguen en cantidades de al menos 10°
cel/ml al intestino para actuar eficazmente, apreciar sus efectos, adherirse y multiplicarse en
el tracto intestinal (Moreno et al., 2000; Myllyluoma et al., 2008). De acuerdo a los
resultados de Fernandez et al., (2008) y Mejia et al., (2007), L. paracasei fue resistente a las
condiciones acidas, al igual que L. acidophilus que se caracterizd por ser activo en el

intestino humano.

De otro lado, la cepa de leche de oveja de Lactococcus lactis subsp lactis (103) que
previamente mostro actividad antimicrobiana frente a H. pylori y Salmonella (Capitulo II)
sobrevivié 40 minutos a las condiciones gastricas (pepsina pH 2). Estos resultados coinciden

con estudios previos con cepas de Lactococcus presentes en productos lacteos que inhibieron
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a bacterias entéricas y toleraron las condiciones del tracto gastrointestinal como el bajo pH
(Kimoto ef al., 2002). Las cepas de leche de oveja de L. plantarum (Q2, Q3) resistieron las
condiciones gastricas durante 5 minutos, en contraste a los resultados de Grangette et al.,
(2004) que mostraron que la cepa de L. plantarum fue mas resistente que la cepa
Lactococcus lactis a las condiciones severas del estomago y la parte superior del intestino en

el tracto gastrointestinal de roedores y humanos.

En esta investigacion, las cepas de L. plantarum (Q2, Q3) y L. brevis (2004)
tuvieron una viabilidad entre 4 y 16% bajo condiciones gastricas durante 5 minutos y de 15 a
81% a las condiciones intestinales durante 360 minutos. Estas cepas de oveja fueron
sensibles a las condiciones gastricas y por tanto no alcanzaron a llegar en cantidades
apropiadas al intestino. Los anteriores resultados son contrarios a lo publicado por R. Martin
et al., (2009) en donde las cepas de L. plantarum y L. brevis presentaron porcentajes de

viabilidad mas altos entre 38-40% al exponerse a las condiciones gastrointestinales.

La resistencia a las condiciones de transito intestinal es vital para que puedan
colonizar el intestino. Todas las cepas estudiadas toleraron las condiciones intestinales
mostrando bajas pérdidas de viabilidad, similares resultados se aprecian en Collado, (2004).
Aunque, en algunos casos, se aprecian leves incrementos no significativos (p>0.05) en el
porcentaje de viabilidad. Sin embargo, al tener en cuenta el porcentaje de supervivencia total
de pepsina y pancreatina se obtuvo un estimado mas cercano a las condiciones reales. La
cepa L. acidophilus (903) llegaria al intestino en una cantidad de 9.9 x 10° células/ml, L.
pentosus (207) con 5.8 x 10° células/ml, L. paracasei (1010) con 1.8 x 10° células/ml y L.
rhamnosus (1203) con 7.3 x 10> células/ml. Lo cual confirma los resultados obtenidos por
Chang et al., (2010) que mostraron que las bacterias probidticas al pasar por el estomago
fueron afectadas por las condiciones adversas y esto repercutié en el nimero de bacterias que
posteriormente llegaron al colon a ejercer sus funciones beneficiosas. Por eso, aunque las
cepas 903, 207, 1010 y 1203 presentaron porcentajes positivos de viabilidad con el

recuento de SYTO en las condiciones gastricas e intestinales, solo la cepa 1010 alcanzé a

176



Capitulo VI

resistir las condiciones gastrointestinales in vitro con una densidad bacteriana recomendada

para ejercer los efectos saludables en el intestino.

Todos los datos de viabilidad anteriormente expuestos se obtuvieron con el sistema
LIVE/DEAD que permite apreciar las formas viables no cultivables, metabolitamente activas
y que pueden tener una funcidon beneficiosa, mostrando recuentos mas altos que el obtenido
por el recuento en placa. El uso del recuento en placa no resulto ser el adecuado para detectar
las formas viables microbianas, debido a la ausencia de un vinculo entre viabilidad y
cultivabilidad (Gatti et al., 2006). Ademas, el sistema LIVE/DEAD proporciond resultados

en menor tiempo que el recuento convencional.

En la elaboracion de productos probidticos es aconsejable seleccionar cepas
resistentes a las condiciones acidas. Las cepas que resistieron durante poco tiempo dichas
condiciones podrian tratarse como ingredientes alimenticios o liofilizados en capsulas que
protegen los microorganismos probidticos incrementando de esta forma su viabilidad
(Collado, 2004). Otra alternativa, es partir de un inoculo con una concentracion inicial mas
alta de la recomendada teniendo en cuenta que hay cepas lacticas mas sensibles a las
condiciones gastrointestinales. Ademads, podria ingerirse el probidtico en forma liquida con el

estomago vacio donde el tiempo de exposicion a dichas condiciones disminuye.

Los mecanismos por los cuales la cepa 1010 logrd sobresalir de las demas cepas
estudiadas, no son conocidos en detalle. Previas investigaciones mencionan que existe un
mecanismo que protege a las células de la muerte por acido ATR (Acid tolerante Response)
y fue estudiado en especies como L. acidophilus, L. helveticus, L. bulgaricus, L. delbruekii
bulgaricus y L. plantarum (Lorca y de Valdez, 2009). Otros mecanismos implicados en la
adaptacion de los Lactobacillus incluyen la bomba de protones y enzimas involucradas en la

produccion de compuestos alcalinos (Lorca y de Valdez, 2009).
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Inicialmente en este estudio se destacaron las caracteristicas con potencial
probidtico de 8 cepas lacticas, de las cuales solo una resiste las condiciones gastrointestinales
recomendadas. Por eso, la tolerancia a las condiciones gastrointestinales y el tiempo de
supervivencia son indispensables en la declaracion y seleccion de una cepa probidtica
(Goderska y Czarnecki, 2007). L. paracasei (1010) podria ser una opcion en la elaboracion
de productos lacteos probiodticos porque en condiciones in vitro demostr6 dichas propiedades
como actividad antimicrobiana frente a patogenos, capacidad de adhesion a la mucina y
tolerancia a las condiciones gastrointestinales a diferentes tiempos. Por tanto, podrian
proporcionar beneficios a la salud del hospedador al administrarse en cantidades adecuadas,
con buenos efectos nutricionales y reforzando los mecanismos naturales de defensa (FAO y

OMS, 2001; Keohane ef al., 2009).

La persistencia de los probioticos en el tracto intestinal desaparecen después de dos
semanas en que se ha interrumpido el consumo (Mattila-Sandholm et al., 2002). Por tanto,
estas cepas deberian probarse en posteriores estudios in vivo, realizar ensayos de
alimentacion teniendo en cuenta las dosis y el tiempo de administracion. Los productos
elaborados con leche de oveja guirra constituyen una buena fuente para la obtencion de cepas

BAL probidticas, de interés para la industria alimentaria y el consumidor.
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La identificacion fenotipica por medio del sistema comercial API 50CHL de las
cepas BAL aisladas de leche de oveja Guirra proporcioné informacion a nivel de género y
especie. La microbiota lactica presente en esta materia prima fue variada y se encontraron las
especies L. acidophilus, L. brevis, L. delbrueckii lactis, L. delbrueckii delbrueckii, L.
paracasei paracasei, L. pentosus, L. plantarum, L. rhamnosus, Lactococcus lactis subsp
lactis, Lactococcus raffinolactis, Leuconostoc mesenteroides mesenteroides y Pediococcus
pentosaceus. Sin embargo, no distinguié entre cepas. Los resultados obtenidos fueron
analizados por el método estadistico de analisis de componentes principales (ACP), que
establece relaciones entre las variables y agrupa a los individuos de acuerdo a sus semejanzas
mostrando que no se logré una adecuada diferenciacion de especies debido a que las cepas
BAL estudiadas presentan diferentes perfiles de fermentacion, coincidiendo con las
observaciones de Sarmiento (2008) y Pot y Tsakalidou (2009). Cabe destacar que esta
identificacion proporciond informacion de la capacidad de fermentacion de cada cepa frente
a 50 azucares y es util en el momento de seleccionar cepas que deseen introducirse en un
alimento especifico. Sin embargo la presente caracterizacion fenotipica se deberia
complementar con la aplicacion de técnicas moleculares a nivel de especie como la técnica
de secuenciacion de marcadores taxonomicos como el gen del 16S rRNA para la obtencion

de una identificacidon mas exacta.

Actualmente, las infecciones ocasionadas por H. pylori y Salmonella spp. son
tratadas con antibioticos y un porcentaje muy bajo de dichos tratamientos son fallidos por la
presencia de cepas patdgenas resistentes. Los probidticos son propuestos como una
alternativa al uso de antibioticos y algunos pertenecen a las cepas BAL. El presente estudio
evalu6 la actividad antimicrobiana de las BAL aisladas de leche de oveja Guirra junto con
algunas cepas pertenecientes a la CECT frente a H. pylori y Salmonella spp. Segun Servin y
Coconnier (2003) algunas BAL produjeron sustancias antimicrobianas que fueron activas
contra bacterias Gram-negativas. La presente investigacion confirma que la actividad
antimicrobiana de algunas cepas lacticas de leche de oveja Guirra frente a estas especies
patogenas esta influenciada por la presencia de las células, las sustancias producidas y el pH.

H. pylori fue afectado por las células BAL y las sustancias producidas como dacidos
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organicos y sustancias activas a pH neutro. Mientras, las cepas de Salmonella spp. solo
fueron inhibidas por la presencia de las células de las BAL y los acidos organicos. Los
resultados de inhibicion fueron dependientes de la cepa acido lactica y patogena. Algunas de
las BAL destacaron por su actividad antimicrobiana y resultan de interés en el tratamiento de

alteraciones ocasionadas por estos patdgenos.

De las pruebas de actividad antimicrobiana destacaron las cepas lacticas 1203 y
2004 porque tuvieron la capacidad de inhibir en presencia y ausencia de célulasapH 4.5y 7
a H. pylori B6 resistente a la claritromicina. El ensayo de viabilidad in vitro de H. pylori al
estar en contacto con las sustancias de las BAL se realizé con el sistema LIVE/DEAD y
recuento en placa. Los resultados demuestran que las sustancias de las BAL afectaron la
integridad de la membrana de algunas células de H. pylori. El porcentaje de células viables
disminuy6 en la muestra control en menor proporcion que las muestras de cultivo mixto de
H. pylori y los sobrenadante de las cepas BAL 1203 y 2004 después de 24 horas. Estos
porcentajes fueron poco representativos respecto al numero total de células de H. pylori
presentes en la muestra. Las cepas 1203 y 2004 tuvieron la habilidad de inhibir el
crecimiento de H. pylori pero no lograron erradicarlo. Tal vez, mayores tiempo de
exposicion con las sustancias de estas cepas favorezcan el control de H. pylori. El cual, al
estar en contacto con las sustancias producidas por las BAL presentd cambios morfologicos
pasando de formas espirales a U, V y cocos a través del tiempo. Dichos cambios
posiblemente fueron originados porque el patdgeno estuvo expuesto a condiciones adversas y
por ello busco una forma de resistencia. Requiere especial cuidado, aquellas formas cocoides
con la membrana intacta porque se encuentran en un estado viable y son potencialmente
infectivas. Ademas, estas formas viables en la mayoria de los casos no son cultivables. Por
otro lado, el método LIVE/DEAD resulté mas seguro en el momento de evaluar el efecto de

cepas probioticas en la viabilidad del patogeno H. pylori.

Seglin la FAO, las cepas con caracteristicas probiodticas deben ser identificadas a

nivel de género, especie y cepa para atribuir dichas caracteristicas a una cepa concreta. Por
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ello, se seleccionaron 33 cepas BAL de oveja y 6 de la CECT que mostraron mayores casos
de inhibicion frente a los patogenos H. pylori y Salmonella spp. para caracterizarlas por
medio de la técnica RAPD vy perfiles de resistencia a antibioticos. Los perfiles encontrados
fueron heterogéneos, varias especies compartieron perfil con un iniciador y con el segundo
mostraron perfiles distintos. La técnica RAPD proporciond una identificacion a nivel intra-
especifico y la asociacion de las cepas estuvo en funcion del tamafio de la banda compartida.
La variabilidad presentada pudo ser debido a que las muestras de leche se tomaron de
diferentes granjas, épocas del afio, recibieron diferente manejo, algunas muestras se
obtuvieron directamente de la leche cruda, otras fueron almacenadas en tanques y otras
fueron aisladas de quesos. Las BAL estudiadas fueron resistentes al acido nalidixico y
presentaron sensibilidad a algunos antibidticos dependiendo de la cepa. Por tanto, cada cepa
expresd unas caracteristicas propias y se confirm6 que no se pueden generalizar las
propiedades probidticas a un género o especie. La informaciéon obtenida es util en el
momento que se deseen emplear estas cepas en alimentos probidticos porque permiten

monitorizar determinadas bacterias.

Ademas, una cepa probidtica para lograr colonizar el intestino requiere poseer
propiedades de adhesion a la mucosa intestinal (He et al., 2001). Por ello, las 39 BAL
mencionadas anteriormente se evaluaron in vitro por su capacidad de adhesion a la mucina.
Los resultados mostraron que las BAL estudiadas poseen actividad antimicrobiana frente a
patdgenos, pero solo 29 de 39 cepas lacticas presentaron capacidad de adhesion y entre las
especies no se apreciaron diferencias significativas. Por tanto, esta propiedad de adhesion fue
dependiente de la cepa. Similares resultados publicaron Servin y Coconnier (2003) y Laparra
y Sanz, (2009). En la presente investigacion 14 cepas pertenecientes a las especies L. casei
(CECT475), L. paracasei paracasei (1008, 1010, 2105, 404 y 2T4), L. pentosus (207), L.
plantarum (1705, 309 y Q2) y Lactococcus lactis subsp lactis (1305B, 1906, 2011 y 1T4)
presentaron porcentajes de adhesion suficientes para que las bacterias acido lacticas logren

colonizar y ejercer los efectos beneficiosos en el intestino (Collado, 2004).
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El ensayo de adhesion con mucina y policarbonato mostraron el tipo de
interacciones implicadas en la adhesion de las BAL. Los porcentajes de adhesion al
policarbonato sugirieron que existen interacciones hidrofobicas importantes en la habilidad
de adhesion de las bacterias a la mucina (Laparra y Sanz, 2009; Van den Abbeele et al.,
2009). Del Re (2000) demostré que la habilidad de hidrofobicidad puede ser predictiva de la
adherencia de bifidobacteria. Sin embargo, los resultados de este tratamiento no fueron
predictivos de la capacidad de adhesion de algunas BAL de Lactobacillus y Lactococcus, ya
que no lograron adherirse a la mucina a pesar de sus propiedades de hidrofobicidad.
Posiblemente, las interacciones hidrofobicas de estas cepas lacticas no son suficientes en la
habilidad de adhesion y se requiera estudiar la accion de otros componentes de naturaleza
proteica, accion de carbohidratos, acidos lipoteicoicos, fuerzas pasivas, interacciones
electrostaticas y estructuras especificas que de acuerdo a Van den Abbeecle et al., (2009)

estuvieron vinculadas con la adhesion.

La tolerancia a las condiciones gastrointestinales es otra prueba fundamental en la
seleccion de probidticos (FAO y OMS, 2001). Las pruebas de supervivencia a las
condiciones gastrointestinales in vitro de 8 BAL aisladas de leche de oveja Guirra se realizod
con el sistema LIVE/DEAD y recuentos en placa. Estas cepas lacticas presentaron actividad
antimicrobiana frente a H. pylori y Salmonella spp., capacidad de adhesion a la mucina, con
resistencia al acido nalidixico, sensibilidad a amoxicilina, ceftriaxona, cloranfenicol,
cefalotin, tetraciclina, ampicilina y carbenicilina. De acuerdo a los resultados obtenidos en
este ensayo las BAL aisladas de leche de oveja Guirra fueron mas sensibles a las condiciones
acidas en presencia de pepsina que a la pancreatina en condiciones basicas. Las pérdidas de
viabilidad variaron dependiendo de la cepa, el tipo de enzima, pH y el tiempo. Destacan las
cepas L. pentosus (207), L. paracasei (1010), L. acidophilus (903) y L. rhamnosus (1203)
porque lograron resistir las condiciones de los jugos gastricos durante 3 horas con valores
entre 5.1 a 5.9 Log cel/ml. La técnica de tincion con fluorocromos (LIVE/DEAD BacLight)
proporcioné resultados en menor tiempo respecto a la técnica de recuento en placa
permitiendo la deteccion de las células microbianas en su ambiente y fue posible detectar las

formas viables no cultivables y metabolitamente activas (Gatti et al., 2006).
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A partir de los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo, cabe destacar la cepa
lactica L. paracasei 1010 aislada de leche de oveja ya que demostrd en condiciones in vitro
actividad antimicrobiana frente a patogenos, capacidad de adhesion a la mucina y tolerancia
a las condiciones gastrointestinales a diferentes tiempos. Por tanto, resulta de especial interés

en estudios posteriores que confirmen su potencial probiodtico en condiciones in vivo.

Los probidticos son utilizados para reforzar la capacidad de defensa natural de la
microflora comensal del intestino. El presente estudio demostrdé que algunas cepas de leche
de oveja Guirra tuvieron caracteristicas probidticas. Los resultados de actividad
antimicrobiana, la habilidad de adhesion y resistencia a las condiciones gastrointestinales in
vitro sefialaron la actividad probidtica de estas cepas pero no es posible extender estos
atributos y correlacionarlos con una actividad probiotica efectiva, similar a lo publicado por
Izquierdo et al., (2008). Estas cepas lacticas son de interés para la industria de lacteos de la
Comunidad Valenciana y especificamente para los productores de leche de oveja Guirra que
estan en proceso de distinguir los productos que elaboran con esta materia prima. Aun falta
profundizar en los mecanismos de accidon de las cepas lacticas y para garantizar su seguridad
se recomienda otras pruebas de caracterizaciéon ya mencionadas. Ademads, es necesario

realizar ensayos in  vivo para confirmar las caracteristicas  probioticas.
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Conclusiones

o,

R La identificacidén bioquimica con el sistema comercial API 50 CHL permite
identificar las bacterias a nivel de género y especie. Sin embargo, no logra diferenciar a nivel
de cepa.

<> A partir de la identificacion bioquimica fue posible identificar en la leche
de oveja guirra las especies L. acidophilus, L. brevis, L. delbrueckii lactis, L. delbrueckii
delbrueckii, L. paracasei paracasei, L. pentosus, L. plantarum, L. rhamnosus, Lactococcus
lactis subsp lactis, Lactococcus raffinolactis, Leuconostoc mesenteroides mesenteroides y

Pediococcus pentosaceus.

<> El 66% (87/131) de las BAL aisladas de leche de oveja y 63%(6/8)
pertenecientes a la CECT inhibieron por medio de la presencia de las células lacticas el
crecimiento de H. pylori NCTC11637. Mientras, H. pylori B6 solo fue afectado por el 42%
(55/131) de las células lacticas de leche de oveja y el 75% (6/8) de las BAL de la CECT.

X El156% (73/131) de las BAL de leche de oveja y 50% (4/8) pertenecientes a
la CECT inhibieron por accién de los 4cidos organicos a H. pylori NCTC11637. Mientras, H.
pylori B6 solo fue afectado por los sobrenadantes del 8% (11/131) de las cepas lacticas de
leche de oveja y el 62.5% (5/8) de las cepas lacticas de la CECT.

<> E15.8%, 7.2%, 10.1% y 7.2% de las BAL aisladas de leche de oveja y de la
CECT necesitaron de la presencia de las células para inhibir el crecimiento de las cepas de

Salmonella S134, S58, S135 y S915, respectivamente.
<> El 6.5%, 7.2%, 5.0% y 6.5% de las sustancias producidas a pH 4.5 de las

BAL estudiadas afectaron el crecimiento de las cepas de Salmonella S134, S58, S135 y

S915, respectivamente.
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<> El 11% y el 1.5% de las BAL de leche de oveja han inhibido por medio de
las sustancias producidas a pH 7 el crecimiento de H. pylori NCTC11637 y B6,
respectivamente. Aunque, los sobrenadantes de las BAL a pH 7 no tienen ningun efecto

frente a las cepas de Salmonella spp estudiadas.

X Las cepas L. acidophilus (903), L. casei (CECT475), L. delbrueckii
delbrueckii (CECT286), L. paracasei paracasei (1010, CECT4022), L. pentosus (207,
CECT4023), L. plantarum (Q2, Q3), L. rhamnosus (CECT278) y Lactococcus lactis subsp
lactis (103, 1906) fueron las especies que presentaron mayores casos de inhibicion frente a
los patogenos H. pylori 'y Salmonella spp.

<> Las sustancias producidas a pH 4.5 por las cepas L. brevis (2004) y L.
rhamnosus (1203) afectaron el crecimiento y produjeron cambios morfolégicos en H. pylori
B6 pasando de formas espirales a U, V y cocos en estado viable y no viable. Las cepas BAL
de leche de oveja Guirra lograron disminuir la densidad del patégeno pero no lo erradicaron.

X En la caracterizacién genotipica de las cepas BAL con actividad
antimicrobiana frente a H. pylori y Salmonella spp. mediante RAPDs mostré una elevada
heterogeneidad incluso dentro de la misma especie. Las agrupaciones no mostraban
asociacion de acuerdo a los resultados de inhibicion antimicrobiana, ni perfiles a especies.

<> La capacidad de adhesion es dependiente de la cepa y no todas las BAL
que presentaron actividad antimicrobiana frente a los patégenos estudiados tuvieron

capacidad de adhesion a la mucina de cerdo en condiciones in vitro.

X El tratamiento de adhesion al policarbonato no es predictivo en todos los

casos de la capacidad de adhesion de las BAL estudiadas.
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<> Las cepas L. casei (CECT475), L. paracasei paracasei (1008, 1010,
2105, 404 y 2T4), L. pentosus (207), L. plantarum (1705, 309 y Q2) y Lactococcus lactis
subsp lactis (1305B, 1906, 2011 y 1T4) presentaron porcentajes de adhesion superiores a
7.45%; los cuales corresponden a una cantidad suficiente de bacterias (10° UFC/ml) que se
adhieren y de esta manera colonizar y ejercer los efectos beneficiosos en el hospedador.

X El sistema LIVE/DEAD vy el recuento en placa permitieron determinar la
resistencia de algunas BAL aisladas de leche de oveja a las condiciones gastrointestinales.
Todas las cepas BAL resultaron ser mds sensibles a los jugos gastricos con valores de
viabilidad entre 0 y 97%; mientras que estos valores frente a condiciones intestinales
estuvieron entre 16% y 94%. La resistencia a las condiciones gastrointestinales dependi6 de
la cepa ensayada.

<> La cepa de leche de oveja L. paracasei (1010) en condiciones in vitro
demostré poseer todas las caracteristicas probidticas estudiadas como actividad
antimicrobiana frente a patégenos, capacidad de adhesiéon a la mucina y tolerancia a las
condiciones gastrointestinales a diferentes tiempos. Consideramos esta cepa de interés para

posteriores estudios in vivo.
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ANEXO L.

MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo empleados fueron esterilizados a 121 °C durante 15 minutos

en autoclave y atemperados a 50° C antes de verterlos en placas estériles.

Los medios liquidos fueron distribuidos en tubos de ensayo, esterilizados a 121 °C

por un tiempo de 15 minutos, en autoclave y atemperados a temperatura ambiente y luego,

almacenados en el refrigerador a 4 °C.

MEDIOS DE CULTIVO SOLIDOS

Agar MRS (Scharlau ref. 01-135)

Medio sélido para Lactobacillus. Composicion para un litro de agua destilada:

Peptona | 10.00g |
Extracto de carne | 8.00g |
Extracto de levadura | 400g |
D (+) Glucosa | 20.00g |
Acetato sodico | 500g |
Citrato triamonico | 200g |
Sulfato de Magnesio | 020g |
Sulfato de Manganesio | 005g |
Sulfato dipotasico | 200g |
Polisorbato 80 [ 100ml |
Agar | 14.00g |
pH final aproximado | 6202 |
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Agar Sangre de Caballo

Columbia Blood Agar Base (Scharlau ref 01-034). Composicioén para un litro de

agua destilada:

Peptona de caseina | 12.00 g |
Peptona de carne | 11.00 g |
Almidén | 150 g |
Cloruro de sodio | 5.00g |
Agar | 15.00g |
pH final aproximado | 73+02 |

10 % de sangre desfibrinada de caballo (Oxoid ref. SRO050C)
El agar base se resuspende en agua destilada y se esteriliza en autoclave a 121 ° C
durante 15 minutos, luego, se atempera el medio a 50 °C y se adiciona la sangre desfibrinada

de caballo asépticamente, se homogeniza el medio y se distribuye en placas estériles.

Agar PC (Scharlau 01-161)

Composicion para un litro de agua destilada:

| Peptona caseina | 50 g |
| Extracto de levadura | 25 g |
| Dextrosa | 10 g |
| Agar | 150g |
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Agar TSA (Merck 733)

Triptose Soy Agar — Agar Soja Triptosa. Composicion para un litro de agua

destilada:

| Peptona de Caseina | 15.00 g |
| Peptona de harina de soja | 50 g |
| Cloruro sédico | 50 g |
| Agar | 15.00g |
| pH final aproximado | 73+02 |
MEDIOS DE CULTIVO SEMISOLIDOS
Agar nutriente - Semisdlido (Difco ref 234000)
Composicion referida a un litro de agua destilada:
i Extracto de res | 30g |
| Peptona | s50g |
| Agar | 70¢g |
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MEDIOS DE CULTIVO LIQUIDOS

232

Caldo Brucella (Difco ref 211088)

Composicion referida a un litro de agua destilada:

Caseina digerida por enzimas | 100g |
Tejido animal digerido por enzimas | 100g |
Dextrosa | 1.0g |
Extracto de levadura | 20g |
Cloruro sodio | 01g |
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ANEXO 2.

REACTIVOS Y SOLUCIONES

RESUSPENSION SALMONELLA

Tampon Fosfato Salino (PBS) 3X (solucion de almacenaje)

COMPUESTO | CANTIDAD |
NaCl | 228 ¢ |
NaH,PO, | 3¢ |
Na,HPO, | 2.88¢ |
Agua destilada | 1 L |
pH | 75 |

Las sales se disuelven por separado. Luego, se esterilizaa 115 ° C, 15 min.

PBS 1X

Diluir 3 veces el tampon PBS 3X en agua destilada. Esterilizar a 121 °C, 15 min.
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INCUBACION DE LAS CEPAS

Sobres generadores de microaerofilia (CampyGen, Oxoid ref. CN0035A)

El sobre de microaerobiosis se introduce en una jarra de 3.5 L con placas y se cierra
lo mas pronto posible, el oxigeno contenido es absorbido, simultdneamente, se genera
diéxido de carbono produciendo las condiciones de microaerobiosis apropiadas ( 85% de N,

10% de CO, y 5% de O,). El componente activo de cada sobre es acido ascorbico.

Suplemento de anaerobiosis (Anaerogen, Oxoid ref. AN0035A)

Se introduce un sobre por jarra de 3.5 L, la cual se cierra y es optima para el

crecimiento de las bacterias acidolacticas.

234



Anexo IIT

ANEXO 3.

Tablas ID API SOCHL.

Resultados de analisis bioquimicos de las cepas CECT vy aisladas de leche de oveja Guirra. (+) Resultado positivo:
Fermentacion completa del azucar. (-) Resultado negativo: Aztcar sin fermentar. (d) Fermentacion débil. Las lineas sombreadas
muestran las cepas con el mismo resultado en toda la coleccion. Las lineas no sombreadas presentan los resultados en los que hay

diferencia en las cepas analizadas.
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ANEXO 4.

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LAS BAL FRENTE A Helicobacter pylori y Samonella spp.
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Anexo IV

Felicobacter pyior:
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Anexo IV
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Anexo IV
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Cepas inhiben A pplors & Selmonelle spp. Oirigen clindco
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