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INTRODUCCIÓN 
 

La nutrición ha tenido un desarrollo muy importante en las últimas décadas, lo 

cual ha hecho cambiar su concepto; antes se consideraba que la dieta tenía el papel de 

aportar los nutrientes necesarios para mantener el estado de salud, mientras que hoy en 

día este concepto ha evolucionado a la idea de que la dieta puede contener alimentos 

que además de nutrir, promueven la salud.  

En los últimos años, existe evidencia científica suficiente, para sustentar la 

hipótesis de que la dieta puede tener efectos fisiológicos, más allá de los beneficios 

nutricionales aceptados. De hecho, la dieta no solo puede ayudar a alcanzar una salud 

óptima, sino también, desempeñar una función importante reduciendo el riesgo de 

enfermedad.  

A mediados de los años 80, en Japón, con el apoyo gubernamental, se inició la 

investigación y se propuso el término de “alimentos saludables” para uso específico (en 

inglés Foods for Special Health Use; FOSHU), el cual fue empleado para designar a los 

alimentos naturales o procesados que, además de sus componentes nutricionales, 

contienen otros adicionales que favorecen la salud, la capacidad física y el estado 

mental de una persona, lo que luego derivó al concepto de “alimento funcional”. 

Hasta la fecha el concepto de mayor aceptación para “alimentos funcionales” es 

el definido por el International Life Sciences Institute (ILSI), en el documento de 

consenso de 1999 Functional Food Science in Europe (FUFOSE). Esta definición 

establece que un alimento funcional es aquel que ha demostrado de manera satisfactoria 

que posee un efecto beneficioso sobre una o varias funciones específicas en el 

organismo, más allá de los efectos nutricionales habituales, siendo esto relevante para la 

salud y el bienestar y/o la reducción del riesgo de enfermar. Es importante destacar que 

los alimentos funcionales han de seguir siendo un alimento, y no se consumirán en otro 

tipo de presentaciones como polvos, cápsulas, etc. Además, deben demostrar sus 

beneficios en cantidades que puedan ser consumidas en la dieta. Razón por lo cual, la 

industria alimentaria ha comenzado a desarrollar una gran cantidad de productos que 

contribuyen a prevenir las enfermedades crónicas, promoviendo el bienestar.  
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Dentro de los “alimentos funcionales” se encuentran los que contienen 

microorganismos denominados como “probióticos”, los cuales se definen como 

microorganismos vivos no patógenos que, ingeridos en cantidades suficientes, modulan 

o actúan sobre determinadas funciones del organismo, produciendo un efecto 

beneficioso, más allá del puramente nutricional, como contribuir al equilibrio de la 

microbiota intestinal del huésped y potenciar el sistema inmunitario (FAO, 2002). 

Actualmente, existen criterios internacionalmente aceptados para la definición de 

microorganismos probióticos como: ser de origen humano; ser resistente a la 

destrucción por el ácido gástrico y sales biliares; adherirse al epitelio intestinal y 

modular la respuesta inmunitaria (West et al., 2009).  

El uso de probióticos como herramienta médica en algunas patologías está muy 

aceptado, como es el caso del uso de la levadura Sacharomyces boulardii en la 

prevención y tratamiento de diarreas asociadas al uso de antibióticos. Además, el uso de 

bacterias ácido lácticas probióticas, ya sean del género Bifidobacterium, Lactobacillus 

y/o una mezcla de ellas, han mostrado efectos beneficiosos sobre algunas enfermedades 

digestivas. Estas bacterias forman parte de la microbiota intestinal tanto de adultos 

como de niños y su es beneficiosa para el huésped.  

Se han propuesto varios mecanismos por los que estas bacterias, que se 

encuentran mayoritariamente alojadas en el tracto gastrointestinal, podrían ser capaces 

de tratar y prevenir desórdenes intestinales como reducir el pH, potenciar la reparación 

de la mucosa (Hickson et al., 2007), aumentar la proliferación de anaerobios (Apostolou 

et al., 2001), competir con patógenos (Servin, 2004), secretar sustancias 

antimicrobianas y estimular el sistema inmunitario (Lebeer et al., 2010). 

Los efectos beneficiosos de algunos microorganismos son muy amplios; sin 

embargo, es conocido que muchos de los efectos biológicos de los probióticos son 

específicos a nivel de cepa, por lo que caracterizar los efectos de cada cepa probiótica es 

de alta importancia.  

 Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, y el gran aumento del interés de 

la industria alimentaria como de los consumidores por el desarrollo de estos alimentos 

funcionales y el interés científico por dilucidar los mecanismos implicados en sus 

efectos beneficiosos, se creyó conveniente realizar el presente trabajo con el objetivo 
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general de aislar y caracterizar microorganismos probióticos a partir de heces de niños 

alimentados exclusivamente con leche materna para un posible uso en la industria 

alimenticia o farmacéutica, y especialmente para ser utilizarlos en fórmulas lácteas para 

la infancia.  

Para ello se han planteado los siguientes objetivos específicos:  

a) Aislar cepas bacterianas ácido lácticas a partir de heces de niños alimentados 

exclusivamente al pecho 

b) Evaluar la resistencia al pH y a sales biliares de las cepas aisladas 

c) Determinar la adherencia de las cepas seleccionadas a células epiteliales intestinales 

humanas HT29. 

d) Identificar las cepas aisladas mediante estudios de fermentación y de secuenciación 

del gen 16S del RNA ribosómico (rRNA) bacteriano. 

e) Estudiar la capacidad de competencia de las cepas probióticas frente a 

enterobacterias. 

f) Estudiar la producción de citoquinas (IL-8 y TNF-α) de las células epiteliales 

intestinales Caco-2, en presencia de las bacterias patógenas y probióticas.  
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ANTECEDENTES 

Se sabe que las superficies de las mucosas está colonizada por una gran cantidad 

y diversidad de microorganismos. La influencia de esta comunidad microbiana sobre 

nuestra fisiología probablemente es más pronunciada en el intestino, debido a que este 

órgano contiene la mayor parte de estos organismos; solo el colon contiene sobre el 

70% de todos los microorganismos del cuerpo humano (Ley et al., 2006). Se estima que 

el área de superficie del intestino humano sería la de una pista de tenis (200 m2) 

(Gebbers y Laissue, 1989), representando el órgano con mayor superficie para la 

colonización bacteriana. Adicionalmente, el tracto gastrointestinal es rico en moléculas 

que pueden ser utilizadas como nutrientes por los microorganismos, por lo que es el 

sitio perfecto para ser colonizado. 

El conjunto de microorganismos que habita el intestino, conocido como 

microbiota intestinal, está compuesto fundamentalmente por microorganismos 

anaerobios estrictos. Aunque hay más de 50 Phyla de bacterias descritos hasta la fecha 

(Schloss y Handelsman, 2004), la microbiota intestinal está dominada por solo dos de 

ellos: Bacteroidetes y Firmicutes, mientras que proteobacterias, verrucomicrobia, 

actinobacterias, fusobacterias y cianobacterias están presentes en menores proporciones 

(Eckburg et al., 2005). Las estimaciones del número de especies de bacterias presentes 

en el intestino humano varían ampliamente entre los diferentes estudios, aunque se 

acepta en general que hay entre 500 a 1000 especies (Xu y Gordon, 2003). Sin embargo, 

un análisis más detallado ha sugerido que la microbiota intestinal humana está 

compuesta por más de 35.000 especies de bacterias (Frank et al., 2007).  

La mucosa intestinal separa al ser humano de las bacterias que se encuentran en 

la luz intestinal, un número 10 veces mayor que todas las células eucariotas que existen 

en sus tejidos. Se estima que el organismo contiene alrededor de 1014 células, de las 

cuales solo el 10% son de mamífero; por lo tanto, el 90 % de nuestro cuerpo está 

constituido por bacterias (Hooper et al., 2002). 

La microbiota intestinal no es homogénea, el número de bacterias presentes en el 

intestino humano va desde 101 a 103 unidades formadoras de colonia (UFC/g) en el 

estómago y duodeno, aumentando a 1011 a 1012 UFC en el colon (O´Hara y Shanahan, 
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2006) (Figura 1A). Además, la composición de la microbiota es diferente dependiendo 

del sitio en que se encuentre en el tracto gastrointestinal. Se han descrito que en 

individuos sanos, la microbiota del intestino delgado es más enriquecida en la clase de 

Bacilli de Firmicutes y Actinobacteria. Por otro lado, Bacteroidetes y Lachnospiraceae, 

una familia de los Firmicutes se encuentran más prevalentes en el colon (Frank et al., 

2007). Además de la heterogeneidad longitudinal a través del tubo digestivo, también 

existe una gran variación latitudinal, debido a que el epitelio intestinal está separado del 

lumen por una espesa y compleja capa de moco, generando un tipo de hábitat diferente 

al que pueda existir en el lumen o en la superficie del epitelio intestinal, existiendo una 

diferencia en la microbiota en cada uno de estos hábitat. Por ejemplo Bacteroides, 

Bifidobacterium, Streptococcus, miembros de la familia Enterobacteriaceae, 

Enterococcus, Clostridium, Lactobacillus y Ruminococcus se encuentran en heces, 

mientras que solo Clostridium, Lactobacillus y Enterococcus se encuentran en mucus y 

criptas del epitelio del intestino delgado (Swidsinski et al., 2005) (Figura 1B). 

 

Figura 1. 1A. Variación en la composición y cantidad de la microbiota presente en el trayecto 
del tubo digestivo. 1B. Variaciones longitudinales en la composición de la microbiota en el 
intestino.     
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COMPOSICIÓN DE LA MICROBIOTA EN EL TUBO DIGESTIVO  

La microbiota del tubo digestivo difiere en el tipo y número de microorganismos 

dominantes en cada uno de sus segmentos y hay diferencias geográficas e individuales 

importantes, a pesar de lo cual existe un patrón de colonización más o menos común 

para todos los seres humanos (Guarner y Malagelada, 2003).  

En la cavidad bucal, debido a que el pH de la boca tiende a ser alcalino, la 

microbiota es diversa y se calcula que existen aproximadamente 500 especies diferentes. 

La microbiota encontrada está altamente relacionada con el estado clínico de las encías 

y los dientes, por lo que en una boca sana existen principalmente especies anaerobias 

Gram positivas; en los huecos gingivales se encuentra una alta proporción de bacterias 

anaerobias facultativas Gram positivas (Prevotella sp., Veillonella sp. y Fusobacterium 

sp.) y en la región supragingival se hallan, sobre todo, bacterias anaerobias facultativas 

Gram positivas (Streptococcus sp. y Actinomyces sp.) (1011 
UFC/g de contenido). Pero 

cuando existen enfermedades periodontales la microbiota dominante son las especies 

Gram negativas anaerobias estrictas.  

La lengua es reservorio de especies anaerobias obligadas y aunque las bacterias 

no crecen en la saliva, están presentes en ella en altas concentraciones (más de 108 

UFC/ml) y la utilizan como medio de transporte para dirigirse a otros lugares del tracto 

digestivo (Kleessen et al., 2000).  

En el estómago y el duodeno, la mayoría de las bacterias deglutidas no 

sobreviven. En el estómago porque el jugo gástrico es extremadamente ácido (pH 2,5 a 

3,5) y, generalmente, está libre de bacterias. No obstante, inmediatamente después de 

las comidas el pH aumenta y el recuento microbiano aumenta hasta 105 
UFC/ml con un 

descenso posterior a 103 
UFC/ml.  

Las bacterias que sobreviven al estómago son especies resistentes al ácido e 

incluyen microorganismos Gram positivos (estreptocos, lactobacilos y levaduras) y 

Helicobacter pylori (Kleessen et al., 2000). Debido a lo agresivo de los líquidos 

intestinales y al tiempo corto de tránsito, en el duodeno es difícil la colonización estable 

de las bacterias por lo que contiene un número relativamente bajo de microorganismos 

en tránsito (103 
a 104 

UFC/ml) (Holzapfel et al., 1998; Guarner y Malagelada, 2003).  
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En el intestino delgado, desde el duodeno hacia abajo, la composición de la 

microbiota se conoce poco debido a las dificultades inherentes a la toma de muestras en 

sujetos sanos, pero dado lo agresivo del medio, la microbiota es escasa y contiene 

usualmente menos de 105 
UFC por ml. En el intestino delgado proximal, además de las 

especies encontradas en el estómago se aíslan Haemophilus sp, Actinomyces sp, algunos 

anaerobios (Veillonella sp y Bacteroides sp) y cantidades considerables de lactobacilos, 

debido al epitelio escamoso estratificado de esta zona y a la capacidad de adhesión de 

estas bacterias (Mackie et al., 1999).  

En el yeyuno e íleon existe un incremento continuo en el número (>108UFC/g) y 

variedad de la microbiota con lo que, además de las bacterias ácido lácticas, Hay un 

número considerable de bifidobacterias, de anaerobios facultativos (Bacteroides y 

Fusobacterium) y de anaerobios estrictos que están presentes en número creciente a 

partir de la válvula ileocecal (Holzapfel et al., 1998).  

La microbiota en la parte distal del intestino delgado es mucho más densa (> 109 

UFC/ml) y se asemeja a la del ciego, con gran cantidad de bacterias anaerobias estrictas 

y es considerada una zona de transición (Mackie et al., 1999; Kleessen et al., 2000; 

Hooper et al., 2002). En los adultos los Bacteroides son las especies más comunes 

(1011), seguido por microorganismos Gram positivos no esporulados (109 
a 1010) como 

Eubacterium, Lactobacillus, cocos anaerobios (Peptostreptococcus, Ruminococcus, 

Coprococcus, Veillonella, Acidaminococcus y Streptococcus); y el género Clostridium 

(107- 108 
UFC/g). 

En el intestino grueso, son comunes los microorganismos anaerobios 

facultativos (Streptococcus y Enterococcus). Así mismo, Escherichia coli es la bacteria 

anaerobia facultativa Gram negativa (108/g de heces) que más se aísla; otros 

microorganismos Gram negativos como Klebsiella pneumoniae y Enterobacter cloacae 

tienen recuentos menores. Diversos bacilos, Staphilococcus aureus y Candida albicans 

se aíslan en una concentración de 105/g de heces (Kleessen et al., 2000).  

Los pocos estudios realizados en relación con la composición de la microbiota 

asociada a la mucosa del colon sugieren que las poblaciones epiteliales son similares a 

las del lumen aunque en cantidades menores (106-1010). Sin embargo, con métodos de 

biología molecular, se ha encontrado que la diversidad microbiana tanto en el colon 

como en las heces es más grande de lo que previamente se había descrito ya que la 

mayoría de las bacterias encontradas con estos métodos genéticos no habían sido 
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descritas previamente (Eckburg et al., 2005). Con los métodos de cultivo 

convencionales, se ha descrito que las eubacterias, bifidobacterias (B. vulgatus, B. 

distasonis y B. fragilisson), Clostridium y los cocos Gram positivos son las especies 

dominantes (Kleessen et al., 2000; Mcfarlane et al., 2000). En los lactantes, además de 

las eubacterias, las bifidobacterias B. bifidum, B. longum, B. adolescentis y B. animalis 

representan las especies más importantes (Harmsen et al., 2000).  

En el lumen las bacterias pueden vivir de forma separada, pero el examen 

microscópico muestra que la mayor parte de las bacterias no se encuentra en forma 

dispersa, sino en grandes conglomerados que atacan las estructuras de los restos 

alimentarios sólidos. El análisis microbiano de partículas de alimentos parcialmente 

digeridas muestra que las poblaciones bacterianas crecen en superficies particulares y, al 

menos físicamente, las poblaciones son similares a la microbiota no adherente con 

predominio importante de bacteroides y bifidobacterias (Mcfarlane et al., 2000). Por 

último, se ha encontrado que la microbiota asociada a la mucosa del recto es 

aproximadamente la misma que en el colon (Kleessen et al., 2000).  

Además de las condiciones ambientales del tubo digestivo, la cantidad y 

variedad de las bacterias en las diferentes regiones del mismo está determinada por una 

gran diversidad de factores complejos intrínsecos y extrínsecos (Mackie et al., 1999) 

(Tabla 1). De igual forma, así como el huésped directa o indirectamente influye sobre la 

microbiota que habita su intestino, ésta también tiene un impacto importante sobre el 

organismo que la aloja y estos efectos pueden ser beneficiosos o perjudiciales para la 

salud del individuo (Hooper et al., 2002). 

IMPORTANCIA Y FUNCIONES DE LA MICROBIOTA INTESTINAL 

 Se conoce como microbiota normal a todas aquellas especies de 

microorganismos que se encuentran en el intestino de individuos sanos y que poseen 

una o varias funciones que pueden ser beneficiosas para la salud del huésped 

(Bengmark, 2000). Sin embargo, hay que considerar que más del 60% de las bacterias 

de la microbiota no pueden ser aun cultivadas ni caracterizadas por completo.  

Existe un creciente número de estudios que apuntan a la visión de una co-

evolución del huésped y su microbiota nativa: Se ha demostrado que el trasplante de 

microbiota entre distintas especies hospedadoras resulta en que la comunidad bacteriana 
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trasplantada cambia y tiende a parecerse a la microbiota nativa del huésped receptor. 

(Rawls et al., 2006), mostrando que la microbiota presenta un alto nivel de adaptación a 

su hábitat y con el huésped (Samuel et al., 2007; Xu et al., 2007).  

En los últimos años se ha hecho evidente que la microbiota intestinal presenta 

efectos beneficiosos a través de diferentes vías, jugando un rol importante sobre: 

metabolismo energético, digestión y síntesis de nutrientes, síntesis de vitaminas, 

desarrollo epitelial y respuesta inmunitaria (Tappenden y Deutsch, 2007); a cambio los 

microorganismos cuentan con las condiciones de crecimiento adecuadas y un flujo 

constante de nutrientes (Savage, 1977). 

Tabla 1. Factores que afectan a la microbiota intestinal del ser humano. 

 
1. Factores mediados por el huésped 

pH, secreciones (inmunoglobulinas, bilis enzimas) 
Motilidad intestinal 
Células exfoliadas, mucinas, tejido exudado 

2. Factores microbianos 
Adhesión 
Motilidad 
Esporas, cápsulas, enzimas y componentes antimicrobianos 

3. Interacciones microbianas 
Sinergia 
Cooperación metabólica 
Cambios en el pH y tensión de oxígeno 
Antagonismo/estimulación 
Ácidos grasos de cadena corta/aminas 
Componentes antimicrobianos, sideróforos 
Alimentos 

4. Dieta 
Composición 
Fibras no digeribles 
Compuestos no nitrogenados 
Leche materna 

5. Drogas 
Modificadores de la motilidad intestinal 
Antibióticos 
Antiácidos y bloqueadores de la producción de HCl 
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Funciones metabólicas 

La información genética contenida en la gran cantidad de microorganismos de la 

microbiota intestinal, codifica cientos de genes que están ausentes en el genoma 

humano, entre ellos el procesamiento de los polisacáridos de la dieta, metabolismo de 

complejos proteicos, síntesis de vitaminas y producción de energía para mantener la 

homeostasis intestinal (Cani y Delzenne, 2009).  

El metabolismo microbiano es responsable de la conversión de muchas 

sustancias energéticas en nutrientes que pueden ser absorbidos y utilizados por el 

huésped (Hooper et al., 2002). La microbiota del intestino grueso juega un papel 

importante en los procesos digestivos del huésped, generando energía de los residuos 

alimentarios no absorbidos, de las células de descamación intestinal y de las secreciones 

a través de la fermentación de los hidratos de carbono y proteínas, así como de la 

absorción de los ácidos grasos de cadena corta y otros productos metabólicos 

(Mcfarlane et al., 2000). 

Los mamíferos no tienen la capacidad de degradar polisacáridos complejos, pero 

transportan activamente azúcares simples de la dieta, como glucosa, a través de los 

enterocitos del intestino delgado. Los polisacáridos complejos transitan por el tracto 

gastrointestinal hacia el colon, donde la colonización bacteriana es mayor. Estos 

polisacáridos complejos como celulosa, almidón resistente y mucinas del mucus 

intestinal son descompuestos por la microbiota generando, por ejemplo, ácidos grasos 

de cadena corta que son absorbidos y usados por los enterocitos como principal fuente 

de energía (Jacobs et al., 2009). 

Las dietas que se consumen típicamente en Europa aportan a la fermentación 

bacteriana entre 50 y 60 gramos de hidratos de carbono al día, los cuales producen 0,5 a 

0,6 moles de ácidos grasos de cadena corta con un valor energético total de 140 a 180 

kilocalorías, que representan aproximadamente 10% del requerimiento calórico basal 

del individuo (Hooper et al., 2002). Esta función es tan importante que los roedores 

libres de bacterias en el intestino o gnotobióticos, para mantener su peso, necesitan 

ingerir 30% más de energía que los animales con microbiota, lo que prueba que las 

bacterias intestinales ayudan al huésped a extraer el máximo valor energético de los 

alimentos (Hooper et al., 2002; Inoue y Ushida, 2003). Se calcula que en el adulto, el 

epitelio colónico obtiene entre 60 y 70% de sus necesidades energéticas a partir de los 
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productos de fermentación bacteriana, principalmente del ácido butírico (Hooper et al., 

2002). Sin embargo, se ha descrito que el niño alimentado al pecho materno tiene una 

muy baja producción de ácido butírico debido a lo cual, se ha postulado que en estos 

niños esta función no sea tan importante como previamente se había creído o que los 

enterocitos de estos neonatos tengan características diferentes de las del adulto (Parret y 

Edwards, 1997). 

Además de ser capaz de metabolizar polisacáridos complejos, la microbiota 

también modula la captación y deposito de los lípidos de la dieta. También ha 

demostrado suprimir la inhibición de la lipoproteín lipasa (LPL), aumentando la 

actividad de la LPL en el tejido adiposo y, por tanto, estimulando la captación de ácidos 

grasos por los adipocitos (Backhed et al., 2004). Además, contribuye a suprimir en parte 

la síntesis hepática de lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL), resultando en una 

disminución significativa de los triglicéridos circulantes y en menor medida los niveles 

de colesterol (Resta, 2009). 

La microbiota también contribuye a la homeostasis de los aminoácidos en el 

huésped. En aquellos animales no rumiantes ni coprófagos, la proteína microbiana no se 

utiliza en gran medida por el huésped; sin embargo, una pequeña cantidad de los 

requerimientos de ciertos aminoácidos es proporcionada por la síntesis bacteriana. Este 

hecho fue observado al marcar aminoácidos con N15 
y encontrar que entre 1 y 20% de la 

lisina y la treonina circulante de estos animales derivó de las bacterias intestinales 

(Holzapfel et al., 1998; Metges, 2000). También, algunas bifidobacterias marcadas con 

N15 
y administradas por vía bucal, al ser destruidas en el lumen, aproximadamente 90% 

de las proteínas es absorbida por el intestino y 70% se retiene en el organismo (Gil y 

Rueda, 2000). 

Los productos de la fermentación bacteriana han sido implicados en la 

motilidad, la circulación, y la estimulación del flujo intestinal y visceral que modulan la 

maquinaria metabólica intrínseca de las células del huésped, lo cual resulta en una 

absorción más eficiente de agua, calcio, magnesio y hierro (Bengmark, 1998; Holzapfel 

et al., 1998, Younes et al., 2001; Hooper et al., 2002, Guarner y Malagelada, 2003). 

Además de la capacidad de la microbiota para metabolizar numerosos polisacáridos de 

plantas, los microorganismos intestinales degradan una gran variedad de 
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glicoconjugados derivados del huésped (sulfato de condroitina, mucina, hialuronato y 

heparina) (Hooper et al., 2002). 

Finalmente, los microorganismos colónicos también producen vitaminas, aunque 

algunas de estas también se pueden obtener de la dieta (vitaminas K y C, ácido fólico, 

biotina, niacina), aunque para ciertas vitaminas (K, B12) la presencia de la microbiota es 

crucial para nuestra supervivencia (Resta, 2009). 

Funciones tróficas 

Posiblemente el papel más importante de la microbiota intestinal sobre la 

fisiología colónica es su efecto trófico en el epitelio intestinal (Guarner y Malagelada, 

2003). La diferenciación de las células epiteliales está afectada en gran medida por la 

interacción con los microorganismos residentes (Hooper et al., 2001) y sus productos 

metabólicos, principalmente por los ácidos grasos de cadena corta como acetato, 

propionato y butirato que estimulan la proliferación y diferenciación de las células 

epiteliales en el intestino humano (Bezitzoglou, 1997). El acetato es utilizado por los 

músculos esquelético y cardiaco para obtener energía y por los adipocitos para la 

lipogénesis (Hooper et al., 2002). La microbiota intestinal tiene un impacto directo 

sobre la estructura del intestino; a diferencia de los animales convencionales, los libres 

de gérmenes tienen un patrón alterado de células madres de las células epiteliales, lo 

que modifica los tiempos de diferenciación y la cantidad de tipos de células expresadas 

en el epitelio intestinal (Tappenden y Deutsch, 2007). 

Algunos estudios han descrito la importancia de la microbiota en el desarrollo 

microvascular del intestino, mediante la regulación de la transcripción de proteínas 

angiogénicas (Hooper et al., 2001). Además, varias cepas de Lactobacillus han 

demostrado contribuir al mantenimineto de las uniones estrechas del epitelio intestinal, 

proporcionando un efecto protector frente a bacterias patógenas o lesiones intestinales 

(Lutgendorff et al., 2008). 

Funciones protectoras  

La microbiota intestinal nativa representa una barrera física para la entrada de 

patógenos por exclusión competitiva, como la ocupación de los sitios de unión, 

consumo de nutrientes y producción de sustancias antimicrobianas. Además, estimula a 

que el huésped produzca diversos compuestos antimicrobianos. 
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Numerosos péptidos antimicrobianos, tales como defensinas, catelicidinas y 

lectinas tipo C, son producidas por el tracto gastrointestinal y pertenecen a un grupo 

diverso de compuestos que actúan sobre estructuras de la superficie de bacterias 

comensales y patógenas (Hooper, 2009). Esto permite que una de las principales 

funciones de los péptidos antimicrobianos sea regular la composición y número de la 

microbiota intestinal. Este proceso es bidireccional, ya que productos del metabolismo 

de diferentes especies bacterianas han mostrado estimular la producción de diferentes 

tipos de péptidos antimicrobianos por parte del huésped (Salzman et al., 2007). Algunos 

estudios han contribuido a identificar diferentes especies de bacterias constituyentes de 

la microbiota que actúan contra bacterias patógenas, aunque los mecanismos exactos 

involucrados en este efecto no han sido esclarecidos totalmente (Sanz et al., 2007). 

Algunas especies de bacterias que componen la microbiota intestinal como 

Lactobacillus y Bifidobacterium han mostrado prevenir infecciones por Listeria en 

células epiteliales mediante la secreción de compuestos y por modulación de la 

respuesta inmunitaria (Corr et al., 2007). Compuestos secretados por Lactobacillus 

parecen disminuir la colonización de bacterias patógenas, como Escherichia coli 

(Medellin-Pena y Griffiths, 2009). Estos productos antimicrobianos secretados por 

especies bacterianas que componen la microbiota intestinal tienden a mostrar una 

actividad antimicrobiana contra grupos bacterianos similares a los productores de estos 

compuestos, posiblemente como una estrategia dirigida a mantener los potenciales 

competidores fuera de los nichos intestinales que son favorables para el crecimiento de 

bacterias productoras de estos compuestos (Sekirov et al., 2010). Sin embargo, algunas 

bacterias del género Lactobacillus producen sustancias que son activas contra una 

amplia gama de bacterias enteropatógenas, tanto Gram positivas como Gram negativas 

(Lievin-Le et al., 2006). 

INMUNOMODULACIÓN 

El rol central de la microbiota intestinal en el desarrollo del sistema inmunitario 

no debe ser una sorpresa, ya que la mucosa intestinal representa la mayor superficie de 

contacto con antígenos y bacterias del medio ambiente, los cuales son presentados a las 

células inmunes residentes en la mucosa intestinal. 
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 Brevemente, el sistema inmunitario intestinal se compone del tejido linfoide 

asociado a la mucosa intestinal (GALT), incluyendo las placas de Peyer que se 

encuentran insertas en la lámina propia a lo largo del intestino delgado. Este sistema es 

considerado el órgano inmunitario más extenso del cuerpo humano, ya que el 80% de 

todas las células que producen inmunoglobulinas se encuentran en este tejido linfoide 

(Holzapfel et al., 1998; Guarner y Malagelada, 2003). El GALT consiste en 

acumulaciones difusas de tejido linfático presente en la lámina propia de la pared 

intestinal y en la placa epitelial (Hanson et al., 2003). Básicamente, el GALT está 

constituido por células T y B intraepiteliales, células M insertas entre los enterocitos, 

células dendríticas, cuyos pseudópodos alcanzan la luz intestinal, a través de las 

denominadas, uniones cerradas de los enterocitos, y macrófagos y células T y B 

presentes en la lámina propia. Además, las placas de Peyer están constituidas 

fundamentalmente por células B. Los propios enterocitos, al ser células procesadoras de 

antígenos se consideran células del GALT (Rueda y Gil, 2010). 

La colonización bacteriana del tracto gastrointestinal afecta de forma directa la 

composición del GALT, ya que después de la exposición a microorganismos luminales, 

el número de linfocitos intraepiteliales se expande de forma significativa, los centros 

germinales con células productoras de inmunoglobulinas aumentan rápidamente en los 

folículos y la concentración de inmunoglobulinas aumenta sustancialmente en suero 

(Tannok, 2001) (figura 2).  

El sistema inmunitario se puede dividir en innato y adaptativo. La respuesta 

adaptativa inmunitaria depende de los linfocitos B y T, los cuales son específicos para 

cada antígeno en particular. En contraste, el sistema innato responde a estructuras 

comunes llamadas patrones moleculares asociadas a patógenos (PAMP), compartida por 

la gran mayoría de estos. La respuesta primaria frente a los patógenos es desencadenada 

por los receptores reconocedores de patrones (PPR), los cuales se unen a los PAMP. 

Dentro de los PPR se encuentran los receptores análogos de Toll (Toll-like receptors-

TLR-), dominios de unión a oligonucleótidos (NOD), moléculas de adhesión y lectinas. 

Estos receptores son altamente expresados en células presentadoras de antígenos, como 

macrófagos y células dendríticas (DC). Aunque también son expresados en las células 

epiteliales intestinales, las que se encuentran en contacto directo con la microbiota e 

influyen en la iniciación y regulación de la respuesta inmunitaria (Artis, 2008) (Figura 
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3). Los TLR reconocen principalmente componentes microbianos específicos y 

desencadenan la activación de vías de señalización celular, las cuales inducen la 

producción de citoquinas, productos antimirobianos, quimoquinas y la maduración de 

las células DC, lo que produce una respuesta inmunitaria adaptativa (Akira et al., 2006). 

La importancia de la microbiota intestinal en el desarrollo de la mucosa 

intestinal como en el sistema inmunitario puede ser observada en modelos de animales 

gnotobióticos. Se ha descrito que los animales en ambientes gnotobióticos presentan 

placas de Peyer pobremente formadas y la composición de CD4+T, y células B 

productoras de Inmunoglobulina A (IgA) está alterada en la lamina propia (Artis, 2008). 

Tienen bajas densidades de células linfoides en la mucosa intestinal, las estructuras 

foliculares especializadas son pequeñas y la concentración de inmunoglobulinas 

circulantes es baja (Pedone et al., 1999; Tannok, 2001). En la periferia, el desarrollo de 

áreas foliculares de células T y B en el bazo y nódulos linfoides periféricos se encuentra 

también alterado (Smith et al., 2007). La introducción de un producto aislado de 

Bacteroides fragilis, una de las especies bacterianas comensales dominantes en ratón, 

corrige los defectos en el tejido linfoide periférico de un ratón gnotobiótico (Mazmanian 

et al., 2005). Lo que demuestra que las señales de las bacterias comensales tienen un rol 

esencial en el desarrollo del sistema inmunitario mucoso y periférico. Estas 

observaciones indican que los mecanismos moleculares que existen para facilitar el 

reconocimiento de las bacterias comensales permiten un nivel basal de activación 

inmunitaria para programar patrones de expresión de genes que se requieren para el 

normal desarrollo y función de las células inmunes. 
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Figura 2. Compartimentos del tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal (GALT). 

 

Además de la regulación del desarrollo del sistema inmunitario intestinal y 

sistémico, recientes estudios han sugerido que la adquisición o composición de la 

microbiota podría desencadenar o influir en el curso de varios estados de enfermedades 

inflamatorias o metabólicas (Hörmannsperger y Haller, 2010). 

MICROBIOTA Y DESÓRDENES EXTRA-INTESTINALES 

La relación entre la microbiota y el sistema inmunitario intestinal se describe 

como “homeostasis”, lo que se refiere en este contexto, a la ausencia de efectos 

adversos de parte de los microorganismos que componen la microbiota intestinal, 

incluso durante perturbaciones ambientales, tales como, cambios de la comunidad 

bacteriana o dieta del huésped (Hooper y Macpherson, 2010). Una alteración de esta 

homeostasis podría ser la responsable de algunas enfermedades o desórdenes, lo cual 

puede involucrar al sistema gastrointestinal, a órganos accesorios del intestino u órganos 

Célula M

Placa de Peyer

Ganglio linfático 
mesentérico

Folículo

Folículo Folículo

Folículo

Lamina propia

Macrófagos

Células T
Linfocito 

intraepitelial

Célula 
dendrítica

Vaso Linfático

GALT

Área 
interfolicular



Antecedentes 

40 
 

de sistemas remotos (Sekirov et al., 2010) (Figura 4). Existe abundante evidencia que 

asocia las enfermedades inflamatorias intestinales (EII): enfermedad de Crohn y colitis 

ulcerosa, con una respuesta inadecuada del huésped a la microbiota intestinal. Esto se 

apoya en un cierto grado de efectividad del uso de antibióticos en la prevención y 

tratamiento de la inflamación, tanto en animales como en humanos. También, se ha 

asociado a una alteración de la función y composición de la microbiota, lo que produce 

sobreestimulación del sistema inmunitario, disfunción epitelial y mayor permeabilidad 

de la mucosa intestinal. Aunque los patógenos tradicionales probablemente no son 

responsables de estos desórdenes, el aumento de la virulencia de las especies de 

bacterias comensales, como Escherichia coli, que mejora la adherencia a la mucosa, la 

capacidad invasiva y la presencia intracelular; estimula una respuesta inmunitaria 

exacerbada (Sartor, 2008).   

 

Figura 3. Células epiteliales intestinales y células del sistema inmunitario regulan la respuesta 
inmunitaria a través de receptores del sistema inmunitario innato (TLR y NOD).  
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Por otro lado, la microbiota se ha relacionado con alteraciones en órganos 

accesorios al intestino. Se ha atribuido una participación de la microbiota en la 

formación de cálculos biliares, ya que dentro de las causas de esta patología se incluyen 

alteraciones de la secreción y metabolismo del colesterol y de ácidos biliares, así como 

de la motilidad intestinal, donde la microbiota intestinal está indirectamente implicada 

(Wang et al., 2009). Asimismo, se ha observado la presencia de miembros de la 

microbiota intestinal en la bilis, lo que podría ser debido a un aumento de la 

permeabilidad intestinal durante la obstrucción biliar (White et al., 2006). Esta 

contaminación podría provocar litogénesis mediante la inducción de colestasis. 

En investigaciones realizadas en ratas con cirrosis a las que se les administró 

factor de crecimiento tipo insulina I (IGF-I), factor responsable del mantenimiento de la 

barrera intestinal, se observó que el IGF-I es capaz de limitar el desarrollo de cirrosis 

hepática en animales con daño hepático por aumento de la función de barrera intestinal 

y que, además, reduce los niveles de translocación bacteriana (Lorenzo-Zuñiga et al., 

2006). En pacientes con cirrosis hepática se observa una alteración de la composición de 

la microbiota, con una reducción de los recuentos de Bifidobacterium (Zhao et al., 

2004).  

Una complicación de la cirrosis hepática es la encefalopatía hepática, que ocurre 

por acumulación de sustancias neurotóxicas a nivel sanguíneo produciendo 

manifestaciones neurológicas en el paciente. Se ha observado el efecto de probióticos 

y/o prebióticos sobre la encefalopatía hepática. Pacientes que recibieron una mezcla 

simbiótica presentaron una reversión en el 50% de los casos y solo algunos de los que 

recibieron prebiótico revirtieron este proceso. Este efecto es acompañado por un 

aumento significativo de Lactobacillus no productores de ureasa (Liu et al., 2004). 

La investigación sobre la microbiota intestinal durante estos últimos años, se ha 

centrado en dilucidar la contribución de ésta en la etiología de las enfermedades 

humanas y su participación en algunas enfermedades complejas que residen en órganos 

extra intestinales. 

 



Antecedentes 

42 
 

  

Figura 4. Asociación de la microbiota intestinal con enfermedades fuera del tracto 
gastrointestinal. 

 

Teniendo en cuenta los antecedentes previamente descritos, no debe sorprender 

que las investigaciones sobre el rol de la microbiota en el desarrollo de la obesidad 

muestren resultados interesantes. Estudios recientes han demostrado la implicación 

directa de la microbiota intestinal en la regulación de la homeostasis energética tanto en 

ratas como en humanos. El análisis de la microbiota de ratones genéticamente obesos 

(ob/ob, con una mutación en el gen de la leptina) mostraron 50% menos de 

Bacteroidetes y un aumento en la proporción de Firmicutes, en comparación con 

ratones (Ob/+ y +/+) control. Al comparar la microbiota de obesos y delgados, en 

ratones y humanos se observa que la estructura de las comunidades de bacterias son 

muy similares (Ley et al., 2005). El perfil de la microbiota de humanos indica que la 

relación Bacteroidetes/Firmicutes de obesos alimentados con una dieta hipocalorica 

cambia hacia la relación que presentan los individuos delgados, disminuyendo la 
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presencia de Bacteroidetes y aumentando la de Firmicutes (Ley et al., 2006). Por otro 

lado se ha observado que en ratones obesos la microbiota presenta un aumento 

sustancial de la expresión de genes que codifican enzimas que intervienen en la 

degradación de polisacáridos de la dieta (Turnbaugh et al., 2006), observándose una 

disminución significativa de la energía contenida en las heces de los ratones obesos en 

comparación con sus homólogos delgados, lo que demuestra el aumento de la capacidad 

de la microbiota para extraer energía de la dieta (Turnbaugh et al., 2006). 

Han pasado décadas desde que por primera vez se propuso la “hipótesis de la 

higiene”, una teoría que sugiere que los factores que influyen en el grado de exposición 

de un individuo a microorganismos patógenos, tales como saneamiento, hogar, 

exposición a mascotas, uso de antibióticos, etc., aumenta, drásticamente la prevalencia 

de enfermedades atópicas como eccema, fiebre del heno y asma, sobre todo en países 

que han adoptado una forma de vida “occidental” (Strachan, 1989). Recientemente, se 

ha propuesto que esta hipótesis debe ser revisada para incorporar la función de la 

microbiota intestinal. Esta ha sido presentada como la “hipótesis de la microbiota”, que 

sugiere que perturbaciones en la microbiota intestinal como resultado de la escasa 

exposición a microorganismos debido a cambios en la dieta y al uso de antibióticos da 

como resultado una microbiota no desarrollada (Noverr y Huffnagle, 2005). Esta 

microbiota “inmadura” altera el adecuado desarrollo del sistema inmunitario, 

interrumpiendo la normal madurez de la tolerancia inmunológica, aumentando así la 

incidencia de alergias (Noverr y Huffnagle, 2005).  

Varios estudios de cohorte han indicado la asociación entre el uso de antibióticos 

y el mayor riesgo de tener alergias (McKeever et al., 2002) y asma (Verhulst et al., 

2008; Wjst et al., 2001), haciendo hincapié en que los síntomas alérgicos se 

correlacionan positivamente con la anterior administración de antibióticos. Otros 

estudios prospectivos han observado una disminución significativa en ciertos grupos 

bacterianos de la microbiota intestinal y han sido correlacionados con síntomas de 

alergia a temprana edad. También, se ha relacionado los niveles de Bifidobacterium y 

Enterococcus spp., con síntomas alérgicos en el primer mes de vida. Sin embargo, a los 

6 meses de edad los niveles de Enterococcus spp. se normalizaron (Bjorksten et al., 

2001). Asimismo, se ha publicado que niños de 2 años de edad con síntomas de atopía, 

presentan una alta relación Bacteroidetes/Bifidobacterium (Suzuki et al., 2008).  
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En estudios de alergia a la leche de vaca (ALV), una de las alergias más 

comunes en niños, que presenta diferentes síntomas cutáneos (eritema, urticaria), 

gastrointestinales (nauseas, vómitos, diarrea y síndrome de alergia oral) o respiratorios 

(rinoconjuntivitis, estridor y asma), se ha descrito que estos niños presentan una 

cantidad total de bacterias y de bacterias anaeróbicas mayor que los niños normales, y 

que después de 6 meses de tratamiento con una formula hidrolizada, presentaron una 

cantidad mayor de anaerobios y de Lactobacillus, y una menor cantidad de 

Bifidobacterium y enterobacterias comparado con los niños controles (Thompson et al., 

2010).  

Debido a que aún no se conoce la mayor parte de la microbiota intestinal, a pesar 

del conjunto de técnicas utilizadas para poder cuantificarla y determinar su 

composición, la información disponible puede ser difícil de comprender. Se necesitan 

más estudios para poder dilucidar la importancia de la microbiota sobre el desarrollo del 

proceso alérgico. 

Otra enfermedad autoinmune es la diabetes tipo 1 (DT1), la cual es mediada por 

una autodestrucción de las células productoras de insulina en el páncreas. Sin embargo, 

lo que no se conocía hasta hace poco, es que la DT1 también estaría vinculada a los 

cambios de la microbiota intestinal. Se han estudiado modelos de ratas que desarrollan 

espontáneamente DT1. En estas ratas BB-DP, se caracterizó la microbiota antes y 

después de la aparición de la DT1, las ratas saludables que posteriormente desarrollaron 

la enfermedad presentaron un número significativamente mayor de Bacteroidetes, en 

comparación a las que no presentaron la enfermedad (Brugman et al., 2006). Además, 

las ratas que recibieron una combinación de antibióticos y dieta estándar, presentaron 

una reducción del 50% en la incidencia de DT1, mientras que la en ratas que recibieron 

antibióticos y dieta alta en caseína (dieta protectora de DT1), la incidencia de DT1 se 

redujo a cero (Brugman et al., 2006). 

Resultados parecidos presentaron los modelos de ratas diabéticas NOD, en las 

cuales la frecuencia de DT1 fue reducida desde 75 a 20% al administrar un antibiótico y 

una dieta estándar (Schwartz et al., 2007). Estos estudios establecen un importante 

vínculo entre la microbiota intestinal y el desarrollo de autoinmunidad. 
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COLONIZACIÓN BACTERIANA EN EL INTESTINO DEL NIÑO  

La primera colonización del intestino es uno de los estímulos más importantes 

del sistema inmunitario que enfrenta el recién nacido, y es influenciado por factores 

externos e internos. El tracto gastrointestinal del recién nacido es estéril, aunque este 

comienza a ser colonizado inmediatamente después del nacimiento (Mackie et al., 1999; 

Hooper et al., 2002; Kleessen et al., 2000). Se encuentran pequeñas cantidades de 

microorganismos inmediatamente después del nacimiento (5 x 104 
a 5 x 105), siendo las 

bacterias más frecuentemente Staphylococcus, Streptococcus, Propionibacterium y 

Corynebacterium. Cuando las membranas amnióticas se rompen las bacterias de la 

microbiota intestinal y vaginal materna también pueden aislarse (Björksten, 1999). Bajo 

circunstancias normales, la colonización inicial del intestino del niño ocurre durante el 

parto al ponerse en contacto con la microbiota vaginal de su madre y, posteriormente, 

por el contacto con la microbiota normal de sus padres y con los microorganismos 

presentes en la leche materna (Sekirov et al., 2010). Esto lleva a la inoculación con 

bifidobacterias, enterobacterias, bacteroides, clostridios y cocos Gram positivos 

(Bjorksten et al., 2001).  

Un hallazgo constante es que todos los niños son inicialmente colonizados por E. 

coli y Streptococcus, que a veces alcanzan cifras de 108 
a 1010 

UFC/g de heces, por lo 

que se ha propuesto que son las responsables de la creación de un ambiente favorable 

para el establecimiento de los anaerobios de los géneros Bifidobacterium, Bacteroides y 

Clostridium (Mackie, 1999; Adlerberth y Wold, 2009).  

Factores que influyen en la colonización bacteriana 

 El origen de las cepas bacterianas que colonizan a los niños incluye la 

microbiota vaginal de la madre, de la piel de padres y hermanos, leche materna y otros 

alimentos. Por lo que el patrón de colonización influye en mayor o menor medida por el 

tipo de nacimiento y modo de alimentación, estructura familiar y otros hábitos. 

Tipo de nacimiento 

Nacimiento vaginal 
Normalmente la colonización se inicia durante el parto por exposición a la 

microbiota de la madre; a esta forma de adquisición microbiana se le conoce como 
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transmisión vertical y a las posteriores como transmisión horizontal (Inoue y Ushida, 

2003).  

Con el largo proceso del nacimiento por vía vaginal se hace más viable el 

aislamiento de microorganismos en el estómago y la boca del bebé. De hecho, 

inmediatamente después del nacimiento, es posible aislar de la nasofaringe del 62% de 

los recién nacidos bacterias que fueron aisladas en la vagina de sus madres antes del 

inicio del parto, y los microorganismos encontrados en el contenido gástrico del neonato 

entre los 5 y 10 minutos posteriores al nacimiento, son similares a los aislados en el 

cérvix de la madre antes del parto (Falk et al., 1998; Mackie et al., 1999).  

Se han encontrado más de 18 grupos diferentes de bacterias en el tracto 

gastrointestinal inferior de la mujer embarazada y esas son las principales bacterias a las 

que está expuesto el recién nacido, siendo E. coli y Strepcococcus sp. las que con mayor 

frecuencia se aíslan del tracto digestivo del niño (Mackie et al., 1999).  

En los neonatos las bacterias aparecen en las heces durante los primeros días de 

vida, siendo las primeras E. coli, Streptococcus sp., Enterococcus sp. y Bifidobacterium 

que aparecen alrededor del día 3 de vida extrauterina. Hacia el décimo día postnatal, la 

mayoría de los neonatos sanos a término están colonizados por una microbiota 

bacteriana heterogénea, en donde predomina Bifidobacterium en los alimentados al 

pecho y una microbiota mixta en los que reciben fórmula (Walker y Duffy, 1998; 

Mackie et al., 1999).  

Nacimiento por cesárea  
Estos niños inician la vida prácticamente sin bacterias y son privados del 

contacto con la microbiota vaginal e intestinal de su madre, y la colonización de 

Bacteroides, Bifidobacterium y E. coli son retrasadas (Penders et al., 2006). El primer 

contacto con ellas es fortuito y los microorganismos son introducidos del ambiente por 

el equipo hospitalario (Walker y Duffy, 1998). Los niños nacidos por cesárea pueden 

también estar expuestos a las bacterias de su madre, pero la exposición inicial es más 

frecuente con gérmenes del ambiente (equipo, aire y otros niños) siendo el vector el 

personal de enfermería (Mackie et al., 1999). Existen datos acerca de que las mismas 

cepas de Bifidobacterium se detectan en las heces de niños nacidos en el mismo 

hospital, lo que sugiere una forma de transmisión horizontal (Inoue y Ushida, 2003).  

Después del nacimiento, los microorganismos ambientales, orales y cutáneos pueden ser 

transferidos mecánicamente de la madre al recién nacido por varios mecanismos tales 
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como la succión, los besos y el cuidado materno (Mackie et al., 1999). En estos niños, 

la colonización anaerobia es generalmente retardada y la microbiota está compuesta por 

bacterias microaerofílicas, anaerobios facultativos y bacterias esporuladas (Clostridium) 

que se encuentran en el medio hospitalario. Entre los días 4 y 6, todos los niños nacidos 

por vía vaginal son colonizados por bacterias anaerobias pero sólo el 9% de los nacidos 

por cesárea tienen estas bacterias (Kleessen et al., 2000). Los microorganismos 

introducidos durante los primeros siete días de vida tienen una baja capacidad de 

colonización y la adquisición de bacteroides anaerobios está retrasada. Anteriormente, 

se creía que la colonización por Bifidobacterium y E. coli era similar a la de niños 

nacidos por vía vaginal, (Walker y Duffy, 1998), pero ahora se sabe que en países con 

buenas medidas de higiene transcurre un lapso considerable de tiempo antes de que se 

implanten E. coli y otras bacterias Gram negativas (Falk et al., 1998; Penders et al., 

2006), y que en los niños de países en vías de desarrollo se encuentra una fuerte 

exposición y adquisición de bacterias en etapas tempranas de la vida (Walker y Duffy, 

1998; Mackie et al., 1999). No obstante, los niños nacidos por cesárea pero que se 

pueden alimentar al pecho, son colonizados en gran parte por las bacterias de la leche 

materna (Martín et al., 2003)  

Cuidados intensivos 
 En unidades de cuidados intensivos, el tratamiento de antibióticos es de uso 

común y se realizan esfuerzos para evitar la propagación bacteriana. Los recién nacidos 

atendidos en estas unidades adquieren una microbiota muy escasa y casi desprovistas de 

anaerobios (el Mohandes et al., 1993; Hallstrom et al., 2004). Estafilococos, 

enterococos y enterobacterias coagulasa negativas dominan la microbiota y la presencia 

de levaduras es común (el Mohandes et al., 1993; Hallstrom et al., 2004). Estos 

microorganismos pueden ser seleccionados por su resistencia a antibióticos de amplio 

espectro. 

Condiciones sanitarias 

 Los niños que viven en malas condiciones sanitarias y de hacinamiento en los 

países no desarrollados son colonizados antes por E.coli y otras enterobacterias, 

enterococos, y lactobacilos que los niños en los países desarrollados. También tienen un 

mayor número de especies y una más rápida rotación de cepas bacterianas en su 

microbiota (Adlerberth, 2009; Roger et al., 2010; Adlerberth, 1998). Posiblemente el 
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proceso de establecimiento de una microbiota compleja es más rápido en países no 

desarrollados. Por ejemplo, niños paquistaníes a menudo poseen otras enterobacterias 

diferentes a E.coli, pero solo durante la primera semana de vida, aunque posteriormente 

desaparecen de la microbiota (Adlerberth et al., 1998). En cambio, los niños suecos 

tienen una tasa de colonización más elevada de este grupo de bacterias en los seis 

primeros meses de vida (Adlerberth et al., 2006). Staphylococcus coagulasa negativa y 

S.aureus, también parecen ser poco comunes en el intestino de los niños en países no 

desarrollados (Adlerberth, 2009; Roger et al., 2010; Adlerberth et al., 2007). Estos dos 

grupos de bacterias no son comunes en los adultos. La diferencia en el patrón de 

colonización también se ha observado en Europa. Los niños de Estonia son colonizados 

antes por lactobacilos y eubacterias en comparación con los niños de suecos (Sepp et 

al., 2000; Sepp et al., 1997). 

Tipo de alimentación 

La alimentación de los lactantes con leche materna es también uno de los 

factores importantes en la iniciación y desarrollo de la microbiota intestinal del neonato. 

La leche materna hasta hace muy pocos años era considerada un fluido estéril; sin 

embargo, la leche humana contiene varias especies bacterianas con recuentos 

relativamente elevados, aunque todavía son escasos los estudios sobre su microbiología. 

 Los antecedentes actuales indican que entre las bacterias que se aíslan con 

mayor frecuencia en la leche materna se encuentran diversas especies de los géneros 

Staphylococcus, Streptococcus, Enterococus, Lactococcus, Lactobacillus, Weissella y 

Leuconostoc (Heikkilä y Saris, 2003; Martín et al., 2003; Ng et al., 2004). Además, la 

leche humana contiene diferentes compuestos con actividad biológica de distinta 

naturaleza química, donde parecen intervenir lípidos, péptidos y oligosacáridos con 

actividad antimicrobiana, nucleótidos, enzimas, anticuerpos, macrófagos, linfocitos, y 

bacterias que componen la microbiota de la leche humana (Isaacs, 2005; Gil, 2002). 

Para los oligosacáridos que constituyen una fracción significativa de los componentes 

de la leche humana, se han identificado más de 200 especies moleculares distintas 

(Ninonuevo et al., 2006). Se ha descrito a través de la secuenciación del genoma, que 

las bacterias Bifidobacterium bifidum y, Bifidobacterium longum tienen la capacidad de 

degradar estos oligosacáridos (Miwa et al., 2010), aunque esta misma capacidad no se 

encontró en Bifidobacterium animalis subsp. lactis (Walker, 2009). Estos antecedentes 
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podrían tener también una especial relevancia en el desarrollo de la microbiota intestinal 

del niño. 

Estudios realizados en niños alimentados con leche materna sobre la 

composición de la microbiota, aportan datos controvertidos; principalmente esto se 

puede atribuir a las diferentes técnicas utilizadas en el análisis de la microbiota 

intestinal, (Adlerberth et al., 2009). En niños amamantados con leche materna se 

observa una mayor proporción de bifidobacterias y una significativa disminución de 

Bacteroides, Clostridium coccoides y Lactobacillus comparados con niños alimentados 

con fórmulas (Fallani et al., 2010). Además, presentan una mayor diversidad de 

Bifidobacterium y esta diversidad aumenta después del destete (Roger et al., 2010). 

Colonización durante el primer año de vida 

En todos los casos existe un aumento del número de bacterias en la primera 

semana; durante este tiempo se obtienen recuentos bacterianos de 109 
UFC/g, sin que 

influya la vía de nacimiento. Esta similitud se debe a que, al nacer, el ambiente en el 

intestino del niño muestra un potencial redox positivo, que permite la colonización 

inicial con anaerobios facultativos que a su vez disminuyen este potencial y permiten el 

crecimiento de anaerobios estrictos, los cuales aumentan paulatinamente durante la 

primera semana de vida, aunque en los primeros días los alimentados al pecho muestran 

un recuento superior de colonias, debido a la contaminación por la leche y la piel 

materna. La leche contiene bacterias ácido lácticas, como L. gasseri y E. faecium, y es 

fuente natural de bacterias para el intestino del recién nacido (Martín et al., 2003). Las 

principales especies aisladas durante esta etapa son: Staphylococcus aureus (4%), S. 

epidermidis (20%), S. fecalis (30%), S. faecium (10%) y Enterobacteriaceae [E. coli 

(20%), Klebsiella aerogenes (20%), Proteus mirabilis (2%), Enterobacteer cloacae 

(1%), Serratia sp. (1%) y Pseudomonas aeuroginosa (0.5%)]. Las bacterias aerobias 

facultativas son seguidas de cerca por Bifidobacterium sp. (Walker y Duffy, 1998).  

Durante el primer año se establece un patrón parecido al del adulto y se 

desarrolla el tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal (GALT) que se convierte en 

el órgano más importante del sistema inmunitario adaptativo (Björksten, 1999).  

Colonización a partir del segundo año  

La microbiota del colon de los niños es generalmente vista como casi idéntica a 

la de los adultos a partir de los 2 años de edad (Kleessen, 2000), aunque los anaerobios 
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facultativos se encuentran en mayor cantidad que en el adulto, lo que concuerda con la 

observación de que la microbiota no se iguala a la del adulto sino hasta la niñez tardía. 

Se ha descrito que una vez que se ha establecido el clímax de la microbiota, los grupos 

mayores de bacterias en las heces permanecen relativamente constantes durante el 

tiempo (Gronlund, 1999). Y hacia el final del segundo año de vida, la microbiota del 

niño forma placas densas que actúan en forma efectiva como barrera para la 

colonización de la microbiota exógena, alcanzando una velocidad de replicación que 

sobrepasa los mecanismos de eliminación bacteriana del huésped (Mackie et al., 1999; 

Kleessen et al., 2000). 

RELACIÓN ENTRE EL INTESTINO Y LA MICROBIOTA 

La relación entre intestino y microbiota es muy estrecha y puede ser vista como 

una relación simbiótica, ya que por ejemplo, la microbiota puede degradar hidratos de 

carbono que el intestino no puede debido a la falta de maquinaria enzimática. Los 

productos generados por esta degradación son principalmente utilizados como 

nutrientes del epitelio intestinal, como sucede con los ácidos grasos de cadena corta. 

Además, la presencia de esta microbiota tiene un efecto de inmuno-modulación, ya que 

la principal característica fisiológica de la mucosa intestinal es la capacidad de 

desarrollar una respuesta enérgica contra patógenos invasivos que pueden colonizar el 

epitelio intestinal, y al mismo tiempo presentar una respuesta nula frente a bacterias 

contenidas en alimentos o frente a la microbiota residente. Esta falta de respuesta es un 

proceso activo de varios mecanismos, llamado “tolerancia oral”, que es esencial para 

que el huésped no desarrolle una respuesta inflamatoria frente a la presencia de 

cualquier microorganismo y de esta forma puede presentar diferentes respuestas frente a 

distintos microorganismos, ayudando así, a la estabilidad de la microbiota intestinal. Por 

esta razón, tener una microbiota de composición normal puede ayudar al huésped al 

desarrollo fisiológico, inmune y metabólico. Este ecosistema se mantiene en equilibrio, 

y cualquier causa que lo rompa puede desencadenar alguna patología (diarreas, 

enfermedades inflamatorias, alergias, etc.).  

Es de interés entender la importancia de este ecosistema, sobre todo la función 

de cepas no patológicas. Sobre esta idea se ha desarrollado el concepto de probióticos 

como mediadores de la salud humana. Dentro de las diferentes áreas estudiadas, la 
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influencia de los probióticos sobre el sistema inmunitario tanto intestinal como 

sistémico y la modulación de la expresión génica en diferentes situaciones, es una de las 

más interesantes. 

PROBIÓTICOS 

Concepto de probiótico 

La creciente preocupación por comer sano ha cambiado el concepto de nutrición. 

La dieta, además de aportar los nutrientes necesarios, puede contener alimentos que 

promueven específicamente la salud y mejoran el bienestar, especialmente previniendo 

algunas enfermedades (Vasiljevik y Shah, 2008). La industria alimentaria ha 

evolucionado con este nuevo concepto desarrollando gran cantidad de productos que 

ayudan en la prevención de enfermedades crónicas. En este ámbito, aparecen los 

alimentos funcionales (FuFoSe, 1999; Mollet et al., 2002). Los alimentos funcionales, 

son como su propio nombre indica, alimentos per se: no se trata de cápsulas ni de 

comprimidos; por el contrario, son elementos que forman parte de una dieta o modelo 

alimentario a los cuales se les reconoce un efecto potencialmente beneficioso para el 

bienestar de los individuos y para su salud (FuFose, 1999; Aranceta y Gil, 2010). 

Dentro de este grupo, se encuentran los probióticos, microorganismos vivos que, 

ingeridos en cantidades suficientes, modulan o actúan sobre determinadas funciones del 

organismo, produciendo un efecto beneficioso, más allá del puramente nutricional, 

como contribuir al equilibrio de la microbiota intestinal del huésped y potenciar el 

sistema inmunitario (FAO, 2002). 

Existen antecedentes muy antiguos que relacionan efectos beneficiosos para la 

salud con el uso de alimentos con alto contenido de bacterias. Ejemplos de ello es la cita 

del Antiguo Testamento donde se dice que Abraham atribuye su longevidad al consumo 

de leche, o las citas históricas que indican que el historiador romano Plinio en el año 76 

A.C. recomendó el uso de productos fermentados de leche para el tratamiento de 

gastroenteritis (Senmier y De Vrese, 2001). 

A comienzos del siglo pasado, el microbiólogo Ruso Elie Metchnikoff (1845-

1916) sugirió que el consumo de leche fermentada modulaba la microbiota intestinal 

produciendo un efecto positivo en la salud humana (Metchnikoff, 1908). Fijó su 
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atención en el hecho de que en Bulgaria existía un increíble número de personas 

centenarias, a pesar de ser uno de los países europeos más pobres. Observó que los 

búlgaros consumían grandes cantidades de yogur. Metchnikoff logró aislar las bacterias 

responsables de la producción del yogur que utilizó en sus investigaciones. Era el inicio 

del estudio de los probióticos. Metchnikoff se volvió un firme defensor del concepto de 

que la dieta puede proteger el cuerpo frente a la invasión de patógenos y en 

consecuencia mejorar y prolongar la calidad de vida. Fue además la primera persona en 

desarrollar un preparado utilizando lactobacilos en forma de cápsula, denominado 

Lactobacillin. 

En la misma época, el microbiólogo francés Tissier observó que la microbiota 

fecal de recién nacidos amamantados al pecho presentaban más bacterias del género 

Bifidobacterium que la microbiota fecal de niños que habían recibido leche artificial y 

reconoció el papel benéfico de este microorganismo. 

Más tarde, en 1940, apareció la Leche Bifidus, para paliar las deficiencias 

nutritivas de los niños durante la 1ª Guerra Mundial. En 1950, la fabrica Degusta, 

elabora el Biogur y el Bio-garde. En 1989, en Suiza aumenta el consumo y la 

producción de leches fermentadas. En 1993, dos investigadores, Modler y Vila-García, 

desarrollan el primer yogur bio de baja acidez. 

En 1965 Lilly y Stillwell utilizaron por primera vez el término probiótico, para 

nombrar a los productos de la fermentación láctica. Pero la definición de probiótico más 

válida y usada será la enunciada más tarde por Fuller (Fuller, 1989; 1992). Este los 

define como: “suplementos de microorganismos vivos que añadidos a los alimentos, 

ejercen efectos beneficiosos en la salud del receptor como consecuencia de condicionar 

una mejora en su balance microbiano intestinal”. Para el ser humano adulto incluye 

tanto productos derivados de leches fermentadas como preparados liofilizados con estas 

bacterias. 

En 1998 el International Life Science Institute (ILSI) en Bruselas definió a los 

probióticos como microorganismos vivos, que cuando son ingeridos en cantidades 

suficientes, tienen efectos beneficiosos sobre la salud, lo que va más allá de los efectos 

nutricionales convencionales, afectan beneficiosamente a una o varias funciones del 

organismo, proporcionan un mejor estado de salud y bienestar y/o reducen el riesgo de 
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enfermedad. Pueden ser funcionales para la población en general o para grupos 

particulares de la misma. 

Actualmente existen criterios internacionalmente aceptados para la definición de 

microorganismos probióticos; éstos se pueden ver en la tabla 2. 

Las bacterias probióticas pueden influir en todas las células del intestino y 

dentro de los mecanismos de acción de estos, encontramos efectos sobre la microbiota 

(Backhed y Ley, 2005), la modulación de la función inmunitaria (Pickard et al., 2004; 

Kalliomaki 2004) y el aumento de la función de la barrera epitelial (Madsen et al., 

2001; Isolauri y Salminen, 2005). 

Tabla 2. Criterio de definición de un probiótico. 

Criterio de definición de un microorganismo que puede ser considerado 

probiótico 

1. Ser de origen humano. 

2. Ser de naturaleza no patógena. 

3. Ser resistente a la destrucción por procesos tecnológicos. 

4. Ser resistente a la destrucción por el ácido gástrico y la bilis. 

5. Adherirse al epitelio intestinal. 

6. Ser capaz de colonizar el tracto gastrointestinal. 

7. Producir sustancias antimicrobianas 

8. Modular la respuesta inmunológica 

9. Influenciar las actividades metabólicas humanas (asimilación de colesterol, 

producción de vitaminas etc). 

 

En el desarrollo de los alimentos probióticos propuestos para el consumo 

humano, las cepas de las bacterias del ácido láctico, como Lactobacillus y 

Bifidobacterium, han sido las más habituales (Lebeer et al., 2010). Las bacterias ácido-

lácticas son Gram positivas, no forman esporas, crecen de forma anaerobia con 

metabolismo fermentativo y se han aplicado en la conservación de productos 

fermentados (Holzapfel et al., 2001). El grupo más amplio es el género Lactobacillus, 

que presenta más de cincuenta especies diferentes (Tamine, 2002). Por otro lado, 

también existen levaduras con actividad probiótica, como Saccharomyces boulardii, que 
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se utilizan en el tratamiento de diarreas asociadas al uso de antibióticos (Surawicz et al., 

1989).  

La evidencia de la eficacia de varios probióticos es razonablemente fuerte, 

principalmente como resultado de los estudios clínicos y de meta-análisis, para la 

malabsorción de lactosa, (Adolfsson et al., 2004; Piaia et al., 2003) infecciones 

gastrointestinales (Brownlee et al., 2003) y diarrea asociado al uso de antibióticos 

(D´Souza et al., 2002). 

Los probióticos se han consolidado como una alternativa al uso de antibióticos 

en la prevención o tratamiento de desórdenes gastrointestinales (Ouwehand et al., 

2004). Por otra parte, los medicamentos pueden producir complicaciones, incluyendo 

fenómenos de resistencia y toxicidad crónica a largo plazo (O’Flaherty et al., 2005). Se 

ha descrito en estudios “in vitro” que algunos Lactobacillus inhiben la adhesión de otras 

bacterias anaeróbicas como Clostridium, Bacteroides, Bifidobacterium, Pseudomonas, 

Staphylococcus, Streptococcus y Enterobacteriaceae (Silva et al., 1987). 

Además de la actividad antibacteriana de los probióticos, se ha descrito un 

potencial antivírico, principalmente en rotavirus, causantes de diarreas (Zhang et al., 

2008). Los lactobacilos son capaces de potenciar respuestas antigénicas específicas 

inducidas por vacunas bacterianas o víricas, como gripe (Olivares et al., 2007), polio 

(de Vrese et al., 2005), difteria y tétanos (West et al., 2010). Los beneficios de los 

probióticos no se limitan exclusivamente al tracto gastrointestinal. Tanto en niños como 

en adultos, son útiles en el tratamiento y/o prevención de alergias y enfermedades de 

distinta índole, como diarrea, vaginitis, dermatitis atópica o cáncer (Huang et al., 2009).  

Microorganismos probióticos 

  Entre las bacterias consideradas probióticas, se encuentran principalmente las de 

los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, importantes en la microbiología de los 

alimentos y la nutrición humana debido a su rol en la producción de alimentos y su 

conservación, también por las propiedades probióticas que presentan algunas cepas. 

Estas propiedades son de una creciente importancia y reciben la atención de tanto los 

consumidores como de los profesionales de salud. 

El género Lactobacillus pertenece a las bacterias ácido lácticas (BAL), una 

definición que agrupa especies de bacterias, capaces de producir ácido láctico como el 
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principal producto final de la fermentación de hidratos de carbono. El género 

Bifidobacterium, aunque tradicionalmente figura entre las BAL, está muy poco 

relacionado filogenéticamente con las verdaderas BAL y sus especies utilizan una vía 

metabólica diferente para la degradación de los hidratos de carbono a las descritas para 

las BAL (Fellis y Dellaglio, 2007). 

Los Lactobacillus son bacterias Gram positivas y no formadoras de esporas. Con 

respecto a su forma celular, se pueden encontrar como bacilos o cocobacilos. Son 

estrictamente fermentativos, microaerófilos y quimioorganotróficos que necesitan un 

medio rico para su crecimiento. Son encontrados en ambientes donde existen hidratos 

de carbono disponibles, como por ejemplo en alimentos (carne, yogurt, vegetales, 

frutas), tracto respiratorio, gastrointestinal y genital de humanos y animales. De acuerdo 

con la Taxonomic Outline Of the Procaryotes (Garrity et al., 2004), el género 

Lactobacillus pertenece al Phylum Firmicutes, clase Bacilli, orden Lactobacillales, 

familia Lactobacillaceae. La familia más cercana filogenéticamente es la 

Leuconostocaceae, que incluye los géneros Leuconostoc, Oenococcus y Weissella 

(Hammes y Hertel, 2003). 

 El género Bifidobacterium son bacterias Gram positivas, no formadoras de 

esporas, son polimórficas, presentan una forma bacilar o bacilar ramificada. Son 

anaeróbicas, quimioorganotróficas y presentan un metabolismo fermentativo. A partir 

de diversos hidratos de carbono producen ácido pero no gas. Se encuentran en animales 

y humanos, se han aislado desde heces, vagina humana, y rumen de bovinos.  

Taxónomicamente el género Bifidobacterium pertenece al Phylum 

Actinobacteria, clase Actinobacteria, orden Bifidobacteriales, familia 

Bifidobacteriaceae. 

 Cabe señalar que la clasificación taxonómica se genera a partir de la información 

obtenida a través de la secuenciación del gen 16S rRNA, presente en todos los genomas 

de las bacterias. Estas secuencias son comparadas con las existentes en las bases de 

datos de DNA (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Este fragmento tiene una 

extensión de aproximadamente 1500 pares de bases, lo que es solo una pequeña parte 

del genoma bacteriano; por ello hay discrepancias entre la clasificación en el árbol 

filogenético y la clasificación de acuerdo con las propiedades metabólicas. Además de 
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estas discrepancias, también pueden ocurrir fenómenos de transferencia de genes 

horizontal y adaptación a los nichos ecológicos, lo que podría influir nuestra 

comprensión sobre la biodiversidad y por tanto en su clasificación. De esta forma la 

última frontera de esa “información adicional” es el análisis de la secuencia completa 

del genoma de los diferentes taxones. 

 Si comparamos las secuencias de los genomas de las bacterias, podríamos 

obtener la información adecuada que nos permita realizar un “esquema” real de 

clasificación. Los genomas completos de las especies de Bifidobacterium y 

Lactobacillus son aún muy pocos en número. La secuencia de las numerosas cepas de la 

misma especie, probablemente seguirá siendo una tarea inviable a corto plazo, pero el 

descubrimiento de las tendencias de evolución sobre la base de una muestra de 

organismos probablemente mejorará nuestra comprensión de la biodiversidad 

microbiana y por tanto de su catalogación. 

EFECTO DE LOS PROBIÓTICOS EN DISTINTAS PATÓLOGIAS 

Probióticos y malabsorción de lactosa 

Los mamíferos nacen con suficiente actividad lactasa como para hidrolizar la 

lactosa procedente de la leche de sus madres. Tras el destete, esta actividad se va 

reduciendo con la edad y la ingestión de alimentos que la contengan da lugar a signos y 

síntomas relacionados con la intolerancia a lactosa (incremento anormal de gas, dolor 

abdominal, diarrea, etc.). 

Es bien conocido que personas que sufren esta alteración, toleran y tienen una 

mejor digestión de la lactosa contenida en el yogur que en la leche (De Vrese et al., 

2001). Se ha discutido mucho sobre qué mecanismos están implicados en el proceso y al 

menos hay dos mecanismos propuestos no excluyentes. Una primera aproximación 

expone que la digestión de la lactosa en el lumen del intestino la lleva a cabo la β-

galactosidasa contenida en una de las bacterias del yogur (S.thermophillus del yogur 

libera β-galactosidasa cuando es lisada por los ácidos biliares), mientras que la otra 

propuesta interpreta que la causa es el mayor tiempo de tránsito intestinal del yogur 

comparado con el de la leche (Marteau et al., 1990; Mahé et al., 1994; Lin et al., 1998). 
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Otro ejemplo de la mejor actividad enzimática atribuida al empleo de probióticos 

es el de la enzima sacarasa. Se ha demostrado que niños con deficiencia de esta enzima, 

tienen un aumento de la digestión de sacarosa cuando consumen Saccharomyces 

cerevisiae, levadura que contiene la enzima sacarasa (Harms, 1987). 

Probióticos y reducción de los niveles plasmáticos de colesterol 

El alto nivel de lípidos en sangre, tales como el colesterol y los triglicéridos 

implican un elevado riesgo para la salud humana, debido a su asociación con las 

cardiopatías. Puesto que el consumo de alimentos con bajo contenido graso o con 

microorganismos que participan en el metabolismo de lípidos, puede ser beneficioso 

para evitar estas afecciones, se han caracterizado cepas de lactobacilos reguladores de 

los lípidos séricos. Este efecto probiótico está estrechamente relacionado con la 

hidrólisis de sales biliares. Se ha investigado la actividad hidrolasa de ácidos biliares en 

Enterococcus faecium y Lactobacillus reuteri. Los ensayos realizados “in vivo” 

utilizando ratones Albino-Suizo como modelo experimental demostraron que L.reuteri 

CRL 1098 administrado a muy bajas dosis (10.000 UFC/día) produjo un 38% y 35% de 

reducción de colesterol sérico y de triglicéridos, respectivamente, durante el tratamiento 

terapéutico. Se observó además, una disminución de alrededor del 20% de ambos 

lípidos durante el tratamiento preventivo. La dosis efectiva utilizada no presentó efectos 

colaterales indeseables en el huésped y, además, se constató un aumento de las 

lipoproteínas de alta densidad (HDL) con respecto a las de baja densidad (LDL), lo cual 

indica que este microorganismo actúa como regulador biológico de hiperlipemias 

(Taranto et al., 1998). In vitro se ha demostrado que L. acidophilus tiene la capacidad 

de asimilar el colesterol y que posee efectividad a la hora de limitar la 

hipercolesterolemia de cerdos alimentados con dietas enriquecidas en colesterol 

(Gillilan et al., 1985; Danielson et al., 1989).  

Además, se ha observado en diferentes estudios en animales (Akalin et al., 1997; 

Fukushima y Nakano, 1996; Kumar et al., 2011) y en humanos (Lin et al., 1989), que la 

administración de probióticos puede disminuir la concentración sérica de colesterol. El 

mecanismo por el cual ocurre este efecto, aún no es muy claro, pero en ratas se ha 

observado que la actividad de la β-hidroxi-β-metilglutaril-Coenzima A reductasa en el 

hígado disminuye significativamente con el consumo de probióticos, lo que explicaría 

una disminución de la síntesis de colesterol (Fukushina y Nakano, 1996). Más aún, un 
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aumento en la concentración de sales biliares fecales y la capacidad de las bacterias 

probióticas para deconjugar las sales biliares se han relacionado con una disminución de 

los niveles de colesterol (Kumar et al., 2011). Por otra parte, también se ha relacionado 

el LPS, componente principal de la pared de las bacterias Gram negativas y una de las 

más poderosas sustancias proinflamatorias, con la dislipidemia. (Cani et al., 2007).  

Probióticos y diarrea 

Es un hecho que la aplicación clínica mejor documentada de los probióticos, es 

el tratamiento de la diarrea aguda. Saccharomyces boulardii es una levadura que se 

utiliza como un agente bioterapéutico. Ensayos clínicos han mostrado su eficacia en el 

tratamiento para la prevención y/o tratamiento de varios desórdenes intestinales 

incluidos la diarrea inducida por antibióticos (Mc Farland et al., 1995), diarrea en 

adultos (Höcter et al., 1990), niños (Cetina-Sauri y Sierra, 1994) y diarrea del viajero 

(Kollaritsch et al., 1993).  

Se ha encontrado que este probiótico aumenta la actividad de las enzimas 

lactasa, sacarasa, maltasa, α-glucosidasa y fosfatasa alkalina en voluntarios tratados, 

además, aumenta la actividad β-galactosidasas en ratas (Buts y de Keyser, 2006). En 

otro estudio experimental realizado en ratas, S.boulardii estimuló la actividad total de 

disacaridasas en enterocitos inmaduros y aumentó la absorción de D-glucosa acoplada a 

Na+, a través del cotransportador glucosa/Na+ (Buts et al., 1999). La expresión de 

SGLT-1, una proteína de 70kDa llamada cotransportador-1 de sodio glucosa, también 

aumenta en ratas resecadas tratadas con S.boulardii. Por otro lado, se observa un 

aumento de la producción de IgA en el fluido luminal de ratas. Este probiótico es 

utilizado como agente bioterapéutico en muchos países y, como describimos 

anteriormente, afecta la expresión y la actividad de un gran número de enzimas y 

proteínas, sugiriendo que esta levadura ejerce una fuerte regulación sobre el epitelio 

intestinal y posiblemente sobre la microbiota. 

Diarrea asociada a antibióticos 

La diarrea asociada al uso de antibióticos (DAA) es una diarrea que ocurre 

rápidamente después de la administración de un antibiótico, y es diagnosticada en 

ausencia de otra causa conocida de diarrea. La frecuencia varía con el tipo de 

antibiótico, pero se estima que ocurre en aproximadamente 25% de los adultos que 
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reciben antibióticos. La frecuencia en niños es más baja, presentando un rango desde 

11% en un estudio (Turck et al., 2003) a 31% en niños más pequeños (Correa et al., 

2005). 

Generalmente, los probióticos son administrados en conjunto con los 

antibióticos para la prevención de DAA. Los microorganismos probióticos que han sido 

estudiados incluyen Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus 

casei, Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum, 

Streptococcus thermophilus, Saccharomyces boulardii, Bacillus coagulans y 

Clostridium butyricum. Se han llevado a cabo cinco meta-análisis de estudios sobre la 

prevención de DAA. Cremonini et al., (2002) evaluó 7 estudios con un total de 881 

sujetos. D’Souza et al., (2002) evaluó 9 estudios, 5 de los cuales fueron incluidos en el 

meta-análisis de Cremonini. Johnston et al., (2006) evaluó 6 estudios pediátricos. 

Szajewska et al., (2006) también evaluó 6 estudios de los cuales 5 fueron incluidos en el 

meta-análisis de Johnston. Cada uno de estos meta-análisis mostraron una reducción del 

riesgo de DAA durante la coadministración de probióticos y antibióticos. La magnitud 

de esta reducción varía entre los estudios. 

Mc Farland (2006) desarrolló el meta-análisis más grande, el cual evalúa 25 

estudios aleatorizados del uso de probióticos para la prevención de DAA incluyendo 

2810 sujetos. De estos 13 (52%) demostró una reducción significativa en la incidencia 

de DAA en el grupo del uso de probióticos comparado con el grupo placebo. Entre los 

estudios de adultos, solo el 44% presentó una reducción de DAA en el grupo de 

probióticos, mientras que el 67% de los estudios pediátricos presentó beneficios en el 

grupo de probióticos. 

  La diarrea causada por Clostridium difficile, el cual es un patógeno oportunista 

que aprovecha la alteración de la microbiota intestinal provocada por la administración 

de antibióticos, presenta un amplio espectro de manifestaciones clínicas, que va desde la 

diarrea leve de curso benigno, hasta una colitis intensa con desarrollo de megacolon 

tóxico, complicaciones intraabdominales y sistémicas que pueden llevar a la muerte del 

paciente. Las diarreas suelen aparecer al par de semanas de iniciar la antibiótico-terapia. 

La secuencia patogénica se inicia con una alteración de la microbiota bacteriana 

intestinal, inducida por los antibióticos, lo que permite la colonización por C. difficile, si 

la persona está expuesta a la ingestión de este agente. Posteriormente, la bacteria libera 
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toxinas que producen el daño tisular. Las cepas patógenas de C. difficile son productoras 

de toxinas, denominadas A y B. S.Boulardii inhibe las toxinas A y B por liberación de 

una proteasa de 54 kDa que hidroliza estas toxinas y sus receptores de membrana 

(Castagliuolo et al., 1999). Además, se ha propuesto que S.boulardii aumenta la 

absorción de cloruro en el yeyuno y colon descendente, el cual tiene un efecto favorable 

sobre el volumen de la diarrea. Otros datos sugieren que estaría involucrado en la vía 

del óxido nítrico (Girard et al., 2003).  

Diarrea del viajero 

La diarrea del viajero se debe a una infección por una bacteria, virus o parásito. 

Los microorganismos causantes son muchos y probablemente son diferentes de un país 

a otro. Entre ellos y por frecuencia son: E.coli, Shigella sp., Salmonella sp., 

Campylobacter sp., Rotavirus sp. y Giardia lamblia. La diarrea del viajero afecta a la 

mitad de los viajeros que realizan visitas a zonas de alto riesgo. Se han desarrollado 

muchos estudios para la aplicación de probióticos como profilácticos de la afección. Las 

bacterias usadas han sido: Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus y 

Ententerococcus. Lactobacillus GG ha sido el probiótico más efectivo frente a la diarrea 

del viajero. Se ha comprobado a través de un ensayo realizado en un grupo de 

americanos que viajó a zonas en vías de desarrollo. En forma aleatoria se administró 

una cápsula al día de Lactobacillus GG o de placebo, como resultado se obtuvo un 7,4% 

de riesgo de diarrea en controles placebo y de 3,9% en los que ingerían el probiótico 

(Hilton, 1997). 

Otras pruebas realizadas con cepas de lactobacilos como L. acidophilus 

(Clements et al., 1981) o E. faecium no han aportado datos positivos significativos. No 

obstante, estudios en los que se usaron una mezcla de varios probióticos han 

proporcionado datos de su eficacia. Black et al., (1989) suministraron una mezcla de S. 

thermophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus, B. bifidum o placebo a un grupo aleatorio 

de turistas que viajaron a Egipto; la incidencia de diarrea se redujo de 71% al 43% en el 

grupo tratado con la mezcla de probióticos. 

Probióticos y enfermedades inflamatorias intestinales 

Uno de los principales usos de los probióticos es en patologías donde existe un 

desequilibrio en la microbiota intestinal y el sistema inmunitario. De acuerdo con ello, 

el estudio de las enfermedades inflamatorias intestinales es uno de los focos de más 
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interés para el posible uso de los probióticos en las terapias clínicas. Los estudios 

realizados en esta área han generado importante información sobre el uso clínico de los 

probióticos y la expresión génica de diferentes intermediarios involucrados en estas 

enfermedades.  

Las enfermedades inflamatorias intestinales (EII), son desórdenes inflamatorios 

crónicos del intestino de origen desconocido (colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn), 

La patogénesis es compleja e involucra al menos tres elementos importantes: factores de 

susceptibilidad genética, microbiota entérica y daño mediado por inmunidad. Se ha 

hipotetizado que las EII se producirían debido a una respuesta anormal de las células T 

frente a la microbiota y también se ha especulado que la presencia de organismos 

patógenos podrían causar estas enfermedades.  

Existe una reducción de Lactobacillus y Bifidobacterium en biopsias de colon de 

pacientes con EII (Fabia et al., 1993; Favier et al., 1997). Los tratamientos 

convencionales para tratar las EII están enfocados a suprimir o modular la inmunidad 

del huésped; dentro de estos, el uso de antibióticos es un tratamiento efectivo para la 

enfermedad de Crohn. Todo ello indica que el uso de probióticos para modificar la 

microbiota puede ser importante en el tratamiento de la EII.  

Dentro de los antecedentes, existe un estudio reciente donde se ha encontrado 

que pacientes con enfermedad de Crohn tienen cantidades disminuidas de β-

galactosidasas en heces durante los periodos activos de la enfermedad. Esta disminución 

se correlaciona con la disminución de bifidobacterias, las cuales son la fuente de β-

galactosidasa (Favier et al., 1997). 

Grupa et al., (2000) efectuaron un estudio durante 6 meses utilizando 

Lactobacillus conjuntamente con un tratamiento de prednisona y agentes 

inmunomoduladores. A la semana de iniciar el tratamiento se observó una mejoría 

significativa que se mantuvo durante todo el estudio. En 3 pacientes fue posible 

disminuir la dosis de esteroides y 3 pacientes presentaron una recaída de la enfermedad 

de Crohn dentro de las 4 a 12 semanas de discontinuar el uso de probióticos. Sin 

embargo, existen estudios con diferentes métodos y análisis que no presentan 

diferencias significativas en los diferentes grupos estudiados (Rioux y Fedorak, 2006).  
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En colitis ulcerosa existen estudios bastante interesantes; en uno de ellos se les 

administró a pacientes una terapia típica para esta enfermedad, que incluía sulfasalazina 

y glucocorticoides; se separó un grupo al cual se le administró una mezcla con 3 

bacterias probióticas durante 8 semanas. Se encontró que la expresión del factor nuclear 

κB (NF-κB), y la unión de NF-κB al DNA disminuyó significativamente. Además, 

aumentó la expresión de mRNA de citoquinas antiinflamatorias como interleuquina 

(IL)-10 (Cui et al., 2004). En otro estudio de Bai et al., (2006), se efectuó un cocultivo 

de biopsias de pacientes con colitis activa con Bifidobacterium longum, encontrándose 

una disminución en la concentración de factor de necrosis tumoral-α (TNF-α) e IL-8 en 

el sobrenadante de los cultivos. La IL-8 es una importante citoquina que participa en la 

patogénesis de la colitis ulcerosa, la cual tiene un efecto quimiotáctico que induce a las 

células inmunes a infiltrarse en la mucosa (Steiner et al., 2000). Estos hallazgos, más los 

estudios clínicos realizados con diversas metodologías y resultados (Rioux y Fedorak, 

2006), nos orientan para entender la función de los probióticos en esta patología. 

Por otro lado, en pacientes con EII se ha observado un aumento de apoptosis en 

sitios con daño inflamatorio agudo y a través de todo el eje cripta-vellosidad, (Iwamoto 

et al., 1996; Di Sabatino, 2003). Además, existe un aumento de los niveles de citoquinas 

inflamatorias como TNF-α e interferón-γ, pudiendo inducir apoptosis directamente por 

supresión de las señales antiapoptoticas en el epitelio (Koshiji et al., 1998). El uso de 

anticuerpos anti-TNF-α (Infliximab) mejora dramáticamente la condición de los 

pacientes con EII; este tratamiento reduce la apoptosis y la expresión de Fas/CD95 en el 

epitelio intestinal de ratas que desarrollan ileitis espontánea (Marini et al., 2003). 

Dentro de las posibles vías de señales intracelulares generadas por TNF-α, estaría la 

activación de NF-kB (Jobin y Sartor, 2000), además de las señales que regulan la 

producción de citoquinas inflamatorias, como p38 MAP quinasa, que son responsables 

de la expresión de TNF-α, aunque el rol de p38 en la EII todavía no está muy claro. 

Dentro de los estudios que relacionan directamente el efecto de un probiótico 

sobre la apoptosis, se encuentra el desarrollado por Yan y Polk (Yan y Polk, 2002), en 

el cual se utilizó Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) en cultivo con TNF-α de células 

colónicas de ratas y humanos. Se encontró que LGG promueve la supervivencia de las 

células epiteliales a través de la activación de la vía de la Akt/proteína quinasa B, 

inhibición de caspasas e inhibición de la vía pro-apoptótica p38 MAP quinasa. Se 
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atribuye a LGG la producción de un factor que activa Akt independientemente de la 

interacción bacteria-célula. Como se dijo anteriormente, la evidencia de la eficacia de 

varios probióticos es bastante fuerte para infecciones gastrointestinales (Brownlee, 

2003) y para la diarrea asociada al uso de antibióticos (Saccharomyces boulardii y 

Lactobacillus) (D´Souza et al., 2002). Sin embargo, aunque se han efectuado muchos 

estudios con probióticos en enfermedad de Crohn, los resultados han sido 

contradictorios.  

Probióticos y cáncer 

El cáncer colorectal es una de las más serias complicaciones de las EII, incluidas 

la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn (Eaden et al., 2001). El mecanismo preciso 

por el cual la EII puede generar un proceso carcinogénico es muy poco entendido; se 

asume que podría ser causa de un proceso inflamatorio crónico (Weitzman y Gordon, 

1990), el cual en algunos modelos experimentales puede funcionar como promotor de 

un tumor. 

Se han estudiado los efectos de probióticos en modelos animales que se les 

administra un inductor de cáncer, como azoximetano (AOM), el cual en un periodo de 

tiempo de 40 semanas genera adenocarcinomas de colon. En un estudio realizado por 

Singh et al., (1997), el cual utilizó Bifidobacterium longum y AOM como inductor de 

cáncer, se demostró que la administración de la bacteria disminuyó significativamente la 

incidencia de adenocarcinomas de colon y la multiplicidad de tumores en términos de 

tumor/animal. Además, se encontró una disminución del índice de proliferación 

inducido por AOM, lo cual nos refleja una modulación en la expresión de genes 

involucrados en el ciclo celular. También se midió la actividad de ornitina 

descarboxilasa (ODC), la cual es una enzima involucrada en la biosíntesis de 

poliaminas, que juegan un rol esencial en la proliferación y diferenciación celular, 

participando en la síntesis de macromoléculas, observándose un aumento de la actividad 

de esta enzima en adenomas y carcinomas de colon. La ODC presentó una inhibición 

significativa de la actividad inducida por AOM al suplementar con B. longum. 

El balance entre proliferación y apoptosis también puede influir fuertemente en 

la aparición de un tumor cancerígeno ya que la disminución de la proliferación por sí 

sola no sería suficiente para detener el proceso (Kulkarni et al., 1992). Se ha encontrado 

un descenso de la apoptosis en la progresión de un tumor en muestras de colon humano 



Antecedentes 

64 
 

(Sinocrope et al., 1996). Esta disminución podría predisponer a las células a la 

acumulación de cambios genéticos que son los característicos de una génesis tumoral. 

Se ha utilizado una combinación simbiótica para el estudio de la prevención de 

cáncer; ésta es una mezcla de un probiótico más un prebiótico, que se define como “un 

ingrediente de la dieta que no es digerible y el cual beneficia y estimula el crecimiento 

de bacterias intestinales que mejoran el balance intestinal del huésped”. Dentro de los 

prebióticos utilizados están: inulina, oligofructosacáridos y almidón resistente. Esta 

combinación aumentó los niveles de ácidos grasos de cadena corta, productos 

importantes de la fermentación bacteriana cuyo principal rol es ser fuente de energía 

para el epitelio intestinal, los cuales están asociados con una inducción de 

diferenciación, supresión de proliferación y aumento de apoptosis in vitro. (Heerdt et 

al., 1997; Medina et al., 1997). Estos podrían desempeñar una función importante en la 

prevención de algunas enfermedades como desórdenes gastrointestinales y cáncer 

(Wong et al., 2006). 

Como mecanismo de acción de los ácidos grasos de cadena corta, se ha 

observado que el butirato aumenta los niveles de mRNA y proteína de p21WAFI/Cip1, la 

cual bloquea el ciclo celular a G1 resultando en una inhibición de la proliferación 

celular (Archer et al., 1998; Chai et al., 2000). Todo ello demuestra que, además de la 

acción directa de los probióticos, sustancias metabolizadas por éstos pueden influenciar 

la modulación de procesos biológicos como el ciclo celular. 

En la expresión de diferentes genes en la mucosa del intestino influye la 

presencia de probióticos, lo cual queda muy claro en el trabajo de Di Caro et al., (2005), 

que obtuvo biopsias de pacientes con esofagitis grado I, tratados con Lactobacillus GG 

(LGG) durante 1 mes, utilizando un micro chip de DNA (GeneChip Human U133A 

array), el cual contiene 22.215 sondas de cDNA de genes humanos, determinándose que 

existió una sobreexpresión de 334 genes y una inhibición de 92. LGG afectó 

principalmente a genes involucrados en la respuesta inmunitaria e inflamación, 

apoptosis y crecimiento celular, adhesión celular, transcripción, comunicación celular y 

ciclo celular. Muchos genes que se observaron alterados en este estudio se habían 

descrito ya alterados en otro tipos de estudios con el uso de probióticos como son, 

incremento de la expresión de mucinas, MAP quinasas, miembros de la familia IL-10 e 

iNO que produce oxido nitrico (NO), un agente protector en respuesta inflamatoria en el 
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tracto gastrointestinal (Coronen et al., 2002). Más aún los datos demostraron que LGG 

indujo muchos miembros de la familia TNF-α, que median la regulación de la respuesta 

inmunitaria y patogénesis de la inflamación intestinal en la enfermedad de Crohn, 

estableciendo que el miembro 10 de la familia TNF-α, desencadena la activación de 

MAPK8/JNK, caspasa 8 y caspasa 3. Dicho miembro presentó una baja expresión en los 

pacientes tratados con LGG (Agarwal, 2002). 

La microbiota intestinal junto con el sistema inmunitario juega un papel 

importante en la regulación de la carcinogénesis. En ambos pueden influir los 

probióticos, de ahí que se hayan dirigido esfuerzos hacia este campo de actuación contra 

el cáncer de colon. Se ha comprobado que los probióticos pueden disminuir las 

concentraciones de enzimas, mutagénicos y sales biliares secundarias que posiblemente 

estén involucradas en el proceso carcinogénico del colon (Wollowski et al., 2001). Los 

datos epidemiológicos apoyan que el consumo diario de productos fermentados tiene un 

efecto protector contra los adenomas de colon o cáncer (Rafter y Glinghammar, 1998). 

Actualmente los datos no permiten llegar a conclusiones, pero el campo de 

investigación está abierto. 

ACCIONES DE LAS BACTERIAS PROBÓTICAS SOBRE EL TRACTO 

GASTROINTESTINAL 

Inmunomodulación 

Las bacterias probióticas modulan la inmunidad gracias a que las células del 

sistema inmunitario están dotadas de receptores de reconocimiento o sensibles a 

productos derivados de los probióticos, que actúan a distintos niveles (Gómez-Llorente 

et al., 2010). La colonización por enterobacterias del tracto gastrointestinal induce la 

activación de la cascada inflamatoria que da como resultado la secreción de IL-8 y otras 

moléculas pro-inflamatorias y, como consecuencia, se produce la atracción de 

neutrófilos y otras células inflamatorias. En muchos casos, la infiltración masiva y 

prolongada de neutrófilos provoca una inflamación crónica que conduce al daño celular, 

disfunción de la barrera epitelial y diarrea. Algunas cepas probióticas, como 

Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium longum, pueden inhibir la producción de 

IL-8 de las células epiteliales intestinales inducida por la presencia de enteropatógenos 

(Frick et al., 2007; Candela et al., 2008). La asociación de los probióticos con las 
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células epiteliales es suficiente para desencadenar cascadas de señalización que 

finalmente activan a las células del sistema inmunitario de la lámina propia. 

Alternativamente, los probióticos liberan factores solubles que en sí mismos activan 

estas cascadas a nivel del epitelio o de las células del sistema inmunitario (Hoarau et al., 

2006).  

Se ha propuesto un mecanismo (Figura 4) según el cual los probióticos 

interaccionan con las células dendríticas a través de TLRs promoviendo una cascada de 

señales que conduce a la inmunotolerancia (Gómez-Llorente et al., 2010). 

 

Figura 5. Visión esquemática del potencial mecanismo de acción por el cual las bacterias 
comensales y patógenas interactúan con los TLR provocando diferentes respuestas inmunitarias. 
Adaptado de Gómez-Llorente et al. 2010. 

 

Adhesión a la mucosa intestinal 

Los probióticos son capaces de colonizar el intestino, aunque sea 

transitoriamente, adhiriéndose a la mucosa intestinal. Varios estudios concluyen que las 

bacterias probióticas ingeridas no llegan a ser miembros estables de la microbiota pero 



Antecedentes 

67 
 

persisten durante cortos periodos de tiempo (Gardiner et al., 2004; Klingberg y Budde, 

2006).  

La adhesión bacteriana al epitelio intestinal es un requisito indispensable en la 

selección de una cepa como probiótica, ya que afecta al periodo de residencia de esa 

bacteria en el tracto intestinal (Servin y Coconnier, 2003), evitando que sean eliminadas 

por los movimientos peristálticos intestinales y/o por otras bacterias que componen la 

microbiota; y es antagónica frente a patógenos (Reid et al., 2002). Las bacterias 

probióticas ya adheridas pueden prevenir la adhesión de patógenos, tanto de bacterias 

coliformes como de clostridios, y estimulan la renovación del tracto intestinal (figura 6) 

(Forestier et al., 2001; Lee et al., 2003; Alemka et al., 2010). En un estudio reciente, 

Romeo et al., (2011), han descrito que dos cepas de Lactobacillus, L.reuteri y 

L.rhamnosus, son capaces de prevenir la colonización intestinal de especies de Candida 

y reducir los síntomas de la infección, en neonatos. Esta propiedad de las cepas 

probióticas de inhibir la colonización e invasión de microorganismos patógenos reside 

en su capacidad de adherencia al epitelio intestinal (Servin y Coconnier, 2003).  

De manera similar a las bacterias probióticas, la adhesión a la superficie 

intestinal es un factor clave en la patogenicidad de las enterobacterias (Laparra y Sanz, 

2009) y un paso previo a la colonización e infección del tracto intestinal (Salminen et 

al., 2010). Después de causar la infección, las bacterias patógenas atraviesan el mucus 

intestinal y se adhieren a los enterocitos. El paso inicial en el caso de Salmonella está 

mediado por fimbrias, que reconocen receptores en las células eucariotas. Las bacterias 

ácido lácticas previenen este acoplamiento de los patógenos; en consecuencia, se reduce 

la colonización y se protege frente a la infección (Coconnier et al. 2000; Servin, 2004).  

Producción de compuestos antimicrobianos  

Las cepas probióticas producen una gran variedad de compuestos, incluyendo 

ácidos orgánicos, como el ácido láctico, acético y fenil-láctico; peróxido de hidrógeno y 

ácidos grasos. Estos compuestos son los que se producen mayoritariamente durante el 

crecimiento de los probióticos y provocan una disminución de pH en el tracto 

gastrointestinal que posee un efecto bactericida o bacteriostático. Estos componentes se 

han descrito como potentes inhibidores de bacterias patógenas Gram negativas (O´hara 

et al., 2007).  
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Los probióticos, como otras bacterias del ácido láctico, pueden producir 

bacteriocinas y péptidos antimicrobianos, efectivos frente a otras bacterias, bien de la 

misma especie o de distintos géneros (amplio espectro). La generación de estos 

compuestos antimicrobianos parece estar estimulada por la presencia de patógenos 

(figura6) (Rossland et al., 2005). 

 

Figura 6. Mecanismos de acción de las bacterias probióticas. 

 

Producción de nutrientes importantes en la función intestinal 

Las bacterias del colon, incluyendo las probióticas, generan una gran actividad 

metabólica, donde las enzimas bacterianas actúan sobre los sustratos que se encuentran 

en el lumen intestinal generando una gran diversidad de productos (figura 6). La 

fermentación anaerobia de hidratos de carbono complejos por parte de las bacterias, 

generan ácidos grasos de cadena corta principalmente acetato, propionato y butirato 

(Topping y Clifton, 2001). La mayoría de estos ácidos grasos son absorbidos y 

metabolizados. El acido propionico y acético intervienen principalmente en el 

metabolismo hepático de la glucosa y el ácido butírico constituye la principal fuente de 
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energía para el epitelio intestinal. Además, estimulan la proliferación y diferenciación 

del epitelio intestinal (De Preter et al., 2010), lo que es de gran importancia para una 

rápida recuperación del epitelio intestinal frente a algún daño, lo que disminuye la 

posibilidad de una translocación bacteriana en situaciones de alteración del epitelio 

intestinal, como ocurre en las enfermedades inflamatorias intestinales (Urao et al., 

1999).  

Una función metabólica de vital importancia incluye la producción de 

metabolitos, enzimas y síntesis de vitaminas (K, B12, biotina, ácido fólico y 

pantotenico). Alguna de las cuales intervienen en el metabolismo óseo, ya que a los 

probióticos también se les ha atribuido un potencial efecto sobre el aumento óseo 

(Scholz-Ahrens et al., 2007).  

Mejora de la función de la barrera intestinal  

El epitelio intestinal es una monocapa de células que representa la barrera entre 

el medio interno y el exterior, esta función de barrera se puede ver afectada por estrés, 

daño o por bacterias patógenas. Estas células están interconectadas por una serie de 

uniones intercelulares: uniones estrechas, uniones adherentes, desmosoma y uniones 

gap. También presentan una capa de mucus, la que consiste en productos secretados 

como mucinas, glicoproteínas, fosfolipidos secretadas por las células caliciformes. Estas 

secreciones actúan como lubricante y como una barrera para los microorganismos 

previniendo el contacto directo con el epitelio intestinal. Cambios en la estructura o 

composición de este mucus afecta la función de barrera (Deplancke y Gaskins, 2001). 

La mayoría de los estudios con líneas celulares, los probióticos mejoran la 

función de barrera por una disminución en la permeabilidad. Un posible mecanismo 

incluye cambios de las proteínas de las uniones estrechas y la producción de mucinas 

(figura 6) (Lutgendorff et al., 2008; Lodemann, 2010). Se ha observado un efecto 

estabilizador sobre las uniones estrechas, por un aumento de las proteínas involucradas 

en la formación de estas uniones intercelulares (Zónula occludens (ZO)-1, ZO-2 y 

ocludinas) (Ukena et al., 2007; Klingberg et al., 2005; Ewaschuk et al., 2008). 

Varias cepas de Lactobacillus que se adhieren a células epiteliales intestinales 

HT29 inducen un aumento de la expresión del mRNA y secreción de la mucina MUC3 

(Mack et al., 2003). La capacidad de inducir la secreción de MUC3 es paralelo a un 
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efecto inhibitorio de la adhesión de E.coli enteropatógena. Probablemente MUC3 no 

está anclada al epitelio, pero es secretada al lumen donde interactúa o se une a las 

bacterias patógenas las que posteriormente son expulsadas por movimientos 

peristálticos (Mack et al., 2003). 

Las proteínas de choque térmico (HsP) desempeñar un papel central en la 

protección de las células, tejidos y órganos expuestos a diversas formas de estrés y se 

encuentran en todos los tejidos de los mamíferos (Feder y Hofmann, 1999). Estas 

ejercen múltiples efectos en las funciones epiteliales, incluyendo efectos sobre el 

transporte y la integridad epitelial (Musch et al., 1999). Factores solubles de bajo peso 

molecular de L. rhamnosus GG induce la expresión de algunas HSPs en células 

epiteliales del colon a través de la activación de la señalización celular de las MAPKs 

(Tao et al., 2006) 

EXCLUSIÓN COMPETITIVA DE BACTERIAS PATÓGENAS 

La exclusión competitiva de los microorganismos patógenos es el mecanismo 

más importante del efecto beneficioso de los probióticos (Adlerbeth et al., 2000). Este 

mecanismo está basado en una interacción bacteria-bacteria y mediado por la 

competencia por los nutrientes disponibles y los sitios de adhesión a la mucosa. Las 

bacterias son capaces de modificar el ambiente para que sea más inhóspito para sus 

competidores. La producción de sustancias antimicrobianas, como ácido láctico o 

acético, es un ejemplo claro de este cambio ambiental. Varios estudios demuestran que 

cepas probióticas específicas inhiben competitivamente la adhesión de patógenos y los 

desplazan (Lee et al., 2003; Gueimonde et al., 2006). Los lactobacilos y las 

bífidobacterias comparten receptores de unión a glúcidos con algunos enteropatógenos y 

esto hace que puedan competir por los sitios de unión de los receptores del huésped con 

los patógenos (Nesser et al., 2000; Todoriki et al., 2001).  

Existen distintos ensayos que utilizan líneas celulares intestinales, como las 

células Caco-2 y HT29, células derivadas de adenocarcinoma de colon, que se asemejan 

a la situación in vivo. Concretamente, las células Caco-2 han supuesto un gran avance 

en estudios de interacción celular, ya que crecen formando una monocapa homogénea, 

que se parece a la de los enterocitos maduros humanos en el intestino delgado (Lenaerts 

et al., 2007). Estas células se diferencian después de catorce días en cultivo, a partir del 
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cual ya han formado uniones entre ellas y muestran la formación de criptas, estructura 

típica de las monocapas epiteliales (Huang et al., 2009). 

Se han desarrollado numerosos estudios de adhesión de bacterias ácido lácticas y 

la exclusión competitiva de bacterias patógenas (Todoriki, 2001; Sanz et al., 2007; 

Izquierdo et al., 2008; Sánchez et al., 2008), que describen un efecto antagónico de 

cepas de bacterias ácido-lácticas, como L.acidophilus, L.rhamnosus, L.casei, 

Bifidobacterium breve y Enterococcus faecium, frente a Escherichia coli, Listeria 

monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium difficile, Clostridium perfringens y 

Salmonella typhimurium, incluyendo la inhibición en el crecimiento de este patógeno y 

su invasión, tanto in vitro como in vivo (Lin et al., 2007; Tsai et al., 2005). El probiótico 

es capaz de inhibir, competir y excluir a estos patógenos (Collado et al., 2007; 

Gueimonde et al., 2006). Así pues, se ha demostrado que Salmonella enterica 

disminuye su capacidad de adhesión en presencia de Lactobacillus paracasei 

(Jankowska et al., 2008). 

Este efecto inhibitorio es extraordinariamente específico, dependiente de la cepa 

y del patógeno usado. Se ha comprobado que diferentes cepas del mismo género y 

especie provocan distintos efectos en el hospedador (Salminen et al., 2010). Asimismo, 

tanto la capacidad de inhibir la adhesión de patógenos como el desplazamiento de los 

patógenos adheridos, varían en función de la cepa que se ha utilizado. Otro aspecto 

importante es que la capacidad de adhesión de un probiótico no tiene una correlación 

con el grado de inhibición de un patógeno (Gueimonde et al., 2006). 

La gran mayoría de estudios para evaluar la adhesión e inhibición de las 

bacterias probióticas frente a bacterias patógenas in vitro, utilizan metodología clásica, 

es decir, el método de dilución en placa (Parassol et al., 2005; Cammarota et al., 2009). 

Otros autores evalúan la capacidad de inhibición del patógeno por el uso del 

sobrenadante de la bacteria probiótica en células Caco-2 utilizando una solución de 

Giemsa (Banerjee et al., 2009), o bien, midiendo el halo de inhibición que se produce al 

hacer crecer el patógeno en presencia de la bacteria probiótica (Lin et al., 2008). La 

metodología clásica se encuentra ampliamente contrastada, son métodos sencillos, 

baratos y no necesitan grandes requisitos para poderse desarrollar en cualquier 

laboratorio. Sin embargo, estas técnicas son tediosas, se basan en el examen visual por 

parte del operador, consumen gran cantidad de tiempo en cuanto a la preparación de la 
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muestra y, actualmente, el tiempo significa resolución. Una de las grandes desventajas 

que presenta esta metodología es la subestimación del número real de bacterias 

presentes debido a daños celulares o a fenómenos de agregación de las mismas durante 

la formación de colonias (Budde y Rasch, 2001). Además, para bacterias anaerobias 

estrictas, como es el caso del género Bifidobacterium, mientras se realiza el proceso de 

siembra en las placas, el oxígeno del ambiente reduce la viabilidad de este 

microorganismo (Auty et al., 2001) (Tabla 3).  

Tabla 3. Resumen de los métodos de detección de microorganismos.  

Método Error Tiempo 

Método en placa >10% Días 

Microscopía óptica >10% Horas 

qPCR 2-10% Horas 

Secuenciación DNA No disponible Días – semanas 

Citometría de flujo <5% Minutos 

 

En los últimos diez años, ha comenzado a utilizarse la citometría de flujo en el 

campo de la microbiología. La objetividad, la rapidez y la sensibilidad son algunas de 

las características que ha hecho que esta técnica se use ampliamente en laboratorios 

analíticos y de investigación (Shapiro, 2003). Gracias a su gran especificidad, es capaz 

de discernir entre varias poblaciones celulares diferentes (Herzenberg et al. 2006). Las 

desventajas de esta metodología son los costes de instrumentación, la incapacidad de 

visualizar las células que se están analizando (Givan, 2001; Hammes y Egli, 2005) y 

que está limitada a muestras en medio líquido (Wang et al., 2010) (Tabla 4). 

Dentro de las nuevas tecnologías, la Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

cuantitativa es una técnica que se caracteriza por ser extremadamente sensible, ya que es 

capaz de detectar una única copia de un fragmento del DNA problema; y de alta 

precisión (<2% error) (Klein, 2002). Al poder utilizar placas multimuestra se pueden 

cargar 96 muestras a la vez con lo que se acorta significativamente el tiempo en relación 
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a las metodologías tradicionales (Matijasić et al., 2010). Asimismo, esta técnica no 

requiere ningún paso posterior, por lo que evita la posibilidad de que exista 

contaminación cruzada de los productos de PCR (Espy et al., 2006). (Tabla 5). 

 
Tabla 4. Ventajas y limitaciones de la citometría de flujo. 

Ventajas Limitaciones 

Análisis multiparamétrico 
Limitado a muestras en medio 

líquido 

Velocidad de detección: 50000 

células/s 
Análisis sofisticado de los datos 

Detección única Límite detección alto para bacterias 

Alta precisión (<5% error) Coste del equipamiento 

No necesita extracción DNA 
 

No necesita amplificación 
 

 

Tabla 5. Resumen de las ventajas y limitaciones de la técnica PCR cuantitativa. 

Ventajas Limitaciones 

Alto rendimiento Falsos negativos 

Alta sensibilidad (<5 copias) Coste del equipamiento 

Alta precisión (<2% CV de valores de Ct)   

No necesita pasos posteriores   

Riesgo mínimo de contaminación   

Adaptado de Klein, 2002.  
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AISLAMIENTO DE BACTERIAS PROBIÓTICAS 

Es usual aislar bacterias probióticas en las heces de los bebés. Además, hay 

cierta tradición de recomendar que los probióticos deben ser de origen humano, 

supuestamente porque se implantarían mejor en nuestro intestino, aunque actualmente 

se está poniendo en duda. Sin embargo, muchas de las cepas aisladas no cumplen con la 

condición de probiótico ya que su resistencia a los jugos digestivos es escasa o nula y 

muchas de ellas no se adhieren al epitelio intestinal. En nuestro trabajo motivo de esta 

tesis, seleccionamos lactantes alimentados con leche materna exclusivamente ya que la 

microbiota intestinal de los bebés alimentados con leche materna es muy rica en 

bifidobacterias y lactobacilos (Björksten et al., 2001), a los que se atribuyen parte de las 

propiedades protectoras de la leche materna en relación con la menor incidencia de 

enfermedad en los lactantes, comparados con los alimentados con lactancia artificial. 

Ensayos in vitro de potenciales bacterias probióticas 

Resistencia a la acidez gástrica 

Antes de alcanzar el tracto intestinal, la bacteria probiótica debe sobrevivir a su 

paso a través del estómago (Henriksson et al., 1999). La secreción de ácido gástrico en 

el estómago constituye un primer mecanismo de defensa frente a la mayoría de la carga 

de microorganismos que entran vía oral. Por ello, la supervivencia de las cepas 

bacterianas en ácido gástrico es la más certera indicación de su habilidad para pasar a 

través del estómago. The University College of Cork-based Probiotic Research Group 

aisló con éxito e identificó bacterias ácido lácticas que mostraban rasgos de probiótico 

ideal (Dunne et al., 1999). Llevaron a cabo unos experimentos preliminares para 

determinar el grado de resistencia inicial que presentaban cepas de lactobacilos y 

bifidobacterias aisladas del íleon humano. El jugo gástrico humano fue obtenido de 

individuos sanos por aspiración a través de un tubo nasogástrico. Dado que el pH en el 

estómago es fluctuante (puede llegar a 1,5), se midió antes de usarlo. Este ácido fue 

añadido al medio MRS (Medium Man Rogosa Sharpe). La supervivencia inicial de las 

cepas se valoró en 108 UFC/ml y 106 UFC/ml para Lactobacillus y Bifidobacterium 

respectivamente, en medio MRS (De Man et al., 1960) con HCl que corrige el valor de 

pH entre 2,0 y 3,4; los resultados mostraban una mayor sensibilidad a la acidez por 

parte de Bifidobacterium (Thornton, 1996). 
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Resistencia a las sales biliares 

Como se expuso anteriormente, para caracterizar un potencial probiótico, este 

debe también ser capaz de resistir las sales biliares (Lee y Salminen, 1995). Los ácidos 

biliares son sintetizados en el hígado a partir de colesterol y son secretados desde la 

vesícula biliar al duodeno en forma de conjugados con aminoácidos (500-700 ml/día); 

estos ácidos experimentan más modificaciones químicas (desconjugación, hidrólisis, 

deshidrogenación, y desglucuronidación) en el colon casi exclusivamente como 

resultado de la actividad microbiana. Ambos ácidos conjugados y desconjugados, 

presentan actividad antibacteriana inhibiendo el crecimiento de cepas de Escherichia 

coli, Klebsiella sp., y Enterococcus sp. in vitro (Lewis et al., 1972; Stewart et al., 1986). 

Las formas desconjugadas son más inhibitorias y las bacterias Gram negativas más 

sensibles que las Gram negativas (Floch et al., 1972; Percy-Robb, 1972). El grupo de 

Dunne (Dunne et al., 1999) para evaluar la resistencia a sales biliares de las cepas que 

seleccionaron, en un primer ensayo, usaron un medio sólido de crecimiento 

suplementado con ácido biliar de origen bovino, porcino, y humano hasta una 

concentración final de 0.3% y 7.5%. Tras dejar crecer lactobacilos y bifidobacterias, el 

resultado fue, que exhibían resistencia al ácido biliar de origen bovino y que el de 

origen porcino resultaba mucho más inhibitorio para ambos grupos bacterianos 

(Thornton, 1996). Pero en relación a la búsqueda del posible probiótico para el consumo 

humano, el resultado más relevante fue su capacidad para crecer en la bilis de origen 

humano. 

Adherencia al epitelio intestinal de cepas probióticas 

La adherencia de las cepas microbianas al tejido epitelial del intestino y la 

habilidad para colonizar el tracto gastrointestinal debe ser también valorada en la 

selección de los probióticos. La importancia de este hecho reside en que después de 

seleccionadas muchas de las cepas potencialmente probióticas, más tarde no son 

capaces de colonizar a su hospedador diana. De hecho, de los actualmente disponibles 

parece que solo L. rhamnosus GG permanece dentro del tracto gastrointestinal un 

período significativo de tiempo (Berg et al., 1998; Goldin et al., 1992). 

Las células HT-29 y Caco-2 pertenecen a líneas celulares intestinales humanas, 

expresan las características morfológicas y fisiológicas de un colonocito normal humano 

y son usadas para probar los mecanismos mediadores de la adhesión de enteropatógenos 
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(Bernet, 1994). Existen estudios en que las han utilizado para investigar la capacidad de 

adhesión de bacterias ácido lácticas. (Coconnier et al., 1992; Bernet et al., 1994; Greene 

y Klaenhammer, 1994; Crociani et al., 1995; Sarem et al., 1996; Tuomola y Salminen, 

1998).  

Evaluación de la actividad probiótica 

Dentro de los diferentes tipos de estudios realizados a los probióticos, es de 

especial interés los que involucran a la competitividad con bacterias patógenas del 

sistema gastrointestinal. Al momento de elegir una bacteria patógena, hay que tener en 

cuenta su mecanismo de patogenicidad el cual varía entre una y otra. Una bacteria de 

interés es Escherichia coli enterotoxigénica, debido a la producción de su enterotoxina, 

causante importante de diarrea en humanos. Estudios recientes, han descrito que ciertas 

bacterias ácido lácticas tienen un efecto antagonista frente a Escherichia coli 

enterotoxigénica (Gopal et al., 2001; Todoriki et al., 2001; Chu et al., 2005; Tsai et al., 

2008) y frente a otras bacterias patógenas como Salmonella typhimurium y Shigella 

flexneri (Tien et al., 2006; Jankowska et al., 2008). Sin embargo, estas últimas bacterias 

presentan un mecanismo de patogenicidad diferente a la de Escherichia coli 

enterotoxigénica. 

Otro aspecto de interés de las cepas probióticas, es la posible producción de 

sustancias llamadas bacteriocinas; estas son secretadas por algunas bacterias para poder 

competir con otros microorganismos que están creciendo en el mismo nicho. Estas 

sustancias pueden inhibir el crecimiento o adhesión de bacterias patógenas sobre las 

células epiteliales intestinales, las cuales pueden ser producidas por algunas bacterias 

ácido lácticas (Klaenhamer, 1993; Jack et al., 1995; Sablon et al., 2000). 

Un aspecto importante es conocer la interacción de las bacterias, ya sean 

probióticas o patógenas, con las células epiteliales intestinales, ya que con éstas 

interactúan en forma directa todas las bacterias presentes en la microbiota humana. 

Debido a esto los estudios utilizan líneas celulares del epitelio intestinal como Caco-2, 

HT-29 ó T84. Este modelo nos acerca a lo que puede estar sucediendo in vivo y en él se 

estudia el grado de adhesión de las diferentes bacterias. Se ha descrito que una co-

incubación de bacterias patógenas con algunas cepas probióticas disminuye 

significativamente la adhesión de las bacterias patógenas a las células epiteliales del 

intestino (Coconnier et al., 1997; Forestier et al., 2001; Jankowska et al., 2008). Esto es 
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de gran interés, ya que uno de los factores que puede determinar la patogenicidad de una 

bacteria es el grado de adhesión al epitelio intestinal para su posterior colonización. 

Además, en este modelo se han descrito algunos patrones de respuestas de las células 

epiteliales frente a diferentes estímulos, ya sea frente a citoquinas pro-inflamatorias, 

lipopolisacárido (LPS), TNF-α, IL-8 (Riedel et al., 2006; Ko et al., 2007) o frente a la 

presencia de diferentes bacterias, ya sean patogénicas, comensales (Gram positivas, 

Gram negativas) o probióticas, midiendo principalmente secreción y/o expresión de IL-

4, IL-8, TNF-α, Factor de transformación del crecimiento tipo beta (TGF-β), receptores 

TLRs (TLR-1 a TLR-11) y activación de factores involucrados en la respuesta 

inflamatoria como el NF-κB (Tien et al., 2006; O´Hara et al., 2006; Wang et al., 2008; 

Wallace et al., 2003 ).  

Los diferentes perfiles de respuesta han sido utilizados para determinar el tipo de 

respuesta generada por las células epiteliales intestinales, las cuales estimulan las 

células dendríticas, involucradas en la respuesta inmunitaria, que a su vez podrían 

promover la diferenciación de las células T hacia una respuesta “pro-inflamatoria” o “T 

helper tipo 1” (Th1); “proalérgica” o “T helper tipo 2” (Th2) o Th reguladora (Th3) 

(Rimoldi et al., 2005). 

Se ha descrito que la presencia de bacterias patógenas en las células epiteliales 

intestinales estimula un perfil de respuesta pro-inflamatoria (Th1), liberando citoquinas 

como TNF-α e IL-8, activando el NF-κB, (Tien et al., 2006; O´Hara et al., 2006) y 

aumentando su expresión. Esta respuesta en la mayoría de los casos se ve parcialmente 

disminuida en presencia de una bacteria probiótica, lo cual indicaría un efecto 

beneficioso (Servin, 2004).  

Otro modelo muy interesante de analizar es el que se realiza con DC; estas 

células están involucradas en la respuesta inmunitaria, son presentadoras de antígenos, 

se encuentran en varios tejidos donde reconocen y procesan microorganismos. En el 

sistema gastrointestinal están estrechamente relacionadas con las células epiteliales 

intestinales, y en particular con las células M, ya que estas estimulan a las DC para que 

generen la respuesta inmunitaria. Las DC inmaduras responden a productos procedentes 

de patógenos, lo cual inicia un programa de maduración que lleva a que éstas migren a 

los órganos linfoides y finalmente, a presentar los antígenos en asociación con 
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moléculas del complejo de histocompatibilidad principal (MHC). La expresión de 

moléculas co-estimuladoras en la superficie celular y la secreción de citoquinas ayudan 

a activar las células T antígeno-especifico, y dependiendo del estímulo encontrado, las 

DC pueden desarrollar una respuesta Th1, Th2 o T3reg (Niedergang y Kweon, 2005).  

Se ha postulado que algunos probióticos podrían modular las propiedades de las 

DC, incluyendo su capacidad de activar una respuesta inmunitaria especifica (Kelsall et 

al., 2002). Un equilibrio entre estimulación y tolerancia después del contacto con 

bacterias probióticas en el intestino podría ser importante para mantener su homeostasis 

y poder llevar a cabo sus funciones beneficiosas de protección frente a bacterias 

patógenas en el sistema digestivo del huésped. 

La medición de secreción y/o expresión de citoquinas, y el grado de maduración 

de las DC son parámetros importantes que proveen información sobre el posible efecto 

de modulación sobre estas por parte de las cepas probióticas a estudiar. Existe también 

un modelo en que se cultivan células epiteliales intestinales en conjunto con DC, lo cual 

genera un modelo in vitro muy interesante que puede ofrecer más información respecto 

a la respuesta inmunitaria generada frente a los diferentes tipos de bacterias. Este 

sistema separa dos medios de cultivos, uno apical y otro basolateral (Placas Transwell), 

por una monocapa de DC intestinales. Las DC se co-cultivan en el lado basolateral y las 

bacterias en el lado apical (Butler, 2006). Este modelo está siendo muy utilizado y los 

estudios realizados dan un interesante perfil de respuesta frente a cepas probióticas 

(Ratajczak et al., 2007). 
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MATERIAL 
 

MUESTRAS 
  En este estudio se utilizaron muestras de heces de niños de entre 2 y 4 meses de 

vida, alimentados exclusivamente con leche materna. Las muestras se tomaron en la 

consulta pediátrica del Hospital Clínico de la Universidad de Granada, en condiciones 

de anaerobiosis. Las muestras se recolectaron a primera hora de la mañana, se estimuló 

a los niños para que evacuaran y las heces se recogieron en un recipiente estéril 

mediante una cucharilla de plástico adherida a la tapa. Una vez terminada la 

recolección, el recipiente con la muestra se introdujo en una jarra de anaerobiosis que 

contenía en su interior un sobre generador de atmósfera anaeróbica; la jarra se cerró 

herméticamente y se transportó inmediatamente al laboratorio. Las muestras se 

procesaron en un tiempo no superior a 2 horas y posteriormente, el resto se congeló a -

80 ºC. 

BACTERIAS PROBIÓTICAS CONTROLES  

 Como bacterias de referencia en las diferentes pruebas efectuadas se utilizaron 

bacterias probióticas provenientes de productos comerciales:  

• Bifidobacterium longum BB536 (Hero España S.A.) 

• Bifidobacterium bifidum Rosell-71 (Hero España S.A.) 

• Lactobacillus casei DN 114001 (L. casei inmunitas, Danone®) 

• Lactobacillus rhamnosus GG (LGG, Kaiku®) 

BACTERIAS PROBIÓTICAS DEPOSITADAS EN INSTITUT PASTEUR 

Finalizada la primera etapa de aislamiento e identificación de bacterias 

probióticas del presente estudio, las tres cepas de bacterias obtenidas se depositaron en 

el Institut Pasteur (Paris, Francia) y fueron aceptadas como cepas innovadoras, las 

cuales se denominaron de la siguiente forma: 

• Lactobacillus paracasei       CNCM I-4034 

• Bifidobacterium breve         CNCM I-4035 

• Lactobacillus rhamnosus     CNCM I-4036  
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Estas bacterias se utilizaron posteriormente para caracterizar sus propiedades 

probióticas. 

BACTERIAS PATÓGENAS INTESTINALES 

Las bacterias patógenas utilizadas en este estudio se obtuvieron de la Colección 

Española de Cultivos Tipo (CECT). 

Debido al efecto cepa descrito en numerosos estudios (Salminen et al., 2010) y 

atendiendo a los distintos mecanismos de patogenicidad, se estudiaron las tres bacterias 

probióticas, anteriormente mencionadas, frente a los siguientes enteropatógenos:  

• E.coli enterotoxigénica (ETEC) 

 CECT 434 

 CECT 501 

 CECT 515 

• E.coli enteropatógena (EPEC)  

 CECT 727 

 CECT 729 

 CECT 742 

• Salmonella typhimurium 

 CECT 443 

 CECT 4594 

• Salmonella typhi 

 CECT 725 

OBTENCIÓN DEL SOBRENADANTE PROBIÓTICO LIOFILIZADO  

  En este estudio se utilizaron sobrenadantes del medio de cultivo de crecimiento 

de las bacterias probióticas; estos sobrenadantes fueron estudiados frente a las bacterias 

patógenas intestinales anteriormente mencionadas.  

Los sobrenadantes fueron suministrados por la empresa Biopolis S.L. y se 

obtuvieron de acuerdo con el siguiente protocolo:  

Para obtener sobrenadante concentrado, las cepas se cultivaron en medio líquido 

MRS durante 17 o 24 h (Lactobacillus), o en MRS suplementado con cisteína 0,05% 

(Bifidobacterium) a 37 ºC. El sobrenadante de cada una de las cepas se obtuvo por 
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centrifugación, se liofilizó y se guardó a 4 ºC. Posteriormente, los sobrenadantes 

liofilizados se reconstituyeron con menos volumen para concentrarlos diez veces con el 

objeto de no diluir demasiado el medio de cultivo de las bacterias enteropatógenas. Una 

parte de cada sobrenadante se neutralizó a pH 6,5 y en otra el pH no fue modificado (pH 

3,0-4,0). Posteriormente, el sobrenadante fue esterilizado por medio de un filtro de 0,22 

μm (Millipore). Alícuotas de sobrenadante neutralizado y no neutralizado se 

almacenaron en congelación a -80ºC hasta su uso. 

CÉLULAS EPITELIALES INTESTINALES 

 Como modelo in vitro de adhesión, se utilizaron dos líneas celulares epiteliales 

intestinales inmortalizadas (Caco-2 y HT-29) procedentes de cáncer de colon y 

suministradas por el Banco de Células del Centro de Investigación Científica de la 

Universidad de Granada (CIC-UGR). Estas células se cultivaron en medio Dulbecco's 

Modified Eagle Medium (DMEM; Sigma-Aldrich), con 10% de suero bovino fetal, 1% 

de glutamina, penicilina G (10 IU/ml), estreptomicina sulfato (100 μg/ml) y 

amfotericina B (250ng/ml), hasta su confluencia en atmósfera controlada (37ºC, 5% 

CO2 y 95% de humedad). Después de una semana de post-confluencia, donde es bien 

conocido que los enterocitos se encuentran diferenciados, se realizaron las pruebas de 

adhesión bacteriana en placas de 24 pocillos. 

REACTIVOS Y MATERIALES UTILIZADOS 

Los reactivos y materiales utilizados proceden de las casas comerciales que a 

continuación se detallan: 

Reactivos 
• Oxoid (Hampshire, Reino Unido). 

• Deltalab S.L.U. (Barcelona, España). 

• Scharlau CEIME (Barcelona, España). 

• Sigma-Aldrich (Madrid, España). 

• Fluka analitycal; Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EE. UU.). 

• Becton Dickinson (Massachussets, EE.UU.). 

• Colección española de cultivo tipo (CECT). 

• General Electric Healthcare (Freiburg, Alemania). 

• bioMerieux´s (Marcy-l’Etoile, Francia). 
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• Macherey-Nagel (Oensingen, Suiza). 

• Applied Biosystems (Foster City, California, EE.UU.). 

• Millipore (Billerica, MA, EE. UU.). 

• Panreac Química S.A. (Barcelona, España). 

• Nunc (Rochester, NY, EE. UU.). 

• Invitrogen (Londres, reino Unido). 

• Merck (V.W.R. International Eurolab S.L., Barcelona, España). 

• Cultimed (Barcelona, España). 

• AppliChem (Darmstadt, Alemania). 

Aparatos 
 

• Baño de agua termostatizado Memmert WB-14 (Schwabach, Alemania). 

• pHmetro Crison (Barcelona, España). 

• Centrífuga 5415D  24 plazas (Hamburgo, Alemania). 

• Incubador células Sanyo Heat CO2 Incubator (Osaka, Japon). 

• Pipetas automáticas Eppendorf Research®plus (Madrid, España). 

• Pipeteador electrónico Boeco (Hamburgo, Alemania). 

• Congelador vertical -80 ºC Termo Scientific (Waltham, MA, EE. UU.) 

• Multiskan FC (Thermo Scientific, Barcelona, España) 

• Cabina de seguridad biológica clase II telstar BioUltra (Terrassa, España) 

• Colony Counter modelo 608702 (Bio Co, Kobe, Japón) 

• Cubeta de electroforesis Horizon 58 Invitrogen (Carlsbad, California, EE.UU.). 

• Termociclador 9700 Applied Biosystem (Warrington, Reino Unido). 

• Transiluminador UV New Brunswick Scientific (Edison, New Yersey, EE.UU.). 

• Baño de agua termostatizado Selecta Unitronic 320 OR (Barcelona, España). 

• Termomixer Confort (Hamburgo, Alemania). 

• Abi 7900 HT- Fast Real-Time PCR System Applied Biosystem (Foster City, 

California, EE.UU.). 

• Luminex 200TM v2.3 y software Luminex Xponent. (Billeca, Massachusetts, 

EE.UU.) 
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MÉTODOS 

DISEÑO EXPERIMENTAL DE AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE 

BACTERIAS ÁCIDO LÁCTICAS 

Se aislaron y se caracterizaron microorganismos probióticos mediante técnicas 

específicas de cultivo y de biología molecular. Se procedió a cultivar una dilución de las 

muestras de heces de los niños alimentados exclusivamente con leche materna en 

medios selectivos para el crecimiento de bacterias ácido lácticas. Se seleccionaron al 

azar 100 colonias que fueron sometidas a pruebas de resistencia de pH (2,0-3,0), sales 

biliares (0,3-0,7%) y adhesión a células epiteliales HT-29. Las colonias que superaron 

estas pruebas fueron identificadas genotípica y fenotípicamente, mediante técnicas de 

biología molecular (secuenciación del gen 16s DNAr y espacio intergénico 16s-23s) y 

métodos metabólicos (API ZYM y API 50 CHL) (figura 7). Posteriormente, se 

caracterizaron sus propiedades probióticas estudiando su capacidad de inhibición del 

crecimiento de bacterias patógenas intestinales (Escherichia coli y Salmonella) en 

experimentos in vitro. 

 

Figura 7. Resumen del diseño experimental de aislamiento e identificación de bacterias ácido 
lácticas a partir de heces de niños alimentados exclusivamente al pecho.  

 

Heces
Medios selectivos: 
•Beerens
•BFM
•Rogosa

•Resistencia pH (3.0‐2.0)
•Sales biliares (0.3‐0.7%)

100 Colonias

Genotipo

Fenotipo

Secuenciación :
•Gen 16s DNAr
• Espacio interg. 16s‐23s

Actividad enzimática
API ZYM

Fermentación carbohidratos
API 50CH

Extracción de DNA y PCR:
• Gen 16s DNAr
• Espacio interg. 16s‐23s

•Adhesión Células HT‐29
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Este estudio formó parte de dos proyectos financiados por HERO ESPAÑA S.A.  

• “Identificación, aislamiento y caracterización de microorganismos probióticos” 

desarrollado entre 2006-2010. 

• “Caracterización de la actividad probiótica de las bacterias Lactobacillus 

rhamnosus CNCM I-4036, Lactobacillus paracasei CNCM I-4034 y 

Bifidobacterium breve CNCM I-4035” desarrollado entre 2008-2011. 

PROCESAMIENTO Y SIEMBRA DE MUESTRAS 

Materiales 

• Jarras anaeróbicas (Oxoid). 

• Tubos recolectores de heces estéril (Deltalab) 

• Sobre generador de atmósfera anaerobia (Anaerogen, Oxoid). 

• Sobre generador de atmósfera rica en CO2 (CO2Gen, Oxoid) 

• Pipetas de 20, 100, 200 y 1000 μl (Eppendorf). 

• Hidrocloruro de L-cisteína (Scharlau). 

• Tampón fosfato salino (PBS; Sigma-Aldrich). 

Procedimiento 

Una vez recolectada la muestra de heces, se preparó una suspensión al 10% en 

PBS e hidrocloruro de L-cisteína (0,05%). Se realizaron 7 diluciones de esta 

preparación, de 10-1 a 10-7. Finalmente se sembraron 50 μl de cada dilución en los 

medios de cultivos seleccionados (Beerens, BFM, Columbia modificado, Rogosa agar) 

y se incubaron en anaerobiosis en el caso de bifidobacterias y en medio rico en CO2 en 

el caso de lactobacilos, durante 72 horas a 37ºC. 

PREPARACIÓN DE MEDIOS DE CULTIVO 

Medio de Beerens  

Este medio (Beerens, 1991) es utilizado como un medio selectivo para aislar y 

cuantificar bifidobacterias. 

Materiales 

• Brain Heart Infusion Agar. (Becton Dickinson) 

• D-(+) Glucosa (Sigma-Aldrich). 

• Citrato de hierro III (Sigma-Aldrich). 
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• Hidrocloruro de L- cisteína (Scharlau). 

• Ácido propiónico (Scharlau). 

• Hidróxido de sodio 2 Eq/l (Sigma-Aldrich). 

Procedimiento 

 En un matraz Erlenmeyer de un litro se mezclaron 47 g de Brain Heart Infusion 

Agar, 5 g de D-(+) Glucosa, 0,5 g de citrato de hierro III, 0,5 g de L-cisteína y un litro 

de agua destilada. Esta mezcla se calentó bajo agitación constante, sobre una placa 

agitadora con calor hasta ebullición durante un par de minutos, luego se dejó enfriar a 

temperatura ambiente. Una vez que alcanzó 55 ºC se agregaron 5 ml de ácido 

propiónico y 2,2 ml de hidróxido de sodio 2Eq/l, luego, el pH se ajustó a 5,0. 

Medio BFM  

Este medio (Nebra y Blanch, 1999) es utilizado como un medio selectivo 

específico para bifidobacterias. 

Materiales 

• Extracto de Carne  (Cultimed)  2 g 

• Extracto de Levadura   (Cultimed)  7 g 

• Almidón   (AppliChem)  2 g 

• Hidrocloruro de L-cisteína (Scharlau)  0,5 g 

• Cloruro de Sodio   (Sigma-Aldrich) 5 g 

• Peptona   (Cultimed)  5 g 

• Triptona   (Cultimed)  2 g 

• Lactulosa   (Fluka)   5 g 

• Riboflavina*   (Sigma-Aldrich) 1 mg 

• Tiamina*   (Sigma-Aldrich) 1 mg 

• Azul de metileno  (Sigma-Aldrich) 16 mg 

• Cloruro de litio  (Fluka)    2 g 

• Ácido propiónico  (Panreac)  5 ml 

• Agar    (Cultimed)  15 g 
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Procedimiento 

Se prepararon 500 ml de medio selectivo para bifidobacterias (las cantidades 

están expresadas por litro de solución). Esta mezcla se calentó con agitación constante, 

sobre una placa agitadora con calor, hasta ebullición durante un par de minutos, después 

la solución fue autoclavada. Finalmente, las vitaminas (*) se prepararon en soluciones 

concentradas (solución madre 1 mg/ml) y se esterilizaron mediante un filtro de 0,22 μm 

(Millipore), y posteriormente se añadieron junto al ácido propiónico, al medio de cultivo 

cuando la solución alcanzó aproximadamente 55 ºC. 

Medio Columbia Modificado 

  Este medio (pH 5,0) es utilizado como medio selectivo para bifidobacterias. 

Materiales 

• Medio Columbia Agar (Oxoid). 

• Glucosa 5 g/l (Sigma-Aldrich). 

• Hidrocloruro de L- cisteína 0,5 g/l (Scharlau). 

• Agar (hasta 15 g/l; Cultimed). 

• Ácido propiónico 5ml (Panreac) 

 

Procedimiento 

Se prepararon 1000 ml de medio selectivo para bifidobacterias (las cantidades están 

expresadas por litro de solución). Esta mezcla se calentó con agitación constante sobre 

una placa agitadora con calor hasta ebullición durante un par de minutos, después la 

solución fue autoclavada. Finalmente, se adicionó el ácido propiónico al medio de 

cultivo cuando la solución alcanzó aproximadamente 55 ºC y el pH se ajustó a 5,0. 

Medio Rogosa Agar 

Este medio es utilizado como un medio selectivo para aislar y cuantificar 

lactobacilos (Rogosa, 1951), el cual fue preparado siguiendo las especificaciones 

suministradas por la casa comercial. 
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SIEMBRA DE MUESTRAS 

Materiales 

• Placas Petri con los distintos medios de cultivo. 

• Pipetas de 20, 100, 200 y 1000 μl (Eppendorf). 

• Asa para siembra de cultivo. 

• Jarras de anaerobiosis (Oxoid). 

• Sobre generador de atmósfera anaeróbica (Anaerogen, Oxoid). 

• Sobre generador de atmósfera CO2 (CO2Gen, Oxoid). 

Procedimiento 

 Una vez realizadas las diluciones, las muestras se sembraron por triplicado por 

medio de un asa de siembra. Posteriormente, todas las placas se incubaron en una estufa 

con temperatura controlada a 37 ºC. 

 Las placas con los medios de cultivo para bifidobacterias fueron previamente 

introducidas en jarras de anaerobiosis a las que se les incorporó un sobre generador de 

atmósfera anaeróbica y aquellas que contenían las placas de cultivo para lactobacilos, se 

les introdujo un sobre generador de CO2. Finalmente, se incubaron durante 72 h a 37ºC. 

DETERMINACIÓN DEL NÚMERO DE UNIDADES FORMADORAS DE 

COLONIAS 

Materiales 

1) Lápiz contador de colonias (Colony Counter modelo 608702, Bio Co, Kobe, Japón). 

Procedimiento 

 Posterior a la incubación, se seleccionaron las diluciones que presentaron un 

crecimiento mayor a 10 unidades formadoras de colonia (UFC) y menor a 300 UFC y se 

procedió a realizar el recuento en cada uno de los medios, a través de un lápiz contador 

de colonias electrónico. Recordando que se diluyo 100 mg de heces en 1ml de PBS y se 

sembraron 50μl de esta dilución, el cálculo de la dilución seria: 50μl x 20, para expresar 

colonias por 1ml o 100mg de heces, para expresarlo por 1g de heces se multiplica por 

10. Finalmente se calculó el número total de UFC por gramo de heces mediante la 

siguiente fórmula: 
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UFC = Nº de colonias (10-300) x factor de dilución (101-107) x 200 (20x10) 

 

 Una vez realizados los cultivos, las muestras restantes de las heces se 

almacenaron a -80ºC hasta la realización de los estudios de Biología Molecular. 

DETERMINACIÓN DE LA RESISTENCIA A pH Y SALES BILIARES 

Materiales 

2) Sales biliares, Oxgall® (Sigma-Aldrich). 

3)  Medio liquido Man Rogosa Shape (MRS; Cultimed). 

4) Medio solido Man Rogosa Shape agar (MRS agar; Cultimed). 

5) Glicerol (Sigma-Aldrich). 

6) Tampón fosfato PBS (Sigma-Aldrich). 

7) HCl (Sigma-Aldrich). 

8) Jarras de anaerobiosis (Oxoid). 

9) Sobre generador de atmósfera anaeróbica (Anaerogen, Oxoid). 

10) Sobre generador de atmósfera CO2 (CO2Gen, Oxoid). 

Procedimiento 

Una vez cultivadas las heces en los diferentes medios de cultivo, se seleccionaron 

100 colonias por cada medio de cultivo. Dichas colonias, tanto lactobacilos como 

bifidobacterias, se incubaron en medio MRS líquido y en condiciones anaeróbicas 

durante 48 horas. Posteriormente, se realizó de forma inmediata un stock de cada una de 

ellas en glicerol (MRS+ Glicerol 10%). 

Al mismo tiempo que se realizaron los stocks en glicerol de las distintas colonias, 

se analizó su viabilidad tanto a pH 3,0 como a una concentración del 0,3% de sales 

biliares. Se utilizó un método modificado de los realizados por los siguientes autores; 

Gopal et al., (2001), Klingberg et al., (2005) y Jacobsen et al., (1999).  

En resumen se procedió de la siguiente manera: las colonias a ensayar se incubaron 

en anaerobiosis en medio MRS liquido durante 48 h a 37°C, 1 ml de las bacterias 

correspondientes a las colonias crecidas en medio líquido fueron centrifugadas a 5000 g 

durante 5 minutos y el sobrenadante se eliminó y se resuspendió en PBS estéril. Este 

procedimiento se repitió 2 veces más. Cien μl de la suspensión anterior se mezcló con 
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900 μl de: PBS pH 7,0, PBS pH 3,0 y sales biliares 0,3% en PBS. Estas mezclas se 

incubaron en condiciones anaeróbicas a 37 ºC durante 3 horas. Tras este tiempo se 

realizaron diversas diluciones (10-1-10-5) de las cuales se sembraron 50 μl de cada 

dilución en medio solido MRS agar durante 72 h a 37 ºC en anaerobiosis. Finalizado 

este periodo se determinó el número de colonias presentes en condiciones de control 

(pH 7,0), pH 3,0 y sales biliares 0,3% y se calculó la viabilidad de cada bacteria 

seleccionada mediante el siguiente cociente: 

 

% Viabilidad ൌ
Nº colonias a pH o ác. biliar 

Nº colonias control  x 100 

 

 Todas aquellas colonias que mostraron una viabilidad >90%, tanto a pH 3,0 

como a sales biliares 0,3% se consideraron como positivas, las cuales se guardaron para 

realizar las demás pruebas. Las colonias restantes se eliminaron.  

Bacterias controles 

Como se mencionó anteriormente, las colonias utilizadas como controles 

positivos fueron las siguientes: 

Para bifidobacterias: Bifidobacterium bifidum BB536 y Bifidobacterium longum 

Rosell-71 (Hero España S.A). 

Para lactobacilos: Lactobacillus casei DN114001 (Danone®) y Lactobacillus 

rhamnosus GG (Kaiku®). 

Una vez concluido el cribado inicial con las colonias que superaron esta prueba, 

se realizó un segundo cribado; en este caso, se verificó la viabilidad a pH 2,5, pH 2,0 y a 

concentración de sales biliares 0,5 y 0,7%. El protocolo utilizado fue el anteriormente 

explicado.  
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PRUEBAS DE ADHESIÓN A CÉLULAS EPITELIALES INTESTINALES 

Materiales 

• Células HT-29 (CIC UGR). 

• Tampón fosfato PBS (Sigma-Aldrich). 

• Medio MRS (Cultimed).  

• Jarras de anaerobiosis (Oxoid). 

• Sobre generador de atmósfera anaeróbica (Anaerogen, Oxoid). 

• Sobre generador de atmósfera CO2 (CO2Gen, Oxoid). 

• Medio DMEM (Sigma-Aldrich) 

• Placas de cultivo celular de 24 pocillos (Nunc) 

• Suero bovino fetal (FBS; Invitrogen). 

• Pipeta pasteur (Labortecnic). 

Procedimiento 

Una vez que las colonias se seleccionaron de acuerdo con su resistencia al pH y 

a sales biliares, se procedió a realizar el ensayo de adhesión celular. Dicho ensayo se 

efectuó con células epiteliales intestinales HT-29; para ello se siguió el método de 

Gopal et al., (2001) y Jacobsen et al., (1999) con modificaciones. 

Las colonias a ensayar se incubaron en anaerobiosis en medio MRS liquido 

durante 48 h a 37°C, 1 ml de las colonias crecidas fueron centrifugadas a 5000 g durante 

5 minutos y el sobrenadante se eliminó y se resuspendió en PBS estéril. Este 

procedimiento se repitió 2 veces más. Se determinó la densidad óptica (DO) de cada 

bacteria a 600 nm y el cultivo bacteriano se diluyó hasta una DO de 0,8 en medio de 

cultivo, previamente preparado sin FBS y antibióticos (1-5 x 106 UFC/ml).  

Las células HT-29 se cultivaron previamente en placas de 24 pocillos (Nunc) a 

37 ºC y 5% de CO2 hasta confluencia. El medio de cultivo se eliminó y las células se 

lavaron varias veces con PBS estéril para eliminar los restos de FBS y antibióticos. A 

cada pocillo se añadió 250 μl de suspensión bacteriana preparada (en triplicado) y se 

incubó a 37 ºC y 5% CO2 durante 90 minutos. Finalizada la incubación, se procedió a 

eliminar el medio mediante aspiración con una pipeta pasteur y los pocillos fueron 

lavados con PBS estéril 4 o 5 veces, con el objeto de eliminar las bacterias que no 
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tuvieron la capacidad de adherirse a la superficie de las células HT-29. Se añadió 100 μl 

de tripsina y se incubó durante 10-15 minutos a 37 ºC. Después, todo el volumen del 

pocillo se recuperó y se trasladó a un vial, y cada pocillo se lavó con 150 μl de PBS que 

se añadieron al mismo vial. Se realizaron varias diluciones (10-1-10-5), de las cuales se 

sembraron 50 μl de cada una de ellas en medio solido MRS agar durante 72 h a 37 ºC en 

anaerobiosis. Del mismo modo, se efectuaron diluciones de la suspensión inicial de 

bacterias inoculadas para determinar el número de bacterias. Tras este periodo se 

determinó el % de adhesión de acuerdo a la siguiente fórmula: 

% Adhesión ൌ
Nº colonias adherentes
Nº colonias inoculadas  x 100 

 

 IDENTIFICACIÓN DE BACTERIAS ÁCIDO LÁCTICAS 

Aislamiento de DNA genómico bacteriano 

Materiales 

• Tampón fosfato PBS (Sigma-Aldrich). 

• Tampón Tris-EDTA (TE; Sigma-Aldrich). 

• Dodecil sulfato de sodio (SDS; Sigma-Aldrich). 

• Proteinasa K (20 mg/ml; Sigma-Aldrich). 

• NaCl (Sigma-Aldrich). 

• Cetil trimetilamonio bromuro (CTAB)/NaCl (Sigma-Aldrich). 

• Cloroformo (Sigma-Aldrich). 

• Alcohol isoamílico (Panreac). 

• Etanol (Panreac). 

• Fenol (Panreac). 

• Isopropanol (Panreac). 

Procedimiento 

 Para extraer el DNA genómico de las bacterias seleccionadas se procedió a 

incubarlas en anaerobiosis en medio MRS líquido durante 48 h a 37°C. Un ml de las 

bacterias crecidas fueron centrifugadas a 5000 g durante 5 minutos y el sobrenadante se 

eliminó y se resuspendió en PBS estéril. Este procedimiento se repitió 2 veces. 
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Posteriormente, el precipitado bacteriano se resuspendió en 567 μl de tampón TE, se 

agregaron 30 μl de SDS 10% y 3 μl de proteinasa K y esta mezcla se incubó a 37 ºC 

durante 1 hora. Después, se agregaron 100 μl de NaCl 5M y 80 μl de CTAB/NaCl, se 

mezcló bien y se incubó a 65 ºC durante 10 minutos. Se agregó igual volumen (780 μl) 

de mezcla cloroformo/alcohol isoamílico (24:1), se mezcló y se centrifugó durante 5 

minutos a 10000 g. La fase acuosa superior se extrajo y se transfirió a un nuevo vial, al 

cual se le agregó un volumen igual de la mezcla fenol/cloroformo/alcohol isoamílico 

(25:24:1), se mezcló y se centrifugó durante 5 minutos a 10000 g. La fase acuosa 

superior se extrajo y se transfirió a un nuevo vial al cual se agregó 0,6 volúmenes de 

isopropanol y se centrifugó durante 13 minutos a 10000 g a 4ºC. Tras este paso se puede 

observar un precipitado que corresponde al DNA. Posteriormente, el sobrenadante se 

eliminó y se agregó 1ml de etanol 70%, el cual se centrifugó durante 5 minutos a 10000 

g a 4ºC. El sobrenadante fue eliminado y el precipitado de DNA se dejó secar a 

temperatura ambiente. Finalmente, el precipitado se resuspendió en 20-50 μl de agua y 

la concentración de DNA se cuantificó por medio de un espectrofotómetro a 260 nm. Se 

calculó la relación de DO 260/280 para verificar su pureza. 

Amplificación del gen 16S DNAr y espacio intergénico 16s-23s por PCR 

Material 

• DNA bacteriano aislado. 

• Cloruro de magnesio 50 mmol/l 

• Desoxirribonucleótidos (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), con una concentración de 

10 mmol/l de cada uno de ellos. 

• Oligonucleótidos (27R, 1492F, 39F, 1391R, Bif 250bp F, Bif 250bp R, lactoF, 

lactoR, F_allbif_IS, R_allbif_IS) (Sigma-Aldrich). 

• Agarosa (Sigma-Aldrich) 

• Termociclador 9700 (Applied Biosystem) 

Procedimiento 

Para amplificar el gen 16s DNAr, se utilizó el par de oligonucleótidos 

universales 27F-1492R, esto se hace para amplificar de la mayor cantidad posible del 

gen 16S de diferentes especies de bacterias y/o grupos específicos, ya que son 



Material y Métodos 

95 
 

frecuentemente utilizados en estudios moleculares de diversidad y son considerados 

universales para el dominio Bacteria (Lane, 1991). Dichos oligonucleótidos amplifican 

un fragmento de aproximadamente 1450 pares de bases (bp) y se utilizan a una 

temperatura de hibridación de 55 ºC y un tiempo de amplificación de 90 seg y 35 ciclos. 

27F         5´-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3´      (M = A + C) 

1492R     5´-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3´  (Y = C + T) 

También, se utilizó otro par de oligonucleótidos (39F-1391R), que asimismo se 

clasifican como universales para el 16s DNAr de bacterias. (Zhu et al., 2002; Eckburg et 

al., 2005; Hongoh et al., 2003). Estos amplifican un fragmento de aproximadamente 

1350 bp y se utilizó una temperatura de hibridación de 52 ºC y un tiempo de 

amplificación de 90 seg y 35 ciclos. 

39F       5´-TGGCTCAGRWYGAACGCTRG-3´     (R = A + G, W = A + T, Y = C + T) 

1391R  5´-GACGGGCGGTGWGTRCA-3´ 

Además, en nuestro laboratorio se diseñaron oligonucleótidos específicos (Bif 

250bp F-Bif 250bp R) para poder distinguir bifidobacterias. Estos amplifican un 

fragmento de aproximadamente 250 bp y se utilizó una temperatura de hibridación de 

65 ºC y un tiempo de amplificación de 20 seg y 30 ciclos. 

Bif 250bp F   5´-CTCGTAGGCGGTTCGTCG-3´ 

Bif 250bp R   5´-AACGGGCCCCACATCCAG-3´ 

Por otro lado, se diseñaron oligonucleótidos (lactoF-lactoR) para amplificar las 

zonas intergénicas 16s-23s de lactobacilos. Estos amplifican un fragmento de 

aproximadamente 600 bp y se utilizó una temperatura de hibridación de 65 ºC y un 

tiempo de amplificación de 30 seg y 30 ciclos. 

lactoF   5´-ACACCGCCCGTCACACCATG-3´ 

lactoR  5´-CCHSTTCGCTCGCCGCTACT-3´     (H = A + T, S = G + C) 

También, se utilizaron oligonucleótidos específicos para bifidobacterias 

(F_allbif_IS- R_allbif_IS; Haarman y Knol, 2005). Estos amplifican un fragmento de 
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aproximadamente 240 bp y se utilizó una temperatura de hibridación de 60 ºC y un 

tiempo de amplificación de 30 seg y 30 ciclos. 

F_allbif_IS (ISBif F)    5´-GGGATGCTGGTGTGGAAGAGA-3´ 

R_allbif_IS (ISBif R)   5´-TGCTCGCGTCCACTATCCAGT-3´ 

 Para amplificar el gen 16s DNAr y el espacio intergénico 16s-23s se cargaron 

entre 50-100 ng de DNA para una PCR de volumen final de 50 μl. En cada ciclo se 

utilizó una temperatura de desnaturalización de 94 ºC durante 30 seg, posteriormente, se 

programó la temperatura de hibridación según las condiciones de cada juego de 

oligonucleótidos antes especificadas. 

El resultado de la amplificación se verificó en un gel de agarosa al 1.3%, se 

tiñeron las muestras con bromuro de etidio y se visualizaron en un transiluminador 

ultravioleta New Brunswick Scientific. 

 Las amplificaciones que resultaron negativas se repitieron revisando las 

condiciones de la PCR y reajustando estas. Las que resultaron positivas se purificaron 

con el kit IlustraTM GFXTM PCR DNA and gel Band Purification (General Electric 

healthcare), siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez purificados los 

fragmentos de PCR, se resuspendieron en 25 μl de agua y la purificación fue ratificada 

visualizando en un nuevo gel de agarosa al 1.3%. 

 Posteriormente, las muestras se secuenciaron en el Servicio de Secuenciación de 

DNA del Instituto de Parasitología y Biomedicina “Lopez-Neyra” (CSIC) de Granada. 

Una vez secuenciados los fragmentos del gen16S se procedió a la búsqueda de 

homología en la base de datos de la National Center of Biotechnology Information 

(NCBI). La comparación de las secuencias de los 16s DNAr permitió establecer las 

relaciones filogenéticas entre las colonias de bacterias seleccionadas incluyendo la 

identificación de lactobacilos y bifidobacterias (Tannock, 1999).  
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IDENTIFICACIÓN MEDIANTE PRUEBAS DE FERMENTACIÓN 

Materiales 

• API ZYM (bioMerieux´s). 
• API 50 CHL (bioMerieux´s). 
• API CHL medio (bioMerieux´s). 

 Se utilizaron los sistemas API ZYM y API 50 CHL. Estos test enzimáticos 

pueden ser usados para una rápida y teóricamente reproducible identificación fenotípica 

de cultivos puros. Aunque, estos han sido utilizados principalmente para identificar 

distintas especies de lactobacilos (Coeuret et al., 2003; Charteris et al., 2001). 

El sistema API ZYM es un método semi-cuantitativo que mide actividades 

enzimáticas. Este sistema posee 20 pocillos, 19 de los cuales contiene un substrato 

deshidratado para detectar la actividad de 19 enzimas (Tabla 6); se obtiene un resultado 

colorimétrico que indica el grado de actividad enzimática, el cual es graduado en una 

escala de 0-5 en comparación con el control.  

También, se utilizaron tiras de API 50 CH y medio API CHL (bioMerieux´s). 

Este método se utiliza para obtener un perfil de fermentación de 49 hidratos de carbono 

(Tabla 7). Se obtiene un resultado colorimétrico, pero en este caso sólo se clasifican 

como positivo (+), negativo (-), o intermedio (V), en comparación con el control. En 

todas las pruebas se utilizaron bacterias controles. 

 

 

 

Tabla 7. Enzimas cuya actividad relativa se valora con el sistema APIZYM.  

1 Control  11 Fosfatasa ácida 
2 Fosfatasa alcalina  12 Naftol-AS-BI-fosfosfohidrolasa 
3 Esterasa(C4)  13 α-galactosidasa 
4 Esterasa lipasa (C8)  14 β-galactosidasa 
5 Lipasa (C14)  15 β-glucuronidasa 
6 Leucina arilamidasa  16 α-glucosidasa 
7 Valina arilamidasa  17 β−glucosidasa 
8 Cistina arilamidasa  18 N-acetil-β-glucosaminidasa 
9 Tripsina  19 α-manosidasa 
10 α-quimotripsina  20 α-fucosidasa 



Material y Métodos 

98 
 

Tabla 8. Hidratos de carbono que componen el sistema API 50 CHL. 

1 Control  26 Esculina citrato férrico 
2 Glicerol  27 Salicina 
3 Eritritol  28 D-Celobiosa 
4 D-Arabinosa  29 D-Maltosa 
5 L-Arabinosa  30 D-Lactosa 
6 D-Ribosa  31 D-Meliobiosa 
7 D-Xilosa  32 D-Sacarosa 
8 L-Xilosa  33 D-Trehalosa 
9 D-Adonitol  34 Inulina 
10 Metil-aD-Xilopiranósido  35 D-Melezitosa 
11 D-galactosa  36 D-Rafinosa 
12 D-Glucosa  37 Almidón 
13 D-Fructosa  38 Glucógeno 
14 D-Manosa  39 Xilitol 
15 L-Sorbosa  40 Gentiobiosa 
16 L-Rhamnosa  41 D-Turanosa 
17 Dulcitol  42 D-Lixosa 
18 Inositol  43 D-Tagatosa 
19 D-Manitol  44 D-Fucosa 
20 D-Sorbitol  45 L-Fucosa 
21 Metil-αD-Manopiranósido  46 D-Arabitol 
22 Metil-αD-Glucopiranósido  47 L-Arabitol 
23 N-Acetilglucosamina  48 Gluconato potásico 
24 Amigdalina  49 2-Cetogluconato potásico 
25 Arbutina  50 5-Cetogluconato potásico 

 

EVALUACIÓN DEL EFECTO DEL SOBRENADANTE DE LAS BACTERIAS 

PROBIÓTICAS SOBRE EL CRECIMIENTO DE BACTERIAS 

ENTEROPATÓGENAS 

Materiales 

• Sobrenadantes (10X) de 17 y 24h de crecimiento de las bacterias L.paracasei 

CNCM I-4034, B.breve CNCM I-4035 y L.rhamnosus CNCM I-4036 (Biopolis 

S.L.) 

• E.coli enterotoxigénica (ETEC) 

 CECT 434 

 CECT 501 

 CECT 515 
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• E.coli enteropatógena (EPEC)  

 CECT 727 

 CECT 729 

 CECT 742 

• Salmonella typhimurium 

 CECT 443 

 CECT 4594 

• Salmonella typhi 

 CECT 725 

• Triptone Soya Broth (TS; cultimed) 

• Placa 96 pocillos (Nunc) 

• Film Adhesivo placa (VWR) 

• Multiskan FC (Thermo Scientific) 

Procedimiento 

Se utilizó el sobrenadante (10X) del medio de crecimiento (17 y 24 h) de las 

bacterias probióticas para la evaluación de su efecto sobre el crecimiento de bacterias 

enteropatógenas.  

Para establecer la concentración del sobrenadante de las bacterias probióticas en el 

ensayo, se adicionaron los sobrenadantes (10X) en porcentajes crecientes: 0,25%, 0,4%, 

0,5%, 1%, 2% y 4%. Estos se utilizaron neutralizados (pH 6,5) y sin neutralizar (~ pH 

4,0). Según los resultados preliminares obtenidos se decidió utilizar las concentraciones 

1 y 4%, principalmente, debido a que la primera, corresponde a la concentración más 

baja en donde se observaron efectos de inhibición, mientras que la segunda, se eligió 

para verificar si se este efecto de inhibición se mantenía a una concentración superior.  

Una vez establecidas las concentraciones de sobrenadante a utilizar, se siguió el 

protocolo de Spinler et al., (2008), con ligeras modificaciones. Brevemente, las 

bacterias enteropatógenas se cultivaron 17 h en el medio de cultivo Triptone Soya Broth 

(TS) (Cultimed): posteriormente se inocularon al 5% en medio TS, a los cuales se le 

añadieron por separado los sobrenadantes de los probióticos (10X) al 1% y 4%, a pH 

neutro (6,5) y a pH ácido (~4.0). Estas diferentes mezclas se trasladaron a una placa de 

96 pocillos (Nunc) y se colocó sobre la placa un film adhesivo (VWR) para evitar 
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posibles contaminaciones entre pocillos. La placa se mantuvo durante 17 h en un lector 

de placas multipocillos (Multiskan FC Thermo Scientific) en condiciones de 

temperatura constante a 37 ºC y agitación continua (300-600 rpm). La DO se midió a 

620 nm en intervalos de una hora. Como control negativo se utilizó el medio de cultivo 

TS y como referencia las curvas de crecimiento de las distintas bacterias patógenas en 

ausencia del sobrenadante probiótico. Cada experimento se realizó por cuadruplicado 

para poder efectuar un análisis estadístico de los datos obtenidos (figura 8). Para 

determinar el porcentaje de inhibición se determinó el área bajo la curva mediante el 

método de los trapezoides.  

 

 

Figura 8. Resumen de procedimiento experimental para determinar los efectos de los 
sobrenadantes de bacterias probióticas sobre el crecimiento de enterobacterias patógenas.  
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EVALUACIÓN DE LOS EFECTOS DE LOS SOBRENADANTES DE LOS 
PROBIÓTICOS Y DE ESTOS MICROORGANISMOS SOBRE LA ADHESIÓN 
DE BACTERIAS PATÓGENAS A CÉLULAS EPITELIALES INTESTINALES  

Material 

• Tampón fosfato PBS (Sigma-Aldrich). 

• Células Caco-2 (CIC UGR). 

• DMEM (Sigma-Aldrich) 

• Sobrenadantes (10X) de 17 y 24h de crecimiento de las bacterias L.paracasei 

CNCM I-4034, B.breve CNCM I-4035 y L.rhamnosus CNCM I-4036 (Biopolis 

S.L.) 

• kit NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel) 

• Oligonucleótidos (Bif164, Bif 662, Bact 0011f, Lab-0677r, S18, S19, ECO-1, 

ECO-2) (Sigma-Aldrich). 

• Abi 7900 HT- Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) 

• Sybr Green I (Applied Biosystems) 

Procedimiento 

Para realizar esta prueba se utilizó el método descrito por Jankowska et al. (2008), 

con ligeras modificaciones. Brevemente, se cultivaron las bacterias patógenas en 

aerobiosis durante 18 h. Se centrifugaron a 5000 g durante 5 minutos. Se eliminó el 

sobrenadante y se resuspendió en 1 ml de PBS estéril. Se determinó la DO de cada 

bacteria a 620 nm y se diluyeron en medio DMEM (sin suero bovino fetal ni 

antibióticos) a una concentración de 1-2 x 108 UFC/ml. Se eliminó el medio de cultivo 

de las células Caco-2 y se lavó varias veces con PBS estéril para eliminar los restos de 

suero fetal y antibióticos. Se añadió 300 μl de la suspensión bacteriana preparada 

anteriormente. Se incubó a 37ºC y 5% de CO2 durante 4 horas. En otros pocillos, se 

añadió el sobrenadante de la bacteria probiótica (1% y 4%) o la bacteria probiótica en la 

misma concentración que la bacteria enteropatógena, junto con la bacteria patógena 

seleccionada, además, de sus respectivos controles. Tras 4 horas de incubación, se 

eliminó el medio y las células se lavaron con PBS. Posteriormente, se agregó 150 μl de 

tripsina y se incubó durante 5-10 minutos a 37 ºC. Se recogió toda la superficie celular 

en un vial y se centrifugó a 5000 g durante 10 minutos. Con el precipitado se siguió el 
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protocolo de extracción de DNA del kit NucleoSpin Tissue, de acuerdo a las 

indicaciones del fabricante. 

Evaluación de la adhesión mediante PCR cuantitativa 

Los oligonucleótidos utilizados para la cuantificación mediante PCR de las 

especies o géneros bacterianos: Escherichia coli, Bifidobacterium, Lactobacillus 

(Candela et al., 2008) y Salmonella (Malorny et al., 2003) están resumidos en la tabla 9. 

 

Tabla 9. Resumen de los oligonucleótidos seleccionados. 

Primer Secuencia Género Tº 
Anillamiento 

Bif 164 
Bif 662 

5´-CATCCGGCATTACCACCC-3  
5´-CCACCGTTACACCGGGAA-3´ 
 

  Bifidobacterium 60 °C 

Bact 0011f 
Lab-0677r 

5´-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3´  
5´-CACCGCTACACATGGAG-3´ 
 

 Lactobacillus 63 °C 

S18 
S19 

5´-ACCGCTAACGCTCGCCTGTAT-3´ 
5´-AGAGGTGGACGGGTTGCTGCCGTT-3´ 
 

Salmonella 58 °C 

ECO-1  
ECO-2 

5´-GACCTCGGTTTAGTTCACAGA-3´ 
5´-CACACGCTGACGCTGACCA-3´ 

Escherichia 60 °C 

 

 

Se comprobó que los oligonucleótidos anillan con su género y no con los otros 

grupos de estudio, a través de una PCR convencional.  

Posteriormente, se realizó la PCR cuantitativa para evaluar los efectos de los 

sobrenadantes de los probióticos o de los probióticos sobre la adhesión de las bacterias 

enteropatógenas a las células epiteliales intestinales Caco-2. Se utilizó el equipo Abi 

7900 HT- Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems), y como fluoróforo se usó 

Sybr Green I (Applied Biosystems) para correlacionar la cantidad de los productos de 

PCR con una señal de fluorescencia. Los resultados se expresan en nanogramos de 

DNA de cada bacteria patógena, obtenidos a través de una curva patrón (figura 9). 

Posteriormente se expresan en porcentaje con respecto a la cantidad de DNA obtenida 

para cada bacteria enteropatógena individual (100%), y se comparo con los valores 

obtenidos cuando fueron expuestas frente a un sobrenadante o bacteria probiótica. 
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Figura 9. Resumen del procedimiento experimental de la evaluación de la adhesión mediante 
PCR cuantitativa. 

 

El programa de PCR utilizado fue el siguiente: (i) preincubación de 95 ºC durante 

10 minutos; (ii) amplificación de 40 ciclos en 4 pasos: desnaturalización a 95 ºC durante 

15 segundos, anillamiento durante 25 segundos a la temperatura adecuada para cada 

grupo bacteriano (E.coli 60 ºC, Lactobacillus 63 ºC, Bifidobacterium 60 ºC y 

Salmonella 58 ºC), extensión a 72 ºC durante 30 segundos; (iii) extensión adicional a 72 

ºC durante 10 minutos; (iv) curva de disociación. La mezcla de reacción incluye 1 μl de 

la muestra, 1 μl de cada primer (Sigma) y 12,5 μl de DNA-Master Sybr Green I 

(Applied Biosystem), en un volumen final de 25 μl (Candela et al., 2008). Se estudió la 

eficiencia de cada pareja de oligonucleótidos.  
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DETERMINACIÓN DE LOS EFECTOS DE LOS PROBIÓTICOS SOBRE LA 

PRODUCCION DE IL-8 Y TNF-α POR LAS CÉLULAS EPITELIALES 

INTESTINALES CACO-2 

Material 

• E.coli enterotoxigénica (ETEC) 

 CECT 501 

 CECT 515 

• E.coli enteropatógena (EPEC)  

 CECT 729 

 CECT 742 

• Salmonella typhimurium 

 CECT 443 

 CECT 4594 

• Salmonella typhi 

 CECT 725 

• Células Caco-2 (CIC UGR). 

• DMEM (Sigma-Aldrich) 

• Bacterias L.paracasei CNCM I-4034, B.breve CNCM I-4035 y L.rhamnosus 

CNCM I-4036 (Biopolis S.L.) 

• Kit MILLIPLEXTM
MAP High Sensitivity Human Cytokine (Millipore) 

• Luminex 200TM v2.3 y software Luminex Xponent. (Luminex) 

Procedimiento 

 Para realizar esta prueba se utilizó el método descrito por Jankowska et al., 

(2008), con ligeras modificaciones. Brevemente, se cultivaron las bacterias patógenas 

en aerobiosis durante 18 h. Se centrifugaron a 5000 g durante 5 minutos. Se eliminó el 

sobrenadante y se resuspendió en 1 ml de PBS estéril. Se determinó la DO de cada 

bacteria a 620 nm y se diluyó en medio DMEM (sin suero bovino fetal ni antibióticos) a 

una concentración de 1-2 x 107 UFC/ml de bacteria enteropatógena y 1-2 x 108 UFC/ml, 

de bacteria probiótica, utilizando una relación patógena/probiótica de 1/10. Se eliminó 

el medio de cultivo de las células Caco-2 y se lavó varias veces con PBS estéril para 

eliminar los restos de suero fetal y antibióticos. Se añadió 300 μl de la suspensión 
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bacteriana con cada bacteria de forma individual, co-incubaciones de 

probiotico/patógena y controles solo con DMEM. Se incubó a 37ºC y 5% de CO2 

durante 4 horas después de las cuales, se recolecto el medio, se centrifugó a 5000 g 

durante 10 minutos y se congeló a -80ºC hasta la determinación de las citoquinas 

producidas mediante Tecnología Luminex® xMAP® Corporation. 

Se descongelan las muestras y se determinan las citoquinas IL-8 y TNF-α 

presentes en estos sobrenadantes siguiendo el protocolo correspondiente al Kit 

MILLIPLEXTM
MAP High Sensitivity Human Cytokine 96 Well Plate Assay de Millipore. 

Según instrucciones del fabricante. Finalmente se procedió al análisis en el equipo 

Luminex 200TM v2.3 y software Luminex Xponent. 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los valores del análisis la comparación de los efectos de los sobrenadantes de las 

bacterias probióticas de estudio sobre el crecimiento de las bacterias patógenas con 

respecto al tiempo y a los tratamientos (concentración 1% y 4%), se expresan como 

media de cuatro experimentos independientes, considerando como valor individual de 

cada experimento la media de cuatro réplicas. Los valores se analizaron mediante un 

modelo lineal general de la varianza para medidas repetidas, utilizando el programa 

estadístico SPSS 15.0. Se realizaron pruebas inter-sujetos (efecto del tratamiento 

comparando el control frente al sobrenadante) y pruebas a posteriori (post hoc). Estos 

valores fueron corregidos con el test de Bonferroni, que ajusta el nivel de significación 

en relación al número de pruebas estadísticas realizadas sobre un conjunto de datos. 

La comparación de los efectos de las cepas probióticas Lactobacillus paracasei 

CNCM I-4034, Bifidobacterium breve CNCM I-4035 y Lactobacillus rhamnosus 

CNCM I-4036 sobre la adhesión de las bacterias patógenas a células Caco-2, se llevó a 

cabo utilizando un modelo ANOVA de un factor. 

Para comparar la producción de IL-8 y TNF-α, por las células Caco-2, los 

resultados se expresaron en porcentaje con respecto a la cantidad producida por el 

estimulo de las bacterias enteropatógenas; para la comparación de los porcentajes se 

aplicó un modelo lineal general de medidas repetidas, una vez transformados los 

porcentajes en una variable que se distribuye normalmente (arc sen arc sen √x)
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RESULTADOS 

Se procesaron 12 muestras de heces de niños alimentados exclusivamente al 

pecho, las cuales fueron incubadas en los diferentes medios de cultivos señalados en la 

sección anterior y, se seleccionaron 4680 colonias que fueron sometidas a las pruebas 

posteriores. Tras el primer ensayo de resistencia a pH 3,0 y en presencia de sales biliares, 

se seleccionaron 758 colonias que presentaron una viabilidad del 90% o superior. Tras las 

pruebas de adhesión a las células epiteliales intestinales quedaron sólo 42 colonias. De 

estas 29 cepas bacterianas fueron aisladas del medio de Beerens, 13 del medio de Rogosa 

y 10 del medio Columbia modificado. Dado el número de colonias seleccionadas, se 

procedió directamente a su identificación molecular mediante amplificación del gen 16S 

rRNA de cada colonia, para su posterior secuenciación y búsqueda de homología en la 

base de datos del NCBI (BLAST) (Figura 10). 

 

Figura 10. Resumen del proceso de selección de bacterias probióticas procedentes de heces de 
lactantes alimentados al pecho. Se indica el número de colonias seleccionadas tras cada ensayo, 
hasta llegar al asilamiento de las 3 cepas finales. 

 

Heces Medios selectivos: 
•Beerens
•BFM
•Rogosa

•Resistencia pH (3.0‐2.0)
•Sales biliares (0.3‐0.7%)

Genotipo

Secuenciación :
•Gen 16s DNAr
• Espacio interg. 16s‐23s

•Adhesión Células HT‐29

758 colonias

42 colonias

4680 colonias

3 cepas

•Lactobacillus paracasei
CNCM I‐4034

•Bifidobacterium breve
CNCM I‐4035

•Lactobacillus rhamnosus
CNCM I‐4036

Proceso de patentado
PCT/ES2010/000097

12 muestras
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Las cepas clasificadas como lactobacilos se secuenciaron y estas secuencias 

fueron alineadas entre ellas para saber si existían bacterias que presentaran el mismo gen 

16s DNAr, y se encontró que las 41 bacterias se podrían separar en 2 grupos: 

  Un grupo que presentó una homología del 99% del gen 16s DNAr de un 

fragmento de 1474 bp con: 

 Lactobacillus rhamnosus strain R-11 

Lactobacillus rhamnosus strain La 

Lactobacillus rhamnosus, strain: MNFLM01 

Lactobacillus rhamnosus strain IDCC 3201 

Lactobacillus Lactobacillus rhamnosus rhamnosus strain: YIT 0105 (= ATCC 7469) 

 

  Con estos resultados, se seleccionó una bacteria con los mejores valores de las 

pruebas de resistencia del grupo y se le denominó de forma transitoria Lactobacillus 

rhamnosus 22A. 

El otro grupo que presentó una homología del 100% del gen 16s DNAr de un 

fragmento de 1276 bp con: 

Lactobacillus paracasei, strain: T11-9 

Lactobacillus paracasei, strain: T7-10 

Lactobacillus casei strain KLDS 1.0720 

Lactobacillus casei strain L5 

Lactobacillus casei, strain: YIT 0209 (= NCDO 151) 

Lactobacillus casei, strain: YIT 0180 (= ATCC 334) 

Lactobacillus paracasei strain IMPC 2.1 

Lactobacillus paracasei, strain: NRIC 1944 

Lactobacillus paracasei, strain: NRIC 1942 
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Lactobacillus paracasei, strain: NRIC 1938 

Lactobacillus paracasei, strain: NRIC 1934 

Lactobacillus paracasei, strain: NRIC 0638 

Lactobacillus casei ATCC 334 

Lactobacillus paracasei strain DJ1 

Lactobacillus casei strain Ru2-2i 

Lactobacillus paracasei isolate 3C 

Lactobacillus paracasei isolate 2C 

Lactobacillus casei strain MCRF-284 

Lactobacillus sp. L02 

Lactobacillus paracasei, strain SM20 

Lactobacillus casei strain BL23 

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 

Lactobacillus paracasei subsp. tolerans 

Con estos resultados, se seleccionó una bacteria con los mejores valores de las 

pruebas de resistencia de este segundo grupo y se denominó transitoriamente 

Lactobacillus paracasei HERO 7. 

Posteriormente, se efectuó el mismo procedimiento con el grupo de las 

bifidobacterias, encontrándose un solo grupo. Este grupo de bifidobacterias presentó una 

homología del 100% del gen 16s DNAr de un fragmento de 1136 bp con: 

Uncultured bacterium clone rRNA235 

Bifidobacterium breve, strain: ATCC 15700 

Con estos resultados, se seleccionó una bacteria del grupo de bifidobacteria y se 

llamó de forma transitoria Bifidobacterium breve HERO 15B. 
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Es necesario señalar que numerosas colonias que crecieron en el medio descrito 

para bifidobacterias pertenecían al grupo lactobacilos. 

Las bacterias denominadas inicialmente como: 

Lactobacillus rhamnosus HERO 22A, Lactobacillus paracasei HERO 7 y 

Bifidobacterium breve 15B fueron enviadas al Institut Pasteur para su depósito, y se les 

asignó la siguiente denominación final (anexo I): 

 Denominación inicial                                                                      Denominación final                              

Lactobacillus paracasei HERO 7                                                            CNCM I-4034 

Bifidobacterium breve  HERO 15B                                                         CNCM I-4035 

Lactobacillus rhamnosus HERO 22A                                                     CNCM I-4036 

 Por otra parte, se inició el proceso de patentado de estas tres bacterias aisladas 

PCT/ES2010/000097 (anexo II). 

En las tablas 10 a 16, se presentan los resultados de viabilidad de los estudios de 

resistencia a pH, sales biliares y adhesión a celular epiteliales intestinales de las cepas 

aisladas Lactobacillus paracasei CNCM I-4034, Lactobacillus rhamnosus CNCM I-

4036, Bifidobacterium breve CNCM I-4036 y sus respectivos controles comerciales 

(L.casei inmunitas de Danone®, L.rhamnosus GG de Kaiku®, Bifidobacterium bifidum 

BB536, Bifidobacterium longum Rosell-71) 

Tabla 10. Resultado de la resistencia a pH 3,0; 2,5 y 2,0 de las cepas Lactobacillus paracasei 
CNCM I-4034, Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036 y controles comerciales (L.casei 
inmunitas de Danone® y L.rhamnosus GG de Kaiku®) (UFC/ml). 

Muestra Control pH 3,0 %* pH 2,5 %* pH 2,0 %* 

Lactobacillus 
GG 

6.97 x107 7.40 x107 106.2 0 0 0 0 

Lactobacillus 
casei 7.53 x107 7.30 x107 96.9 0 0 0 0 
L.paracasei 
CNCM I-4034 5.33 x107 5.99 x107 112.4 0 0 0 0 
L.rhamnosus 
CNCM I-4036 7.74 x107 7.88 x107 101.8 6.30 x107 81.4 5.90 x107 76.2
*Resultados en % de viabilidad. 
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Tabla 11. Resultado de la resistencia a concentraciones de 0,3%, 0,5% y 0,7% de sales biliares 
(Oxgall) de las cepas Lactobacillus paracasei CNCM I-4034 y Lactobacillus rhamnosus CNCM 
I-4036 y controles comerciales (L.casei inmunitas de Danone® y L.rhamnosus GG de Kaiku®) 
(UFC/ml). 

Muestra Control 0,3% %* 0,5% %* 0,7% %* 

Lactobacillus 
GG 6.97 x107 4.03 x107 57.8 7.61 x107 231.8 7.13 x107 76.1 
Lactobacillus 
casei 7.53 x107 3.08 x107 40.9 8.11 x107 141.6 8.00 x107 110.6
L.paracasei 
CNCM I-4034 1.16 x107 1.33 x107 114.7 1.23 x107 106.0 1.79 x107 154.3
L.rhamnosus 
CNCM I-4036 7.44 x107 7.55 x107 101.5 7.82 x107 105.1 7.81 x107 105.0

*Resultados en % de viabilidad. 
 

Tabla 12. Resultado de la adhesión a células HT 29 de las cepas Lactobacillus paracasei CNCM 
I-4034, Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036 y controles comerciales (L.casei inmunitas de 
Danone® y L.rhamnosus GG de Kaiku®) (UFC/ml). 

Muestra Control Células adheridas %* 

Lactobacillus GG 1.98 x108 9.50 x106 4.80 

Lactobacillus casei 3.25 x109 1.33 x108 4.09 

L.paracasei 
CNCM I-4034 1.05 x108 7.87 x106 7.48 
L.rhamnosus 
CNCM I-4036 5.68 x108 6.56 x107 11.55 

*Resultados en % de viabilidad. 

 

Las bacterias probióticas aisladas del género Lactobacillus presentaron una 

viabilidad a pH 3,0 cercana al 100%, similar a la de los controles utilizados. Sin embargo, 

a pH 2,5 y 2,0, solo la bacteria probiótica Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036 

presentó una viabilidad de alrededor del 75% (Tabla 10). Frente a las sales biliares los 

lactobacilos aislados mostraron una viabilidad superior a 100% en todas las 

concentraciones de sales biliares utilizadas (0,3, 0,5 y 0,7%). Además, presentaron 

valores de viabilidad mayores que sus controles a concentración 0,3% (Tabla 11). 
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Los resultados de la capacidad de adhesión se resumen en la tabla 12. En ella se 

puede observar que los porcentajes de adhesión de las bacterias controles a las células 

epiteliales HT-29 fueron muy similar entre ellas (4%), mientras que las bacterias 

probióticas ensayadas en el presente estudio mostraron valores muy superiores, 7,5% para 

Lactobacillus paracasei CNCM I-4034 y 11,6% para Lactobacillus rhamnosus CNCM I-

4036 (Tabla 12). 

 

Tabla 13. Resultado de la resistencia a diferentes pH de la cepa Bifidobacterium breve CNCM I-
4035 y controles comerciales (Bifidobacterium bifidum BB536, Bifidobacterium longum Rosell-
71) (UFC/ml). 

Muestra control pH 3,0 %* pH 2,5 %*  pH 2,0 %* 

Bifidobacterium 
bifidum BB536 1.04 x108 5.80 x107 55.6 0 0 0 0 
Bifidobacterium 
longum Rosell-71 9.62 x107 1.01 x108 104.8 0 0 0 0 
Bifidobacterium breve 
CNCM I-4035 5.33 x107 5.99 x107 139.6 0 0 0 0 

*Resultados en % de viabilidad. 
 

 

Tabla 14. Resultado de la resistencia a sales biliares (Oxgall) a diferentes concentraciones de la 
cepa Bifidobacterium breve CNCM I-4035 y controles comerciales (Bifidobacterium bifidum 
BB536, Bifidobacterium longum Rosell-71) (UFC/ml). 

Muestra Control 0,3% % 0,5% % 0,7% % 

Bifidobacterium 
bifidum BB536 7.57 x107 7.54 x107 99.6 6.70 x107 88.5 7.00 x107 92.5
Bifidobacterium 
longum Rosell-71 7.51 x107 7.54 x107 100.4 7.20 x107 95.9 6.90 x107 91.9
Bifidobacterium breve  
CNCM I-4035 6.10 x107 5.30 x107 86.9 6.00 x107 98.4 7.50 x107 123 

*Resultados en % de viabilidad. 
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Tabla 15. Resultado de la adhesión a células HT 29 de la cepa Bifidobacterium breve CNCM I-
4035 y controles comerciales (Bifidobacterium bifidum BB536, Bifidobacterium longum Rosell-
71) (UFC/ml). 

Muestra Control Células adheridas %* 

Bifidobacterium 
bifidum BB536 7.80 x106 6.90 x105 8.8 
Bifidobacterium 
longum Rosell-71 1.10 x103 1.00 x102 9.1 
Bifidobacterium breve 
CNCM I-4035 6.00 x102 1.00 x102 16.7 

*Resultados en % de viabilidad. 
 

 

La cepa aislada Bifidobacterium breve CNCM I-4035 presentó una viabilidad a 

pH 3,0 de 140%, valor muy superior a los que mostraron los controles utilizados (56 y 

105%). Sin embargo, a pH 2,5 y 2,0 ninguna de las bacterias fue viable (Tabla 13). Frente 

a las sales biliares, esta bifidobacteria mostró una viabilidad cercana a 100% en todas las 

concentraciones utilizadas (0,3, 0,5 y 0,7%) y presentó valores mayores de viabilidad que 

sus controles a concentración 0,5 y 0,7% (Tabla 14).  

Los resultados de la capacidad de adhesión de Bifidobacterium breve CNCM I-

4035 se resumen en la tabla 15, en donde se puede observar que los porcentajes de 

adhesión de las bacterias controles a células epiteliales HT-29 fueron muy similares entre 

ellas (9%); a su vez, Bifidobacterium breve CNCM I-4035 mostró un porcentaje de 

adhesión (17%) casi dos veces mayor que sus controles (Tabla 15). 

 

EVALUACIÓN DE LA FERMENTACIÓN DE HIDRATOS DE CARBONO Y DE 

DIVERSAS ACTIVIDADES ENZIMÁTICAS POR LOS PROBIÓTICOS 

IDENTIFICADOS 

En las tablas 16, 17 y 18 se observan los resultados de fermentación de hidratos de 

carbono (API ZYM) y de actividades enzimáticas (API 50 CHL) de las diferentes cepas 

seleccionadas con sus respectivos controles comerciales, los resultados fueron expresados 

como se describió en material y métodos. 
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En la tabla 16, se puede observar que los resultados de las actividades enzimáticas 

de la bacteria probiótica Bifidobacterium breve CNCM I-4035 fueron muy similares al 

perfil que presenta el control Bifidobacterium longum Rosell-71. En cuanto a los 

controles, ellos presentaron diferencias entre sí, Bifidobacterium bifidum BB536 mostró 

actividad para una mayor cantidad de enzimas que Bifidobacterium longum Rosell-71. 

Sin embargo, todas las cepas presentaron una alta actividad para α-glucosidasa, α-

galactosidasa y β-galactosidasa. La única actividad enzimática ausente en la cepa 

Bifidobacterium breve CNCM I-4035, y que presentan ambos controles, es para N-acetil-

β-glucosaminidasa. 

Tabla 16. Resultados de actividades enzimáticas (API ZYM) de la cepa Bifidobacterium breve 
CNCM I-4035 y controles (Bifidobacterium bifidum BB536, Bifidobacterium longum Rosell-71). 

 ENZIMA B.bifidum B.longum CNCM  
I-4035 

1 Control 0 0 0 
2 Fosfatasa alcalina 2 0 0 
3 Esterasa(C4) 2 2 1 
4 Esterasa lipasa (C8) 3 2 1 
5 Lipasa (C14) 1 1 1 
6 Leucina arilamidasa 5 2 3 
7 Valina arilamidasa 1 0 0 
8 Cistina arilamidasa 4 0 0 
9 Tripsina 0 0 0 
10 α-quimotripsina 0 0 0 
11 Fosfatasa ácida 3 1 1 
12 Naftol-AS-BI-fosfosfohidrolasa 2 1 2 
13 α-galactosidasa 5 5 5 
14 β-galactosidasa 5 5 5 
15 β-glucuronidasa 0 0 0 
16 α-glucosidasa 5 5 5 
17 β-glucosidasa 1 1 2 
18 N-acetil-β-glucosaminidasa 5 2 0 
19 α-manosidasa 0 0 0 
20 α-fucosidasa 0 0 0 

Intensidad de color: 0, sin actividad;1-4 actividad intermedia; y 5 máxima actividad. 

 

La tabla 17 muestra los resultados de las actividades enzimáticas de las bacterias 

probióticas Lactobacillus paracasei CNCM I-4034, Lactobacillus rhamnosus CNCM I-

4036 y sus respectivos controles. La actividad enzimática de Lactobacillus rhamnosus 

CNCM I-4036 fue muy similar a la que presenta el control L.rhamnosus GG. Así mismo, 
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la bacteria Lactobacillus paracasei CNCM I-4034 presentó actividad para las mismas 

enzimas que el control Lactobacillus casei. Sin embargo, Lactobacillus rhamnosus 

CNCM I-4036 es la única bacteria que presentó actividad para α-quimotripsina y β-

glucuronidasa. 

Tabla 17. Resultados de actividades enzimáticas (API ZYM) de la cepas Lactobacillus paracasei 
CNCM I-4034, Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036 y controles (L.casei inmunitas de 
Danone® y L.rhamnosus GG de Kaiku®). 

 

ENZIMA L.GG L.casei 

 
L.paracasei 

CNCM 
I-4034 

 

L.rhamnosus 
CNCM 
I-4036 

1 Control 0 0 0 0 
2 Fosfatasa alcalina 5 1 3 5 
3 Esterasa(C4) 3 1 4 5 
4 Esterasa lipasa (C8) 4 5 4 5 
5 Lipasa (C14) 0 0 0 0 
6 Leucina arilamidasa 3 4 5 4 
7 Valina arilamidasa 5 5 5 5 
8 Cistina arilamidasa 1 1 1 1 
9 Tripsina 0 0 0 0 
10 α-quimotripsina 0 0 0 1 
11 Fosfatasa ácida 5 4 4 5 
12 Naftol-AS-BI-fosfosfohidrolasa 5 3 2 5 
13 α-galactosidasa 2 0 0 4 
14 β-galactosidasa 5 3 4 5 
15 β-glucuronidasa 0 0 0 1 
16 α-glucosidasa 2 5 5 2 
17 β-glucosidasa 2 0 0 3 
18 N-acétil-β-glucosaminidasa 0 0 0 0 
19 α-manosidasa 0 0 0 0 
20 α-fucosidasa 5 0 0 5 

Intensidad de color: 0, sin actividad;1-4 actividad intermedia; y 5 máxima actividad. 

 

En la tabla 18 se puede observar los resultados de la fermentación de hidratos de 

carbono de las bacterias probióticas Lactobacillus paracasei CNCM I-4034, 

Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036 y sus controles. El perfil de fermentación fue 

similar entre los lactobacilos; sin embargo, cabe destacar algunas diferencias. Ambas 

cepas probióticas presentaron la capacidad de fermentar L-rhamnosa, no así sus controles. 

Además, la cepa Lactobacillus paracasei CNCM I-4034 presentó la capacidad de 



Resultados 

118 
 

fermentar la mayor cantidad de hidratos de carbono (29) y fue la única capaz de 

fermentar inulina. Sin embargo, ambas cepas probióticas no presentaron la capacidad de 

fermentar L-fucosa, capacidad que si mostraron sus controles. 

Tabla 18. Resultados de fermentación de hidratos de carbono (API 50 CHL) de las cepas 
Lactobacillus paracasei CNCM I-4034, Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036 y controles 
comerciales (L.casei inmunitas de Danone® y L.rhamnosus GG de Kaiku®). 

 

HIDRATOS DE 
CARBONO L.GG L.casei 

 
L.paracasei 

CNCM 
I-4034 

 

 
L.rhamnosus 

CNCM 
I-4036 

 
0 Testigo - - - - 
1 Glicerol - - - - 
2 Eritritol - - - - 
3 D-Arabinosa V - - - 
4 L-Arabinosa - - - - 
5 D-Ribosa V + + + 
6 D-Xilosa - - - - 
7 L-Xilosa - - - - 
8 D-Adonitol - + V - 
9 Metil-βD-Xilopiranósido - - - - 
10 D-galactosa + + + + 
11 D-Glucosa + + + + 
12 D-Fructosa + + + + 
13 D-Manosa + + + + 
14 L-Sorbosa - + + + 
15 L-Rhamnosa - - + + 
16 Dulcitol + V + - 
17 Inositol - - - - 
18 D-Manitol + + + + 
19 D-Sorbitol + + + + 
20 Metil-αD-Manopiranósido - - - - 
21 Metil-αD-Glucopiranósido - V V V 
22 N-Acetilglucosamina + + + + 
23 Amigdalina + V V + 
24 Arbutina + + + + 
25 Esculina citrato férrico + + + + 
26 Salicina + + + + 
27 D-Celobiosa + + + + 
28 D-Maltosa - + V V 
29 D-Lactosa (or.bovino) - + + + 
30 D-Meliobiosa - - - - 
31 D-Sacarosa V V + - 
32 D-Trehalosa + + + + 
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33 Inulina - - + - 
34 D-Melezitosa + - + + 
35 D-Rafinosa - - - - 
36 Almidón - - - - 
37 Glucógeno - - - - 
38 Xilitol - - - - 
39 Gentiobiosa + V V V 
40 D-Turanosa - + + + 
41 D-Lixosa - V V - 
42 D-Tagatosa + + + + 
43 D-Fucosa - - - - 
44 L-Fucosa + V - - 
45 D-Arabitol - - - - 
46 L-Arabitol - - - - 
47 Gluconato potásico V V V V 
48 2-Cetogluconato potásico - - - - 
49 5-Cetogluconato potásico - - - - 

Intensidad de color: positivo (+), negativo (-), e intermedio (V). 

 

AMPLIFICACIÓN DE FRAGMENTOS INTERGÉNICOS 16S-23S 

 Se amplificaron los segmentos intergénicos de las cepas seleccionadas, se 

secuenciaron y se efectuó la búsqueda de homología en la base de datos del NCBI 

(BLAST), lo cual generó los siguientes resultados:    

Lactobacillus rhamnosus CNCM  I-4036 
Presenta una homología del 100%, de un fragmento de 579 bp con: 

Lactobacillus rhamnosus isolate TS1 

Lactobacillus rhamnosus isolate PS1 16S 

Lactobacillus paracasei  CNCM I-4034 
Presenta una homología del 100%, de un fragmento de 512 bp con: 

Lactobacillus casei ATCC 334 

Bifidobacterium breve  CNCM I-4035 
Presenta una homología del 99% del espacio intergénico 16s-23s, de un fragmento de 182 

bp con: 

Bifidobacterium breve (ITS), strain Y8 

Bifidobacterium longum (ITS), strain Y10 



Resultados 

120 
 

ALINEAMIENTO DE SECCIONES SECUENCIADAS 

Se utilizó la herramienta on-line del programa Clustalw 

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/), el cual utilizamos para alinear las secciones 

secuenciadas de las cepas seleccionadas y los controles. 

Alineamiento global de las secuencias del gen 16S DNAr  de las cepas Lactobacillus 
paracasei CNCM I-4034, Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036, controles (L.casei 
inmunitas de Danone® y L.rhamnosus GG de Kaiku®) y una cepa de L.paracasei. 

 

LGG                 AGAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAAC 60 
L.CASEI             AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAAC 60 
CNCM I-4036         ----------------------------CTGGCGGCGTGCCTA-TACATGCAAGTCGAAC 31 
L.paracasei         --------------------GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAAC 40 
CNCM I-4034         ------------------------------------------------------------ 

                                                                                                 
LGG                 GAGTTCTGATTATTGAAAGGTGCTTGCATCTTGATTTAATTTTGAACGAGTGGCGGACGG 120 
L.CASEI             GAGTTCTGATTATTGAAAGGTGCTTGCATCTTGATTTAATTTTGAACGAGTGGCGGACGG 120 
CNCM I-4036         GAGTTCTGATTATTGAAAGGTGCTTGCATCTTGATTTAATTTTGAACGAGTGGCGGACGG 91 
L.paracasei         GAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGATTCAACATGGAACGAGTGGCGGACGG 100 
CNCM I-4034         ------------------------------------------------------------ 

                                                                                             
LGG                 GTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTA 180 
L.CASEI             GTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTA 180 
CNCM I-4036         GTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTA 151 
L.paracasei         GTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTA 160 
CNCM I-4034         -----TAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTA 55 

                                     ******************************************************* 
 

LGG                 ATACCGCATAAATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCT 240 
L.CASEI             ATACCGCATAAATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCT 240 
CNCM I-4036         ATACCGCATAAATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCT 211 
L.paracasei         ATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCT 220 
CNCM I-4034         ATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCT 115 
                    ********** ************************************************* 

 
LGG                 TTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAATGA 300 
L.CASEI             TTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAATGA 300 
CNCM I-4036         TTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAATGA 271 
L.paracasei         TTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGA 280 
CNCM I-4034         TTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGA 175 
                    ***************************************** ************* **** 

 
LGG                 TACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCC 360 
L.CASEI             TACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCC 360 
CNCM I-4036         TACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCC 331 
L.paracasei         TACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCC 340 
CNCM I-4034         TACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCC 235 
                    ************************************************************ 

 
LGG                 TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCG 420 
L.CASEI             TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCG 420 
CNCM I-4036         TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCG 391 
L.paracasei         TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCG 400 
CNCM I-4034         TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCG 295 
                    ************************************************************ 

 
LGG                 CGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAG 480 
L.CASEI             CGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAG 480 
CNCM I-4036         CGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAG 451 
L.paracasei         CGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAG 460 
CNCM I-4034         CGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAG 355 
                    ************************************************************ 
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LGG                 AGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC 540 
L.CASEI             AGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC 540 
CNCM I-4036         AGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC 511 
L.paracasei         AGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC 520 
CNCM I-4034         AGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC 415 
                    ************************************************************ 

 
LGG                 AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGC 600 
L.CASEI             AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGC 600 
CNCM I-4036         AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGC 571 
L.paracasei         AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGC 580 
CNCM I-4034         AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGC 475 
                    ************************************************************ 

 
LGG                 AGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGTGCATCGGAAA 660 
L.CASEI             AGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGTGCATCGGAAA 660 
CNCM I-4036         AGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGTGCATCGGAAA 631 
L.paracasei         AGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAA 640 
CNCM I-4034         AGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAA 535 
                    ************************************************* ********** 

 
LGG                 CTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTA 720 
L.CASEI             CTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTA 720 
CNCM I-4036         CTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTA 691 
L.paracasei         CTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTA 700 
CNCM I-4034         CTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTA 595 
                    **** ******************************************************* 

 
LGG                 GATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGC 780 
L.CASEI             GATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGC 780 
CNCM I-4036         GATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGC 751 
L.paracasei         GATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGC 760 
CNCM I-4034         GATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGC 655 
                    ************************************************************ 

 
LGG                 TCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGA 840 
L.CASEI             TCGAAAGCATGG-TAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC-ATGCCGTAAACGATGA 838 
CNCM I-4036         TCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGA 811 
L.paracasei         TCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGA 820 
CNCM I-4034         TCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGA 715 
                    ************ ****************************** **************** 

 
LGG                 ATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCG 900 
L.CASEI             ATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCG 898 
CNCM I-4036         ATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCG 871 
L.paracasei         ATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCG 880 
CNCM I-4034         ATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCG 775 
                    ************************************************************ 

 
LGG                 CCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG 960 
L.CASEI             CCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG 958 
CNCM I-4036         CCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG 931 
L.paracasei         CCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG 940 
CNCM I-4034         CCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG 835 
                    ************************************************************ 

 
LGG                 GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTT 1020 
L.CASEI             GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTT 1018 
CNCM I-4036         GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTT 991 
L.paracasei         GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTT 1000 
CNCM I-4034         GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTT 895 
                    ************************************************************ 

 
LGG                 TGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTG 1080 
L.CASEI             TGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTG 1078 
CNCM I-4036         TGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTG 1051 
L.paracasei         TGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTG 1060 
CNCM I-4034         TGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTG 955 
                    ************************************************************ 
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LGG                 TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGGTGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGAC 1140 
L.CASEI             TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGAC 1138 
CNCM I-4036         TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGAC 1111 
L.paracasei         TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGAC 1120 
CNCM I-4034         TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGAC 1015 
                    ******************** *************************************** 

 
LGG                 TAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG 1200 
L.CASEI             TAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG 1198 
CNCM I-4036         TAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG 1171 
L.paracasei         TAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG 1180 
CNCM I-4034         TAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG 1075 
                    ************************************************************ 

 
LGG                 TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG 1260 
L.CASEI             TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG 1258 
CNCM I-4036         TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG 1231 
L.paracasei         TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG 1240 
CNCM I-4034         TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG 1135 
                    ************************************************************ 

 
LGG                 ATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTT 1320 
L.CASEI             ATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTT 1318 
CNCM I-4036         ATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTT 1291 
L.paracasei         ATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTT 1300 
CNCM I-4034         ATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTT 1195 
                    ************************************************************ 

 
LGG                 CGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGC 1380 
L.CASEI             CGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGC 1378 
CNCM I-4036         CGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGC 1351 
L.paracasei         CGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGC 1360 
CNCM I-4034         CGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGC 1255 
                    ************************************************************ 

 
LGG                 ACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTT 1440 
L.CASEI             ACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTT 1438 
CNCM I-4036         ACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTT 1411 
L.paracasei         ACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTT 1420 
CNCM I-4034         ACGCCGCGGTGAATACGTTCC--------------------------------------- 1276 
                    *********************                                        

 
LGG                 GTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGTGGGACAA 1500 
L.CASEI             GTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGTGGGACAA 1498 
CNCM I-4036         GTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGGGACAAAN 1471 
L.paracasei         GTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGTGGGACAA 1480 
CNCM I-4034         ------------------------------------------------------------ 
                                                                                           

 
LGG                 ATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGG-------- 1526 
L.CASEI             ATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTA 1532 
CNCM I-4036         ATA------------------------------- 1474 
L.paracasei         ATGATTAGGGTGAAG------------------- 1495 
CNCM I-4034         ---------------------------------- 

 

Se observan diferencias entre las secuencias de los controles y las muestra 

L.rhamnosus CNCM I-4036 y L.paracasei CNCM I-4034. Así mismo se observa una 

homología completa entre la muestra L.paracasei CNCM I-4034 y una secuencia de 

L.paracasei seleccionada. 
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Alineamiento global de las secuencias del gen 16S DNAr  de la cepa Bifidobacterium 
breve CNCM I-4035, controles (Bifidobacterium bifidum BB536, Bifidobacterium 
longum Rosell-71) y una cepa de B.breve. 

 

CNCM I-4035           ------------------------------------------------------------ 
B.breveAY850360.      AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTCAACACATGCAAGTCGAAC 60 
B.Long                AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAAC 60 
B.Bifidum             AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAAC 60 
                                                                                  
CNCM I-4035           ------------------------------------------------------------ 
B.breveAY850360.      GGGATCCAGGCAGCTT-GCTGCCTGGTGAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATGCGTGACCG 119 
B.Long                GGGATCCATCAAGCTT-GCTTGGTGGTGAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATGCGTGACCG 119 
B.Bifidum             GGGATCCATCGGGCTTTGCTTGGTGGTGAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATGCGTGACCG 120 
                                                                                 
CNCM I-4035           ------------CACCGGAATAGCTCCTGGAAACGGGTGGTAATGCCGGATGCTCCATCA 48 
B.breveAY850360.      ACCTGCCCCATGCACCGGAATAGCTCCTGGAAACGGGTGGTAATGCCGGATGCTCCATCA 179 
B.Long                ACCTGCCCCATACACCGGAATAGCTCCTGGAAACGGGTGGTAATGCCGGATGCTCCAGTT 179 
B.Bifidum             ACCTGCCCCATGCTCCGGAATAGCTCCTGGAAACGGGTGGTAATGCCGGATGTTCCACAT 180 
                                  * ************************************** ****    
 
CNCM I-4035           CACCGCATGGTGTGTTGGGAAAGCCTTTG-CGGCATGGGATGGGGTCGCGTCCTATCAGC 107 
B.breveAY850360.      CACCGCATGGTGTGTTGGGAAAGCCTTTG-CGGCATGGGATGGGGTCGCGTCCTATCAGC 238 
B.Long                GATCGCATGGTCTTCTGGGAAAGCTTTCG-CGGTATGGGATGGGGTCGCGTCCTATCAGC 238 
B.Bifidum             GATCGCATGTGATTGTGGGAAAGATTCTATCGGCGTGGGATGGGGTCGCGTCCTATCAGC 240 
                       * ******   *  ********  *    ***  ************************* 
 
CNCM I-4035           TTGATGGCGGGGTAACGGCCCACCATGGCTTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACC 167 
B.breveAY850360.      TTGATGGCGGGGTAACGGCCCACCATGGCTTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACC 298 
B.Long                TTGACGGCGGGGTAACGGCCCACCGTGGCTTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACC 298 
B.Bifidum             TTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCTTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACC 300 
                      ***  ** * ********* ****  ********************************** 
 
CNCM I-4035           GGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT 227 
B.breveAY850360.      GGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT 358 
B.Long                GGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT 358 
B.Bifidum             GGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT 360 
                      ************************************************************ 
 
CNCM I-4035           GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGGAGGCCTTCGGGTTG 287 
B.breveAY850360.      GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGGAGGCCTTCGGGTTG 418 
B.Long                GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGGAGGCCTTCGGGTTG 418 
B.Bifidum             GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGGAGGCCTTCGGGTTG 420 
                      ************************************************************ 
 
CNCM I-4035           TAAACCTCTTTTGTTAGGGAGCAAGGCACTTTGTGTTGAGTGTACCTTTCGAATAAGCAC 347 
B.breveAY850360.      TAAACCTCTTTTGTTAGGGAGCAAGGCACTTTGTGTTGAGTGTACCTTTCGAATAAGCAC 478 
B.Long                TAAACCTCTTTTATCGGGGAGCAAGCGA-----GAGTGAGTTTACCCGTTGAATAAGCAC 473 
B.Bifidum             TAAACCTCTTTTGTTTGGGAGCAAGCCT---TCGGGTGAGTGTACCTTTCGAATAAGCGC 477 
                      ************ *  *********           ***** ****  * ******** * 
 
CNCM I-4035           CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTATCCGGAATTA 407 
B.breveAY850360.      CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTATCCGGAATTA 538 
B.Long                CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTATCCGGAATTA 533 
B.Bifidum             CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGATTTA 537 
                      *************************************** **************** *** 
 
CNCM I-4035           TTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGCGGTTCGTCGCGTCCGGTGTGAAAGTCCATCGCTTAAC 467 
B.breveAY850360.      TTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGCGGTTCGTCGCGTCCGGTGTGAAAGTCCATCGCTTAAC 598 
B.Long                TTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGCGGTTCGTCGCGTCCGGTGTGAAAGTCCATCGCTTAAC 593 
B.Bifidum             TTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGCGGCTCGTCGCGTCCGGTGTGAAAGTCCATCGCTTAAC 597 
                      ************************* ********************************** 
 
CNCM I-4035           GGTGGATCCGCGCCGGGTACGGGCGGGCTTGAGTGCGGTAGGGGAGACTGGAATTCCCGG 527 
B.breveAY850360.      GGTGGATCCGCGCCGGGTACGGGCGGGCTTGAGTGCGGTAGGGGAGACTGGAATTCCCGG 658 
B.Long                GGTGGATCCGCGCCGGGTACGGGCGGGCTTGAGTGCGGTAGGGGAGACTGGAATTCCCGG 653 
B.Bifidum             GGTGGATCTGCGCCGGGTACGGGCGGGCTGGAGTGCGGTAGGGGAGACTGGAATTCCCGG 657 
                      ******** ******************** ****************************** 
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CNCM I-4035           TGTAACGGTGGAATGTGTAGATATCGGGAAGAACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGG 587 
B.breveAY850360.      TGTAACGGTGGAATGTGTAGATATCGGGAAGAACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGG 718 
B.Long                TGTAACGGTGGAATGTGTAGATATCGGGAAGAACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGG 713 
B.Bifidum             TGTAACGGTGGAATGTGTAGATATCGGGAAGAACGCCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGG 717 
                      ********************************** ** ********************** 
 
CNCM I-4035           CCGTTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG-TA 646 
B.breveAY850360.      CCGTTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG-TA 777 
B.Long                CCGTTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGGTA 773 
B.Bifidum             CCGTCACTGACGCTGANGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG-TA 776 
                      **** *********** **************************************** ** 
 
CNCM I-4035           GTCCACGCCGTAAACGGTGGATGCTGGATGTGGGGCCCGTTCCACGGGTTCCGTGTCGGA 706 
B.breveAY850360.      GTCCACGCCGTAAACGGTGGATGCTGGATGTGGGGCCCGTTCCACGGGTTCCGTGTCGGA 837 
B.Long                GTCCACGCCGTAAACGGTGGATGCTGGATGTGGGGCCCGTTCCACGGGTTCCGTGTCGGA 833 
B.Bifidum             GTCCACGCCGTAAACGGTGGACGCTGGATGTGGGGCACGTTCCACGTGTTCCGTGTCGGA 836 
                      ********************* ************** ********* ************* 
 
CNCM I-4035           GCTAACGCGTTAAGCATCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGAAAT 766 
B.breveAY850360.      GCTAACGCGTTAAGCATCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGAAAT 897 
B.Long                GCTAACGCGTTAAGCATCCCGCCTGGGGAGTACGGC-GCAAGGCTAAAACTCAAAGAA-T 891 
B.Bifidum             GCTAACGCGTTAAGCGTCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGAAAT 896 
                      *************** ******************** ********************* * 
 
CNCM I-4035           TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC 826 
B.breveAY850360.      TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC 957 
B.Long                TGACGGGG-CCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC 950 
B.Bifidum             TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAGCC 956 
                      ******** ************************************************ ** 
 
CNCM I-4035           TTACCTGGGCTTGACATGTTCCCGACGATCCCAGAGATGGGGTTTCCCTTCGGGGCGGGT 886 
B.breveAY850360.      TTACCTGGGCTTGACATGTTCCCGACGATCCCAGAGATGGGGTTTCCCTTCGGGGCGGGT 1017 
B.Long                TTAC-TGGGCTTGACATGT-CCCGACG-TCGTAGAGATACGGCTTCCCTTCGGGGCGGGT 1007 
B.Bifidum             TTACCTGGGCTTGACATGTTCCCGACGACGCCAGAGATGGCGTTTCCCTTCGGGGCGGGT 1016 
                      **** ************** *******     ******   * ***************** 
 
CNCM I-4035           TCACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA 946 
B.breveAY850360.      TCACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA 1077 
B.Long                TCACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA 1067 
B.Bifidum             TCACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA 1076 
                      ************************************************************ 
 
CNCM I-4035           ACGAGCGCAACCCTCGCCCCGTGTTGCCAGCGGATTGTGCCGGGAACTCACGGGGGACCG 1006 
B.breveAY850360.      ACGAGCGCAACCCTCGCCCCGTGTTGCCAGCGGATTATGCCGGGAACTCACGGGGGACCG 1137 
B.Long                ACGAGCGCAACCCTCGCCCCGTGTTGCCAGCGGATTATGCCGGGAACTCACGGGGGACCG 1127 
B.Bifidum             ACGAGCGCAACCCTCGCCCCGTGTTGCCAGCACGTTATGGTGGGAACTCACGGGGGACCG 1136 
                      *******************************   ** **  ******************* 
 
CNCM I-4035           CCGGGGTTAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAGATCATCATGCCCCTTACGTCCAG 1066 
B.breveAY850360.      CCGGGGTTAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAGATCATCATGCCCCTTACGTCCAG 1197 
B.Long                CCGGGGTTAACTCGGAGGAAGGTGAGGATGACGTCAGATCATCATGCCCCTTACGTCCAG 1187 
B.Bifidum             CCGGGGTTAACTCGGAGGAAGGTGGAGATGACGTCAGATCATCATGCCCCTTACGTCCAG 1196 
                      ************************  ********************************** 
 
CNCM I-4035           GGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAACGGGATGCGACAGTGCGAGCTGGAGCGGA 1126 
B.breveAY850360.      GGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAACGGGATGCGACAGTGCGAGCTGGAGCGGA 1257 
B.Long                GGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAACGGGATGCGACGCGGCGACGCGGAGCGGA 1247 
B.Bifidum             GGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAGCGGGATGCGACATGGCGACATGGAGCGGA 1256 
                      ****************************** ***********   ****   ******** 
 
CNCM I-4035           TCCCTGAAAACC------------------------------------------------ 1138 
B.breveAY850360.      TCCCTGAAAACCGGTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGGCGGAG 1317 
B.Long                TCCCTGAAAACCGGTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGGCGGAG 1307 
B.Bifidum             TCCCTGAAAACCGGTCTCAGTTCGGATCGGAGCCTGCAACCCGGCTCCGTGAAGGCGGAG 1316 
                      ************                                                 
 
CNCM I-4035           ------------------------------------------------------------ 
B.breveAY850360.      TCGCTAGTAATCGCGAATCAGCAACGTCGCGGTGAATGCGTTCCCGGGCCTTGTACACAC 1377 
B.Long                TCGCTAGTAATCGCGAATCAGCAACGTCGCGGTGAATGCGTTCCCGGGCCTTGTACACAC 1367 
B.Bifidum             TCGCTAGTAATCGCGGATCAGCAACGCCGCGGTGAATGCGTTCCCGGGCCTTGTACACAC 1376 
                                                                                  
CNCM I-4035           ------------------------------------------------------------ 
B.breveAY850360.      CGCCCGTCAAGTCATGAAAGTGGGCAGCACCCGAAGCCGGTGGCCTAACCCCTTGCGGGA 1437 
B.Long                CGCCCGTCAAGTCACGAAAGTGGGCAGCACCCGAAGCCGGTGGCCTAACCCCTTGTGGGA 1427 
B.Bifidum             CGCCCGTCAAGTCATGAAAGTGGGCAGCACCCGAAGCCGGTGGCCTAACCCCTTGTGGGA 1436 
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CNCM I-4035           ------------------------------------------------------------ 
B.breveAY850360.      GGGAGCCGTCTAAGGTGAGGCTCGTGATTGGGACTAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCG 1497 
B.Long                TGGAGCCGTCTAAGGTGAGGCTCGTGATTGGGACTAAGTCGTAACAAGGTAACCGTA--- 1484 
B.Bifidum             TGGAGCCGTCTAAGGTGAGGCTCGTGATTGGGACTAAGTCGTAACAAGGTAACCGTA--- 1493 
                                                                                   
CNCM I-4035           ------------------------- 
B.breveAY850360.      GAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTT 1522 
B.Long                ------------------------- 
B.Bifidum             ------------------------- 
                             

 

 

Se observa una diferencia entre las secuencias de los controles y la muestra 

Bifidobacterium breve CNCM I-4035, y una homología del 100% entre Bifidobacterium 

breve CNCM I-4035 y una secuencia de Bifidobacterium breve seleccionada. 

Alineamiento global de las secuencias del espacio intergénico 16S-23S de la cepa 
Bifidobacterium breve CNCM I-4035, controles (Bifidobacterium bifidum BB536, 
Bifidobacterium longum Rosell-71) y una cepa de B.breve. 

 

CNCM I-4035       ------------------------------------------------------------ 
B.breve strain    GTATGTTCGTTCGGCGGTGCGAGCCCTGGCGTCGCGGCAGTCGCGGCGGTTTGGGGCTGC 60 
B.Long            ------------------------------------------------------------ 
B.bif             ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
CNCM I-4035       --------AAGAGATCATGGGCTTTCGGTGCGTCCGTCGTGGGATGTTCCGCGGGAGTGG 52 
B.breve strain    TGGTTTTGAAGAGATCATGGGCTTTCGGTGCGTCCGTCGTGGGATGTTCCGCGGGAGTGG 120 
B.Long            ---------------------------GTGCGGCTGGATCACCTCCTTTCTACGGAG-AA 32 
B.bif             ---------------------------GTGCGGCTGGATCACCTCCTTTCTACGGAG-AA 32 
                                             ***** * *          ** *   ****    
 
CNCM I-4035       TGTGGATGC--GCTTTTGGGCTCCCGGATCGCCACCCCAGGCTTTGGCCTGGCGCGAT-- 108 
B.breve strain    TGTGGATGC--GCTTTTGGGCTCCCGGATCGCCACCCCAGGCTTCGGCCTGGCGCGAT-- 176 
B.Long            TTCAGTCGG--ATGTTTGTCCG-ACGGTGTGCGCCCCGCGCGTC--GCATGGTGCGATGG 87 
B.bif             TATGGGCGTGCATGGTTTTGTGCACGGTTTTGTGGCTGGGGTTT--GCCGAGTGCGATGG 90 
                  *   *  *       **       ***        *   *  *   **   * *****   
 
CNCM I-4035       ----TCGATGCCCATCGTGCCTGATGGCGGGCTGGTCCCGTC-CGGACGGCGTGGTGGTG 163 
B.breve strain    ----TCGATGCCCATCGTGCCTGATGGCGGGCTGGTCCCGTC-CGGACGGCGTGGTGGTG 231 
B.Long            -----CGGCG-------GGGTTGCTGGTGTGGAAGA--CGTCGTTGGCTTTGCCCTGCCG 133 
B.bif             TTTGTCGTCGCCGCCCTGGCTTGCTGGCGTGGAAGAGTCGTATTGGATTGTGTGGTGTGG 150 
                       **  *        *  ** *** * *   *   ***    *     *   **  * 
 
CNCM I-4035       CGTGGTGGCTTGAGAACTG----------------------------------------- 182 
B.breve strain    CGTGGTGGCTTGAGAACTGGATAGTGGACGCGAGCAAGACGGGGTTTGATTCCTCGTTCT 291 
B.Long            GTCGTGCGGT-GAGTTCTGGATAGTGGACGCGA--------------------------- 165 
B.bif             TGCGTGCTGTTGGGTTCCC--TGGCCGCCACCGGCCCCTGGTGTGGGGTGTGGTTGCCAG 208 
                     *     * * *  *                                            
CNCM I-4035       ------------------------------------------------------------ 
B.breve strain    TGCTGTTGATTTCGAATCGAACTCTATTTTTAGTGTTTGTTTCGATCGTTTTGTGATCAT 351 
B.Long            ------------------------------------------------------------ 
B.bif             TGTGTCCCCCAGGTCGGTTGCCCGGTGCCTGTTGGTGCGGGGTGGGTGTCCTGGTGGGGT 268 
                                                                               
CNCM I-4035       ------------------------------------------------------------ 
B.breve strain    TTTATTGTGATGATTTGTACGTCTGGGAATTTGCTAGGAAGGATCCTTGCGCTCCATGCG 411 
B.Long            ------------------------------------------------------------ 
B.bif             GGTGGTTTGAGTTCTGGATAGTGGACGCGA------------------------------ 298 
                                                                             
CNCM I-4035       ---------------- 
B.breve strain    CACCGTGGGGTGCGTG 427 
B.Long            ---------------- 
B.bif             ---------------- 
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Se observa una gran diferencia entre la secuencia de los controles; entre la 

secuencia de los controles y la muestra Bifidobacterium breve CNCM I-4035 y solo una 

base diferente entre Bifidobacterium breve CNCM I-4035 y una secuencia de 

Bifidobacterium breve seleccionada. 

ENSAYO DE LA ACTIVIDAD PROBIÓTICA DE LAS CEPAS DE ESTUDIO EN 

MEDIO LÍQUIDO FRENTE A ENTEROPATÓGENOS 

Las Figuras 11 a la 18 muestran las curvas de crecimiento de bacterias patógenas en 

presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus paracasei 

CNCM I-4034, tras 17 y 24 horas de crecimiento, neutralizado y no neutralizado. 

Se observa que el sobrenadante de Lactobacillus paracasei CNCM I-4034 de 17 

horas no neutralizado, no afectó el crecimiento de Salmonella typhimurium CECT 4594 

(Figura 13). Sin embargo, inhibió: en un 29% el crecimiento de Salmonella typhimurium 

CECT 443 cuando se utilizó a una concentración de 4% (Figura 11); en un 23% el 

crecimiento de Salmonella typhi CECT 725 cuando se utilizó a una concentración de 1% 

y en un 40% a una concentración de 4% (Figura 15). No obstante, cuando este 

sobrenadante fue neutralizado no inhibió el crecimiento de Salmonella typhi CECT 725 

en ninguna concentración (Figura 17). 

El sobrenadante de Lactobacillus paracasei CNCM I-4034 de 24 horas no 

neutralizado, no afectó el crecimiento de Salmonella typhimurium CECT 443 (Figura 12). 

Sin embargo, inhibió: en un 39% el crecimiento de Salmonella typhimurium CECT 4594 

cuando se utilizó a una concentración de 4% (Figura 14); en un 25% el crecimiento de 

Salmonella typhi CECT 725 cuando se utilizó a una concentración de 1% y en un 23% 

cuando se usó a una concentración de 4% (Figura 16). Cuando este sobrenadante fue 

neutralizado mantuvo su efecto inhibidor sobre Salmonella typhimurium CECT 4594, en 

24 y 23 % cuando se utilizaron a concentraciones de 1 y 4%, respectivamente (Figura 

18). 
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Figura 11. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Salmonella typhimurium 
(CECT 443) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
paracasei CNCM I-4034 (17 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el 
medio de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (diferencia 
significativa para 4%, *P= 0.026) se utilizo un modelo lineal general de varianza para 
medidas repetidas y pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el 
test de Bonferroni. 

 

Figura 12. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Salmonella typhimurium 
(CECT 443) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
paracasei CNCM I-4034 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el 
medio de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (sin significación 
estadística) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas repetidas y 
pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de Bonferroni. 
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Figura 13. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Salmonella typhimurium 
(CECT 4594) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
paracasei CNCM I-4034 (17 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el 
medio de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (sin significación 
estadística) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas repetidas y 
pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de Bonferroni. 
 

 
Figura 14. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Salmonella typhimurium 
(CECT 4594) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
paracasei CNCM I-4034 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el 
medio de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (diferencia 
significativa para 4%, * P=0.027) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para 
medidas repetidas y pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el 
test de Bonferroni. 
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Figura 15. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Salmonella typhi (CECT 
725) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus paracasei 
CNCM I-4034 (17 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el medio de 
cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa para 
1%, # P=0.016, y 4%, * P<0.001) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para 
medidas repetidas y pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el 
test de Bonferroni. 

 

Figura 16. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Salmonella typhi (CECT 
725) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus paracasei 
CNCM I-4034 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el medio de 
cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa para 
1%, # P=0.018, y 4%, * P=0.021) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para 
medidas repetidas y pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el 
test de Bonferroni. 
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Figura 17. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Salmonella typhi (CECT 
725) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus paracasei 
CNCM I-4034 (17 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio de cultivo. 
Para la comparación entre las curvas de crecimiento (sin significación estadística) se utilizó 
un modelo lineal general de la varianza para medidas repetidas y pruebas a posteriori (post 
hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de Bonferroni. 

 

Figura 18. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Salmonella typhi (CECT 
725) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus paracasei 
CNCM I-4034 (24 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio de cultivo. 
Para la comparación entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa para 1%, # 
P=0.017, y 4%, * P=0.018) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas 
repetidas y pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de 
Bonferroni. 
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Las Figuras 19 a la 29 muestran las curvas de crecimiento de bacterias patógenas en 

presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Bifidobacterium breve CNCM 

I-4035, de 17 y 24 horas de crecimiento, neutralizado y no neutralizado. 

El sobrenadante de Bifidobacterium breve CNCM I-4035 de 17 horas no 

neutralizado inhibió en un 37% el crecimiento de Salmonella typhi CECT 725 cuando se 

utilizó a una concentración de 1% y en 44% cuando se utilizó al 4% (Figura 21). Cuando 

este sobrenadante fue neutralizado mantuvo su efecto inhibidor sobre Salmonella typhi 

CECT 725, a una concentración de 1 y 4%, inhibiendo su crecimiento en un 25 y 29%, 

respectivamente (Figura 20). 

El sobrenadante de Bifidobacterium breve CNCM I-4035 de 24 horas no 

neutralizado, no afectó el crecimiento de Escherichia coli EPEC CECT 727 (Figura 24), 

Escherichia coli EPEC CECT 729 (Figura 26), ni de Escherichia coli EPEC CECT 742 

(Figura 28). El sobrenadante neutralizado de Bifidobacterium breve CNCM I-4035, 

tampoco inhibió el crecimiento de las cepas Escherichia coli EPEC CECT 727 (Figura 

25), Escherichia coli EPEC CECT 729 (Figura 27). Sin embargo, estimuló en 47% el 

crecimiento de Salmonella typhimurium CECT 443 cuando se utilizó una concentración 

de 1% (Figura 19) y en 12% el crecimiento de Escherichia coli EPEC CECT 742 cuando 

se utilizó al 4% (Figura 29). No obstante, este sobrenadante ejerció un efecto inhibidor 

sobre el crecimiento de Salmonella typhi CECT 725 en un 34%, cuando se utilizó a una 

concentración de 1% y en 48% cuando se utilizó al 4% (Figura 22). El sobrenadante 

neutralizado de esta bifidobacteria mantuvo su efecto inhibidor en un 34 y 15 % cuando 

se usó una concentración de 1 y 4%, respectivamente (Figura 23). 
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Figura 19. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Salmonella typhimurium 
(CECT 443) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Bifidobacterium 
breve CNCM I-4035 (24 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio de 
cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa para 
1%, * P=0.01) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas repetidas y 
pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de Bonferroni. 

 

 

Figura 20. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Salmonella typhi (CECT 
725) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Bifidobacterium breve 
CNCM I-4035 (17 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio de cultivo. 
Para la comparación entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa para 1 y 4%, * 
P<0.001) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas repetidas y 
pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de Bonferroni. 
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Figura 21. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Salmonella typhi (CECT 
725) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Bifidobacterium breve 
CNCM I-4035 (17 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el medio de 
cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa para 
1%, # P<0.001, y 4%, * P<0.001) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para 
medidas repetidas y pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el 
test de Bonferroni. 

 

 

Figura 22. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Salmonella typhi (CECT 
725) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Bifidobacterium breve 
CNCM I-4035 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el medio de 
cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa para 
1% y 4%, * P<0.001) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas 
repetidas y pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de 
Bonferroni. 
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Figura 23. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Salmonella typhi (CECT 
725) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Bifidobacterium breve 
CNCM I-4035 (24 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio de cultivo. 
Para la comparación entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa para 1%, & 
P<0.001, y 4%, * P=0.039) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas 
repetidas y pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de 
Bonferroni. 

 

 

Figura 24. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Escherichia coli EPEC 
(CECT 727) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Bifidobacterium 
breve CNCM I-4035 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el medio de 
cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (sin significación estadística) 
se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas repetidas y pruebas a 
posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de Bonferroni. 
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Figura 25. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Escherichia coli EPEC 
(CECT 727) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Bifidobacterium 
breve CNCM I-4035 (24 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio de 
cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (sin significación estadística) 
se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas repetidas y pruebas a 
posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de Bonferroni. 

 

 

Figura 26. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Escherichia coli EPEC 
(CECT 729) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Bifidobacterium 
breve CNCM I-4035 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el medio de 
cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (sin significación estadística) 
se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas repetidas y pruebas a 
posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de Bonferroni. 
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Figura 27. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Escherichia coli EPEC 
(CECT 729) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Bifidobacterium 
breve CNCM I-4035 (24 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio de 
cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (sin significación estadística) 
se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas repetidas y pruebas a 
posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de Bonferroni. 

 

 

Figura 28. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Escherichia coli EPEC 
(CECT 742) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Bifidobacterium 
breve CNCM I-4035 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el medio de 
cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (sin significación estadística) 
se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas repetidas y pruebas a 
posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de Bonferroni. 
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Figura 29. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Escherichia coli EPEC 
(CECT 742) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Bifidobacterium 
breve CNCM I-4035 (24 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio de 
cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa para 
4%, * P=0.003) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas repetidas y 
pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de Bonferroni. 

 

Las Figuras 30 a la 53 muestran las curvas de crecimiento de bacterias patógenas en 

presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus rhamnosus 

CNCM I-4036, de 17 y 24 horas de crecimiento, neutralizado y no neutralizado. 

El sobrenadante de Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036 de 17 horas no 

neutralizado, estimuló en 10% el crecimiento de Salmonella typhimurium CECT 4594 a 

una concentración de 4% (Figura 50). Cuando el sobrenadante fue neutralizado este 

efecto permaneció, estimulando el crecimiento en 19% a igual concentración (Figura 52). 

Sin embargo, el sobrenadante no afectó el crecimiento de Escherichia coli EPEC CECT 

742 (Figura 42) en ninguna de las concentraciones utilizadas; no obstante, cuando este 

sobrenadante fue neutralizado estimuló en 52% su crecimiento a una concentración de 

4% (Figura 44).  

El efecto inhibidor del sobrenadante de Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036 se 

observó a una concentración de 4%. Esta concentración inhibió: en 40% a Escherichia 
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typhi CECT 725 (Figura 46). Sin embargo, cuando el sobrenadante fue neutralizado no 

afectó a ninguna de las bacterias anteriores a ninguna de las concentraciones utilizadas 

(Figuras 32, 36,40 y 48).  

Cuando se utilizó el sobrenadante de Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036 de 24 

horas neutralizado y no neutralizado, no afectó el crecimiento de Escherichia coli EPEC 

CECT 729 (Figura 39 y 41). Sin embargo, este sobrenadante a una concentración de 4% 

inhibió: un 25% a Escherichia coli ETEC CECT 501 (Figura 31), 31% a Escherichia coli 

ETEC CECT 515 (Figura 35) y 29% a Salmonella typhi CECT 725 (Figura 47). No 

obstante, cuando se neutralizó el sobrenadante no afectó el crecimiento de ninguna de las 

bacterias anteriores (Figuras 33, 37 y 49). Por el contrario, Escherichia coli EPEC CECT 

742 y Salmonella typhimurium CECT 4594 no se vieron afectadas por el sobrenadante 

(Figuras 43 y 51); sin embargo, cuando el sobrenadante se neutralizó y utilizó a una 

concentración de 4%, el crecimiento de estas bacterias se inhibió en un 50% y 37%, 

respectivamente (Figuras 45 y 53). 
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Figura 30. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Escherichia coli ETEC 
(CECT 501) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
rhamnosus CNCM I-4036 (17 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el 
medio de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (diferencia 
significativa para 4%, * P<0.001) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para 
medidas repetidas y pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el 
test de Bonferroni. 

 

 

Figura 31. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Escherichia coli ETEC 
(CECT 501) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
rhamnosus CNCM I-4036 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el 
medio de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (diferencia 
significativa para 4%, * P<0.001) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para 
medidas repetidas y pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el 
test de Bonferroni. 
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Figura 32. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Escherichia coli ETEC 
(CECT 501) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
rhamnosus CNCM I-4036 (17 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio 
de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (sin significación 
estadística) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas repetidas y 
pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de Bonferroni. 

 

 

Figura 33. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Escherichia coli ETEC 
(CECT 501) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
rhamnosus CNCM I-4036 (24 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio 
de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (sin significación 
estadística) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas repetidas y 
pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de Bonferroni. 
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Figura 34. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Escherichia coli ETEC 
(CECT 515) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
rhamnosus CNCM I-4036 (17 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el 
medio de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (diferencia 
significativa para 4%, * P=0.006) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para 
medidas repetidas y pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el 
test de Bonferroni. 

 

Figura 35. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Escherichia coli ETEC 
(CECT 515) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
rhamnosus CNCM I-4036 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el 
medio de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (diferencia 
significativa para 1%, # P=0.014 y 4%, * P=0.002) se utilizó un modelo lineal general de la 
varianza para medidas repetidas y pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron 
corregidos con el test de Bonferroni. 
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Figura 36. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Escherichia coli ETEC 
(CECT 515) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
rhamnosus CNCM I-4036 (17 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio 
de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (sin significación 
estadística) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas repetidas y 
pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de Bonferroni. 
 

 

Figura 37. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Escherichia coli ETEC 
(CECT 515) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
rhamnosus CNCM I-4036 (24 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio 
de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (sin significación 
estadística) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas repetidas y 
pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de Bonferroni. 
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Figura 38. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Escherichia coli EPEC 
(CECT 729) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
rhamnosus CNCM I-4036 (17 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el 
medio de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (diferencia 
significativa para 4%, * P=0.005) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para 
medidas repetidas y pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el 
test de Bonferroni. 

 

 

Figura 39. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Escherichia coli EPEC 
(CECT 729) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
rhamnosus CNCM I-4036 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el 
medio de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (sin significación 
estadística) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas repetidas y 
pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de Bonferroni. 
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Figura 40. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Escherichia coli EPEC 
(CECT 729) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
rhamnosus CNCM I-4036 (17 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio 
de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (sin significación 
estadística) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas repetidas y 
pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de Bonferroni. 

 

 

Figura 41. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Escherichia coli EPEC 
(CECT 729) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
rhamnosus CNCM I-4036 (24 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio 
de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (sin significación 
estadística) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas repetidas y 
pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de Bonferroni. 
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Figura 42. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Escherichia coli EPEC 
(CECT 742) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
rhamnosus CNCM I-4036 (17 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el 
medio de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (sin significación 
estadística) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas repetidas y 
pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de Bonferroni. 

 

 

Figura 43. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Escherichia coli EPEC 
(CECT 742) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
rhamnosus CNCM I-4036 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el 
medio de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (sin significación 
estadística) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas repetidas y 
pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de Bonferroni. 
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Figura 44. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Escherichia coli EPEC 
(CECT 742) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
rhamnosus CNCM I-4036 (17 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio 
de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa 
para 4%, * P<0.001) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas 
repetidas y pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de 
Bonferroni. 
 

 

Figura 45. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Escherichia coli EPEC 
(CECT 742) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
rhamnosus CNCM I-4036 (24 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio 
de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa 
para 4%, * P<0.001) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas 
repetidas y pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de 
Bonferroni. 
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Figura 46. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Salmonella typhi (CECT 
725) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
rhamnosus CNCM I-4036 (17 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el 
medio de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (diferencia 
significativa para 4%, * P<0.001) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para 
medidas repetidas y pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el 
test de Bonferroni. 

 

 

Figura 47. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Salmonella typhi (CECT 
725) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
rhamnosus CNCM I-4036 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el 
medio de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (diferencia 
significativa para 4%, * P<0.001) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para 
medidas repetidas y pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el 
test de Bonferroni. 
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Figura 48. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Salmonella typhi (CECT 
725) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
rhamnosus CNCM I-4036 (17 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio 
de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (sin significación 
estadística) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas repetidas y 
pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de Bonferroni. 

 

 

Figura 49. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Salmonella typhi (CECT 
725) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
rhamnosus CNCM I-4036 (24 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio 
de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (sin significación 
estadística) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas repetidas y 
pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de Bonferroni. 
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Figura 50. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Salmonella typhimurium 
(CECT 4594) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
rhamnosus CNCM I-4036 (17 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el 
medio de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (diferencia 
significativa para 4%, * P=0.034) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para 
medidas repetidas y pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el 
test de Bonferroni. 
 
 

 

Figura 51. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Salmonella typhimurium 
(CECT 4594) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
rhamnosus CNCM I-4036 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el 
medio de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (diferencia 
significativa para %, # P<0.001) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para 
medidas repetidas y pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el 
test de Bonferroni. 
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Figura 52. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Salmonella typhimurium 
(CECT 4594) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
rhamnosus CNCM I-4036 (17 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio 
de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa 
para %, * P=0.035) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas 
repetidas y pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de 
Bonferroni. 

 

 

Figura 53. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatógena Salmonella typhimurium 
(CECT 4594) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiótica Lactobacillus 
rhamnosus CNCM I-4036 (24 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio 
de cultivo. Para la comparación entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa 
para %, * P<0.001) se utilizó un modelo lineal general de la varianza para medidas 
repetidas y pruebas a posteriori (post hoc). Estos valores fueron corregidos con el test de 
Bonferroni. 
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En la tablas 19 y 20 se resumen los efectos del sobrenadante de Lactobacillus 

paracasei CNCM I-4034. La tabla muestra los valores de significación estadística (P) y 

las diferencias de porcentajes para las curvas de crecimiento de las bacterias patógenas 

Salmonella typhimurium CECT 443, Salmonella typhi CECT 725 y Salmonella 

typhimurium CECT 4594. El sobrenadante de Lactobacillus paracasei CNCM I-4034, 

inhibió el crecimiento de forma significativa de las bacterias Salmonella typhimurium 

CECT 443 y Salmonella typhimurium CECT 4594, solo cuando no fue neutralizado. Así 

mismo, inhibió el crecimiento de Salmonella typhi CECT 725 se encuentre o no 

neutralizado. En la tabla 20 se puede observar que en prácticamente todos los casos 

existió una tendencia de inhibición del crecimiento de las bacterias enteropatógenas. La 

magnitud de los valores significativos de inhibición se encontraron entre 23 y 40%. 

 

Tabla 19. Valores de significación estadística (P), para los efectos del sobrenadante de la bacteria 
probiótica Lactobacillus paracasei CNCM I-4034, sobre el crecimiento de las bacterias 
patógenas: Salmonella typhimurium CECT 443, Salmonella typhi CECT 725 y Salmonella 
typhimurium CECT 4594. 

Sobrenadante Bacteria 
enteropatógena 

Tiempo 
de 

cultivo 
Neutralizado 

Significación p< 
Porcentaje 

1% 4% 
L. paracasei  
 CNCM I-4034 

S.typhimurium  
CECT 443 17 h No 0,108 0,026* 

  24 h No 1,000 0,202 
 S.typhi CECT 725 17 h No 0,016* 0,000* 
  24 h No 0,018* 0,021* 
  17 h Si 0,888 0,376 
  24 h Si 0,017* 0,018* 
 S.typhimurium  

CECT 4594 17 h No 0,834 0,438 

  24 h No 0,476 0,027* 
*p< 0,05, inhibición significativa del crecimiento 
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Tabla 20. Diferencias de porcentaje del área bajo la curva de crecimiento en la evaluación de los 
efectos del sobrenadante de la bacteria probiótica Lactobacillus paracasei CNCM I-4034, sobre 
el crecimiento de las bacterias patógenas: Salmonella typhimurium CECT 443, Salmonella typhi 
CECT 725 y Salmonella typhimurium CECT 4594. 

Sobrenadante Bacteria 
enteropatógena 

Tiempo 
de 

cultivo 
Neutralizado 

 
Porcentaje 

1% 4% 
L. paracasei 
CNCM I-4034 

S.typhimurium  
CECT 443 17 h No -20,90% -28,76%* 

  24 h No -16,07% -26,17% 
 S.typhi   

CECT 725 
17 h No -23,00%* -40,43%* 

  24 h No -25,22%* -22,82%* 
  17 h Si -7,86% -11,82% 
  24 h Si -23,57%* -23,41%* 
 S.typhimurium  

CECT 4594 17 h No -20,32% +4,51% 

  24 h No -18,44% -39,46%* 
*p< 0,05, inhibición significativa del crecimiento 

 

En la tablas 21 y 22 se resumen los efectos del sobrenadante de Bifidobacterium 

breve CNCM I-4035. Esta tabla muestra los valores de significación estadística (P) y las 

diferencias de porcentajes para las curvas de crecimiento de las bacterias patógenas 

Salmonella typhimurium CECT 443, Salmonella typhi CECT 725, Escherichia coli EPEC 

CECT 727, Escherichia coli EPEC CECT 729 y Escherichia coli EPEC CECT 742. El 

sobrenadante de Bifidobacterium breve CNCM I-4035, inhibió el crecimiento de 

Salmonella typhi CECT 725 cuando se encuentra tanto neutralizado como no 

neutralizado. Sin embargo, las bacterias Salmonella typhimurium CECT 443 y 

Escherichia coli EPEC CECT 742, experimentaron un estimulo del crecimiento cuando 

el sobrenadante se encuentra neutralizado. En la tabla 22 se observa que el sobrenadante 

de Bifidobacterium breve CNCM I-4035 solo inhibió el crecimiento de Salmonella typhi 

CECT 725 (15%-48%), ya que frente a las demás bacterias estudiadas se apreció que el 

sobrenadante estimula el crecimiento. 
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Tabla 21. Valores de significación estadística (P), para los efectos del sobrenadante de la bacteria 
probiótica Bifidobacterium breve CNCM I-4035, sobre el crecimiento de las bacterias patógenas: 
Salmonella typhimurium CECT 443, Salmonella typhi CECT 725, Escherichia coli EPEC CECT 
727, Escherichia coli EPEC CECT 729 y Escherichia coli EPEC CECT 742. 

Sobrenadante Bacteria enteropatógena 
Tiempo 

de 
cultivo 

Neutralizado
Significación p< 

Porcentaje 
1% 4% 

B.breve  
CNCM I-4035 

S. typhimurium  
CECT 443 24 h Si 0,010# 1,000 

 S. typhi  CECT 725 17 h No 0,000* 0,000* 
  24 h No 0,000* 0,000* 
  17 h Si 0,001* 0,000* 
  24 h Si 0,000* 0,039* 
 E.coli EPEC CECT 727 24 h No 0,595 1,000 
  24 h Si 1,000 0,363 
 E.coli EPEC CECT 729 24 h No 0,365 1,000 
  24 h Si 1,000 1,000 
 E.coli EPEC CECT 742 24 h No 1,000 0,120 
  24 h Si 0,066 0,003# 

*p< 0,05 inhibición significativa del crecimiento; # p< 0,05 estimulación del crecimiento. 

Tabla 22. Diferencias de porcentaje del área bajo la curva de crecimiento en la evaluación de los 
efectos del sobrenadante de la bacteria probiótica Bifidobacterium breve CNCM I-4035, sobre el 
crecimiento de las bacterias patógenas: Salmonella typhimurium CECT 443, Salmonella typhi 
CECT 725, Escherichia coli EPEC CECT 727, Escherichia coli EPEC CECT 729 y Escherichia 
coli EPEC CECT 742. 

Sobrenadante Bacteria 
enteropatógena 

Tiempo 
de 

cultivo 
Neutralizado 

 
Porcentaje 

1% 4% 
B.breve 
CNCM I-4035 

S.typhimurium  
CECT 443 24 h Si +46,75%# +5,57% 

 S.typhi   
CECT 725 17 h No -36,59%* -43,80%* 

  24 h No -33,86%* -48,29%* 
  17 h Si -25,15%* -28,98%* 
  24 h Si -33,83%* -14,83%* 
 E.coli EPEC  

CECT 727 24 h No +17,13% +4,98% 

  24 h Si +8,78% +21,72% 
 E.coli EPEC  

CECT 729 24 h No +8,08% -2,64% 

  24 h Si +9,03% +4,25% 
 E.coli EPEC 

CECT 742 24 h No -1,58% +7,41% 

  24 h Si +7,01% +11,56%# 
*p< 0,05 inhibición significativa del crecimiento; # p< 0,05 estimulación del crecimiento. 



Resultados 

154 
 

En la tablas 23 y 24 se resumen los efectos del sobrenadante de Lactobacillus 

rhamnosus CNCM I-4036. La tabla muestra los valores de significación estadística (P) y 

las diferencias de porcentajes para las curvas de crecimiento de las bacterias patógenas 

Salmonella typhimurium CECT 4594, Salmonella typhi CECT 725, Escherichia coli 

EPEC CECT 729, Escherichia coli EPEC CECT 742, Escherichia coli ETEC CECT 501 

y Escherichia coli ETEC CECT 515. El sobrenadante de Lactobacillus rhamnosus 

CNCM I-4036, inhibió el crecimiento de todas las bacterias enteropatógenas estudiadas, 

principalmente cuando se utilizó a una concentración de 4% y cuando no estaba 

neutralizado. Por el contrario, las bacterias Salmonella typhimurium CECT 4594, 

Escherichia coli EPEC CECT 742 y Escherichia coli ETEC CECT 515 experimentaron 

crecimiento. En la tabla 24 se puede observar que los valores de inhibición se encuentran 

entre 25% y 55%.  

Tabla 23. Valores de significación estadística (P), para los efectos del sobrenadante de la bacteria 
probiótica Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036, sobre el crecimiento de las bacterias 
patógenas: Salmonella typhimurium CECT 4594, Salmonella typhi CECT 725, Escherichia coli 
EPEC CECT 729, Escherichia coli EPEC CECT 742, Escherichia coli ETEC CECT 501 y 
Escherichia coli ETEC CECT 515. 

Sobrenadante Bacteria enteropatógena
Tiempo 

de 
cultivo 

Neutralizado 
Significación p< 

Porcentaje 
1% 4% 

L.rhamnosus   
CNCM I-4036 

S. typhimurium  
CECT 4594 17 h No 0,211 0,034# 

  24 h No 0,000# 0,186 
  17 h Si 1,000 0,035# 
  24 h Si 1,000 0,000* 
 S. typhi  CECT 725 17 h No 1,000 0,000* 
  24 h No 0,131 0,000* 
  17 h Si 1,000 1,000 
  24 h Si 0,650 1,000 
 E.coli EPEC CECT 729 17 h No 1,000 0,005* 
  24 h No 1,000 0,203 
  17 h Si 0,364 0,329 
  24 h Si 1,000 0,847 
 E.coli EPEC CECT 742 17 h No 1,000 1,000 
  24 h No 1,000 0,241 
  17 h Si 0,101 0,000# 
  24 h Si 1,000 0,000* 
 E.coli ETEC CECT 501 17 h No 1,000 0,000* 
  24 h No 0,970 0,000* 
  17 h Si 1,000 0,732 
  24 h Si 1,000 0,456 
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 E.coli ETEC CECT 515 17 h No 1,000 0,006* 
  24 h No  0,014# 0,002* 
  17 h Si 1,000 1,000 
  24 h Si 0,066 1,000 

*p< 0,05 inhibición significativa del crecimiento; # p< 0,05 estimulación del crecimiento. 

  

Tabla 24. Diferencias de porcentaje del área bajo la curva de crecimiento en la evaluación de los 
efectos del sobrenadante de la bacteria probiótica Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036, sobre 
el crecimiento de las bacterias patógenas: Salmonella typhimurium CECT 4594, Salmonella typhi 
CECT 725, Escherichia coli EPEC CECT 729, Escherichia coli EPEC CECT 742, Escherichia 
coli ETEC CECT 501 y Escherichia coli ETEC CECT 515. 

Sobrenadante Bacteria 
enteropatógena 

Tiempo 
de 

cultivo 
Neutralizado 

 
Porcentaje 

1% 4% 
L.rhamnosus   
CNCM I-4036 

S.typhimurium  
CECT 4594 17 h No +6,87% +10,28%# 

  24 h No +42,20%# -10,56% 
  17 h Si -0,64% +18,94%# 
  24 h Si +1,33% -37,35%* 
 S.typhi   

CECT 725 17 h No -2,34% -55,20%* 

  24 h No -7,25% -28,59%* 
  17 h Si +0,21% +1,67% 
  24 h Si +2,25% +1,15% 
 E.coli EPEC  

CECT 729 17 h No -2,62% -27,30* 

  24 h No -1,28% -12,25% 
  17 h Si -8,69% -8,87% 
  24 h Si +5,88% +6,39% 
 E.coli EPEC  

CECT 742 17 h No -0,89% +9,16% 

  24 h No +8,23% -15,71% 
  17 h Si +18,81% +51,94%# 
  24 h Si +4,07% -49,84%* 
 E.coli ETEC  

CECT 501 17 h No -2,18% -40,42%* 

  24 h No +3,34% -24,64%* 
  17 h Si +0,40% +2,11% 
  24 h Si -1,2% +4,72% 
 E.coli ETEC  

CECT 515 17 h No +5,41% -28,92%* 

  24 h No  +23,88%# -31,42%* 
  17 h Si +1,52% +4,01% 
  24 h Si +15,53% +3,66% 

*p< 0,05 inhibición significativa del crecimiento; # p< 0,05 estimulación del crecimiento. 
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EFECTO DE LOS SOBRENADANTES O DE LAS BACTERIAS PROBIÓTICAS 

SOBRE LA ADHESIÓN DE BACTERIAS PATÓGENAS A CÉLULAS CACO-2 

Se comprobó la eficiencia de todas las parejas de oligonucleótidos para las 

diferentes especies de bacterias ensayadas, proporcionando resultados satisfactorios para 

poder efectuar las pruebas de inhibición (>90%). 

Las pruebas de adhesión se realizaron exclusivamente en aquellas bacterias 

patógenas en las que se observó un efecto inhibitorio de los sobrenadantes probióticos 

según los resultados anteriores y se utilizó solo al 4% de sobrenadante en el medio de 

cultivo de las Caco-2 durante 4 horas. Además, se utilizó una relación de bacteria 

patógena/bacteria probiótica 1/1. Para todos aquellos resultados donde se observó algún 

grado de inhibición de la adhesión, se repitió la prueba en triplicado y de forma 

independiente, para poder realizar el tratamiento estadístico de los resultados. 

 

 

 
Figura 54. Microfotografías efectuadas con microscopía de barrido del la bacteria 
Lactobacillus paracasei CNCM I-4034 adheridas a células epiteliales intestinales Caco-2. 
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Figura 55. Microfotografías efectuadas con microscopía de barrido del la bacteria 
Bifidobacterium breve CNCM I-4035 adheridas a células epiteliales intestinales Caco-2. 

 

 

 
Figura 56. Microfotografías efectuadas con microscopía de barrido del la bacteria 
Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036 adheridas a células epiteliales intestinales Caco-2. 

 

En las figuras 54 a 56, se observan microfotografías de las bacterias probióticas 

aisladas adheridas a  células epiteliales intestinales Caco-2 durante el ensayo de adhesión.  

Los resultados se expresaron en porcentaje con respecto a la cantidad de DNA total 

de bacterias enteropatógenas incubadas con Caco-2.  
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La adhesión de la bacteria Salmonella typhi CECT 725 se vio afectada solo en 

presencia de sobrenadante de 17 horas de Bifidobacterium breve CNCM I-4035 se 

encontrase o no neutralizado. Por el contrario, no ocurrió lo mismo si se utilizó 

sobrenadante de 24 horas. Por otra parte, la presencia del probiótico no afectó la adhesión 

de Salmonella typhi CECT 725 (Figura 57). Además, la adhesión de las bacterias 

patógenas Salmonella typhimurium CECT 4594 y Escherichia coli EPEC CECT 729, no 

se vieron afectadas por la presencia de las bacterias probióticas Lactobacillus paracasei 

CNCM I-4034 y Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036 (Figuras 58 y 59). 

 

 

 

Figura 57. Porcentajes de inhibición de adhesión de Salmonella typhi CECT 725 
(mediante PCR a tiempo real) adheridas a la monocapa de células epiteliales intestinales 
Caco-2, después de 4 horas de incubación en presencia del sobrenadante de 17 y 24 horas 
(10X) al 4% o la bacteria probiótica Bifidobacterium breve CNCM I-4035. Se expresa en 
% con respecto al DNA total de S.typhi en incubación con Caco-2. Para la comparación 
entre los valores de cada tratamiento (diferencia significativa, * P<0.001) se utilizó el 
modelo ANOVA de un factor.  
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Figura 58. Concentraciones de DNA de Salmonella typhimurium CECT 4594 (mediante 
PCR a tiempo real) adheridas a la monocapa de células epiteliales intestinales Caco-2, 
después de 4 horas de incubación en presencia de las bacterias probióticas Lactobacillus 
paracasei CNCM I-4034 y Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036. Se expresa en % con 
respecto al DNA total de S.typhimurium en incubación con Caco-2. 

 

 

 

Figura 59. Concentraciones de DNA de Escherichia coli EPEC CECT 729 (mediante PCR 
a tiempo real) adheridas a la monocapa de células epiteliales intestinales Caco-2, después 
de 4 horas de incubación en presencia de la bacteria probiótica Lactobacillus rhamnosus 
CNCM I-4036. Se expresa en % con respecto al DNA total de E.coli en incubación con 
Caco-2. 
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La tabla 25 muestra los valores significativos de inhibición de Salmonella typhi 

CECT 725, frente al sobrenadante de Bifidobacterium breve CNCM I-4035. Se puede 

observar que la presencia de cualquiera de las bacterias probióticas no fue capaz de 

inhibir la adhesión de las bacterias enteropatógenas estudiadas.  

 

Tabla 25. Valores de significación estadística (P), para la inhibición de adhesión de la bacteria 
patógena Salmonella typhimurium CECT 4594, Salmonella typhi CECT 725, Salmonella 
typhimurium CECT 4594 y Escherichia coli EPEC CECT 729 frente a la presencia de los 
probióticos Lactobacillus paracasei CNCM I-4034, Bifidobacterium breve CNCM I-4035 y 
Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036 

Sobrenadante Bacteria 
enteropatógena 

Tiempo 
de 

cultivo 
Neutralizado Significación p< 

Sobrenadante Probiótico 
L. paracasei 
CNCM I-4034 

S.typhimurium  
CECT 4594    0,603 

B.breve  
CNCM I-4035 

S.typhi  
CECT 725 

17 h No 0,000*  
17 h Si 0,000*  
24 h Si 0,738  

   0,236 
L.rhamnosus   
CNCM I-4036 

S.typhimurium  
CECT 4594 

   0,563 

 E.coli EPEC  
CECT 729 

   0,830 

 

 

PRODUCCIÓN DE IL-8 Y TNF-α DE LAS CÉLULAS EPITELIALES 

INTESTINALES CACO-2 EN PRESENCIA DE LOS PROBIÓTICOS AISLADOS 

Y DE BACTERIAS ENTEROPATÓGENAS 

Se determinaron las concentraciones de IL-8 y TNF-α después de 4 horas de 

incubación o co-incubacion, de bacterias enteropatógenas y/o de las bacterias probióticas 

aisladas. Se efectuaron los ensayos exclusivamente en aquellas bacterias patógenas en las 

que se observó algún efecto inhibitorio de los probióticos en pruebas previas. Para todos 

aquellos resultados donde se observó algún grado de inhibición de la secreción de IL-8 y 

TNF-α, fueron repetidas en triplicado y de forma independiente, para poder realizar el 

tratamiento estadístico de los datos. 
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Los resultados se expresaron en porcentaje con respecto a la cantidad producida 

por el estimulo producido por las bacterias enteropatógenas. Para cada ensayo se 

obtuvieron los porcentajes de inhibición y se realizó un análisis estadístico comparativo. 

 
Las tablas 28 a 34 muestran los valores de significación estadística y los 

porcentajes de inhibición, con respecto al estímulo de cada bacteria enteropatógena, de la 

producción de IL-8 y TNF-α por las bacterias probióticas. 

 La producción de IL-8 de las células epiteliales aumentó cuando fueron 

estimuladas por bacterias enteropatógenas; sin embargo, cuando fueron estimuladas por 

bacterias probióticas la producción de IL-8 disminuyó casi completamente, a excepción 

de Bifidobacterium breve CNCM I-4035. De hecho, la producción de TNF-α de esta cepa 

probiótica es similar a la de la enteropatógena, siendo mayor cuando el estimulo de estas 

bacterias es simultáneo (Figura 66). 

La producción de IL-8 disminuyó drásticamente a niveles casi basales cuando se 

estimularon las células epiteliales con Lactobacillus paracasei CNCM I-4034. Así 

mismo, cuando fueron estimuladas simultáneamente con las bacterias enteropatógenas 

Salmonella typhimurium CECT 443, Salmonella typhimurium CECT 4594 y Salmonella 

typhi CECT 725, la producción de IL-8 generada por las bacterias enteropatógenas se 

inhibió casi por completo (Figuras 60, 61 y 66). La producción de TNF-α, se inhibió en 

62% cuando las células epiteliales fueron estimuladas de forma simultánea con 

Salmonella typhi CECT 725 (Figura 66).  

La estimulación de las células epiteliales con Lactobacillus rhamnosus CNCM I-

4036 generó una cantidad de IL-8 significativamente menor, que la producida por las 

bacterias enteropatógenas. La estimulación simultánea de las células epiteliales con el 

probiótico y las bacterias enteropatógenas, Escherichia coli ETEC CECT 501, 

Escherichia coli ETEC CECT 515, Escherichia coli EPEC CECT 729 y Salmonella typhi 

CECT 725 inhibió casi por completo la producción de IL-8 generada por las bacterias 

enteropatógenas (Figuras 62, 63, 64 y 66). Así mismo, no fue capaz de inhibir la 

producción de IL-8 generada por la estimulación simultánea de Salmonella typhimurium 

CECT 4594 y Escherichia coli EPEC CECT 742 (Figuras 61 y 65). Por otro lado, la 

producción de TNF-α, solo fue inhibida por la estimulación conjunta de dicho probiótico 
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y Escherichia coli ETEC CECT 501 (88%), Escherichia coli ETEC CECT 515 (59%) y 

Salmonella typhi CECT 725 (76%) (Figuras 62, 63 y 66). 

A 

 
 
B 

 
 
Figura 60. Porcentaje de secreción de IL-8 (A) y TNF-α (B), después de incubación y co-
incubación de Caco-2 con Salmonella CECT 443 y/o cepa probiótica. El resultado de la 
incubación con Salmonella CECT 443 se considera como 100%.(*, p< 0,05; en comparación con 
Salmonella CECT 443).   
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Figura 61. Porcentaje de secreción de IL-8 (A) y TNF-α (B), después de incubación y co-
incubación de Caco-2 con Salmonella CECT 4594 y/o cepas probióticas. El resultado de la 
incubación con Salmonella CECT 4594 se considera como 100%.(*, p< 0,05; en comparación 
con Salmonella CECT 4594).   
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Figura 62. Porcentaje de secreción de IL-8 (A) y TNF-α (B), después de incubación y co-
incubación de Caco-2 con E.coli ETEC CECT 501 y/o cepa probiótica. El resultado de la 
incubación con E.coli ETEC CECT 501 se considera como 100%.(*, p< 0,05; en comparación 
con E.coli ETEC CECT 501).   
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Figura 63. Porcentaje de secreción de IL-8 (A) y TNF-α (B), después de incubación y co-
incubación de Caco-2 con E.coli ETEC CECT 515 y/o cepa probiótica. El resultado de la 
incubación con E.coli ETEC CECT 515 se considera como 100%.(*, p< 0,05; en comparación 
con E.coli ETEC CECT 515).   
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Figura 64. Porcentaje de secreción de IL-8 (A) y TNF-α (B), después de incubación y co-
incubación de Caco-2 con E.coli EPEC CECT 729 y/o cepa probiótica. El resultado de la 
incubación con E.coli EPEC CECT 729 se considera como 100%.(*, p< 0,05; en comparación 
con E.coli EPEC CECT 729).   
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Figura 65. Porcentaje de secreción de IL-8 (A) y TNF-α (B), después de incubación y co-
incubación de Caco-2 con E.coli EPEC CECT 742 y/o cepa probiótica. El resultado de la 
incubación con E.coli EPEC CECT 742 se considera como 100%.(*, p< 0,05; en comparación 
con E.coli EPEC CECT 742).   
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Figura 66. Porcentaje de secreción de IL-8 (A) y TNF-α (B), después de incubación y co-
incubación de Caco-2 con Salmonella typhi CECT 725 y/o cepas probióticas. El resultado de la 
incubación con Salmonella typhi CECT 725 se considera como 100%.(*, p< 0,05; en 
comparación con Salmonella typhi CECT 725).   
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DISCUSIÓN 

 Los probióticos se definen como “microorganismos vivos que, que ingeridos en 

cantidades adecuadas, resultan beneficiosos para la salud” (FAO/WHO, 2001). Muchos 

de ellos, cuando se ingieren de forma habitual, modifican la ecología intestinal y son al 

menos transeúntes de la microbiota colónica. Los probióticos son principalmente 

bacterias, aunque también hay algunas levaduras, y la mayoría de ellas pertenecen a los 

géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. Sus efectos beneficiosos se ejercen a través de 

diversos mecanismos: producción de nutrientes, competitividad con patógenos 

intestinales por la adhesión al epitelio intestinal y nutrientes luminales, estimulación de la 

función de barrera del epitelio intestinal, producción y secreción de sustancias 

antimicrobianas, y una gran variedad de acciones sobre el sistema inmunitario. Los 

probióticos se consideran ingredientes de los denominados “alimentos funcionales” y en 

la actualidad existen muchos alimentos que los incluyen en sus formulaciones. Aunque 

los probióticos están siendo extensa e intensamente estudiados, aún no se conocen con 

detalle los mecanismos de acción por los que generan sus efectos beneficiosos. 

Uno de los hallazgos principales de este estudio ha sido el aislamiento e 

identificación de tres cepas de bacterias procedentes de heces de lactantes, que se han 

considerado cepas innovadoras y que han sido depositadas en el Institut Pasteur con las 

siguientes denominaciones: Lactobacillus paracasei CNCM I-4034, Bifidobacterium 

breve CNCM I-4035 y Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036. Además, estas cepas 

presentan actividad probiótica ya que son capaces de inhibir el crecimiento de 

enteropatógenos en medio líquido, disminuir su adhesión y modular la respuesta 

inmunitaria de células intestinales de origen humano. 

Aislamiento de bacterias probióticas 

Una cepa con actividad probiótica debe cumplir ciertas características, entre ellas 

sobrevivir al paso a través del tracto gastrointestinal, resistiendo la acidez del estómago 

(pH 2,5-pH 3,5) (Holzapfel et al., 1998), la presencia de sales biliares en el intestino 

delgado para alcanzar el colon (Otles et al., 2003) y la adhesión a células epiteliales 

intestinales, la cual es importante para la potencial colonización de las bacterias 

probióticas (Forestier et al., 2001; Lee et al., 2003). 
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Resistencia a medios ácidos 

En la evaluación de nuevas cepas se utilizan sistemas in vitro como incubaciones 

en sistemas de jugos gástricos reales o simulados (pH 2.0-4.0; 70-180 minutos) 

(Takahashi et al., 2004). En el presente estudio las bacterias se incubaron a pH 3,0 

durante 180 minutos, aunque la literatura habitualmente describe que 90 minutos 

debieran ser suficientes para simular el tiempo en que las bacterias transitan a través del 

estómago (Jin et al., 1998). La justificación de utilizar 180 minutos, fue con el objeto de 

seleccionar cepas muy resistentes a las condiciones ambientales del sistema 

gastrointestinal, lo cual a priori, podría condicionar una amplia colonización. 

Las cepas aisladas y los controles utilizados en este estudio presentaron una 

viabilidad cercana al 100% a pH 3,0. Sin embargo, cuando la exposición se realizó a pH 

2.5 y 2.0, los microorganismos controles no presentaron viabilidad alguna, y solo la cepa 

Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036 presentó una viabilidad cercana al 80%.  

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Takahashi et al. (2004), en 

donde se describe que las bifidobacterias son muy sensibles a pH bajo y que su tolerancia 

al medio ácido varía enormemente dependiendo de la especie y cepa. Estos autores 

mostraron valores de resistencia a pH 3.0, durante 2 horas, inferiores al 10% para 

determinadas cepas de B.infantis, B.breve, B.bifidum, B.adolescentis y B.longum. Por otro 

lado, se ha descrito que cepas de bifidobacterias que presentan una alta viabilidad a pH 

3.0 durante 3 horas, si son expuestas a pH 2.0 su viabilidad disminuye de forma 

importante después de 1 hora. (Matsumoto et al., 2004). Estos antecedentes respaldan 

nuestros resultados, en donde observamos un viabilidad en torno al 100% para B.longum 

Rossel 71, B.breve CNCM I-4035 y cercana a 50% para B.bifidum BB536. Sin embargo, 

la viabilidad cayó a 0% cuando el pH disminuyó a 2.5 y 2.0. 

En el caso de los lactobacilos, existen antecedentes que describen que estos 

presentan una mayor resistencia a las condiciones gastrointestinales, especialmente frente 

a la acidez y a las sales biliares (Ross et al., 2005). Bolados-Martinez et al. (2009), 

estudiaron la resistencia a pH de 20 cepas de Lactobacillus reuteri mostrando valores 

entre 2 y 100% para incubaciones de 1 hora a pH 3,0. Otros estudios muestran que 

incubaciones de 1 hora a pH 2,5 de 27 Lactobacillus aislados de diferentes orígenes en su 

mayoría no presentan viabilidad (Klingberg et al., 2005). En nuestro estudio hemos 
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observado que la cepa Lactobacullus paracasei CNCM I-4034 presenta una viabilidad 

superior a 100% a pH 3,0, muy similar a la de los microorganismos controles comerciales 

utilizados. 

Las bacterias poseen diversos mecanismos de adaptación, entre ellos existe la 

respuesta de tolerancia al ácido (ATR), un mecanismo en donde las bacterias se adaptan a 

los pH más letales (Samelis et al., 2003). Esta característica puede generar que las cepas 

bacterianas presenten diferentes valores de viabilidad dependiendo del ambiente al que 

hayan sido expuestas previamente. Por ejemplo, se ha descrito que la supervivencia de B. 

lactis en medios ácidos (pH 3,5) puede aumentar si previamente han sido expuestas a pH 

5,2 durante 30 o 60 minutos (Maus e Ingham, 2003). De hecho, se pueden obtener 

bifidobacterias mutantes ácido-resistentes con un fenotipo estable después de largas 

exposiciones en medios ácidos (16 h a pH 2,0) (Collado y Sanz, 2007).  

Esta característica no ha sido estudiada en las cepas aisladas por nosotros, sin 

embargo, podría ser de gran interés, especialmente cuando interesa introducir cepas en 

alimentos fermentados. No obstante, estos procedimientos deberían ser considerados con 

cautela, ya que este tipo de adaptación podría producir importantes cambios en la 

sensibilidad a antibióticos de cepas de bifidobacterias (Collado y Sanz, 2007). De este 

modo, se ha descrito que diferentes cepas de bifidobacterias que han sido expuestas 

previamente a condiciones severas de acidez (pH 2,0, 60 minutos) aumentan su 

resistencia frente a aminoglucósidos, cloranfenicol, eritromicina y tetraciclina (Kheadr et 

al., 2007).  

El hecho de que las bacterias probióticas sean resistentes al medio ácido es una 

característica importante para la industria alimentaria, especialmente para el diseño de 

alimentos funcionales, ya que las bacterias pueden enfrentarse a condiciones ácidas 

durante periodos prolongados; esto es particularmente notable en el caso de productos 

fermentados donde una post-acidificación afecta negativamente a la viabilidad bacteriana 

(Jayamanne y Adams, 2006). 

Resistencia a sales biliares  

La tolerancia a las sales biliares también es otro criterio de selección in vitro de 

bacterias probióticas, ya que las primeras presentan una importante función en facilitar la 
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digestión de compuestos lipofílicos y son un potente agente antimicrobiano, influyendo 

directamente sobre el establecimiento de la microbiota intestinal. Algo muy parecido a lo 

que sucede con la tolerancia al ácido ocurre en el caso de resistencia a las sales biliares; 

así, los valores de resistencia para bifidobacterias y lactobacilos son muy variables 

dependiendo de la especie y de las cepas (Mainville et al., 2005). Klingberg et al. (2005), 

han demostrado que concentraciones de 0,3% de ácidos biliares son muy bien toleradas 

por las bacterias; estas presentan resistencias de hasta 4 horas e incluso algunas crecen 

durante este periodo. Estos resultados coinciden con los del presente estudio; a igual 

concentración de ácidos biliares, las cepas aisladas y los controles muestran una buena 

resistencia a sales biliares. Incluso a concentraciones superiores (0,7%), las tres cepas 

aisladas crecen en un porcentaje superior al 100%. 

La adaptación a sales biliares se ha relacionado con cambios en el perfil de 

fermentación de hidratos de carbono, actividad de glicosidasas (Ruas-Madiedo et al., 

2005), producción de exopolisacáridos (Ruas-Madiedo et al., 2009; Burns et al., 2010), 

cambios en la composición de ácido grasos y proteínas de membrana (Ruiz et al., 2007), 

aumento de la adhesión al mucus humano (Gueimonde et al., 2005) e inhibición de 

adhesión de patógenos (Gueimonde et al., 2007). Se ha publicado la presencia de 

hidrolasas de las sales biliares (BSH) en cepas de lactobacilos y bifidobacterias (Begley 

et al., 2006; Patel et al., 2010), las cuales actúan como un mecanismo de resistencia 

contra la presencia de sales biliares. Análisis estadísticos no muestran una correlación 

entre la tolerancia a la sales biliares y BSH (Moser y Savage, 2001); sin embargo, la 

capacidad de las bacterias probióticas para desconjugar las sales biliares ha generado 

mucho interés desde que la ingesta de algunas de ellas se han relacionado con una 

disminución de los niveles de colesterol plasmático (Kumar et al., 2011). 

Adhesión a células epiteliales intestinales 

Otro aspecto que es muy importante para el ingreso de los probióticos en la 

microbiota intestinal es la capacidad de adhesión sobre las células epiteliales intestinales, 

que evitaría que las cepas sean eliminadas debido a los movimientos peristálticos. 

Además, la adhesión es el primer paso para la colonización y es probablemente un pre-

requisito para: la exclusión competitiva de enteropatógenos (Forestier et al., 2001; Lee et 

al., 2003), inmunomodulación del huésped (Ouwehand et al., 1999; Plant y Conway, 
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2002, Boesten y Vos, 2008) y antagonismo frente a patógenos (Collado et al., 2010). Los 

valores de adhesión presentados por lactobacilos y bifidobacterias son muy variables 

(Klingberg et al., 2005); por otro lado, existen diferentes métodos in vitro para estudiar 

esta variable, los cuales usualmente generan diferentes valores (Laparra y Sanz, 2009). 

Entre los modelos in vitro, el uso de líneas celulares de epitelio intestinal humanas 

presenta importantes ventajas, ya que forman una monocapa homogénea celular que se 

asemeja al intestino (Lenaerts et al., 2007). En nuestro caso, las propiedades de adhesión 

de las cepas se estudiaron utilizando las células HT-29. En este modelo, los controles de 

lactobacilos presentaron una adhesión (4%) que corresponde a la mitad de la que 

presentan los controles para bifidobacterias (8%), sin embargo, las cepas aisladas 

presentan una adhesión mayor que sus controles, llegando casi a duplicar los valores en 

ambas especies. Esta capacidad de adhesión a las células epiteliales intestinales, es muy 

importante, ya que, como se ha indicado anteriormente, está estrechamente relacionada 

con la capacidad de exclusión de las bacterias patógenas del epitelio intestinal. 

Identificación de bacterias probióticas 

Existen diferentes técnicas moleculares disponibles para la identificación, 

composición y enumeración del total de la comunidad bacteriana del intestino; la 

mayoría de ellas se basan en el estudio del gen 16S RNA ribosomal (rRNA). Durante la 

última década, el gen 16s rRNA ha revolucionado la manera de como los taxonomistas 

han clasificado e identificado las bacterias. El gen 16s rRNA comprende desde regiones 

altamente variables a altamente conservadas y las diferencias de secuencias se usan para 

determinar las relaciones filogenéticas y distinguir bacterias desde especies a cepas. 

Existen bases de datos disponibles con más de 200.000 genes 16s rRNA, por ejemplo 

NCBI/BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), ribosomal database project-RPD 

(http://rpd.cme.msu.edu/htlm) y EMBL (http://www.embl-heidelberg.de/), que comparan 

las secuencias del gen 16s rRNA existentes, con nuevas secuencias obtenidas.  

Las cepas aisladas en nuestro estudio presentaron una alta homología con 

Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei y Bifidobacterium breve, lo que es 

consistente con los antecedentes que muestran que niños alimentados con leche materna 

presentan elevados recuentos de bifidobacterias en heces, entre 40-60% del total de la 

microbiota y donde Bifidobacterium breve se encuentra en porcentaje importante 
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(Harmsen et al., 2000). También, existe un alto porcentaje de lactobacilos, 

principalmente L.casei, L.paracasei, L.acidophilus, entre otros (Heiling et al., 2002, 

Satokari et al., 2002).  

El porcentaje de homología del gen 16s rRNA de las cepas aisladas es de 99-

100%, de acuerdo con la base de datos NCBI/BLAST. Los fragmentos del gen16s rRNA 

son de aproximadamente 1.4 kb, y los fragmentos secuenciados varían entre 1474bp para 

Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036, 1274bp para Lactobacillus paracasei CNCM I-

4034 y 1118bp para Bifidobacterium breve CNCM I-4035. Precisamente este último 

presenta una homología de 100% con Bifidobacterium breve ATCC 15700 y un clon no 

cultivable de Bifidobacterium. No se pudo obtener un fragmento más amplio debido a 

que los oligonucleótidos 27F y 1492R, que amplifican un fragmento de 

aproximadamente 1400bp, no fueron capaces de amplificar el gen 16s rRNA de la cepa 

aislada Bifidobacterium breve CNCM I-4035. Por ello se utilizaron otros 

oligonucleótidos universales que amplifican fragmentos más pequeños, como son 39F y 

1391R. 

Los fragmentos secuenciados del gen 16s rRNA de las cepas de lactobacilos 

aisladas, presentan para una de ellas, homología del 99% con un grupo de Lactobacillus 

rhamnosus. Para la otra cepa aislada, existe una homología de 100% con una gran 

variedad de Lactobacillus paracasei y con un pequeño número de Lactobacillus casei. 

Para ampliar la información genómica de las cepas bacterianas estudiadas, se amplificó 

el espacio intergénico que está presente entre el gen 16s y 23s, el cual es conocido por 

presentar una gran variabilidad de tamaño (Barry et al., 1991; Navarro et al., 1992), y 

porque permite diferenciar especies de procariontes (Barry et al., 1991). Los fragmentos 

del espacio intergénico de las cepas aisladas, muestran diferentes longitudes: 579bp 

Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036, 512bp Lactobacillus paracasei CNCM I-4034 

y 182bp Bifidobacterium breve CNCM I-4035. Los fragmentos intergénicos 16s-23s, se 

compararon con los que se encuentran en la base de datos del NCBI/BLAST, y los 

resultados mostraron una homología de 100% para la cepa Lactobacillus rhamnosus 

CNCM I-4036 con Lactobacillus rhamnosus isolated TS1 y Lactobacillus rhamnosus 

PS1. Las bacterias que presentaban una mayor homología del gen 16s rRNA de la cepa 

Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036, no coincidían con los obtenidos para el 

fragmentos intergénico 16s-23s. Esto es debido a que están depositados en la base de 
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datos del NCBI/BLAST las secuencias del gen 16s rRNA y no las del fragmento 

intergénico 16s-23s y viceversa. 

Con respecto a la cepa Lactobacillus paracasei CNCM I-4034, los fragmentos del 

gen 16s rRNA y espacio intergénico 16s-23s mostraron en ambos casos una homología 

del 100% con Lactobacillus casei ATCC 334. En este caso, la base de datos 

NCBI/BLAST contiene el genoma completo de Lactobacillus casei ATCC 334, por lo 

que existe una probabilidad que la cepa que aislamos coincida realmente con L.casei 

ATCC 334. Muy recientemente, durante el transcurso de redacción de la presenta 

memoria, por parte de la empresa Biópolis SA, se ha llevado a cabo la secuenciación 

completa de la cepa Lactobacillus paracasei CNCM I-4034 comprobándose que se trata 

de una cepa única (Ramón D, Biopolis S.A. Comunicación Personal 2011). 

En el caso de la cepa de Bifidobacterium breve CNCM I-4035 el fragmento 

intergénico 16s-23s amplificado fue bastante pequeño. Asimismo, se amplificó el de los 

controles, lo que dio como resultado: 165bp para Bifidobacterium longum y 298bp para 

Bifidobacterium bifidum. Esto ratifica la existencia de una gran variabilidad en el tamaño 

del fragmento intergénico entre diferentes especies y cepas de las bifidobacterias. 

Posteriormente, se alinearon las cepas controles para bifidobacterias, Bifidobacterium 

breve CNCM I-4035 y la cepa B.breve strain Y8 (99% de homología). Como resultado 

de esta alineación, se observa una gran diferencia entre los controles y las cepas de 

Bifidobacterium breve. Sin embargo, solo hay una base de diferencia entre nuestra cepa y 

la que presenta una homología del 99% (Bifidobacterium breve 16S-23S internal 

transcribed spacer (ITS), strain Y8). No obstante, esta cepa es totalmente diferente a la 

cepa Bifidobacterium breve ATCC 15700, que muestra una homología de 100% para el 

16s rRNA. 

Una de las desventajas de la secuenciación del 16s rRNA es que esta se encuentra 

muy conservada a nivel de especies y subespecies, por lo que diferentes especies de 

bacterias acido lácticas han mostrado compartir prácticamente idéntica secuencia (Lorca 

y Font de Valdez, 2009). Por tanto, la mejor forma de clasificar taxonómicamente a las 

bacterias es utilizando la secuenciación del genoma completo; sin embargo, la secuencia 

de genomas disponibles de lactobacilos y bifidobacterias son muy escasos, aunque 

muchos se están desarrollando actualmente (www.genomesonline.org). 



Discusión 

178 
 

En nuestro estudio, también se utilizaron dos kits para el análisis de especies, uno 

de fermentación de hidratos de carbono (API 50CH) y otro de actividad enzimática (API 

ZYM). Estos constituyen un método rápido y teóricamente reproducible para la 

identificación fenotípica de cultivos bacterianos puros. Estos tests han sido utilizados 

para la caracterización e identificación de lactobacilos en leche (Medina et al., 2001), 

yogur y otros productos fermentados lácteos (Andrighetto et al., 1998, Bouton et al., 

1998 y De Angelis et al., 2001). Inicialmente fueron desarrollados para identificar cepas 

de lactobacilos de uso clínico, aunque la base de datos del fabricante no está actualizada 

para algunas especies de lactobacilos (Andrighetto et al., 1998 y Collins et al., 1993); sin 

embargo, proporcionan una información valiosa para caracterizar fenotípicamente las 

cepas aisladas.  

Los resultados muestran que las cepas aisladas Bifidobacterium breve CNCM I-

4035 y Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036 presentan una alta actividad de α-

galactosidasa. Esto puede considerarse un hecho importante, ya que la hidrólisis de 

azúcares específicos como α-D-galactosil-oligosacáridos, muchos de ellos presentes en 

leche materna (Ninonuevo et al., 2006), permite una proliferación selectiva de 

bifidobacterias en el tracto intestinal (Gopal et al., 2001; Gulewicz et al., 2002). De 

hecho, hay pocas cepas de otros orígenes y género incluidos los lactobacilos que 

presenten esta capacidad (Gopal et al., 2001). Por otro lado, las cepas de lactobacilos y 

bifidobacterias aisladas, al igual que los controles, no presentan actividad β-

glucuronidasa, lo cual sería una característica favorable, ya que ésta enzima es producida 

por bacterias fecales que también tienen actividades nitroreductasa y azoreductasa, que 

convierten numerosos pro-carcinógenos en carcinógenos (Kurman, 1988). Nanno et al. 

(1986), demostraron que extractos de bacterias con actividad β-glucuronidasa, aumentan 

la activación mutagénica de metabolitos biliares de benzopireno, mientras que extractos 

de bacterias sin actividad β-glucuronidasa no presentan esta activación. En resumen, se 

puede afirmar que las bacterias aisladas en nuestro estudio, al presentar baja actividad 

frente a otras fuentes de carbono como son manosa, fucosa y glucurónidos, prefieren la 

lactosa y glucosa como fuentes de carbono para su metabolismo, aunque la cepa aislada 

Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036, también presenta una actividad enzimática para 

la fermentación de la α-fucosa. En este sentido es importante señalar que una gran parte 

de los oligosacáridos neutros presentes en la leche materna contienen fucosa; de hecho el 
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oligosacárido más abundante de la leche humana es el 2’-fucosil-lactosa (Newburg et al., 

2004). 

Con respecto a los resultados de fermentación de hidratos de carbono, el perfil de 

los controles lactobacilos es muy parecido al de las cepas aisladas, y al que presentan 

otros lactobacilos (Charteris et al., 2001). Las bacterias aisladas, producen fermentación 

frente a L-rhamnosa, resultados que coinciden con los mostrados por algunos 

L.rhamnosus y L.paracasei (Charteris et al., 2001). Otro aspecto que merece la atención 

es la capacidad de Lactobacillus paracasei CNCM I-4034 de fermentar inulina, actividad 

que no presentan sus controles. Este polisacárido clasificado como prebiótico es utilizado 

en productos comerciales, y ha demostrado incrementar el número de bifidobacterias en 

el colon (Meyer y Stasse-Wolthuis, 2009; Roberfroid et al., 1998; Van Loo et al., 1999). 

Ciertas cepas de lactobacilos, como Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus paracasei, 

son capaces de crecer en presencia de estos prebióticos, lo cual no es una propiedad 

común entre los lactobacilos (Cebeci y Gurakan, 2003; Makras et al., 2005). Para 

confirmar la capacidad de las cepas aisladas de utilizar la inulina o α-fucosa como fuente 

de energía habrá que hacer en el futuro un estudio más especifico, ya que se ha 

encontrado que el patrón de fermentación de algunos lactobacilos no siempre es el típico, 

y esta variación podría resultar de la pérdida o ganancia de plásmidos, llevando a una 

inconsistencia en el perfil metabólico, ya que la mayoría de las proteínas involucradas en 

la fermentación de hidratos de carbono se encuentran codificadas en plásmidos (Arhné et 

al., 1989).  

Efecto sobre el crecimiento de bacterias patógenas 

Una parte fundamental de este estudio ha sido evaluar la actividad probiótica de 

las tres cepas aisladas frente a enterobacterias. Estos patógenos son responsables de la 

diarrea infecciosa, una de las principales causas de muerte infantil en países en desarrollo 

y que se acentúa durante el primer año de vida. Además, el género Salmonella puede 

producir un amplio rango de enfermedades, desde gastroenteritis hasta fiebres tifoideas 

(Holoda et al., 2005; Köhler et al., 2003). Asimismo, las cepas patógenas de E.coli tienen 

especial interés ya que son la mayor causa de diarrea en humanos y animales (Vu-Khac et 

al., 2004). 
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Las cepas probióticas producen una gran variedad de compuestos antibacterianos, 

como ácidos orgánicos (ácido láctico, acético y fenil-láctico), y otras sustancias como 

peróxido de hidrógeno y ácidos grasos (Wohlgemuth et al., 2010). Los ácidos orgánicos 

se producen mayoritariamente durante el crecimiento de los probióticos y por su 

naturaleza ácida provocan una disminución de pH en el tracto gastrointestinal que posee 

un efecto bactericida o bacteriostático. Estas sustancias tienen la capacidad de afectar a 

bacterias enteropatógenas (Forestier et al., 2001; O´hara et al., 2007), por lo que utilizar 

el sobrenadante del crecimiento de bacterias probióticas, donde se puede encontrar este 

tipo de sustancias puede tener efectos sobre el crecimiento de la bacterias 

enteropatógenas (Fukuda et al., 2011; Miyazaky et al., 2010). 

Un importante hallazgo de este trabajo es que los sobrenadantes de las cepas 

probióticas aisladas son capaces de inhibir el crecimiento de enteropatógenos en medio 

líquido con un efecto cepa-especifico. El sobrenadante de Lactobacillus paracasei 

CNCM I-4034 inhibió el crecimiento de las cepas Salmonella ensayadas. Este efecto se 

debió principalmente al sobrenadante no neutralizado, lo que sugiere que la producción 

de ácidos u otros compuestos procedentes de la fermentación limitan el crecimiento de 

los patógenos.  

Para Salmonella typhi CECT 725, el efecto inhibidor del sobrenadante de 

L.paracasei CNCM I-4034 se observó tanto a concentración 1% como a 4%, 

independientemente de la neutralización del sobrenadante. Los resultados muestran una 

inhibición que varía de 23% a 40%, dependiendo del sobrenadante utilizado. Estos 

resultados concuerdan con los descritos por Jankowska et al. (2008), que muestran que 

Lactobacillus paracasei tiene efectos sobre Salmonella enterica, a través de la síntesis de 

algún péptido antimicrobiano o debido a la sinergia generada entre la producción de ácido 

láctico y alguna sustancia de naturaleza proteica (Jankowska et al., 2008). Así, de este 

modo, las sustancias ácidas no parecen ser necesariamente las causantes de tal inhibición, 

por lo que nuestros datos sugieren que Lactobacillus paracasei produce algún tipo de 

bacteriocina u otro factor de naturaleza desconocida que estaría ejerciendo este efecto 

sobre el patógeno.  

El sobrenadante de la bacteria B.breve CNCM I-4035 inhibe el crecimiento de 

Salmonella typhi CECT 725 entre 15 y 48%, bajo cualquier condición (17 y 24 h de 

crecimiento; neutralizado y no neutralizado; 1% y 4%). Se ha descrito que varias cepas 
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del género Bifidobacterium sintetizan sustancias antimicrobianas, distintas a los ácidos 

orgánicos (Collado et al., 2005). Estos compuestos, presentes en el sobrenadante 

concentrado de las bifidobacterias son muy activos frente a bacterias patógenas. Así, se 

ha comprobado que cepas del género Bifidobacterium muestran una potente actividad 

frente a enteropatógenos como Salmonella typhimurium y E.coli, atribuida a la 

producción de moléculas lipofílicas de bajo peso molecular (Liévin et al., 2000).  

Varios autores apuntan a que la producción de ácidos orgánicos es el mecanismo 

por el cual las bifidobacterias son capaces de inhibir enteropatógenos (Makras y de 

Vuyst, 2006; Morita et al., 2002). Esta generación de ácido no sólo tiene un efecto 

antipatogénico, sino que posee un papel fundamental en el mantenimiento de la ecología 

microbiana y la funcionalidad de los colonocitos (Stratiki et al., 2007). Incluso se ha 

relacionado directamente la producción de acetato de la bifidobacteria con la protección 

frente a infecciones enteropatógenas (Fukuda et al., 2011). 

Por otra parte, en el sobrenadante de la bacteria Lactobacillus rhamnosus CNCM 

I-4036 se apreció una inhibición (10% y 50%) significativa del crecimiento de todos los 

grupos de enteropatógenos ensayados. Este efecto se observó principalmente con el 

sobrenadante no neutralizado, lo que sugiere que esta actividad se debe a los productos 

ácidos derivados de la fermentación que limitan el crecimiento de los patógenos (Lima et 

al. 2007). De Keersmaecker et al. (2006), han propuesto que la producción de ácido 

láctico es el responsable del efecto inhibitorio de Lactobacillus rhamnosus sobre 

Salmonella typhimurium. Asimismo, no se descarta que este efecto sea la suma de la 

producción de ácidos orgánicos y de bacteriocinas, que solo sean activas a pH ácido. Por 

ejemplo, L.rhamnosus GG produce una bacteriocina a pH 3.0-5.0, con fuerte actividad 

antibacteriana frente a microorganismos Gram positivos y Gram negativos (Lin et al., 

2007).  

En el caso de E. coli EPEC CECT 742 y Salmonella typhimurium CECT 4594 se 

observó que estas fueron inhibidas por el sobrenadante neutralizado. Este efecto puede 

ser atribuido, como en casos anteriores, a la presencia de algún tipo de factor o 

bacteriocina, procedente del medio de crecimiento de la bacteria probiótica. Existen dos 

mecanismos de acción por los que las bacteriocinas son capaces de destruir a los 

patógenos: permeabilizando las membranas de las bacterias patógenas o interfiriendo con 

enzimas esenciales (Bierbaum y Sahl, 2009). 
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Nuestros datos demuestran que el efecto inhibitorio es altamente específico y 

depende de la cepa, tanto de la probiótica como del patógeno. Resultados similares han 

sido descrito por otros autores (Gueimonde et al., 2006; Salminen et al., 2010).  

Por otra parte cabe destacar, que en algunos casos, el crecimiento de la bacteria 

patógena se ve favorecido de forma significativa en presencia del sobrenadante de la 

bacteria probiótica. Probablemente, esto se deba a los nutrientes que aporta el 

sobrenadante, que enriquecen el medio de cultivo, lo cual hace que las bacterias 

patógenas presenten un crecimiento mayor. También, se han descrito que algunas cepas 

de Propionibacterium producen un sustancias estimuladoras del crecimiento (Kouya et 

al., 2007).  

Inhibición de la adhesión a células epiteliales intestinales de enterobacterias 

mediada por los probióticos 

Otro propósito de este estudio fue la búsqueda de nuevas metodologías que 

permitiesen valorar la adhesión e inhibición de las bacterias patógenas y probióticas a 

células epiteliales intestinales con mayor precisión. Hasta ahora, esta determinación se 

realiza por metodologías convencionales. El método de dilución en placa es una técnica 

tediosa, requiere días para conocer el resultado y no es reproducible. Además, subestima 

el número real de bacterias, debido a daños celulares o a fenómenos de agregación. Por 

otro lado, en el caso de bacterias anaerobias estrictas, el oxígeno presente en el aire 

reduce considerablemente la viabilidad mientras se siembra la placa y esto constituye otra 

variable que afecta al recuento y al número real de la población bacteriana. Siguiendo con 

la metodología clásica, otros autores tiñen las bacterias con Giemsa y observan al 

microscopio cuantas se tiñeron antes y después de la administración del probiótico. Es un 

método sencillo, pero sometido a numerosos errores de carácter subjetivo. Como técnicas 

alternativas a la metodología tradicional se propuso la posibilidad de utilizar la técnica de 

PCR cuantitativa.  

La técnica de la PCR cuantitativa tiene alta precisión y reproductibilidad. Es capaz 

de detectar una única copia de un fragmento del DNA problema (Klein, 2002), que se 

puede guardar hasta su análisis sin sufrir alteración (Castillo et al., 2006). Asimismo, es 

una técnica muy rápida, ya que en tres horas se obtienen resultados (Matijašic et al., 

2010). Como es un sistema cerrado, el riesgo de contaminación es mínimo, y al no 
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requerir pasos posteriores, tampoco existe la posibilidad de contaminación cruzada (Espy 

et al., 2006). Con esta metodología puesta a punto, se observa que la población del 

patógeno respecto a la inicial se reduce considerablemente en presencia de uno de los 

sobrenadantes de la bacteria probiótica, lo que sugiere que esta técnica es adecuada para 

la determinar la adhesión.  

Existen varios trabajos recientes en los que se utiliza la PCR cuantitativa como 

una alternativa a la metodología convencional, tanto para detectar y determinar 

microorganismos viables, como para cuantificar el porcentaje de adhesión (Matijašic et 

al., 2010; Candela et al., 2008). McGuinness et al. (2009), han descrito el uso de esta 

técnica como una alternativa a la metodología tradicional para la detección de patógenos 

(Salmonella) en alimentos. 

El sobrenadante de Bifidobacterium breve CNCM I-4035 de 17 horas, 

neutralizado o no, inhibe la adhesión de Salmonella typhi CECT 725. Sin embargo, no 

observamos una disminución significativa de la adhesión cuando utilizamos directamente 

la cepa Bifidobacterium breve CNCM I-4035 frente a los patógenos. La inhibición 

producida por el sobrenadante se puede deber a que algún componente de este afecta la 

capacidad de adhesión de la Salmonella typhi CECT 725, ya que se ha descrito que la 

presencia de diferentes substancias como calcio o exopolisacáridos producidos por 

bacterias probióticas pueden modificar la adhesión al mucus intestinal (Ruas-Madiedo et 

al., 2006; Larsen et al., 2007).  

Existen varios estudios in vitro que describen inhibición en diferentes modelos y 

que incluso utilizan este tipo de técnica para valorar la adhesión de Bifidobacterium a 

células epiteliales intestinales (Liu et al., 2010). Más aún, otros investigadores han 

comprobado con esta metodología que distintos probióticos como Bifidobacterium 

longum o Lactobacillus plantarum son capaces de inhibir la adhesión de Salmonella 

(Candela et al., 2008). Por ello consideramos que la causa por la que las bacterias 

aisladas en algunos casos no inhiben la adhesión es debido a que no intervienen sobre los 

factores de adhesión de las bacterias patógenas, más que por un problema de la técnica en 

sí. 

Probablemente, nuestro modelo experimental sea susceptible de modificar, ya que 

posiblemente la relación utilizada de bacterias probióticas y patógenas (1/1) pudiera no 
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representar un modelo fisiológico, debido a que las bacterias patógenas llegan a un 

ambiente donde la microbiota se encuentra establecida, por lo que quizás una relación 

bacteria probiotica/bacteria patógena de 10/1 o 100/1 pudiera ser mas real. De hecho, 

recientemente se han descritos modelos experimentales que utilizan esta relación para 

desarrollar estudios de adhesión, en los que se observan diferencias sustanciales (Ostad et 

al., 2009). Por otro lado, también existe la posibilidad de utilizar otras líneas celulares 

como HT29-MTX, las cuales producen mucus y podrían imitar mejor las condiciones del 

intestino (Collado et al., 2010).  

Inmunomodulación 

Las comunidades de bacterias que existen en el intestino, forman uno de los 

hábitats más densamente poblados por microorganismos conocidos en biología. El 

epitelio intestinal y su sistema inmunitario asociado son la primera línea de defensa. Más 

aún, el sistema inmunitario intestinal es la parte más amplia y compleja del sistema 

inmunitario global (Mowat, 2003). En una situación de constante estimulación 

inmunológica, la conservación de un equilibrio homeostático entre tolerancia e 

inmunidad plantea un desafío para el sistema inmunitario mucoso. La alteración de este 

balance puede contribuir a la patogénesis de numerosas situaciones inflamatorias, 

incluyendo alergias alimentarias, enfermedades inflamatorias intestinales y cáncer 

intestinal (Artis, 2008). Se ha demostrado que la homeostasis intestinal está regulada por 

una interrelación entre los enterocitos y las células del sistema inmunitario, especialmente 

por las células dendríticas (Zoumpapoulou et al., 2008). 

Las células epiteliales intestinales que inicialmente fueron consideradas solo como 

una barrera física para el medio ambiente externo, hoy en día se consideran parte integral 

de: la discriminación entre bacterias patógenas y comensales, y de la regulación posterior 

de la respuesta inmune (Artis, 2008).  

Nuestros resultados muestran claramente que el modelo de células epiteliales 

intestinales Caco-2 responde de forma diferencial en la producción de citoquinas frente a 

bacterias patógenas y probióticas. En nuestro caso se utilizo una proporción de 1/10 

patógeno/probiótico. Los resultados obtenidos, muestran que la presencia de las cepas 

probióticas L.paracasei CNCM I-4034 y L.rhamnosus CNCM I-4036 inhiben la 

producción de IL-8 y TNF-α de las células Caco-2, inducidas por enterobacterias. El 
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estimulo de la producción de IL-8 de las células Caco-2, es significativamente menor 

cuando se incuban de forma separada con cada una de las bacterias probióticas aisladas 

que cuando se incuban conjuntamente con enteropatógenas. En algunos casos la 

producción de IL-8 es menor a 1% del estimulo que producen las enteropatógenas. Esto 

refleja una respuesta inmunitaria diferente de las células epiteliales, probablemente a 

través del sistema inmune innato. Las moléculas de la pared celular de bacterias 

probióticas y enteropatógenas son diferentes, siendo ligandos para los receptores del 

sistema inmunitario innato que desencadenan una señalización intracelular; este 

fenómeno probablemente permite al sistema inmunitario discriminar entre bacterias 

probióticas y enteropatógenas (Lebeer et al., 2010). 

La respuesta de las células epiteliales frente a las co-incubaciones de bacterias 

enteropatógenas y probióticas depende del tipo de cepa. La cepa L.paracasei CNCM I-

4034, inhibe la producción de IL-8 en la co-incubación con Salmonella CECT 443 (-

76%), Salmonella CECT 4594 (-95%), e inhibe la producción IL-8 y TNF-α frente a 

Salmonella CECT 725 (-93% y -62%, respectivamente). 

La cepa L.rhamnosus CNCM I-4036 muestra efectos inhibitorios frente a mayor 

número de enteropatógenos. Inhibe la producción de IL-8 en la co-incubación frente a 

E.coli EPEC CECT 729 (-86%), e inhibe IL-8 y TNF-α frente a E.coli ETEC CECT 501 

(-99%; -88%), E.coli ETEC CECT 515 (-90%; -59%) y Salmonella CECT 725 (-96%; -

76%, respectivamente). 

En el caso de la cepa B.breve CNCM I-4035, esta no muestra efectos inhibitorios 

sobre IL-8 y TNF-α  frente a ninguna bacteria enteropatógena. 

Nuestros resultados muestran de forma global que las cepas aisladas provocan una 

muy importante inhibición de la secreción de IL-8 y TNF-α de las células epiteliales 

intestinales cuando son expuestas de forma simultánea con bacterias enteropatógenas. 

Este efecto, una vez más, es específico de cada cepa. La secreción de IL-8 se ve más 

afectada y en mayor magnitud que TNF-α, situación que puede deberse a que, a pesar 

que ambas están involucradas en procesos inflamatorios, los componentes del 

sobrenadante probablemente afectan más la vía secretora relacionada con IL-8 que con 

TNF-α. 
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Es bien conocido que la IL-8 secretada por células epiteliales intestinales atrae y 

activa neutrófilos, basófilos, linfocitos y monocitos en la lámina propia (Beutler, 2004; 

Campbell et al., 2001). Así mismo, la producción de una potente citoquina pro-

inflamatoria como es TNF-α, produce un estado pro-inflamatorio cuando las células 

epiteliales intestinales son infectadas por bacterias enteropatógenas. Este estado puede ser 

revertido por la presencia de bacterias probióticas, como ocurre en nuestro estudio, lo 

cual podría modular la respuesta inflamatoria. Además esta respuesta probablemente 

podría regular la expresión de ciertos receptores del sistema inmunitario innato, como los 

TLRs (Vizoso Pinto et al., 2009). 

La relación entre inflamación crónica y cáncer está bien establecida (Aggarwal et 

al. 2006). Los efectos anti-cancerígenos de L.helveticus son mediados por una 

disminución de la producción de citoquinas proinflamatorias, en particular de IL-6 (de 

Moreno de LeBlanc et al., 2006; Rachid et al., 2006). Estudios que utilizan modelos 

similares a los de este estudio, también, han descrito que lactobacilos y bifidobacterias 

suprimen la producción de IL-8 (Bai et al., 2006; Ma et al., 2004; Zhang et al., 2005). 

Borruel et al. (2002), mostraron una inhibición de la producción de TNF-α en muestras 

obtenidas de pacientes con enfermedad de Crohn tratados ex vivo con lactobacilos, sin 

embargo, no sucedió lo mismo en las muestras control. Por otro lado, se ha descrito que 

los efectos antiinflamatorios de L.casei estarían mediados por la señalización de NFκΒ 

(Tien et al., 2006).   

Estos resultados proporcionan una importante información para describir la 

actividad inmunomodulatoria y anticancerígena de los probióticos; sin embargo, este 

efecto está altamente relacionado con el tipo de cepa, observándose diferentes respuestas 

frente a diferentes cepas enteropatógenas. En el caso de B.breve CNCM I-4035 no 

obtuvimos ninguna variación sobre la producción de citoquinas pro-inflamatorias 

estimuladas por bacterias enteropatógenas. Una variable que puede ser de importancia es 

la relación enterobacteria/probiótico 1/10 utilizada. Quizás la relación 1/100 influya 

favorablemente sobre la respuesta que las bacterias probióticas generan sobre las células 

epiteliales, y esto se asemeje mas a una condición real, donde una bacteria patógena llega 

al intestino ya colonizado (Stöber et al., 2010; Ostad et al., 2009).  
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La secreción de estas dos citoquinas pro-inflamatorias en nuestro modelo, es de 

gran utilidad para poder evaluar uno de los mecanismos por los cuales se les ha atribuido 

a los probióticos sus efectos beneficiosos sobre la salud humana, como es la 

inmunomodulación. Sin embargo, esto no es suficiente para poder entender los 

mecanismos involucrados en la respuesta inmunitaria e inflamatoria, por lo que es 

necesario efectuar estudios que puedan incluir no solo secreción de citoquinas, si no 

también, expresión de proteínas involucradas en las cascadas intracelulares y en el 

sistema inmune innato, tales como aquellas relacionadas con los TLR, proteína de 

diferenciación mieloide 88 (MYD88), proteínas quinasas asociadas a IL-1R (IRAKs), y 

NF-κB (Rahman y Mc Fadden, 2011). 

A modo de resumen se puede indicar que en el presente estudio se han aislado tres 

cepas de bacterias probióticas, las cuales han superado los criterios de una bacteria 

potencialmente probiótica (FAO/WHO, 2002). Estas han mostrado tener actividad 

antibacteriana frente a enteropatógenos: inhibiendo su crecimiento e inhibiendo su 

adhesión a células epiteliales intestinales. Por otra parte, presentan actividad 

inmunomoduladora, disminuyendo la producción de citoquinas pro-inflamatorias de las 

células epiteliales intestinales. 

Es necesario llevar a cabo estudios más amplios para dilucidar los mecanismos 

involucrados en los efectos probióticos. Profundizar en los mecanismos de 

inmunomodulación y de tolerancia está siendo foco de atención en esta área de estudio. 

Utilizar técnicas moleculares para estudiar la expresión génica de las proteínas 

involucradas en la cascada inflamatoria, utilizando modelos in vitro que puedan integrar 

más células responsables de la respuesta inmunitaria, como pueden ser células dendríticas 

o células T, las cuales en conjunto con las epiteliales, pueden generar más información 

sobre la orquestación de la respuesta inmunitaria frente a bacterias probióticas y 

patógenas, representan, sin duda, los estudios futuros a realizar, parte de los cuales se 

están desarrollando actualmente por nuestro grupo de investigación. 
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CONCLUSIONES 

1) Se han aislado tres cepas de bacterias lácticas a partir de heces de niños alimentados 

exclusivamente con leche materna que presentan una alta resistencia a pHs ácidos y a 

las sales biliares, así como una adherencia relativamente elevada a células epiteliales 

intestinales HT-29. Las cepas aisladas se consideran únicas por sus características 

genéticas y metabólicas, y han sido depositadas y codificadas por el INSTITUT 

PASTEUR como: Lactobacillus paracasei CNCM I-4034, Bifidobacterium breve 

CNCM I-4035, Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036. 

2) Los sobrenadantes de las cepas probióticas aisladas inhiben el crecimiento de 

bacterias enteropatógenas en medio liquido de manera especifica: 

a) El sobrenadante ácido de Lactobacillus paracasei CNCM I-4034 inhibe el 

crecimiento de Salmonella typhimurium CECT 443 y CECT 4594, y de 

Salmonella typhi CECT 725, y el sobrenadante neutralizado el de 

Salmonella typhi CECT 725. 

b) El sobrenadante de Bifidobacterium breve CNCM I-4035 inhibe el 

crecimiento de Salmonella typhi CECT 725, se encuentre o no 

neutralizado.  

c) El sobrenadante ácido de Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036 inhibe 

el crecimiento de Salmonella typhi CECT 725, Escherichia coli ETEC 

CECT 501 y CECT 515, y Escherichia coli EPEC CECT 729, y el 

sobrenadante neutralizado el de Escherichia coli EPEC CECT 742 y 

Salmonella typhimurium CECT 4594. 

3) El sobrenadante de Bifidobacterium breve CNCM I-4035 inhibe la adhesión de la 

bacteria enteropatógena Salmonella typhi CECT 725 a células epiteliales intestinales 

Caco-2. 

4) Las cepas Lactobacillus paracasei CNCM I-4034 y Lactobacillus rhamnosus CNCM 

I-4036 inhiben la producción de IL-8 y TNF-α de células epiteliales intestinales 

estimuladas por bacterias enteropatógenas: 

a) Lactobacillus paracasei CNCM I-4034 inhibe casi por completo la 

producción de IL-8 de las células Caco-2 estimuladas por Salmonella 

typhimurium CECT 443, Salmonella typhimurium CECT 4594 y 

Salmonella typhi CECT 725 y además, inhibe la producción de TNF-α 

estimulada por Salmonella typhi CECT 725. 
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b) Lactobacillus rhamnosus CNCM I-4036 inhibe casi por completo la 

producción de IL-8 de las células Caco-2 estimulada por Escherichia coli 

ETEC CECT 501, Escherichia coli ETEC CECT 515, Escherichia coli 

EPEC CECT 729 y Salmonella typhi CECT 725. Además, inhibe la 

producción de TNF-α estimulada por Escherichia coli ETEC CECT 501, 

Escherichia coli ETEC CECT 515 y Salmonella typhi CECT 725. 
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