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Introduccion

INTRODUCCION

La nutricién ha tenido un desarrollo muy importante en las ultimas décadas, lo
cual ha hecho cambiar su concepto; antes se consideraba que la dieta tenia el papel de
aportar los nutrientes necesarios para mantener el estado de salud, mientras que hoy en
dia este concepto ha evolucionado a la idea de que la dieta puede contener alimentos

que ademas de nutrir, promueven la salud.

En los ultimos afios, existe evidencia cientifica suficiente, para sustentar la
hipotesis de que la dieta puede tener efectos fisioldgicos, mas alla de los beneficios
nutricionales aceptados. De hecho, la dieta no solo puede ayudar a alcanzar una salud
Optima, sino también, desempefiar una funciéon importante reduciendo el riesgo de

enfermedad.

A mediados de los afios 80, en Japon, con el apoyo gubernamental, se inicid la
investigacion y se propuso el término de “alimentos saludables” para uso especifico (en
inglés Foods for Special Health Use; FOSHU), el cual fue empleado para designar a los
alimentos naturales o procesados que, ademds de sus componentes nutricionales,
contienen otros adicionales que favorecen la salud, la capacidad fisica y el estado

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

Hasta la fecha el concepto de mayor aceptacion 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 definicion
establece que un alimento funcional es aquel que ha demostrado de manera satisfactoria
que posee un efecto beneficioso sobre una o varias funciones especificas en el
organismo, mas alla de los efectos nutricionales habituales, siendo esto relevante para la
salud y el bienestar y/o la reduccion del riesgo de enfermar. Es importante destacar que
los alimentos funcionales han de seguir siendo un alimento, y no se consumiran en otro
tipo de presentaciones como polvos, capsulas, etc. Ademas, deben demostrar sus
beneficios en cantidades que puedan ser consumidas en la dieta. Razon por lo cual, la
industria alimentaria ha comenzado a desarrollar una gran cantidad de productos que

contribuyen a prevenir las enfermedades cronicas, promoviendo el bienestar.
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Introducciéon

Dentro de los “alimentos funcionales” se encuentran los que contienen
microorganismos denominados como ‘“probidticos”, los cuales se definen como
microorganismos vivos no patégenos que, ingeridos en cantidades suficientes, modulan
o act@ian sobre determinadas funciones del organismo, produciendo un efecto
beneficioso, més alld 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 definicion de
microorganismos probidticos como: ser de origen humano; ser resistente a la
destruccion por el acido gastrico y sales biliares; adherirse al epitelio intestinal y

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

El uso de probiodticos como herramienta médica en algunas patologias estd muy
aceptado, como es el caso del uso de la levadura Sacharomyces boulardii en la
prevencion y tratamiento de diarreas asociadas al uso de antibidticos. Ademas, el uso de
bacterias acido lacticas probidticas, 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 nifios 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, podrian ser capaces
de tratar y prevenir desordenes intestinales como reducir el pH, potenciar la reparacion
de la mucosa (Hickson et al., 2007), aumentar la proliferacion de anaerobios (Apostolou
et al., 2001), competir con patogenos (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 biologicos de los probidticos son
especificos a nivel de cepa, por lo que caracterizar los efectos de cada cepa probiotica 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 cientifico por dilucidar los mecanismos implicados en sus

efectos beneficiosos, se creyd conveniente realizar el presente trabajo con el objetivo

22



Introduccion

general de aislar y caracterizar microorganismos probidticos a partir de heces de nifios
alimentados exclusivamente con leche materna para un posible uso en la industria
alimenticia o farmacéutica, y especialmente para ser utilizarlos en férmulas lacteas para

la infancia.
Para ello se han planteado los siguientes objetivos especificos:

a) Aislar cepas bacterianas acido lacticas a partir de heces de nifios 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 HT?29.

d) Identificar las cepas aisladas mediante estudios de fermentacion y de secuenciacion

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

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

enterobacterias.

f) Estudiar la produccion de citoquinas (IL-8 y TNF-a) de las células epiteliales

intestinales Caco-2, en presencia de las bacterias patdgenas y probioticas.
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Antecedentes

ANTECEDENTES

Se sabe que las superficies de las mucosas esta colonizada por una gran cantidad
y diversidad de microorganismos. La influencia de esta comunidad microbiana sobre
nuestra fisiologia probablemente es mas pronunciada en el intestino, debido a que este
organo 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 area de superficie del intestino humano seria la de una pista de tenis (200 m?)
(Gebbers y Laissue, 1989), representando el 6rgano con mayor superficie para la
colonizacion 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, estd compuesto fundamentalmente por microorganismos
anaerobios estrictos. Aunque hay mas de 50 Phyla de bacterias descritos hasta la fecha
(Schloss y Handelsman, 2004), la microbiota intestinal estd dominada por solo dos de
ellos: Bacteroidetes y Firmicutes, mientras que proteobacterias, verrucomicrobia,
actinobacterias, fusobacterias y cianobacterias estan presentes en menores proporciones
(Eckburg et al., 2005). Las estimaciones del nimero de especies de bacterias presentes
en el intestino humano varian ampliamente entre los diferentes estudios, aunque se
acepta en general que hay entre 500 a 1000 especies (Xu y Gordon, 2003). Sin embargo,
un andlisis mas detallado ha sugerido que la microbiota intestinal humana esta

compuesta por mas 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 nimero 10 veces mayor que todas las células eucariotas que existen
en sus tejidos. Se estima que el organismo contiene alrededor de 10'* células, de las
cuales solo el 10% son de mamifero; por lo tanto, el 90 % de nuestro cuerpo esta

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

La microbiota intestinal no es homogénea, el nimero de bacterias presentes en el
intestino humano va desde 10" a 10’ unidades formadoras de colonia (UFC/g) en el

estomago y duodeno, aumentando a 10''a 10" UFC en el colon (O'Hara y Shanahan,
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2006) (Figura 1A). Ademas, la composicion 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 mas enriquecida en la clase de
Bacilli de Firmicutes y Actinobacteria. Por otro lado, Bacteroidetes y Lachnospiraceae,
una familia de los Firmicutes se encuentran mas prevalentes en ¢l colon (Frank et al.,
2007). Ademas de la heterogeneidad longitudinal a través del tubo digestivo, también
existe una gran variacion latitudinal, debido a que el epitelio intestinal esta separado del
lumen por una espesa y compleja capa de moco, generando un tipo de hébitat 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 habitat. 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).

—
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Lactobacillus Bacteroides, Bifidobacterium
Clostridium Streptoccoccus, Enterobacteriacea
Enterococcus Enterococcus, Clostridium

Lactobacillus, Ruminococcus

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

La microbiota del tubo digestivo difiere en el tipo y nimero de microorganismos
dominantes en cada uno de sus segmentos y hay diferencias geograficas e individuales
importantes, a pesar de lo cual existe un patron de colonizacién mas o menos comun

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 estd altamente relacionada con el estado clinico de las encias
y los dientes, por lo que en una boca sana existen principalmente especies anaerobias
Gram positivas; en los huecos gingivales se encuentra una alta proporcion de bacterias
anaerobias facultativas Gram positivas (Prevotella sp., Veillonella sp. y Fusobacterium
Sp.) y en la region supragingival se hallan, sobre todo, bacterias anaerobias facultativas
Gram positivas (Streptococcus sp. y Actinomyces sp.) (10'' 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, estan presentes en ella en altas concentraciones (mas de 10°
UFC/ml) y la utilizan como medio de transporte para dirigirse a otros lugares del tracto
digestivo (Kleessen et al., 2000).

En el estomago y el duodeno, la mayoria de las bacterias deglutidas no
sobreviven. En el estobmago porque el jugo gastrico es extremadamente acido (pH 2,5 a
3,5) y, generalmente, esta libre de bacterias. No obstante, inmediatamente después de
las comidas el pH aumenta y el recuento microbiano aumenta hasta 10> UFC/ml con un
descenso posterior a 10> UFC/ml.

Las bacterias que sobreviven al estdbmago son especies resistentes al acido e
incluyen microorganismos Gram positivos (estreptocos, lactobacilos y levaduras) y
Helicobacter pylori (Kleessen et al., 2000). Debido a lo agresivo de los liquidos
intestinales y al tiempo corto de transito, en el duodeno es dificil la colonizacion estable
de las bacterias por lo que contiene un niimero relativamente bajo de microorganismos

en transito (10° a 10* UFC/ml) (Holzapfel et al., 1998; Guarner y Malagelada, 2003).
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En el intestino delgado, desde el duodeno hacia abajo, la composicion 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 10° UFC por ml. En el intestino delgado proximal, ademés de las
especies encontradas en el estomago se aislan 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 adhesion de
estas bacterias (Mackie et al., 1999).

En el yeyuno e ileon existe un incremento continuo en el nimero (>10°UFC/g) y
variedad de la microbiota con lo que, ademas de las bacterias acido lacticas, Hay un
namero considerable de bifidobacterias, de anaerobios facultativos (Bacteroides y
Fusobacterium) y de anaerobios estrictos que estan presentes en nimero creciente a
partir de la valvula ileocecal (Holzapfel et al., 1998).

La microbiota en la parte distal del intestino delgado es mucho mas densa (> 10°
UFC/ml) y se asemeja a la del ciego, con gran cantidad de bacterias anaerobias estrictas
y es considerada una zona de transicion (Mackie et al., 1999; Kleessen et al., 2000;
Hooper et al., 2002). En los adultos los Bacteroides son las especies mas comunes
(10", seguido por microorganismos Gram positivos no esporulados (10°a 10'’) como
Eubacterium, Lactobacillus, cocos anaerobios (Peptostreptococcus, Ruminococcus,
Coprococcus, Veillonella, Acidaminococcus y Streptococcus); y el género Clostridium
(107- 10 UFC/g).

En el intestino grueso, son comunes los microorganismos anaerobios
facultativos (Streptococcus y Enterococcus). Asi mismo, Escherichia coli es la bacteria
anacrobia facultativa Gram negativa (10%g de heces) que mas se aisla; otros
microorganismos Gram negativos como Klebsiella pneumoniae y Enterobacter cloacae
tienen recuentos menores. Diversos bacilos, Staphilococcus aureus y Candida albicans
se aislan en una concentracion de 10°/g de heces (Kleessen et al., 2000).

Los pocos estudios realizados en relacién con la composicién de la microbiota
asociada a la mucosa del colon sugieren que las poblaciones epiteliales son similares a
las del lumen aunque en cantidades menores (10°-10'%). Sin embargo, con métodos de
biologia molecular, se ha encontrado que la diversidad microbiana tanto en el colon
como en las heces es mas grande de lo que previamente se habia descrito ya que la

mayoria de las bacterias encontradas con estos métodos genéticos no habian 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, ademas de
las eubacterias, las bifidobacterias B. bifidum, B. longum, B. adolescentis y B. animalis
representan las especies mas importantes (Harmsen et al., 2000).

En el lumen las bacterias pueden vivir de forma separada, pero el examen
microscopico 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 sélidos. El andlisis microbiano de particulas de alimentos parcialmente
digeridas muestra que las poblaciones bacterianas crecen en superficies particulares y, al
menos fisicamente, las poblaciones son similares a la microbiota no adherente con
predominio importante de bacteroides y bifidobacterias (Mcfarlane et al., 2000). Por
ultimo, se ha encontrado que la microbiota asociada a la mucosa del recto es
aproximadamente la misma que en el colon (Kleessen et al., 2000).

Ademas de las condiciones ambientales del tubo digestivo, la cantidad y
variedad de las bacterias en las diferentes regiones del mismo estd determinada por una
gran diversidad de factores complejos intrinsecos y extrinsecos (Mackie et al., 1999)
(Tabla 1). De igual forma, asi 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 mas del 60% de las bacterias

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

Existe un creciente nimero de estudios que apuntan a la vision de una co-
evolucion 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 adaptacion a

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

En los ultimos afios se ha hecho evidente que la microbiota intestinal presenta
efectos beneficiosos a través de diferentes vias, jugando un rol importante sobre:
metabolismo energético, digestion y sintesis de nutrientes, sintesis 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

Adhesion

Motilidad

Esporas, capsulas, enzimas y componentes antimicrobianos
3. Interacciones microbianas

Sinergia

Cooperacion metabolica

Cambios en el pH y tension de oxigeno

Antagonismo/estimulacion

Acidos grasos de cadena corta/aminas

Componentes antimicrobianos, sideréforos

Alimentos
4. Dieta

Composicion

Fibras no digeribles

Compuestos no nitrogenados

Leche materna
5. Drogas
Modificadores de la motilidad intestinal
Antibidticos
Antiacidos y bloqueadores de la produccion de HC1
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Funciones metabolicas

La informacion genética contenida en la gran cantidad de microorganismos de la
microbiota intestinal, codifica cientos de genes que estdn ausentes en el genoma
humano, entre ellos el procesamiento de los polisacaridos de la dieta, metabolismo de
complejos proteicos, sintesis de vitaminas y produccion de energia para mantener la

homeostasis intestinal (Cani y Delzenne, 2009).

El metabolismo microbiano es responsable de la conversion 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 energia de los residuos
alimentarios no absorbidos, de las células de descamacion intestinal y de las secreciones
a través de la fermentacion de los hidratos de carbono y proteinas, asi como de la
absorcion de los dacidos grasos de cadena corta y otros productos metabolicos

(Mcfarlane et al., 2000).

Los mamiferos no tienen la capacidad de degradar polisacaridos complejos, pero
transportan activamente azlcares simples de la dieta, como glucosa, a través de los
enterocitos del intestino delgado. Los polisacaridos complejos transitan por el tracto
gastrointestinal hacia el colon, donde la colonizacion bacteriana es mayor. Estos
polisacéridos complejos como celulosa, almidon resistente y mucinas del mucus
intestinal son descompuestos por la microbiota generando, por ejemplo, acidos grasos
de cadena corta que son absorbidos y usados por los enterocitos como principal fuente

de energia (Jacobs et al., 2009).

Las dietas que se consumen tipicamente en Europa aportan a la fermentacion
bacteriana entre 50 y 60 gramos de hidratos de carbono al dia, los cuales producen 0,5 a
0,6 moles de acidos grasos de cadena corta con un valor energético total de 140 a 180
kilocalorias, que representan aproximadamente 10% del requerimiento caldrico basal
del individuo (Hooper et al., 2002). Esta funcion es tan importante que los roedores
libres de bacterias en el intestino o gnotobidticos, para mantener su peso, necesitan
ingerir 30% mas de energia que los animales con microbiota, lo que prueba que las
bacterias intestinales ayudan al huésped a extraer el maximo valor energético de los
alimentos (Hooper et al., 2002; Inoue y Ushida, 2003). Se calcula que en el adulto, el

epitelio coldnico obtiene entre 60 y 70% de sus necesidades energéticas a partir de los
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productos de fermentacion bacteriana, principalmente del acido butirico (Hooper et al.,
2002). Sin embargo, se ha descrito que el nifio alimentado al pecho materno tiene una
muy baja produccién de acido butirico debido a lo cual, se ha postulado que en estos
nifios esta funcidon no sea tan importante como previamente se habia creido o que los
enterocitos de estos neonatos tengan caracteristicas diferentes de las del adulto (Parret y

Edwards, 1997).

Ademas de ser capaz de metabolizar polisacaridos complejos, la microbiota
también modula la captacion y deposito de los lipidos de la dieta. También ha
demostrado suprimir la inhibicion de la lipoprotein lipasa (LPL), aumentando la
actividad de la LPL en el tejido adiposo y, por tanto, estimulando la captacion de acidos
grasos por los adipocitos (Backhed et al., 2004). Ademas, contribuye a suprimir en parte
la sintesis hepéatica de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), resultando en una
disminucion significativa de los triglicéridos circulantes y en menor medida los niveles

de colesterol (Resta, 2009).

La microbiota también contribuye a la homeostasis de los aminoacidos en el
huésped. En aquellos animales no rumiantes ni copréfagos, la proteina microbiana no se
utiliza en gran medida por el huésped; sin embargo, una pequefia cantidad de los
requerimientos de ciertos aminoacidos es proporcionada por la sintesis bacteriana. Este
hecho fue observado al marcar aminoacidos con N'° y encontrar que entre 1y 20% de la
lisina y la treonina circulante de estos animales derivd de las bacterias intestinales
(Holzapfel et al., 1998; Metges, 2000). También, algunas bifidobacterias marcadas con
Ny administradas por via bucal, al ser destruidas en el lumen, aproximadamente 90%
de las proteinas es absorbida por el intestino y 70% se retiene en el organismo (Gil y

Rueda, 2000).

Los productos de la fermentacion bacteriana han sido implicados en la
motilidad, la circulacion, y la estimulacion del flujo intestinal y visceral que modulan la
maquinaria metabdlica intrinseca de las células del huésped, lo cual resulta en una
absorcion mas 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).
Ademas de la capacidad de la microbiota para metabolizar numerosos polisacaridos 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 coldnicos también producen vitaminas, aunque
algunas de estas también se pueden obtener de la dieta (vitaminas K y C, acido félico,
biotina, niacina), aunque para ciertas vitaminas (K, B,) la presencia de la microbiota es

crucial para nuestra supervivencia (Resta, 2009).

Funciones troficas

Posiblemente el papel mas importante de la microbiota intestinal sobre la
fisiologia colodnica es su efecto trofico en el epitelio intestinal (Guarner y Malagelada,
2003). La diferenciacion de las células epiteliales estd afectada en gran medida por la
interaccion con los microorganismos residentes (Hooper et al., 2001) y sus productos
metabolicos, principalmente por los acidos grasos de cadena corta como acetato,
propionato y butirato que estimulan la proliferacion y diferenciacion de las células
epiteliales en el intestino humano (Bezitzoglou, 1997). El acetato es utilizado por los
musculos esquelético y cardiaco para obtener energia 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 patrén alterado de células madres de las células epiteliales, lo
que modifica los tiempos de diferenciacion 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 regulacion de la transcripcion de proteinas
angiogénicas (Hooper et al., 2001). Ademas, varias cepas de Lactobacillus han
demostrado contribuir al mantenimineto de las uniones estrechas del epitelio intestinal,
proporcionando un efecto protector frente a bacterias patdogenas o lesiones intestinales

(Lutgendorff et al., 2008).

Funciones protectoras

La microbiota intestinal nativa representa una barrera fisica para la entrada de
patégenos por exclusion competitiva, como la ocupacién de los sitios de union,
consumo de nutrientes y produccion de sustancias antimicrobianas. Ademas, 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 actian sobre estructuras de la superficie de bacterias
comensales y patdgenas (Hooper, 2009). Esto permite que una de las principales
funciones de los péptidos antimicrobianos sea regular la composicion y numero de la
microbiota intestinal. Este proceso es bidireccional, ya que productos del metabolismo
de diferentes especies bacterianas han mostrado estimular la produccion 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 actiian contra bacterias patogenas, 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 secrecion de compuestos y por modulacion de la
respuesta inmunitaria (Corr et al., 2007). Compuestos secretados por Lactobacillus
parecen disminuir la colonizacion de bacterias patogenas, 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 enteropatogenas, tanto Gram positivas como Gram negativas

(Lievin-Le et al., 2006).

INMUNOMODULACION

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 antigenos 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 lamina propia a lo largo del intestino delgado. Este sistema es
considerado el 6rgano inmunitario mas 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 linfatico presente en la ldmina propia de la pared
intestinal y en la placa epitelial (Hanson et al., 2003). Basicamente, el GALT esta
constituido por células T y B intraepiteliales, células M insertas entre los enterocitos,
células dendriticas, cuyos pseudopodos alcanzan la luz intestinal, a través de las
denominadas, uniones cerradas de los enterocitos, y macrofagos y células T y B
presentes en la lamina propia. Ademads, las placas de Peyer estdn constituidas
fundamentalmente por células B. Los propios enterocitos, al ser células procesadoras de

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

La colonizacion bacteriana del tracto gastrointestinal afecta de forma directa la
composicion del GALT, ya que después de la exposicion a microorganismos luminales,
el namero de linfocitos intraepiteliales se expande de forma significativa, los centros
germinales con células productoras de inmunoglobulinas aumentan rapidamente en los
foliculos y la concentracion 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 especificos para
cada antigeno en particular. En contraste, el sistema innato responde a estructuras
comunes llamadas patrones moleculares asociadas a patégenos (PAMP), compartida por
la gran mayoria de estos. La respuesta primaria frente a los patégenos es desencadenada
por los receptores reconocedores de patrones (PPR), los cuales se unen a los PAMP.
Dentro de los PPR se encuentran los receptores analogos de Toll (Toll-like receptors-
TLR-), dominios de unién a oligonucle6tidos (NOD), moléculas de adhesion y lectinas.
Estos receptores son altamente expresados en células presentadoras de antigenos, como
macrofagos y células dendriticas (DC). Aunque también son expresados en las células
epiteliales intestinales, las que se encuentran en contacto directo con la microbiota e

influyen en la iniciacion y regulacion de la respuesta inmunitaria (Artis, 2008) (Figura
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3). Los TLR reconocen principalmente componentes microbianos especificos y
desencadenan la activaciéon de vias de sefializacion celular, las cuales inducen la
produccion de citoquinas, productos antimirobianos, quimoquinas y la maduracion 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
gnotobidticos. Se ha descrito que los animales en ambientes gnotobioticos presentan
placas de Peyer pobremente formadas y la composiciéon de CD4'T, y células B
productoras de Inmunoglobulina A (IgA) esté alterada en la lamina propia (Artis, 2008).
Tienen bajas densidades de células linfoides en la mucosa intestinal, las estructuras
foliculares especializadas son pequefias y la concentracion de inmunoglobulinas
circulantes es baja (Pedone et al., 1999; Tannok, 2001). En la periferia, el desarrollo de
areas foliculares de células T y B en el bazo y nédulos linfoides periféricos se encuentra
también alterado (Smith et al., 2007). La introduccion de un producto aislado de
Bacteroides fragilis, una de las especies bacterianas comensales dominantes en raton,
corrige los defectos en el tejido linfoide periférico de un ratén gnotobidtico (Mazmanian
et al., 2005). Lo que demuestra que las sefiales 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 activacion
inmunitaria para programar patrones de expresion de genes que se requieren para el

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

Ademas de la regulacion del desarrollo del sistema inmunitario intestinal y
sistémico, recientes estudios han sugerido que la adquisicion o composicion de la
microbiota podria desencadenar o influir en el curso de varios estados de enfermedades

inflamatorias o metabodlicas (Hormannsperger y Haller, 2010).

MICROBIOTA Y DESORDENES EXTRA-INTESTINALES

La relacion 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 alteracion de esta
homeostasis podria ser la responsable de algunas enfermedades o desordenes, lo cual

puede involucrar al sistema gastrointestinal, a 6rganos accesorios del intestino u érganos

39




Antecedentes

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 antibidticos en la prevencion y
tratamiento de la inflamacion, tanto en animales como en humanos. También, se ha
asociado a una alteracion de la funcidon y composicion de la microbiota, lo que produce
sobreestimulacion del sistema inmunitario, disfuncion epitelial y mayor permeabilidad
de la mucosa intestinal. Aunque los patogenos tradicionales probablemente no son
responsables de estos desérdenes, 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).

NOD Enterocito

TR
Patégeno
—

e sas Célula Dendritica
Probidtico

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 Organos
accesorios al intestino. Se ha atribuido una participacion de la microbiota en la
formacion de célculos biliares, ya que dentro de las causas de esta patologia se incluyen
alteraciones de la secrecion y metabolismo del colesterol y de acidos biliares, asi como
de la motilidad intestinal, donde la microbiota intestinal estd indirectamente implicada
(Wang et al., 2009). Asimismo, se ha observado la presencia de miembros de la
microbiota intestinal en la bilis, lo que podria ser debido a un aumento de la
permeabilidad intestinal durante la obstruccion biliar (White et al., 2006). Esta

contaminacion podria provocar litogénesis mediante la induccion de colestasis.

En investigaciones realizadas en ratas con cirrosis a las que se les administro
factor de crecimiento tipo insulina I (IGF-I), factor responsable del mantenimiento de la
barrera intestinal, se observé que el IGF-I es capaz de limitar el desarrollo de cirrosis
hepética en animales con dafo hepatico por aumento de la funcion de barrera intestinal
y que, ademas, reduce los niveles de translocacion bacteriana (Lorenzo-Zuiiga et al.,
2006). En pacientes con cirrosis hepatica se observa una alteracion de la composicion de
la microbiota, con una reduccion de los recuentos de Bifidobacterium (Zhao et al.,

2004).

Una complicacién de la cirrosis hepatica es la encefalopatia hepatica, que ocurre
por acumulacion de sustancias neurotoxicas a nivel sanguineo produciendo
manifestaciones neuroldgicas en el paciente. Se ha observado el efecto de probidticos
y/o prebiodticos sobre la encefalopatia hepatica. Pacientes que recibieron una mezcla
simbidtica presentaron una reversion en el 50% de los casos y solo algunos de los que
recibieron prebidtico revirtieron este proceso. Este efecto es acompafiado por un

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

La investigacion sobre la microbiota intestinal durante estos ltimos afios, se ha
centrado en dilucidar la contribucion de ésta en la etiologia de las enfermedades
humanas y su participacion en algunas enfermedades complejas que residen en 6rganos

extra intestinales.
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Figura 4. Asociacion 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 implicacion
directa de la microbiota intestinal en la regulacion de la homeostasis energética tanto en
ratas como en humanos. El andlisis de la microbiota de ratones genéticamente obesos
(ob/ob, con una mutacion en el gen de la leptina) mostraron 50% menos de
Bacteroidetes y un aumento en la proporcion de Firmicutes, en comparacion 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
relacion Bacteroidetes/Firmicutes de obesos alimentados con una dieta hipocalorica

cambia hacia la relacion 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 expresion de genes que codifican enzimas que intervienen en la
degradacion de polisacaridos de la dieta (Turnbaugh et al., 2006), observandose una
disminucién significativa de la energia contenida en las heces de los ratones obesos en
comparacion con sus homologos delgados, lo que demuestra el aumento de la capacidad

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

Han pasado décadas desde que por primera vez se propuso la “hipotesis de la
higiene”, una teoria que sugiere que los factores que influyen en el grado de exposicion
de un individuo a microorganismos patogenos, tales como saneamiento, hogar,
exposicion a mascotas, uso de antibidticos, etc., aumenta, drasticamente la prevalencia
de enfermedades atopicas como eccema, fiebre del heno y asma, sobre todo en paises
que han adoptado una forma de vida “occidental” (Strachan, 1989). Recientemente, se
ha propuesto que esta hipdtesis debe ser revisada para incorporar la funcién de la
microbiota intestinal. Esta ha sido presentada como la “hipdtesis de la microbiota”, que
sugiere que perturbaciones en la microbiota intestinal como resultado de la escasa
exposicion a microorganismos debido a cambios en la dieta y al uso de antibidticos 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 inmunoldgica, aumentando asi la

incidencia de alergias (Noverr y Huffnagle, 2005).

Varios estudios de cohorte han indicado la asociacion entre el uso de antibidticos
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 sintomas alérgicos se
correlacionan positivamente con la anterior administracion de antibioticos. Otros
estudios prospectivos han observado una disminucion significativa en ciertos grupos
bacterianos de la microbiota intestinal y han sido correlacionados con sintomas de
alergia a temprana edad. También, se ha relacionado los niveles de Bifidobacterium y
Enterococcus spp., con sintomas 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 nifios de 2 afios de edad con sintomas de atopia,

presentan una alta relacion Bacteroidetes/Bifidobacterium (Suzuki et al., 2008).
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En estudios de alergia a la leche de vaca (ALV), una de las alergias mas
comunes en nifios, que presenta diferentes sintomas cutdneos (eritema, urticaria),
gastrointestinales (nauseas, vomitos, diarrea y sindrome de alergia oral) o respiratorios
(rinoconjuntivitis, estridor y asma), se ha descrito que estos nifios presentan una
cantidad total de bacterias y de bacterias anaerobicas mayor que los nifilos 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 nifios controles (Thompson et al.,

2010).

Debido a que aun no se conoce la mayor parte de la microbiota intestinal, a pesar
del conjunto de técnicas utilizadas para poder cuantificarla y determinar su
composicion, la informacion disponible puede ser dificil de comprender. Se necesitan
mas 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 autodestruccion de las células productoras de insulina en el pancreas. Sin embargo,
lo que no se conocia hasta hace poco, es que la DT1 también estaria vinculada a los
cambios de la microbiota intestinal. Se han estudiado modelos de ratas que desarrollan
espontaneamente DT1. En estas ratas BB-DP, se caracterizdo la microbiota antes y
después de la aparicion de la DT1, las ratas saludables que posteriormente desarrollaron
la enfermedad presentaron un nimero significativamente mayor de Bacteroidetes, en
comparacion a las que no presentaron la enfermedad (Brugman et al., 2006). Ademas,
las ratas que recibieron una combinacion de antibidticos y dieta estandar, presentaron
una reduccion del 50% en la incidencia de DT1, mientras que la en ratas que recibieron
antibioticos y dieta alta en caseina (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 antibiotico y
una dieta estandar (Schwartz et al., 2007). Estos estudios establecen un importante

vinculo entre la microbiota intestinal y el desarrollo de autoinmunidad.
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COLONIZACION BACTERIANA EN EL INTESTINO DEL NINO

La primera colonizacion del intestino es uno de los estimulos mas 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 pequefas cantidades de
microorganismos inmediatamente después del nacimiento (5 x 10*a 5 x 10%), siendo las
bacterias mas frecuentemente Staphylococcus, Streptococcus, Propionibacterium y
Corynebacterium. Cuando las membranas amnidticas se rompen las bacterias de la
microbiota intestinal y vaginal materna también pueden aislarse (Bjorksten, 1999). Bajo
circunstancias normales, la colonizacion inicial del intestino del nifio 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 inoculacién con
bifidobacterias, enterobacterias, bacteroides, clostridios y cocos Gram positivos

(Bjorksten et al., 2001).

Un hallazgo constante es que todos los nifios son inicialmente colonizados por E.
coli y Streptococcus, que a veces alcanzan cifras de 10%a 10'° UFC/g de heces, por lo
que se ha propuesto que son las responsables de la creacion 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 colonizacién bacteriana

El origen de las cepas bacterianas que colonizan a los nifios incluye la
microbiota vaginal de la madre, de la piel de padres y hermanos, leche materna y otros
alimentos. Por lo que el patron de colonizacion influye en mayor o menor medida por el

tipo de nacimiento y modo de alimentacion, estructura familiar y otros habitos.

Tipo de nacimiento

Nacimiento vaginal
Normalmente la colonizaciéon se inicia durante el parto por exposicion a la

microbiota de la madre; a esta forma de adquisicion microbiana se le conoce como
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transmision vertical y a las posteriores como transmision horizontal (Inoue y Ushida,
2003).

Con el largo proceso del nacimiento por via vaginal se hace mas viable el
aislamiento de microorganismos en el estomago 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 gastrico 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 mas de 18 grupos diferentes de bacterias en el tracto
gastrointestinal inferior de la mujer embarazada y esas son las principales bacterias a las
que esta expuesto el recién nacido, siendo E. coli y Strepcococcus sp. las que con mayor
frecuencia se aislan del tracto digestivo del nifio (Mackie et al., 1999).

En los neonatos las bacterias aparecen en las heces durante los primeros dias de
vida, siendo las primeras E. coli, Streptococcus sp., Enterococcus sp. y Bifidobacterium
que aparecen alrededor del dia 3 de vida extrauterina. Hacia el décimo dia postnatal, la
mayoria de los neonatos sanos a término estdn colonizados por una microbiota
bacteriana heterogénea, en donde predomina Bifidobacterium en los alimentados al
pecho y una microbiota mixta en los que reciben féormula (Walker y Duffy, 1998;

Mackie et al., 1999).

Nacimiento por cesarea
Estos nifios inician la vida practicamente sin bacterias y son privados del

contacto con la microbiota vaginal e intestinal de su madre, y la colonizacién 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 nifios nacidos por cesarea pueden
también estar expuestos a las bacterias de su madre, pero la exposicion inicial es mas
frecuente con gérmenes del ambiente (equipo, aire y otros nifios) siendo el vector el
personal de enfermeria (Mackie et al., 1999). Existen datos acerca de que las mismas
cepas de Bifidobacterium se detectan en las heces de nifios nacidos en el mismo
hospital, lo que sugiere una forma de transmision horizontal (Inoue y Ushida, 2003).

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

transferidos mecdnicamente de la madre al recién nacido por varios mecanismos tales
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como la succion, los besos y el cuidado materno (Mackie et al., 1999). En estos nifios,
la colonizacién anaerobia es generalmente retardada y la microbiota estd compuesta por
bacterias microaerofilicas, anaerobios facultativos y bacterias esporuladas (Clostridium)
que se encuentran en el medio hospitalario. Entre los dias 4 y 6, todos los nifios nacidos
por via vaginal son colonizados por bacterias anaerobias pero solo el 9% de los nacidos
por cesarea tienen estas bacterias (Kleessen et al., 2000). Los microorganismos
introducidos durante los primeros siete dias de vida tienen una baja capacidad de
colonizacién y la adquisicion de bacteroides anaerobios esta retrasada. Anteriormente,
se creia que la colonizacion por Bifidobacterium y E. coli era similar a la de nifos
nacidos por via vaginal, (Walker y Dufty, 1998), pero ahora se sabe que en paises 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 niflos de paises en vias de desarrollo se encuentra una fuerte
exposicion y adquisicion de bacterias en etapas tempranas de la vida (Walker y Duffy,
1998; Mackie et al., 1999). No obstante, los nifios nacidos por cesarea pero que se
pueden alimentar al pecho, son colonizados en gran parte por las bacterias de la leche

materna (Martin et al., 2003)

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

comun y se realizan esfuerzos para evitar la propagacion 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 comun (el Mohandes et al., 1993; Hallstrom et al., 2004). Estos
microorganismos pueden ser seleccionados por su resistencia a antibidticos de amplio

espectro.

Condiciones sanitarias

Los nifios que viven en malas condiciones sanitarias y de hacinamiento en los
paises no desarrollados son colonizados antes por E.coli y otras enterobacterias,
enterococos, y lactobacilos que los nifios en los paises desarrollados. También tienen un
mayor numero de especies y una mas rapida rotacion 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 mas rapido en paises no
desarrollados. Por ejemplo, nifios paquistanies 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 nifios suecos
tienen una tasa de colonizacién mas 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 nifios en paises 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 patron de
colonizacidn también se ha observado en Europa. Los nifios de Estonia son colonizados
antes por lactobacilos y eubacterias en comparacion con los nifios de suecos (Sepp et

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

Tipo de alimentacién

La alimentacion de los lactantes con leche materna es también uno de los
factores importantes en la iniciacion y desarrollo de la microbiota intestinal del neonato.
La leche materna hasta hace muy pocos afios era considerada un fluido estéril; sin
embargo, la leche humana contiene varias especies bacterianas con recuentos

relativamente elevados, aunque todavia son escasos los estudios sobre su microbiologia.

Los antecedentes actuales indican que entre las bacterias que se aislan con
mayor frecuencia en la leche materna se encuentran diversas especies de los géneros
Staphylococcus, Streptococcus, Enterococus, Lactococcus, Lactobacillus, Weissella y
Leuconostoc (Heikkild y Saris, 2003; Martin et al., 2003; Ng et al., 2004). Ademas, la
leche humana contiene diferentes compuestos con actividad bioldgica de distinta
naturaleza quimica, donde parecen intervenir lipidos, péptidos y oligosacaridos con
actividad antimicrobiana, nucleo6tidos, enzimas, anticuerpos, macrofagos, linfocitos, y
bacterias que componen la microbiota de la leche humana (Isaacs, 2005; Gil, 2002).
Para los oligosacaridos que constituyen una fraccion significativa de los componentes
de la leche humana, se han identificado mas de 200 especies moleculares distintas
(Ninonuevo et al., 2006). Se ha descrito a través de la secuenciacion del genoma, que
las bacterias Bifidobacterium bifidum y, Bifidobacterium longum tienen la capacidad de
degradar estos oligosacaridos (Miwa et al., 2010), aunque esta misma capacidad no se

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

del nino.

Estudios realizados en nifios alimentados con leche materna sobre la
composiciéon de la microbiota, aportan datos controvertidos; principalmente esto se
puede atribuir a las diferentes técnicas utilizadas en el analisis de la microbiota
intestinal, (Adlerberth et al., 2009). En nifios amamantados con leche materna se
observa una mayor proporcion de bifidobacterias y una significativa disminucion de
Bacteroides, Clostridium coccoides y Lactobacillus comparados con nifos alimentados
con formulas (Fallani et al., 2010). Ademas, presentan una mayor diversidad de

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

Colonizacion durante el primer afio de vida

En todos los casos existe un aumento del nimero de bacterias en la primera
semana; durante este tiempo se obtienen recuentos bacterianos de 10° UFC/g, sin que
influya la via de nacimiento. Esta similitud se debe a que, al nacer, el ambiente en el
intestino del nifio muestra un potencial redox positivo, que permite la colonizacién
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 dias los alimentados al pecho muestran
un recuento superior de colonias, debido a la contaminacion por la leche y la piel
materna. La leche contiene bacterias acido lacticas, como L. gasseri y E. faecium, y es
fuente natural de bacterias para el intestino del recién nacido (Martin 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 afio se establece un patréon parecido al del adulto y se
desarrolla el tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal (GALT) que se convierte en

el 6rgano mas importante del sistema inmunitario adaptativo (Bjorksten, 1999).

Colonizacion a partir del segundo afio
La microbiota del colon de los nifios es generalmente vista como casi idéntica a

la de los adultos a partir de los 2 afios 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
observacion de que la microbiota no se iguala a la del adulto sino hasta la nifiez tardia.
Se ha descrito que una vez que se ha establecido el climax 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 afio de vida, la microbiota del
nifio forma placas densas que actuan en forma efectiva como barrera para la
colonizacién de la microbiota exdgena, alcanzando una velocidad de replicacion que
sobrepasa los mecanismos de eliminacion bacteriana del huésped (Mackie et al., 1999;

Kleessen et al., 2000).

RELACION ENTRE EL INTESTINO Y LA MICROBIOTA

La relacidn entre intestino y microbiota es muy estrecha y puede ser vista como
una relacion simbiotica, ya que por ejemplo, la microbiota puede degradar hidratos de
carbono que el intestino no puede debido a la falta de maquinaria enzimatica. Los
productos generados por esta degradacion son principalmente utilizados como
nutrientes del epitelio intestinal, como sucede con los &cidos grasos de cadena corta.
Ademas, la presencia de esta microbiota tiene un efecto de inmuno-modulacion, ya que
la principal caracteristica fisiolégica de la mucosa intestinal es la capacidad de
desarrollar una respuesta enérgica contra patdégenos 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 asi, a la estabilidad de la microbiota intestinal. Por
esta razon, tener una microbiota de composicion normal puede ayudar al huésped al
desarrollo fisioldgico, inmune y metabolico. Este ecosistema se mantiene en equilibrio,
y cualquier causa que lo rompa puede desencadenar alguna patologia (diarreas,

enfermedades inflamatorias, alergias, etc.).

Es de interés entender la importancia de este ecosistema, sobre todo la funcion
de cepas no patologicas. Sobre esta idea se ha desarrollado el concepto de probidticos

como mediadores de la salud humana. Dentro de las diferentes areas estudiadas, la
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influencia de los probidticos sobre el sistema inmunitario tanto intestinal como
sistémico y la modulacion de la expresion génica en diferentes situaciones, es una de las

mas interesantes.

PROBIOTICOS
Concepto de probidtico

La creciente preocupacion por comer sano ha cambiado el concepto de nutricion.
La dieta, ademas de aportar los nutrientes necesarios, puede contener alimentos que
promueven especificamente 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 prevencion de enfermedades cronicas. En este ambito, 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 capsulas 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 probidticos, microorganismos vivos que,
ingeridos en cantidades suficientes, modulan o actiian sobre determinadas funciones del
organismo, produciendo un efecto beneficioso, mas alld 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 histdricas que indican que el historiador romano Plinio en el afio 76
A.C. recomendd el uso de productos fermentados de leche para el tratamiento de

gastroenteritis (Senmier y De Vrese, 2001).

A comienzos del siglo pasado, el microbidlogo Ruso Elie Metchnikoff (1845-
1916) sugirido que el consumo de leche fermentada modulaba la microbiota intestinal

produciendo un efecto positivo en la salud humana (Metchnikoff, 1908). Fijé su
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atencion en el hecho de que en Bulgaria existia un increible nimero de personas
centenarias, a pesar de ser uno de los paises europeos mas pobres. Observd que los
bulgaros consumian grandes cantidades de yogur. Metchnikoff logrd aislar las bacterias
responsables de la produccion del yogur que utilizé en sus investigaciones. Era el inicio
del estudio de los probiodticos. Metchnikoff se volvio un firme defensor del concepto de
que la dieta puede proteger el cuerpo frente a la invasion de patéogenos y en
consecuencia mejorar y prolongar la calidad de vida. Fue ademads la primera persona en
desarrollar un preparado utilizando lactobacilos en forma de céapsula, denominado

Lactobacillin.

En la misma época, el microbidlogo francés Tissier observo que la microbiota
fecal de recién nacidos amamantados al pecho presentaban mas bacterias del género
Bifidobacterium que la microbiota fecal de nifios que habian recibido leche artificial y

reconocid el papel benéfico de este microorganismo.

Mas tarde, en 1940, apareci6 la Leche Bifidus, para paliar las deficiencias
nutritivas de los nifios durante la 1* Guerra Mundial. En 1950, la fabrica Degusta,
elabora el Biogur y el Bio-garde. En 1989, en Suiza aumenta el consumo y la
produccion de leches fermentadas. En 1993, dos investigadores, Modler y Vila-Garcia,

desarrollan el primer yogur bio de baja acidez.

En 1965 Lilly y Stillwell utilizaron por primera vez el término probidtico, para
nombrar a los productos de la fermentacion lactica. Pero la definicion de probidtico mas
valida y usada serd la enunciada mas tarde por Fuller (Fuller, 1989; 1992). Este los
define como: “suplementos de microorganismos vivos que afiadidos 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 defini6 a los
probidticos como microorganismos vivos, que cuando son ingeridos en cantidades
suficientes, tienen efectos beneficiosos sobre la salud, lo que va mas alla 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 poblacion en general o para grupos

particulares de la misma.

Actualmente existen criterios internacionalmente aceptados para la definicién de

microorganismos probidticos; €stos se pueden ver en la tabla 2.

Las bacterias probiodticas pueden influir en todas las células del intestino y
dentro de los mecanismos de accidon de estos, encontramos efectos sobre la microbiota
(Backhed y Ley, 2005), la modulacion de la funcion inmunitaria (Pickard et al., 2004;
Kalliomaki 2004) y el aumento de la funciéon de la barrera epitelial (Madsen et al.,

2001; Isolauri y Salminen, 2005).

Tabla 2. Criterio de definicion de un probiotico.

Criterio de definicion de un microorganismo que puede ser considerado

probiotico

Ser de origen humano.

Ser de naturaleza no patégena.

Ser resistente a la destruccion por procesos tecnologicos.
Ser resistente a la destruccion por el acido géstrico y la bilis.
Adbherirse al epitelio intestinal.

Ser capaz de colonizar el tracto gastrointestinal.

Producir sustancias antimicrobianas

Modular la respuesta inmunologica

o ® N Nk w D=

Influenciar las actividades metabolicas humanas (asimilacion de colesterol,

produccion de vitaminas etc).

En el desarrollo de los alimentos probioticos propuestos para el consumo
humano, las cepas de las bacterias del acido lactico, como Lactobacillus y
Bifidobacterium, han sido las mas habituales (Lebeer et al., 2010). Las bacterias acido-
lacticas son Gram positivas, no forman esporas, crecen de forma anaerobia con
metabolismo fermentativo y se han aplicado en la conservaciéon de productos
fermentados (Holzapfel et al., 2001). El grupo mas amplio es el género Lactobacillus,
que presenta mas de cincuenta especies diferentes (Tamine, 2002). Por otro lado,

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

1989).

La evidencia de la eficacia de varios probidticos es razonablemente fuerte,
principalmente como resultado de los estudios clinicos y de meta-andlisis, para la
malabsorcion de lactosa, (Adolfsson et al.,, 2004; Piaia et al., 2003) infecciones
gastrointestinales (Brownlee et al., 2003) y diarrea asociado al uso de antibidticos

(D’Souza et al., 2002).

Los probidticos se han consolidado como una alternativa al uso de antibidticos
en la prevencion o tratamiento de desOrdenes gastrointestinales (Ouwehand et al.,
2004). Por otra parte, los medicamentos pueden producir complicaciones, incluyendo
fenémenos de resistencia y toxicidad cronica a largo plazo (O’Flaherty et al., 2005). Se
ha descrito en estudios “in vitro” que algunos Lactobacillus inhiben la adhesion de otras
bacterias anaerdbicas como Clostridium, Bacteroides, Bifidobacterium, Pseudomonas,

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

Ademads de la actividad antibacteriana de los probidticos, se ha descrito un
potencial antivirico, principalmente en rotavirus, causantes de diarreas (Zhang et al.,
2008). Los lactobacilos son capaces de potenciar respuestas antigénicas especificas
inducidas por vacunas bacterianas o viricas, como gripe (Olivares et al., 2007), polio
(de Vrese et al., 2005), difteria y tétanos (West et al., 2010). Los beneficios de los
probidticos no se limitan exclusivamente al tracto gastrointestinal. Tanto en nifios como
en adultos, son utiles en el tratamiento y/o prevencion de alergias y enfermedades de

distinta indole, como diarrea, vaginitis, dermatitis atopica o cancer (Huang et al., 2009).

Microorganismos probidticos

Entre las bacterias consideradas probidticas, se encuentran principalmente las de
los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, importantes en la microbiologia de los
alimentos y la nutricion humana debido a su rol en la produccién de alimentos y su
conservacion, también por las propiedades probidticas que presentan algunas cepas.
Estas propiedades son de una creciente importancia y reciben la atencion de tanto los

consumidores como de los profesionales de salud.

El género Lactobacillus pertenece a las bacterias acido lacticas (BAL), una

definicion que agrupa especies de bacterias, capaces de producir acido lactico como el
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principal producto final de la fermentacién de hidratos de carbono. El género
Bifidobacterium, aunque tradicionalmente figura entre las BAL, estd muy poco
relacionado filogenéticamente con las verdaderas BAL y sus especies utilizan una via
metabolica diferente para la degradacion 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, microaerédfilos y quimioorganotréficos 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 mas 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 polimorficas, presentan una forma bacilar o bacilar ramificada. Son
anaerdbicas, quimioorganotroficas y presentan un metabolismo fermentativo. A partir
de diversos hidratos de carbono producen acido pero no gas. Se encuentran en animales

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

Tax6énomicamente el género Bifidobacterium pertenece al Phylum
Actinobacteria, clase  Actinobacteria, orden Bifidobacteriales, familia

Bifidobacteriaceae.

Cabe senalar que la clasificacion taxondmica se genera a partir de la informacion
obtenida a través de la secuenciacion 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
extension de aproximadamente 1500 pares de bases, lo que es solo una pequefia parte
del genoma bacteriano; por ello hay discrepancias entre la clasificacion en el arbol

filogenético y la clasificacion de acuerdo con las propiedades metabolicas. Ademas de
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estas discrepancias, también pueden ocurrir fendémenos de transferencia de genes
horizontal y adaptacion a los nichos ecoldgicos, lo que podria influir nuestra
comprension sobre la biodiversidad y por tanto en su clasificacion. De esta forma la
ultima frontera de esa “informacion adicional” es el andlisis de la secuencia completa

del genoma de los diferentes taxones.

Si comparamos las secuencias de los genomas de las bacterias, podriamos
obtener la informacion adecuada que nos permita realizar un “esquema” real de
clasificacion. Los genomas completos de las especies de Bifidobacterium y
Lactobacillus son aun muy pocos en numero. La secuencia de las numerosas cepas de la
misma especie, probablemente seguird siendo una tarea inviable a corto plazo, pero el
descubrimiento de las tendencias de evolucion sobre la base de una muestra de
organismos probablemente mejorard nuestra comprension de la biodiversidad

microbiana y por tanto de su catalogacion.

EFECTO DE LOS PROBIOTICOS EN DISTINTAS PATOLOGIAS
Probidticos y malabsorcién de lactosa

Los mamiferos 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 ingestion de alimentos que la contengan da lugar a signos y
sintomas relacionados con la intolerancia a lactosa (incremento anormal de gas, dolor

abdominal, diarrea, etc.).

Es bien conocido que personas que sufren esta alteracion, toleran y tienen una
mejor digestion de la lactosa contenida en el yogur que en la leche (De Vrese et al.,
2001). Se ha discutido mucho sobre qué mecanismos estan implicados en el proceso y al
menos hay dos mecanismos propuestos no excluyentes. Una primera aproximacion
expone que la digestion de la lactosa en el lumen del intestino la lleva a cabo la -
galactosidasa contenida en una de las bacterias del yogur (S.thermophillus del yogur
libera B-galactosidasa cuando es lisada por los acidos biliares), mientras que la otra
propuesta interpreta que la causa es el mayor tiempo de transito 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 enzimatica atribuida al empleo de probidticos
es el de la enzima sacarasa. Se ha demostrado que nifios con deficiencia de esta enzima,
tienen un aumento de la digestion de sacarosa cuando consumen Saccharomyces

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

Probidticos y reduccion de los niveles plasmaticos de colesterol

El alto nivel de lipidos en sangre, tales como el colesterol y los triglicéridos
implican un elevado riesgo para la salud humana, debido a su asociacion con las
cardiopatias. Puesto que el consumo de alimentos con bajo contenido graso o con
microorganismos que participan en el metabolismo de lipidos, puede ser beneficioso
para evitar estas afecciones, se han caracterizado cepas de lactobacilos reguladores de
los lipidos séricos. Este efecto probidtico estd estrechamente relacionado con la
hidroélisis de sales biliares. Se ha investigado la actividad hidrolasa de acidos 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/dia) produjo un 38% y 35% de
reduccion de colesterol sérico y de triglicéridos, respectivamente, durante el tratamiento
terapéutico. Se observd ademds, una disminucion de alrededor del 20% de ambos
lipidos durante el tratamiento preventivo. La dosis efectiva utilizada no present6 efectos
colaterales indeseables en el huésped y, ademads, se constatd un aumento de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) con respecto a las de baja densidad (LDL), lo cual
indica que este microorganismo actia como regulador biolégico 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).

Ademas, 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
administracion de probioticos puede disminuir la concentracion sérica de colesterol. El
mecanismo por el cual ocurre este efecto, ain no es muy claro, pero en ratas se ha
observado que la actividad de la B-hidroxi-f-metilglutaril-Coenzima A reductasa en el
higado disminuye significativamente con el consumo de probidticos, lo que explicaria

una disminucién de la sintesis de colesterol (Fukushina y Nakano, 1996). Mas aun, un
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aumento en la concentracion de sales biliares fecales y la capacidad de las bacterias
probidticas para deconjugar las sales biliares se han relacionado con una disminucién 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

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

Probidticos y diarrea

Es un hecho que la aplicacion clinica mejor documentada de los probioticos, es
el tratamiento de la diarrea aguda. Saccharomyces boulardii es una levadura que se
utiliza como un agente bioterapéutico. Ensayos clinicos han mostrado su eficacia en el
tratamiento para la prevencion y/o tratamiento de varios desoérdenes intestinales
incluidos la diarrea inducida por antibidticos (Mc Farland et al., 1995), diarrea en
adultos (Hocter et al., 1990), nifos (Cetina-Sauri y Sierra, 1994) y diarrea del viajero
(Kollaritsch et al., 1993).

Se ha encontrado que este probidtico aumenta la actividad de las enzimas
lactasa, sacarasa, maltasa, o-glucosidasa y fosfatasa alkalina en voluntarios tratados,
ademads, aumenta la actividad -galactosidasas en ratas (Buts y de Keyser, 2006). En
otro estudio experimental realizado en ratas, S.boulardii estimulé la actividad total de
disacaridasas en enterocitos inmaduros y aumento la absorcion de D-glucosa acoplada a
Na', a través del cotransportador glucosa/Na® (Buts et al., 1999). La expresion de
SGLT-1, una proteina 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 produccion de IgA en el fluido luminal de ratas. Este probiotico es
utilizado como agente bioterapéutico en muchos paises y, como describimos
anteriormente, afecta la expresion y la actividad de un gran niimero de enzimas y
proteinas, sugiriendo que esta levadura ejerce una fuerte regulacion sobre el epitelio

intestinal y posiblemente sobre la microbiota.

Diarrea asociada a antibioticos

La diarrea asociada al uso de antibidticos (DAA) es una diarrea que ocurre
rapidamente después de la administracion de un antibidtico, y es diagnosticada en
ausencia de otra causa conocida de diarrea. La frecuencia varia con el tipo de

antibidtico, pero se estima que ocurre en aproximadamente 25% de los adultos que
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reciben antibidticos. La frecuencia en nifios es mas baja, presentando un rango desde
11% en un estudio (Turck et al., 2003) a 31% en nifos mas pequefios (Correa et al.,

2005).

Generalmente, los probioticos son administrados en conjunto con los
antibioticos para la prevencion de DAA. Los microorganismos probidticos 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-analisis de estudios sobre la
prevencion de DAA. Cremonini et al., (2002) evalu6é 7 estudios con un total de 881
sujetos. D’Souza et al., (2002) evalud 9 estudios, 5 de los cuales fueron incluidos en el
meta-analisis de Cremonini. Johnston et al., (2006) evalu6 6 estudios pediatricos.
Szajewska et al., (2006) también evaluo 6 estudios de los cuales 5 fueron incluidos en el
meta-analisis de Johnston. Cada uno de estos meta-analisis mostraron una reduccion del
riesgo de DAA durante la coadministracion de probidticos y antibidticos. La magnitud

de esta reduccion varia entre los estudios.

Mc Farland (2006) desarrolld el meta-andlisis mas grande, el cual evalua 25
estudios aleatorizados del uso de probidticos para la prevencion de DAA incluyendo
2810 sujetos. De estos 13 (52%) demostrd una reduccion significativa en la incidencia
de DAA en el grupo del uso de probidticos comparado con el grupo placebo. Entre los
estudios de adultos, solo el 44% presentd una reduccion de DAA en el grupo de
probioticos, mientras que el 67% de los estudios pediatricos presentd beneficios en el

grupo de probidticos.

La diarrea causada por Clostridium difficile, el cual es un patéogeno oportunista
que aprovecha la alteracion de la microbiota intestinal provocada por la administracion
de antibidticos, presenta un amplio espectro de manifestaciones clinicas, que va desde la
diarrea leve de curso benigno, hasta una colitis intensa con desarrollo de megacolon
toxico, complicaciones intraabdominales y sistémicas que pueden llevar a la muerte del
paciente. Las diarreas suelen aparecer al par de semanas de iniciar la antibidtico-terapia.
La secuencia patogénica se inicia con una alteracion de la microbiota bacteriana
intestinal, inducida por los antibioticos, lo que permite la colonizacion por C. difficile, si

la persona estd expuesta a la ingestion de este agente. Posteriormente, la bacteria libera
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toxinas que producen el dano tisular. Las cepas patogenas de C. difficile son productoras
de toxinas, denominadas A y B. S.Boulardii inhibe las toxinas A y B por liberacion de
una proteasa de 54 kDa que hidroliza estas toxinas y sus receptores de membrana
(Castagliuolo et al., 1999). Ademas, se ha propuesto que S.boulardii aumenta la
absorcion de cloruro en el yeyuno y colon descendente, el cual tiene un efecto favorable
sobre el volumen de la diarrea. Otros datos sugieren que estaria involucrado en la via

del 6xido nitrico (Girard et al., 2003).

Diarrea del viajero

La diarrea del viajero se debe a una infeccion por una bacteria, virus o parasito.
Los microorganismos causantes son muchos y probablemente son diferentes de un pais
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 aplicacion de probiodticos como profilacticos de la afeccion. Las
bacterias usadas han sido: Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus y
Ententerococcus. Lactobacillus GG ha sido el probiotico mas efectivo frente a la diarrea
del viajero. Se ha comprobado a través de un ensayo realizado en un grupo de
americanos que viajé a zonas en vias de desarrollo. En forma aleatoria se administrd
una capsula al dia 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 ingerian el probidtico

(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 probidticos 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 probioticos.

Probidticos y enfermedades inflamatorias intestinales
Uno de los principales usos de los probidticos es en patologias 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 mas
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interés para el posible uso de los probidticos en las terapias clinicas. Los estudios
realizados en esta area han generado importante informacion sobre el uso clinico de los
probidticos y la expresion génica de diferentes intermediarios involucrados en estas

enfermedades.

Las enfermedades inflamatorias intestinales (EII), son desérdenes inflamatorios
cronicos 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 dano mediado por inmunidad. Se ha
hipotetizado que las EII se producirian debido a una respuesta anormal de las células T
frente a la microbiota y también se ha especulado que la presencia de organismos

patogenos podrian causar estas enfermedades.

Existe una reduccion de Lactobacillus y Bifidobacterium en biopsias de colon de
pacientes con EIl (Fabia et al., 1993; Favier et al., 1997). Los tratamientos
convencionales para tratar las EII estan enfocados a suprimir o modular la inmunidad
del huésped; dentro de estos, el uso de antibidticos es un tratamiento efectivo para la
enfermedad de Crohn. Todo ello indica que el uso de probidticos 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 [3-
galactosidasas en heces durante los periodos activos de la enfermedad. Esta disminucioén
se correlaciona con la disminucion de bifidobacterias, las cuales son la fuente de B-

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 observd una mejoria
significativa que se mantuvo durante todo el estudio. En 3 pacientes fue posible
disminuir la dosis de esteroides y 3 pacientes presentaron una recaida de la enfermedad
de Crohn dentro de las 4 a 12 semanas de discontinuar el uso de probioticos. Sin
embargo, existen estudios con diferentes métodos y analisis 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
administr6 a pacientes una terapia tipica para esta enfermedad, que incluia sulfasalazina
y glucocorticoides; se separ6 un grupo al cual se le administr6 una mezcla con 3
bacterias probioticas durante 8 semanas. Se encontrd que la expresion del factor nuclear
kB (NF-xB), y la union de NF-kB al DNA disminuyé significativamente. Ademas,
aumentd la expresion de mRNA de citoquinas antiinflamatorias como interleuquina
(IL)-10 (Cui et al., 2004). En otro estudio de Bai et al., (2006), se efectud un cocultivo
de biopsias de pacientes con colitis activa con Bifidobacterium longum, encontrandose
una disminucion en la concentracion de factor de necrosis tumoral-oo (TNF-at) 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 quimiotactico que induce a las
células inmunes a infiltrarse en la mucosa (Steiner et al., 2000). Estos hallazgos, mas los
estudios clinicos realizados con diversas metodologias y resultados (Rioux y Fedorak,

2006), nos orientan para entender la funcion de los probidticos en esta patologia.

Por otro lado, en pacientes con EII se ha observado un aumento de apoptosis en
sitios con dafo inflamatorio agudo y a través de todo el eje cripta-vellosidad, (Iwamoto
et al., 1996; Di Sabatino, 2003). Ademas, existe un aumento de los niveles de citoquinas
inflamatorias como TNF-a ¢ interferén-y, pudiendo inducir apoptosis directamente por
supresion de las sefiales antiapoptoticas en el epitelio (Koshiji et al., 1998). El uso de
anticuerpos anti-TNF-a (Infliximab) mejora dramaticamente la condicion de los
pacientes con EII; este tratamiento reduce la apoptosis y la expresion de Fas/CD95 en el
epitelio intestinal de ratas que desarrollan ileitis espontanea (Marini et al., 2003).
Dentro de las posibles vias de sefiales intracelulares generadas por TNF-a, estaria la
activacion de NF-kB (Jobin y Sartor, 2000), ademas de las sefales que regulan la
produccion de citoquinas inflamatorias, como p38 MAP quinasa, que son responsables

de la expresion de TNF-a, aunque el rol de p38 en la EII todavia no estd muy claro.

Dentro de los estudios que relacionan directamente el efecto de un probidtico
sobre la apoptosis, se encuentra el desarrollado por Yan y Polk (Yan y Polk, 2002), en
el cual se utilizé Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) en cultivo con TNF-a de células
coldnicas de ratas y humanos. Se encontré que LGG promueve la supervivencia de las
células epiteliales a través de la activacion de la via de la Akt/proteina quinasa B,

inhibicion de caspasas e inhibicion de la via pro-apoptotica p38 MAP quinasa. Se
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atribuye a LGG la produccion de un factor que activa Akt independientemente de la
interaccion bacteria-célula. Como se dijo anteriormente, la evidencia de la eficacia de
varios probidticos es bastante fuerte para infecciones gastrointestinales (Brownlee,
2003) y para la diarrea asociada al uso de antibioticos (Saccharomyces boulardii y
Lactobacillus) (D’Souza et al., 2002). Sin embargo, aunque se han efectuado muchos
estudios con probioticos en enfermedad de Crohn, los resultados han sido

contradictorios.

Probioticos y cancer

El cancer colorectal es una de las mas 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 EIl puede generar un proceso carcinogénico es muy poco entendido; se
asume que podria ser causa de un proceso inflamatorio créonico (Weitzman y Gordon,
1990), el cual en algunos modelos experimentales puede funcionar como promotor de

un tumor.

Se han estudiado los efectos de probidticos en modelos animales que se les
administra un inductor de cancer, 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 utilizo Bifidobacterium longum y AOM como inductor de
cancer, se demostr6 que la administracion de la bacteria disminuy6 significativamente la
incidencia de adenocarcinomas de colon y la multiplicidad de tumores en términos de
tumor/animal. Ademads, se encontr6 una disminucion del indice de proliferacion
inducido por AOM, lo cual nos refleja una modulaciéon en la expresion de genes
involucrados en el ciclo celular. También se midido la actividad de ornitina
descarboxilasa (ODC), la cual es una enzima involucrada en la biosintesis de
poliaminas, que juegan un rol esencial en la proliferacion y diferenciacion celular,
participando en la sintesis de macromoléculas, observandose un aumento de la actividad
de esta enzima en adenomas y carcinomas de colon. La ODC presentd una inhibicién

significativa de la actividad inducida por AOM al suplementar con B. longum.

El balance entre proliferacion y apoptosis también puede influir fuertemente en
la aparicion de un tumor cancerigeno ya que la disminucion de la proliferacion por si
sola no seria suficiente para detener el proceso (Kulkarni et al., 1992). Se ha encontrado

un descenso de la apoptosis en la progresion de un tumor en muestras de colon humano
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(Sinocrope et al., 1996). Esta disminucion podria predisponer a las células a la

acumulacion de cambios genéticos que son los caracteristicos de una génesis tumoral.

Se ha utilizado una combinacidn simbidtica para el estudio de la prevencion de
cancer; ésta es una mezcla de un probidtico mas un prebiotico, 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
prebidticos utilizados estan: inulina, oligofructosacaridos y almidén resistente. Esta
combinacion aumentd los niveles de 4acidos grasos de cadena corta, productos
importantes de la fermentacion bacteriana cuyo principal rol es ser fuente de energia
para el epitelio intestinal, los cuales estdn asociados con una induccion de
diferenciacion, supresion de proliferacion y aumento de apoptosis in vitro. (Heerdt et
al., 1997; Medina et al., 1997). Estos podrian desempefiar una funciéon importante en la
prevencion de algunas enfermedades como desordenes gastrointestinales y céancer

(Wong et al., 2006).

Como mecanismo de accion de los acidos grasos de cadena corta, se ha
observado que el butirato aumenta los niveles de mRNA y proteina de p21WAFU Pl a
cual bloquea el ciclo celular a GI resultando en una inhibicién de la proliferacion
celular (Archer et al., 1998; Chai et al., 2000). Todo ello demuestra que, ademas de la
accion directa de los probidticos, sustancias metabolizadas por éstos pueden influenciar

la modulacion de procesos biologicos como el ciclo celular.

En la expresion de diferentes genes en la mucosa del intestino influye la
presencia de probidticos, 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 UI33A
array), el cual contiene 22.215 sondas de cDNA de genes humanos, determinandose que
existi6 una sobreexpresion de 334 genes y una inhibicion de 92. LGG afectd
principalmente a genes involucrados en la respuesta inmunitaria e inflamacion,
apoptosis y crecimiento celular, adhesion celular, transcripcion, comunicacion celular y
ciclo celular. Muchos genes que se observaron alterados en este estudio se habian
descrito ya alterados en otro tipos de estudios con el uso de probidticos como son,
incremento de la expresion 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). Mas aun los datos demostraron que LGG
indujo muchos miembros de la familia TNF-a, que median la regulacion de la respuesta
inmunitaria y patogénesis de la inflamacion intestinal en la enfermedad de Crohn,
estableciendo que el miembro 10 de la familia TNF-a, desencadena la activacion de
MAPKS8/INK, caspasa 8 y caspasa 3. Dicho miembro present6 una baja expresion en los

pacientes tratados con LGG (Agarwal, 2002).

La microbiota intestinal junto con el sistema inmunitario juega un papel
importante en la regulaciéon de la carcinogénesis. En ambos pueden influir los
probiodticos, de ahi que se hayan dirigido esfuerzos hacia este campo de actuacion contra
el cancer de colon. Se ha comprobado que los probidticos 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 epidemioldgicos apoyan que el consumo diario de productos fermentados tiene un
efecto protector contra los adenomas de colon o cancer (Rafter y Glinghammar, 1998).
Actualmente los datos no permiten llegar a conclusiones, pero el campo de

investigacion esta abierto.

ACCIONES DE LAS BACTERIAS PROBOTICAS SOBRE EL TRACTO
GASTROINTESTINAL

Inmunomodulacién

Las bacterias probidticas modulan la inmunidad gracias a que las células del
sistema inmunitario estdn dotadas de receptores de reconocimiento o sensibles a
productos derivados de los probioticos, que actuan a distintos niveles (Gémez-Llorente
et al., 2010). La colonizacion por enterobacterias del tracto gastrointestinal induce la
activacion de la cascada inflamatoria que da como resultado la secrecion de IL-8 y otras
moléculas pro-inflamatorias y, como consecuencia, se produce la atraccion de
neutrofilos y otras células inflamatorias. En muchos casos, la infiltracion masiva y
prolongada de neutréfilos provoca una inflamacioén cronica que conduce al dano celular,
disfuncion de la barrera epitelial y diarrea. Algunas cepas probiodticas, como
Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium longum, pueden inhibir la produccion de
IL-8 de las células epiteliales intestinales inducida por la presencia de enteropatdégenos

(Frick et al., 2007; Candela et al., 2008). La asociacion de los probiodticos con las
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células epiteliales es suficiente para desencadenar cascadas de senalizacion que
finalmente activan a las células del sistema inmunitario de la ldmina propia.
Alternativamente, los probidticos liberan factores solubles que en si 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) segun el cual los probioticos
interaccionan con las células dendriticas a través de TLRs promoviendo una cascada de

sefiales que conduce a la inmunotolerancia (Gémez-Llorente et al., 2010).

a) Flora comensal y probidticos b) Microorganismos patogénicos
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Figura 5. Vision esquematica del potencial mecanismo de accioén por el cual las bacterias
comensales y patdgenas interactiian con los TLR provocando diferentes respuestas inmunitarias.
Adaptado de Goémez-Llorente et al. 2010.

Adhesion a la mucosa intestinal
Los probioticos son capaces de colonizar el intestino, aunque sea
transitoriamente, adhiriéndose a la mucosa intestinal. Varios estudios concluyen que las

bacterias probidticas ingeridas no llegan a ser miembros estables de la microbiota pero
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persisten durante cortos periodos de tiempo (Gardiner et al., 2004; Klingberg y Budde,
2006).

La adhesion bacteriana al epitelio intestinal es un requisito indispensable en la
seleccion de una cepa como probidtica, 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 peristalticos intestinales y/o por otras bacterias que componen la
microbiota; y es antagdénica frente a patdogenos (Reid et al., 2002). Las bacterias
probidticas ya adheridas pueden prevenir la adhesion de patdgenos, tanto de bacterias
coliformes como de clostridios, y estimulan la renovacion 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 colonizacion intestinal de especies de Candida
y reducir los sintomas de la infeccidon, en neonatos. Esta propiedad de las cepas
probiodticas de inhibir la colonizacién e invasion de microorganismos patdégenos reside

en su capacidad de adherencia al epitelio intestinal (Servin y Coconnier, 2003).

De manera similar a las bacterias probidticas, la adhesion a la superficie
intestinal es un factor clave en la patogenicidad de las enterobacterias (Laparra y Sanz,
2009) y un paso previo a la colonizaciéon e infeccion del tracto intestinal (Salminen et
al., 2010). Después de causar la infeccion, las bacterias patogenas atraviesan el mucus
intestinal y se adhieren a los enterocitos. El paso inicial en el caso de Salmonella esta
mediado por fimbrias, que reconocen receptores en las células eucariotas. Las bacterias
acido lacticas previenen este acoplamiento de los patdgenos; en consecuencia, se reduce

la colonizacion y se protege frente a la infeccion (Coconnier et al. 2000; Servin, 2004).

Produccion de compuestos antimicrobianos

Las cepas probidticas producen una gran variedad de compuestos, incluyendo
acidos organicos, como el acido lactico, acético y fenil-lactico; peroxido de hidrogeno y
acidos grasos. Estos compuestos son los que se producen mayoritariamente durante el
crecimiento de los probidticos y provocan una disminucion de pH en el tracto
gastrointestinal que posee un efecto bactericida o bacteriostatico. Estos componentes se
han descrito como potentes inhibidores de bacterias patdgenas Gram negativas (O hara

etal., 2007).
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Los probidticos, como otras bacterias del acido lactico, pueden producir
bacteriocinas y péptidos antimicrobianos, efectivos frente a otras bacterias, bien de la
misma especie o de distintos géneros (amplio espectro). La generacion de estos
compuestos antimicrobianos parece estar estimulada por la presencia de patdgenos

(figura6) (Rossland et al., 2005).
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Figura 6. Mecanismos de accion de las bacterias probidticas.

Produccion de nutrientes importantes en la funcion intestinal

Las bacterias del colon, incluyendo las probioticas, generan una gran actividad
metabolica, donde las enzimas bacterianas actian sobre los sustratos que se encuentran
en el lumen intestinal generando una gran diversidad de productos (figura 6). La
fermentacion anaerobia de hidratos de carbono complejos por parte de las bacterias,
generan acidos grasos de cadena corta principalmente acetato, propionato y butirato
(Topping y Clifton, 2001). La mayoria de estos acidos grasos son absorbidos y
metabolizados. El acido propionico y acético intervienen principalmente en el

metabolismo hepatico de la glucosa y el 4cido butirico constituye la principal fuente de
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energia para el epitelio intestinal. Ademas, estimulan la proliferacion y diferenciacion
del epitelio intestinal (De Preter et al., 2010), lo que es de gran importancia para una
rapida recuperacion del epitelio intestinal frente a algin dano, lo que disminuye la
posibilidad de una translocacion bacteriana en situaciones de alteracion del epitelio
intestinal, como ocurre en las enfermedades inflamatorias intestinales (Urao et al.,

1999).

Una funciéon metabolica de vital importancia incluye la produccion de
metabolitos, enzimas y sintesis de vitaminas (K, Bj,, biotina, 4acido folico y
pantotenico). Alguna de las cuales intervienen en el metabolismo dseo, ya que a los
probidticos también se les ha atribuido un potencial efecto sobre el aumento 6seo

(Scholz-Ahrens et al., 2007).

Mejora de la funcion de la barrera intestinal

El epitelio intestinal es una monocapa de células que representa la barrera entre
el medio interno y el exterior, esta funcién de barrera se puede ver afectada por estrés,
dafio o por bacterias patogenas. Estas células estan 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, glicoproteinas, fosfolipidos secretadas por las células caliciformes. Estas
secreciones actuan como lubricante y como una barrera para los microorganismos
previniendo el contacto directo con el epitelio intestinal. Cambios en la estructura o

composicion de este mucus afecta la funcion de barrera (Deplancke y Gaskins, 2001).

La mayoria de los estudios con lineas celulares, los probidticos mejoran la
funciéon de barrera por una disminucion en la permeabilidad. Un posible mecanismo
incluye cambios de las proteinas de las uniones estrechas y la produccion 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 proteinas involucradas
en la formacion de estas uniones intercelulares (Zonula 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 expresion del mRNA y secrecion de la mucina MUC3

(Mack et al., 2003). La capacidad de inducir la secrecion de MUC3 es paralelo a un
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efecto inhibitorio de la adhesion de E.coli enteropatdégena. Probablemente MUC3 no
estd anclada al epitelio, pero es secretada al lumen donde interactiia o se une a las
bacterias patogenas las que posteriormente son expulsadas por movimientos

peristalticos (Mack et al., 2003).

Las proteinas de choque térmico (HsP) desempenar un papel central en la
proteccion de las células, tejidos y organos expuestos a diversas formas de estrés y se
encuentran en todos los tejidos de los mamiferos (Feder y Hofmann, 1999). Estas
ejercen multiples 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 expresion de algunas HSPs en células
epiteliales del colon a través de la activacion de la sefializacion celular de las MAPKSs

(Tao et al., 2006)

EXCLUSION COMPETITIVA DE BACTERIAS PATOGENAS

La exclusion competitiva de los microorganismos patdogenos es el mecanismo
mas importante del efecto beneficioso de los probidticos (Adlerbeth et al., 2000). Este
mecanismo estd basado en una interaccion bacteria-bacteria y mediado por la
competencia por los nutrientes disponibles y los sitios de adhesién a la mucosa. Las
bacterias son capaces de modificar el ambiente para que sea mds inhospito para sus
competidores. La produccion de sustancias antimicrobianas, como acido lactico o
acético, es un ejemplo claro de este cambio ambiental. Varios estudios demuestran que
cepas probiodticas especificas inhiben competitivamente la adhesion de patégenos y los
desplazan (Lee et al., 2003; Gueimonde et al., 2006). Los lactobacilos y las
bifidobacterias comparten receptores de union a gliicidos con algunos enteropatéogenos y
esto hace que puedan competir por los sitios de union de los receptores del huésped con

los patogenos (Nesser et al., 2000; Todoriki et al., 2001).

Existen distintos ensayos que utilizan lineas celulares intestinales, como las
células Caco-2 y HT29, células derivadas de adenocarcinoma de colon, que se asemejan
a la situacion in vivo. Concretamente, las células Caco-2 han supuesto un gran avance
en estudios de interaccion 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 dias en cultivo, a partir del
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cual ya han formado uniones entre ellas y muestran la formacion de criptas, estructura

tipica de las monocapas epiteliales (Huang et al., 2009).

Se han desarrollado numerosos estudios de adhesion de bacterias acido lacticas y
la exclusion competitiva de bacterias patogenas (Todoriki, 2001; Sanz et al., 2007;
Izquierdo et al., 2008; Sanchez et al., 2008), que describen un efecto antagénico de
cepas de bacterias acido-lacticas, 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 inhibicion en el crecimiento de este patogeno y
su invasion, tanto in vitro como in vivo (Lin et al., 2007; Tsai et al., 2005). El probidtico
es capaz de inhibir, competir y excluir a estos patogenos (Collado et al., 2007,
Gueimonde et al., 2006). Asi pues, se ha demostrado que Salmonella enterica
disminuye su capacidad de adhesion en presencia de Lactobacillus paracasei
(Jankowska et al., 2008).

Este efecto inhibitorio es extraordinariamente especifico, dependiente de la cepa
y del patdégeno 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 adhesion de patégenos como el desplazamiento de los
patogenos adheridos, varian en funcion de la cepa que se ha utilizado. Otro aspecto
importante es que la capacidad de adhesion de un probiodtico no tiene una correlacion

con el grado de inhibicioén de un patdégeno (Gueimonde et al., 2006).

La gran mayoria de estudios para evaluar la adhesion e inhibicién de las
bacterias probioticas frente a bacterias patdgenas in vitro, utilizan metodologia clasica,
es decir, el método de dilucion en placa (Parassol et al., 2005; Cammarota et al., 2009).
Otros autores evaluan la capacidad de inhibicion del patogeno por el uso del
sobrenadante de la bacteria probiodtica en células Caco-2 utilizando una solucion de
Giemsa (Banerjee et al., 2009), o bien, midiendo el halo de inhibicion que se produce al
hacer crecer el patdgeno en presencia de la bacteria probidtica (Lin et al., 2008). La
metodologia cldsica 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 preparacion de la
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muestra y, actualmente, el tiempo significa resolucion. Una de las grandes desventajas
que presenta esta metodologia es la subestimacion del niimero real de bacterias
presentes debido a dafios celulares o a fendémenos de agregacion de las mismas durante
la formacion de colonias (Budde y Rasch, 2001). Ademas, para bacterias anaerobias
estrictas, como es ¢l caso del género Bifidobacterium, mientras se realiza el proceso de
siembra en las placas, el oxigeno del ambiente reduce la viabilidad de este

microorganismo (Auty et al., 2001) (Tabla 3).

Tabla 3. Resumen de los métodos de deteccion de microorganismos.

Método Error Tiempo
Meétodo en placa >10% Dias
Microscopia optica >10% Horas
gPCR 2-10% Horas
Secuenciacion DNA No disponible Dias — semanas
Citometria de flujo <5% Minutos

En los ultimos diez afios, ha comenzado a utilizarse la citometria de flujo en el
campo de la microbiologia. La objetividad, la rapidez y la sensibilidad son algunas de
las caracteristicas que ha hecho que esta técnica se use ampliamente en laboratorios
analiticos y de investigacion (Shapiro, 2003). Gracias a su gran especificidad, es capaz
de discernir entre varias poblaciones celulares diferentes (Herzenberg et al. 2006). Las
desventajas de esta metodologia son los costes de instrumentacion, la incapacidad de
visualizar las células que se estdn analizando (Givan, 2001; Hammes y Egli, 2005) y

que esta limitada a muestras en medio liquido (Wang et al., 2010) (Tabla 4).

Dentro de las nuevas tecnologias, la Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
cuantitativa es una técnica que se caracteriza por ser extremadamente sensible, ya que es
capaz de detectar una Unica copia de un fragmento del DNA problema; y de alta
precision (<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 relacion
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a las metodologias tradicionales (Matijasi¢ et al., 2010). Asimismo, esta técnica no
requiere ningun paso posterior, por lo que evita la posibilidad de que exista

contaminacion cruzada de los productos de PCR (Espy et al., 2006). (Tabla 5).

Tabla 4. Ventajas y limitaciones de la citometria de flujo.

Ventajas Limitaciones

o . _ Limitado a muestras en medio
Analisis multiparamétrico )
liquido

Velocidad de deteccion: 50000
Analisis sofisticado de los datos

células/s
Deteccion tnica Limite deteccion alto para bacterias
Alta precision (<5% error) Coste del equipamiento

No necesita extraccion DNA

No necesita amplificacion

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 precision (<2% CV de valores de Ct)
No necesita pasos posteriores

Riesgo minimo de contaminacion

Adaptado de Klein, 2002.
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AISLAMIENTO DE BACTERIAS PROBIOTICAS

Es usual aislar bacterias probiodticas en las heces de los bebés. Ademads, hay
cierta tradicion de recomendar que los probidticos deben ser de origen humano,
supuestamente porque se implantarian mejor en nuestro intestino, aunque actualmente
se esta poniendo en duda. Sin embargo, muchas de las cepas aisladas no cumplen con la
condicién de probiodtico 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 (Bjorksten et al., 2001), a los que se atribuyen parte de las
propiedades protectoras de la leche materna en relacion con la menor incidencia de

enfermedad en los lactantes, comparados con los alimentados con lactancia artificial.

Ensayos in vitro de potenciales bacterias probidticas

Resistencia a la acidez géastrica

Antes de alcanzar el tracto intestinal, la bacteria probiodtica debe sobrevivir a su
paso a través del estomago (Henriksson et al., 1999). La secrecion de acido gastrico en
el estdbmago constituye un primer mecanismo de defensa frente a la mayoria de la carga
de microorganismos que entran via oral. Por ello, la supervivencia de las cepas
bacterianas en acido gastrico es la mas certera indicacion de su habilidad para pasar a
través del estomago. The University College of Cork-based Probiotic Research Group
aislé con éxito e identificd bacterias acido lacticas que mostraban rasgos de probidtico
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 ileon humano. El jugo géstrico humano fue obtenido de
individuos sanos por aspiracion a través de un tubo nasogastrico. Dado que el pH en el
estomago es fluctuante (puede llegar a 1,5), se midié antes de usarlo. Este acido fue
afladido al medio MRS (Medium Man Rogosa Sharpe). La supervivencia inicial de las
cepas se valoro en 10° UFC/ml y 10° UFC/ml para Lactobacillus y Bifidobacterium
respectivamente, en medio MRS (De Man et al., 1960) con HCI 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 probiotico, este
debe también ser capaz de resistir las sales biliares (Lee y Salminen, 1995). Los 4cidos
biliares son sintetizados en el higado a partir de colesterol y son secretados desde la
vesicula biliar al duodeno en forma de conjugados con aminoacidos (500-700 ml/dia);
estos acidos experimentan mas modificaciones quimicas (desconjugacion, hidrdlisis,
deshidrogenacion, y desglucuronidacion) en el colon casi exclusivamente como
resultado de la actividad microbiana. Ambos 4acidos 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 mads inhibitorias y las bacterias Gram negativas mas
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 so6lido de crecimiento
suplementado con 4cido biliar de origen bovino, porcino, y humano hasta una
concentracion final de 0.3% y 7.5%. Tras dejar crecer lactobacilos y bifidobacterias, el
resultado fue, que exhibian resistencia al 4cido biliar de origen bovino y que el de
origen porcino resultaba mucho mas inhibitorio para ambos grupos bacterianos
(Thornton, 1996). Pero en relacion a la busqueda del posible probidtico para el consumo
humano, el resultado mas relevante fue su capacidad para crecer en la bilis de origen

humano.

Adherencia al epitelio intestinal de cepas probidticas

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
seleccion de los probidticos. La importancia de este hecho reside en que después de
seleccionadas muchas de las cepas potencialmente probidticas, mas 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

periodo significativo de tiempo (Berg et al., 1998; Goldin et al., 1992).

Las células HT-29 y Caco-2 pertenecen a lineas celulares intestinales humanas,
expresan las caracteristicas morfologicas y fisioldgicas de un colonocito normal humano

y son usadas para probar los mecanismos mediadores de la adhesion de enteropatdégenos
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(Bernet, 1994). Existen estudios en que las han utilizado para investigar la capacidad de
adhesion de bacterias acido lacticas. (Coconnier et al., 1992; Bernet et al., 1994; Greene
y Klaenhammer, 1994; Crociani et al., 1995; Sarem et al., 1996; Tuomola y Salminen,
1998).

Evaluacion de la actividad probidtica

Dentro de los diferentes tipos de estudios realizados a los probioticos, es de
especial interés los que involucran a la competitividad con bacterias patdogenas del
sistema gastrointestinal. Al momento de elegir una bacteria patdégena, hay que tener en
cuenta su mecanismo de patogenicidad el cual varia entre una y otra. Una bacteria de
interés es Escherichia coli enterotoxigénica, debido a la produccion de su enterotoxina,
causante importante de diarrea en humanos. Estudios recientes, han descrito que ciertas
bacterias acido lacticas 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 patdgenas como Salmonella typhimurium y Shigella
flexneri (Tien et al., 2006; Jankowska et al., 2008). Sin embargo, estas tltimas bacterias
presentan un mecanismo de patogenicidad diferente a la de Escherichia coli

enterotoxigénica.

Otro aspecto de interés de las cepas probidticas, es la posible produccion de
sustancias llamadas bacteriocinas; estas son secretadas por algunas bacterias para poder
competir con otros microorganismos que estan creciendo en el mismo nicho. Estas
sustancias pueden inhibir el crecimiento o adhesion de bacterias patogenas sobre las
células epiteliales intestinales, las cuales pueden ser producidas por algunas bacterias

acido lacticas (Klaenhamer, 1993; Jack et al., 1995; Sablon et al., 2000).

Un aspecto importante es conocer la interaccion de las bacterias, ya sean
probidticas o patogenas, con las células epiteliales intestinales, ya que con éstas
interactian en forma directa todas las bacterias presentes en la microbiota humana.
Debido a esto los estudios utilizan lineas celulares del epitelio intestinal como Caco-2,
HT-29 6 T84. Este modelo nos acerca a lo que puede estar sucediendo in vivo y en €l se
estudia el grado de adhesion de las diferentes bacterias. Se ha descrito que una co-
incubacion de bacterias patogenas con algunas cepas probidticas disminuye
significativamente la adhesion de las bacterias patogenas 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 adhesion al epitelio intestinal para su posterior colonizacion.
Ademas, en este modelo se han descrito algunos patrones de respuestas de las células
epiteliales frente a diferentes estimulos, ya sea frente a citoquinas pro-inflamatorias,
lipopolisacarido (LPS), TNF-a, 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 probidticas, midiendo principalmente secrecion y/o expresion de IL-
4, IL-8, TNF-a, Factor de transformacion del crecimiento tipo beta (TGF-f), receptores
TLRs (TLR-1 a TLR-11) y activacion de factores involucrados en la respuesta
inflamatoria como el NF-xB (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 dendriticas, involucradas en la respuesta inmunitaria, que a su vez podrian
promover la diferenciacion de las células T hacia una respuesta “pro-inflamatoria” o “T
helper tipo 1” (Thl); “proalérgica” o “T helper tipo 2” (Th2) o Th reguladora (Th3)
(Rimoldi et al., 2005).

Se ha descrito que la presencia de bacterias patogenas en las células epiteliales
intestinales estimula un perfil de respuesta pro-inflamatoria (Thl), liberando citoquinas
como TNF-a e IL-8, activando el NF-kB, (Tien et al., 2006; O'Hara et al., 2006) y
aumentando su expresion. Esta respuesta en la mayoria de los casos se ve parcialmente

disminuida en presencia de una bacteria probiotica, lo cual indicaria un efecto

beneficioso (Servin, 2004).

Otro modelo muy interesante de analizar es el que se realiza con DC; estas
células estan involucradas en la respuesta inmunitaria, son presentadoras de antigenos,
se encuentran en varios tejidos donde reconocen y procesan microorganismos. En el
sistema gastrointestinal estan 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 patdgenos, lo cual inicia un programa de maduracion que lleva a que €stas migren a

los organos linfoides y finalmente, a presentar los antigenos en asociacion con
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moléculas del complejo de histocompatibilidad principal (MHC). La expresion de
moléculas co-estimuladoras en la superficie celular y la secrecion de citoquinas ayudan
a activar las células T antigeno-especifico, y dependiendo del estimulo encontrado, las

DC pueden desarrollar una respuesta Th1, Th2 o T3reg (Niedergang y Kweon, 2005).

Se ha postulado que algunos probiodticos podrian modular las propiedades de las
DC, incluyendo su capacidad de activar una respuesta inmunitaria especifica (Kelsall et
al., 2002). Un equilibrio entre estimulacion y tolerancia después del contacto con
bacterias probioticas en el intestino podria ser importante para mantener su homeostasis
y poder llevar a cabo sus funciones beneficiosas de proteccion frente a bacterias

patogenas en el sistema digestivo del huésped.

La medicion de secrecion y/o expresion de citoquinas, y el grado de maduracion
de las DC son pardmetros importantes que proveen informacion sobre el posible efecto
de modulacion sobre estas por parte de las cepas probidticas 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 mas informacion 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 esta siendo muy utilizado y los
estudios realizados dan un interesante perfil de respuesta frente a cepas probioticas

(Ratajczak et al., 2007).
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MATERIAL

MUESTRAS
En este estudio se utilizaron muestras de heces de nifios de entre 2 y 4 meses de

vida, alimentados exclusivamente con leche materna. Las muestras se tomaron en la
consulta pediatrica del Hospital Clinico de la Universidad de Granada, en condiciones
de anaerobiosis. Las muestras se recolectaron a primera hora de la mafiana, se estimuld
a los nifios para que evacuaran y las heces se recogieron en un recipiente estéril
mediante una cucharilla de plastico adherida a la tapa. Una vez terminada la
recoleccion, el recipiente con la muestra se introdujo en una jarra de anaerobiosis que
contenia en su interior un sobre generador de atmosfera anaerdbica; la jarra se cerrd
herméticamente y se transportd inmediatamente al laboratorio. Las muestras se
procesaron en un tiempo no superior a 2 horas y posteriormente, el resto se congel6 a -

80 °C.

BACTERIAS PROBIOTICAS CONTROLES
Como bacterias de referencia en las diferentes pruebas efectuadas se utilizaron

bacterias probioticas provenientes de productos comerciales:

e Bifidobacterium longum BB536 (Hero Espafia S.A.)

o Bifidobacterium bifidum Rosell-71 (Hero Espafia S.A.)

e Lactobacillus casei DN 114001 (L. casei inmunitas, Danone®)
e Lactobacillus rhamnosus GG (LGG, Kaiku®)

BACTERIAS PROBIOTICAS DEPOSITADAS EN INSTITUT PASTEUR
Finalizada la primera etapa de aislamiento e identificacion de bacterias

probidticas 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:

e Lactobacillus paracasei ~ CNCM 1-4034
o Bifidobacterium breve CNCM 1-4035
e Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036
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Estas bacterias se utilizaron posteriormente para caracterizar sus propiedades

probidticas.

BACTERIAS PATOGENAS INTESTINALES
Las bacterias patdgenas utilizadas en este estudio se obtuvieron de la Coleccion

Espafiola 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

probidticas, anteriormente mencionadas, frente a los siguientes enteropatogenos:

e E.coli enterotoxigénica (ETEC)
v CECT 434
v' CECT 501
v CECT 515
e E.coli enteropatogena (EPEC)
v CECT 727
v' CECT 729
v CECT 742
e Salmonella typhimurium
v CECT 443
v CECT 4594
e Salmonella typhi
v CECT 725

OBTENCION DEL SOBRENADANTE PROBIOTICO LIOFILIZADO
En este estudio se utilizaron sobrenadantes del medio de cultivo de crecimiento
de las bacterias probidticas; estos sobrenadantes fueron estudiados frente a las bacterias

patogenas 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 liquido
MRS durante 17 o 24 h (Lactobacillus), o en MRS suplementado con cisteina 0,05%

(Bifidobacterium) a 37 °C. El sobrenadante de cada una de las cepas se obtuvo por
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centrifugacion, se liofilizdo y se guarddo a 4 °C. 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 enteropatogenas. Una
parte de cada sobrenadante se neutralizo 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
um (Millipore). Alicuotas de sobrenadante neutralizado y no neutralizado se

almacenaron en congelacion a -80°C hasta su uso.

CELULAS EPITELIALES INTESTINALES

Como modelo in vitro de adhesion, se utilizaron dos lineas celulares epiteliales
intestinales inmortalizadas (Caco-2 y HT-29) procedentes de cancer de colon y
suministradas por el Banco de Células del Centro de Investigacion Cientifica 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 pg/ml) y
amfotericina B (250ng/ml), hasta su confluencia en atmosfera controlada (37°C, 5%
CO; 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

adhesion bacteriana en placas de 24 pocillos.

REACTIVOS Y MATERIALES UTILIZADOS
Los reactivos y materiales utilizados proceden de las casas comerciales que a

continuacion se detallan:

Reactivos
e Oxoid (Hampshire, Reino Unido).

e Deltalab S.L.U. (Barcelona, Espafia).

e Scharlau CEIME (Barcelona, Espana).

e Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia).

e Fluka analitycal; Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EE. UU.).
e Becton Dickinson (Massachussets, EE.UU.).

e Coleccion espainola de cultivo tipo (CECT).

e General Electric Healthcare (Freiburg, Alemania).

e DbioMerieux's (Marcy-1’Etoile, Francia).
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e Macherey-Nagel (Oensingen, Suiza).

e Applied Biosystems (Foster City, California, EE.UU.).

e Millipore (Billerica, MA, EE. UU.).

e Panreac Quimica S.A. (Barcelona, Espafia).

e Nunc (Rochester, NY, EE. UU.).

¢ Invitrogen (Londres, reino Unido).

e Merck (V.W.R. International Eurolab S.L., Barcelona, Espafia).
e (ultimed (Barcelona, Espafia).

e AppliChem (Darmstadt, Alemania).

Aparatos

e Bafo de agua termostatizado Memmert WB-14 (Schwabach, Alemania).

e pHmetro Crison (Barcelona, Espana).

e Centrifuga 5415D 24 plazas (Hamburgo, Alemania).

e Incubador células Sanyo Heat CO; Incubator (Osaka, Japon).

e Pipetas automaticas Eppendorf Research®plus (Madrid, Espaiia).

e Pipeteador electronico Boeco (Hamburgo, Alemania).

e Congelador vertical -80 °C Termo Scientific (Waltham, MA, EE. UU.)

e Multiskan FC (Thermo Scientific, Barcelona, Espafia)

e C(Cabina de seguridad biologica clase II telstar BioUltra (Terrassa, Espana)

e Colony Counter modelo 608702 (Bio Co, Kobe, Japon)

e Cubeta de electroforesis Horizon 58 Invitrogen (Carlsbad, California, EE.UU.).

e Termociclador 9700 Applied Biosystem (Warrington, Reino Unido).

e Transiluminador UV New Brunswick Scientific (Edison, New Yersey, EE.UU.).

e Baiio de agua termostatizado Selecta Unitronic 320 OR (Barcelona, Espaia).

e Termomixer Confort (Hamburgo, Alemania).

e Abi 7900 HT- Fast Real-Time PCR System Applied Biosystem (Foster City,
California, EE.UU.).

e Luminex 200"™ v2.3 y software Luminex Xponent. (Billeca, Massachusetts,
EE.UU.)
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METODOS

DISENO EXPERIMENTAL DE AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE
BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Se aislaron y se caracterizaron microorganismos probioticos mediante técnicas
especificas de cultivo y de biologia molecular. Se procedio a cultivar una dilucion de las
muestras de heces de los nifios alimentados exclusivamente con leche materna en
medios selectivos para el crecimiento de bacterias acido lacticas. 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 adhesion a células epiteliales HT-29. Las colonias que superaron
estas pruebas fueron identificadas genotipica y fenotipicamente, mediante técnicas de
biologia molecular (secuenciacion del gen 16s DNAr y espacio intergénico 16s-23s) y
métodos metabdlicos (API ZYM y API 50 CHL) (figura 7). Posteriormente, se
caracterizaron sus propiedades probidticas estudiando su capacidad de inhibicion del
crecimiento de bacterias patdgenas intestinales (Escherichia coli y Salmonella) en

experimentos in vitro.

100 Colonias

gg i
Medios selectivos:
*Beerens
*BFM
*Rogosa

*Resistencia pH (3.0-2.0)
eSales biliares (0.3-0.7%)

Btk S

Secuenciacion : Extraccion de DNA y PCR:
*Gen 16s DNAr * Gen 16s DNAr
¢ Espacio interg. 16s-23s ¢ Espacio interg. 16s-23s

Genotipo

Fenotipo

eAdhesion Células HT-29

Actividad enzimatica Fermentacion carbohidratos
APIZYM API 50CH

Figura 7. Resumen del disefio experimental de aislamiento e identificacion de bacterias acido
lacticas a partir de heces de nifios alimentados exclusivamente al pecho.
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Este estudio formo parte de dos proyectos financiados por HERO ESPANA S.A.

e “Identificacion, aislamiento y caracterizacion de microorganismos probidticos”
desarrollado entre 2006-2010.

e “Caracterizacion de la actividad probidtica de las bacterias Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036, Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034 y
Bifidobacterium breve CNCM 1-4035” desarrollado entre 2008-2011.

PROCESAMIENTO Y SIEMBRA DE MUESTRAS

Materiales
e Jarras anaerobicas (Oxoid).
e Tubos recolectores de heces estéril (Deltalab)
e Sobre generador de atmosfera anaerobia (Anaerogen, Oxoid).
e Sobre generador de atmosfera rica en CO, (CO,Gen, Oxoid)
e Pipetas de 20, 100, 200 y 1000 ul (Eppendorf).
e Hidrocloruro de L-cisteina (Scharlau).

e Tampon fosfato salino (PBS; Sigma-Aldrich).

Procedimiento

Una vez recolectada la muestra de heces, se prepard una suspension al 10% en
PBS e hidrocloruro de L-cisteina (0,05%). Se realizaron 7 diluciones de esta
preparaciéon, de 10" a 10”. Finalmente se sembraron 50 pl de cada dilucién 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 CO; en

el caso de lactobacilos, durante 72 horas a 37°C.

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Medio de Beerens
Este medio (Beerens, 1991) es utilizado como un medio selectivo para aislar y

cuantificar bifidobacterias.

Materiales
e Brain Heart Infusion Agar. (Becton Dickinson)
e D-(+) Glucosa (Sigma-Aldrich).
e Citrato de hierro III (Sigma-Aldrich).
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e Acido propionico (Scharlau).

Hidrocloruro de L- cisteina (Scharlau).

Hidroéxido 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-cisteina y un litro

de agua destilada. Esta mezcla se calentd bajo agitacion constante, sobre una placa

agitadora con calor hasta ebullicion durante un par de minutos, luego se dejo enfriar a

temperatura ambiente. Una vez que alcanzd 55 °C se agregaron 5 ml de &cido

propioénico y 2,2 ml de hidroxido de sodio 2Eq/1, luego, el pH se ajusto a 5,0.

Medio BFM

especifico para bifidobacterias.

Este medio (Nebra y Blanch, 1999) es utilizado como un medio selectivo

Materiales

Extracto de Carne

Extracto de Levadura

Almidon

Hidrocloruro de L-cisteina

Cloruro de Sodio
Peptona

Triptona
Lactulosa
Riboflavina*
Tiamina*

Azul de metileno
Cloruro de litio
Acido propiénico

Agar

(Cultimed)
(Cultimed)
(AppliChem)
(Scharlau)
(Sigma-Aldrich)
(Cultimed)
(Cultimed)
(Fluka)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich)
(Fluka)
(Panreac)

(Cultimed)
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Procedimiento

Se prepararon 500 ml de medio selectivo para bifidobacterias (las cantidades
estan expresadas por litro de solucion). Esta mezcla se calentd con agitacion constante,
sobre una placa agitadora con calor, hasta ebullicion durante un par de minutos, después
la solucion fue autoclavada. Finalmente, las vitaminas (*) se prepararon en soluciones
concentradas (solucion madre 1 mg/ml) y se esterilizaron mediante un filtro de 0,22 um
(Millipore), y posteriormente se afiadieron junto al acido propionico, al medio de cultivo

cuando la solucién alcanzo6 aproximadamente 55 °C.

Medio Columbia Modificado

Este medio (pH 5,0) es utilizado como medio selectivo para bifidobacterias.

Materiales
e Medio Columbia Agar (Oxoid).
e Glucosa 5 g/l (Sigma-Aldrich).
e Hidrocloruro de L- cisteina 0,5 g/l (Scharlau).
e Agar (hasta 15 g/I; Cultimed).

e Acido propionico 5ml (Panreac)

Procedimiento

Se prepararon 1000 ml de medio selectivo para bifidobacterias (las cantidades estan
expresadas por litro de solucion). Esta mezcla se calentd con agitacion constante sobre
una placa agitadora con calor hasta ebullicion durante un par de minutos, después la
solucion fue autoclavada. Finalmente, se adiciono el 4cido propidnico al medio de

cultivo cuando la solucién alcanzo6 aproximadamente 55 °C y el pH se ajusto 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

e Placas Petri con los distintos medios de cultivo.

e Pipetas de 20, 100, 200 y 1000 ul (Eppendorf).

e Asa para siembra de cultivo.

e Jarras de anaerobiosis (Oxoid).

e Sobre generador de atmosfera anaerdbica (Anaerogen, Oxoid).

e Sobre generador de atmosfera CO, (CO,Gen, 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 °C.

Las placas con los medios de cultivo para bifidobacterias fueron previamente
introducidas en jarras de anaerobiosis a las que se les incorpord un sobre generador de
atmosfera anaerdbica y aquellas que contenian las placas de cultivo para lactobacilos, se

les introdujo un sobre generador de CO,. Finalmente, se incubaron durante 72 h a 37°C.

DETERMINACION DEL NUMERO DE UNIDADES FORMADORAS DE
COLONIAS

Materiales

1) Lapiz contador de colonias (Colony Counter modelo 608702, Bio Co, Kobe, Japon).

Procedimiento

Posterior a la incubacidn, se seleccionaron las diluciones que presentaron un
crecimiento mayor a 10 unidades formadoras de colonia (UFC) y menor a 300 UFC y se
procedio a realizar el recuento en cada uno de los medios, a través de un lapiz contador
de colonias electronico. Recordando que se diluyo 100 mg de heces en 1ml de PBS y se
sembraron 50ul de esta dilucidn, el calculo de la dilucion seria: S0ul x 20, para expresar
colonias por 1ml o 100mg de heces, para expresarlo por 1g de heces se multiplica por
10. Finalmente se calculd el numero total de UFC por gramo de heces mediante la

siguiente formula:

89



Material y Métodos

UFC = N° de colonias (10-300) x factor de dilucion (10'-10") x 200 (20x10)

Una vez realizados los cultivos, las muestras restantes de las heces se

almacenaron a -80°C hasta la realizacion de los estudios de Biologia Molecular.

DETERMINACION 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) Tampon fosfato PBS (Sigma-Aldrich).

7) HCI (Sigma-Aldrich).

8) Jarras de anaerobiosis (Oxoid).

9) Sobre generador de atmoésfera anaerdbica (Anaerogen, Oxoid).

10) Sobre generador de atmoésfera CO, (CO,Gen, 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 liquido y en condiciones anaerobicas
durante 48 horas. Posteriormente, se realizd 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 analiz6 su viabilidad tanto a pH 3,0 como a una concentracion del 0,3% de sales
biliares. Se utiliz6 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 procedi6 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 liquido fueron centrifugadas a 5000 g
durante 5 minutos y el sobrenadante se elimind y se resuspendio en PBS estéril. Este

procedimiento se repitid 2 veces mas. Cien pl de la suspension anterior se mezcld con
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900 ul de: PBS pH 7,0, PBS pH 3,0 y sales biliares 0,3% en PBS. Estas mezclas se
incubaron en condiciones anaerébicas a 37 °C durante 3 horas. Tras este tiempo se
realizaron diversas diluciones (107'-107) de las cuales se sembraron 50 pl de cada
dilucion en medio solido MRS agar durante 72 h a 37 °C en anaerobiosis. Finalizado
este periodo se determiné el nimero de colonias presentes en condiciones de control
(pH 7,0), pH 3,0 y sales biliares 0,3% y se calculd la viabilidad de cada bacteria

seleccionada mediante el siguiente cociente:

. N2 colonias a pH o 4c. biliar
% Viabilidad = N° colonias control x100

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 demds pruebas. Las colonias restantes se eliminaron.

Bacterias controles
Como se menciond anteriormente, las colonias utilizadas como controles

positivos fueron las siguientes:

Para bifidobacterias: Bifidobacterium bifidum BB536 y Bifidobacterium longum
Rosell-71 (Hero Espana 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 realiz6 un segundo cribado; en este caso, se verifico la viabilidad a pH 2,5, pH 2,0y a
concentracion de sales biliares 0,5 y 0,7%. El protocolo utilizado fue el anteriormente

explicado.
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PRUEBAS DE ADHESION A CELULAS EPITELIALES INTESTINALES

Materiales
e (¢lulas HT-29 (CIC UGR).
e Tampon fosfato PBS (Sigma-Aldrich).
e Medio MRS (Cultimed).
e Jarras de anaerobiosis (Oxoid).
e Sobre generador de atmosfera anaerobica (Anaerogen, Oxoid).
e Sobre generador de atmosfera CO;, (CO,Gen, Oxoid).
e Medio DMEM (Sigma-Aldrich)
e Placas de cultivo celular de 24 pocillos (Nunc)
e Suero bovino fetal (FBS; Invitrogen).

e Pipeta pasteur (Labortecnic).

Procedimiento

Una vez que las colonias se seleccionaron de acuerdo con su resistencia al pH y
a sales biliares, se procedi6 a realizar el ensayo de adhesion celular. Dicho ensayo se
efectudé con células epiteliales intestinales HT-29; para ello se sigui6 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 elimind y se resuspendi6 en PBS estéril. Este
procedimiento se repitid 2 veces mas. Se determind la densidad oOptica (DO) de cada
bacteria a 600 nm y el cultivo bacteriano se diluy6 hasta una DO de 0,8 en medio de

cultivo, previamente preparado sin FBS y antibioticos (1-5 x 10° UFC/ml).

Las células HT-29 se cultivaron previamente en placas de 24 pocillos (Nunc) a
37 °C y 5% de CO, hasta confluencia. El medio de cultivo se elimin6 y las células se
lavaron varias veces con PBS estéril para eliminar los restos de FBS y antibioticos. A
cada pocillo se afiadi6 250 ul de suspension bacteriana preparada (en triplicado) y se
incubo a 37 °C y 5% CO, durante 90 minutos. Finalizada la incubacion, se procedio a
eliminar el medio mediante aspiracion 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 anadio 100 pl
de tripsina y se incubo durante 10-15 minutos a 37 °C. Después, todo el volumen del
pocillo se recuperé y se trasladé a un vial, y cada pocillo se lavé con 150 pl de PBS que
se afiadieron al mismo vial. Se realizaron varias diluciones (107'-107), de las cuales se
sembraron 50 pl de cada una de ellas en medio solido MRS agar durante 72 h a 37 °C en
anaerobiosis. Del mismo modo, se efectuaron diluciones de la suspension inicial de
bacterias inoculadas para determinar el numero de bacterias. Tras este periodo se

determind el % de adhesion de acuerdo a la siguiente formula:

_ N° colonias adherentes
% Adhesion = — x 100
N° colonias inoculadas

IDENTIFICACION DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Aislamiento de DNA gendmico bacteriano

Materiales

e Tampodn fosfato PBS (Sigma-Aldrich).

e Tampodn Tris-EDTA (TE; Sigma-Aldrich).

e Dodecil sulfato de sodio (SDS; Sigma-Aldrich).

e Proteinasa K (20 mg/ml; Sigma-Aldrich).

e NaCl (Sigma-Aldrich).

e Cetil trimetilamonio bromuro (CTAB)/NaCl (Sigma-Aldrich).
e Cloroformo (Sigma-Aldrich).

e Alcohol isoamilico (Panreac).

e Etanol (Panreac).

e Fenol (Panreac).

e Isopropanol (Panreac).

Procedimiento

Para extraer el DNA gendmico de las bacterias seleccionadas se procedio a
incubarlas en anaerobiosis en medio MRS liquido durante 48 h a 37°C. Un ml de las
bacterias crecidas fueron centrifugadas a 5000 g durante 5 minutos y el sobrenadante se

elimind y se resuspendid en PBS estéril. Este procedimiento se repitid 2 veces.

93



Material y Métodos

Posteriormente, el precipitado bacteriano se resuspendié en 567 ul de tampén TE, se
agregaron 30 ul de SDS 10% y 3 pl de proteinasa K y esta mezcla se incubd a 37 °C
durante 1 hora. Después, se agregaron 100 pl de NaCl 5SM y 80 pl de CTAB/NaCl, se
mezclo bien y se incub6 a 65 °C durante 10 minutos. Se agreg6 igual volumen (780 ul)
de mezcla cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), se mezcld y se centrifugd durante 5
minutos a 10000 g. La fase acuosa superior se extrajo y se transfiridé a un nuevo vial, al
cual se le agregd un volumen igual de la mezcla fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(25:24:1), se mezcld y se centrifugd durante 5 minutos a 10000 g. La fase acuosa
superior se extrajo y se transfirid a un nuevo vial al cual se agregd 0,6 volumenes de
isopropanol y se centrifugd durante 13 minutos a 10000 g a 4°C. Tras este paso se puede
observar un precipitado que corresponde al DNA. Posteriormente, el sobrenadante se
elimind y se agregd 1ml de etanol 70%, el cual se centrifugd durante 5 minutos a 10000
g a 4°C. El sobrenadante fue eliminado y el precipitado de DNA se dejo secar a
temperatura ambiente. Finalmente, el precipitado se resuspendi6 en 20-50 ul de agua y
la concentracion de DNA se cuantificd por medio de un espectrofotometro a 260 nm. Se

calcul¢ la relacion de DO 260/280 para verificar su pureza.

Amplificacion del gen 16S DNAr y espacio intergénico 16s-23s por PCR
Material

e DNA bacteriano aislado.

e Cloruro de magnesio 50 mmol/l

e Desoxirribonucledtidos (dAATP, dCTP, dGTP y dTTP), con una concentracion de
10 mmol/l de cada uno de ellos.

e Oligonucledtidos (27R, 1492F, 39F, 1391R, Bif 250bp F, Bif 250bp R, lactoF,
lactoR, F_allbif IS, R allbif IS) (Sigma-Aldrich).

e Agarosa (Sigma-Aldrich)

e Termociclador 9700 (Applied Biosystem)

Procedimiento

Para amplificar el gen 16s DNAr, se utilizdo el par de oligonucleétidos
universales 27F-1492R, esto se hace para amplificar de la mayor cantidad posible del

gen 16S de diferentes especies de bacterias y/o grupos especificos, ya que son
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frecuentemente utilizados en estudios moleculares de diversidad y son considerados
universales para el dominio Bacteria (Lane, 1991). Dichos oligonucledtidos amplifican
un fragmento de aproximadamente 1450 pares de bases (bp) y se utilizan a una

temperatura de hibridacion de 55 °C y un tiempo de amplificacion de 90 seg y 35 ciclos.
27F 5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3* (M=A+C)
1492R  5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3" (Y=C+T)

También, se utilizd otro par de oligonucledtidos (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 utiliz6 una temperatura de hibridacion de 52 °C y un tiempo de

amplificacion de 90 seg y 35 ciclos.
39F  5-TGGCTCAGRWYGAACGCTRG-3 (R=A+G,W=A+T,Y=C+T)
1391R 5'-GACGGGCGGTGWGTRCA-3’

Ademas, en nuestro laboratorio se disefiaron oligonucledtidos especificos (Bif
250bp F-Bif 250bp R) para poder distinguir bifidobacterias. Estos amplifican un
fragmento de aproximadamente 250 bp y se utiliz6 una temperatura de hibridacion de

65 °C y un tiempo de amplificacion de 20 seg y 30 ciclos.
Bif 250bp F  5-CTCGTAGGCGGTTCGTCG-3’

Bif 250bp R 5-AACGGGCCCCACATCCAG-3’

Por otro lado, se disefiaron oligonucle6tidos (lactoF-lactoR) para amplificar las
zonas intergénicas 16s-23s de lactobacilos. Estos amplifican un fragmento de
aproximadamente 600 bp y se utilizd una temperatura de hibridacién de 65 °C y un

tiempo de amplificacion de 30 seg y 30 ciclos.
lactoF 5-ACACCGCCCGTCACACCATG-3’
lactoR 5'-CCHSTTCGCTCGCCGCTACT-3* (H=A+T,S=G+C)

También, se utilizaron oligonucleotidos especificos 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 utilizd una temperatura de hibridacién de 60 °C y un

tiempo de amplificacion 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 ul. En cada ciclo se
utilizd una temperatura de desnaturalizacion de 94 °C durante 30 seg, posteriormente, se
programé la temperatura de hibridacion segin las condiciones de cada juego de

oligonucleotidos antes especificadas.

El resultado de la amplificacion se verifico en un gel de agarosa al 1.3%, se
tifieron 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 llustra™ GFX™ 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 pl de agua y la purificacion fue ratificada

visualizando en un nuevo gel de agarosa al 1.3%.

Posteriormente, las muestras se secuenciaron en el Servicio de Secuenciacion de

DNA del Instituto de Parasitologia y Biomedicina “Lopez-Neyra” (CSIC) de Granada.

Una vez secuenciados los fragmentos del genl6S se procedié a la busqueda de
homologia en la base de datos de la National Center of Biotechnology Information
(NCBI). La comparacion de las secuencias de los 16s DNAr permitié establecer las
relaciones filogenéticas entre las colonias de bacterias seleccionadas incluyendo la

identificacion de lactobacilos y bifidobacterias (Tannock, 1999).
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IDENTIFICACION MEDIANTE PRUEBAS DE FERMENTACION

Materiales

e APIZYM (bioMerieux’s).
e API 50 CHL (bioMerieux's).
e API CHL medio (bioMerieux’s).
Se utilizaron los sistemas API ZYM y API 50 CHL. Estos test enzimaticos
pueden ser usados para una rapida y tedricamente reproducible identificacion fenotipica
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
enzimaticas. 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 enzimadtica, el cual es graduado en una

escala de 0-5 en comparacion 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 fermentacion de 49 hidratos de carbono
(Tabla 7). Se obtiene un resultado colorimétrico, pero en este caso so6lo se clasifican
como positivo (+), negativo (-), o intermedio (V), en comparacion 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 dcida

2 | Fosfatasa alcalina 12 | Naftol-AS-BI-fosfosfohidrolasa
3 | Esterasa(C4) 13 | a-galactosidasa

4 | Esterasa lipasa (C8) 14 | B-galactosidasa

5 | Lipasa (C14) 15 | B-glucuronidasa

6 | Leucina arilamidasa 16 | o-glucosidasa

7 | Valina arilamidasa 17 | B—glucosidasa

8 | Cistina arilamidasa 18 | N-acetil-B-glucosaminidasa

9 | Tripsina 19 | a-manosidasa
10 | a-quimotripsina 20 | a-fucosidasa
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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-Xilopiranosido 35 | D-Melezitosa

11 | D-galactosa 36 | D-Rafinosa

12 | D-Glucosa 37 | Almidon

13 | D-Fructosa 38 | Glucdgeno

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-aD-Manopiranosido 46 | D-Arabitol
22 | Metil-aD-Glucopirandsido 47 | L-Arabitol
23 | N-Acetilglucosamina 48 | Gluconato potéasico
24 | Amigdalina 49 | 2-Cetogluconato potasico
25 | Arbutina 50 | 5-Cetogluconato potasico

EVALUACION DEL EFECTO DEL SOBRENADANTE DE LAS BACTERIAS
PROBIOTICAS SOBRE EL CRECIMIENTO DE BACTERIAS
ENTEROPATOGENAS

Materiales

e Sobrenadantes (10X) de 17 y 24h de crecimiento de las bacterias L.paracasei
CNCM 1-4034, B.breve CNCM 1-4035 y L.rhamnosus CNCM 1-4036 (Biopolis
S.L.)

e E.coli enterotoxigénica (ETEC)

v CECT 434
v CECT 501
v CECT 515
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e E.coli enteropatogena (EPEC)
v CECT 727
v' CECT 729
v CECT 742
e Salmonella typhimurium
v CECT 443
v CECT 459%4
e Salmonella typhi
v' CECT 725
e Triptone Soya Broth (TS; cultimed)
e Placa 96 pocillos (Nunc)
e Film Adhesivo placa (VWR)
e Multiskan FC (Thermo Scientific)

Procedimiento

Se utiliz6 el sobrenadante (10X) del medio de crecimiento (17 y 24 h) de las
bacterias probidticas para la evaluacion de su efecto sobre el crecimiento de bacterias

enteropatogenas.

Para establecer la concentracion del sobrenadante de las bacterias probidticas 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). Segun los resultados preliminares obtenidos se decidi6 utilizar las concentraciones
1 y 4%, principalmente, debido a que la primera, corresponde a la concentraciéon mas
baja en donde se observaron efectos de inhibicidon, mientras que la segunda, se eligio

para verificar si se este efecto de inhibicién se mantenia a una concentracion superior.

Una vez establecidas las concentraciones de sobrenadante a utilizar, se sigui6 el
protocolo de Spinler et al., (2008), con ligeras modificaciones. Brevemente, las
bacterias enteropatdogenas 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
afadieron por separado los sobrenadantes de los probidticos (10X) al 1% y 4%, a pH
neutro (6,5) y a pH acido (~4.0). Estas diferentes mezclas se trasladaron a una placa de

96 pocillos (Nunc) y se coloco 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 °C y agitacién continua (300-600 rpm). La DO se midi6 a
620 nm en intervalos de una hora. Como control negativo se utiliz6 el medio de cultivo
TS y como referencia las curvas de crecimiento de las distintas bacterias patdgenas en
ausencia del sobrenadante probiotico. Cada experimento se realizd por cuadruplicado
para poder efectuar un andlisis estadistico de los datos obtenidos (figura 8). Para
determinar el porcentaje de inhibicion se determind el area bajo la curva mediante el

método de los trapezoides.

Bacterias probioticas:

Bacterias Patogenas: Cultivo O/N Bacterias Patogenas 5% Sobrenadante: Cultivo: "
E.Coli ETEC (CECT501) + Liofilizacién 17/24krs; ~ Liparacasel CNCM1-4034
E.Coli ETEC (CECT515) Sobrenadante1%0 4%  Concentracién 10X B.breve CNCM 1-3035

E.Coli ETEC (CECT434) L.rhamnosus CNCM 1-4036

E.Coli EPEC (CECT 729)

E.Coli EPEC (CECT 742)

E.Coli EPEC (CECT 727)

Salmonella typhimurium (CECT 4594)
Salmonella typhimurium (CECT 443)
Salmonella typhi (CECT 725)

b

]

-

BESUECETET

-

irmnRBUsST

. - Crecimiento por 17 hrs en agitacion & d —
Andlisis estadistico Medicién D.O. cada 1 hora urva de crecimiento

Figura 8. Resumen de procedimiento experimental para determinar los efectos de los
sobrenadantes de bacterias probioticas sobre el crecimiento de enterobacterias patdogenas.
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EVALUACION DE LOS EFECTOS DE LOS SOBRENADANTES DE LOS
PROBIOTICOS Y DE ESTOS MICROORGANISMOS SOBRE LA ADHESION
DE BACTERIAS PATOGENAS A CELULAS EPITELIALES INTESTINALES

Material

e Tampodn fosfato PBS (Sigma-Aldrich).

e (¢lulas Caco-2 (CIC UGR).

e DMEM (Sigma-Aldrich)

e Sobrenadantes (10X) de 17 y 24h de crecimiento de las bacterias L.paracasei
CNCM 1-4034, B.breve CNCM 1-4035 y L.rhamnosus CNCM 1-4036 (Biopolis
S.L.)

e kit NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel)

e Oligonucledtidos (Bif164, Bif 662, Bact 0011f, Lab-0677r, S18, S19, ECO-1,
ECO-2) (Sigma-Aldrich).

e Abi 7900 HT- Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems)

e Sybr Green I (Applied Biosystems)

Procedimiento

Para realizar esta prueba se utilizo el método descrito por Jankowska et al. (2008),
con ligeras modificaciones. Brevemente, se cultivaron las bacterias patdgenas en
aerobiosis durante 18 h. Se centrifugaron a 5000 g durante 5 minutos. Se eliminé el
sobrenadante y se resuspendié en 1 ml de PBS estéril. Se determiné la DO de cada
bacteria a 620 nm y se diluyeron en medio DMEM (sin suero bovino fetal ni
antibidticos) a una concentracion de 1-2 x 10 UFC/ml. Se eliminé el medio de cultivo
de las células Caco-2 y se lavo varias veces con PBS estéril para eliminar los restos de
suero fetal y antibidticos. Se afiadié 300 pl de la suspension bacteriana preparada
anteriormente. Se incubd a 37°C y 5% de CO, durante 4 horas. En otros pocillos, se
afiadio el sobrenadante de la bacteria probiotica (1% y 4%) o la bacteria probidtica en la
misma concentracion que la bacteria enteropatdgena, junto con la bacteria patdgena
seleccionada, ademas, de sus respectivos controles. Tras 4 horas de incubacion, se
elimind el medio y las células se lavaron con PBS. Posteriormente, se agreg6 150 pl de
tripsina y se incubd durante 5-10 minutos a 37 °C. Se recogi6 toda la superficie celular

en un vial y se centrifugd a 5000 g durante 10 minutos. Con el precipitado se sigui6 el
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protocolo de extraccion de DNA del kit NucleoSpin Tissue, de acuerdo a las

indicaciones del fabricante.

Evaluacion de la adhesion mediante PCR cuantitativa
Los oligonucleétidos utilizados para la cuantificacion mediante PCR de las
especies o0 géneros bacterianos: Escherichia coli, Bifidobacterium, Lactobacillus

(Candela et al., 2008) y Salmonella (Malorny et al., 2003) estan resumidos en la tabla 9.

Tabla 9. Resumen de los oligonucleétidos seleccionados.

Primer Secuencia Género T°
Anillamiento
Bif 164 5'-CATCCGGCATTACCACCC-3 Bifidobacterium 60 °C
Bif 662 5'-CCACCGTTACACCGGGAA-3’
Bact 0011f 5 -AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3’ Lactobacillus 63 °C

Lab-0677r  5’-CACCGCTACACATGGAG-3’

S18 5-ACCGCTAACGCTCGCCTGTAT-3" Salmonella 58 °C
S19 5’-AGAGGTGGACGGGTTGCTGCCGTT-3"

ECO-1 5’-GACCTCGGTTTAGTTCACAGA-3’ Escherichia 60 °C
ECO-2 5'-CACACGCTGACGCTGACCA-3’

Se comprobd que los oligonucleotidos anillan con su género y no con los otros

grupos de estudio, a través de una PCR convencional.

Posteriormente, se realizo la PCR cuantitativa para evaluar los efectos de los
sobrenadantes de los probidticos o de los probidticos sobre la adhesion de las bacterias
enteropatogenas a las células epiteliales intestinales Caco-2. Se utiliz6 el equipo Abi
7900 HT- Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems), y como fluoréforo se usé
Sybr Green I (Applied Biosystems) para correlacionar la cantidad de los productos de
PCR con una sefial de fluorescencia. Los resultados se expresan en nanogramos de
DNA de cada bacteria patdgena, obtenidos a través de una curva patron (figura 9).
Posteriormente se expresan en porcentaje con respecto a la cantidad de DNA obtenida
para cada bacteria enteropatdogena individual (100%), y se comparo con los valores

obtenidos cuando fueron expuestas frente a un sobrenadante o bacteria probidtica.
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Medio de cultivo

v'Control

v Bacterias Patdgenas

v'Bacterias patdgenas+Probidticas

v'Bacterias patdgenas+sobrenadante de bacterias Probidticas

Células Caco-2

4 horas
37°C, 5% CO,

; PCR Real Ti E i
Serecolecta: R Primer especificos para:
v'ADN

¥ Salmonella
¥'Se congelaa -802C ¥ Escherichia coli

Figura 9. Resumen del procedimiento experimental de la evaluacion de la adhesion mediante
PCR cuantitativa.

El programa de PCR utilizado fue el siguiente: (i) preincubacion de 95 °C durante
10 minutos; (ii) amplificacion de 40 ciclos en 4 pasos: desnaturalizacion a 95 °C durante
15 segundos, anillamiento durante 25 segundos a la temperatura adecuada para cada
grupo bacteriano (E.coli 60 °C, Lactobacillus 63 °C, Bifidobacterium 60 °C y
Salmonella 58 °C), extension a 72 °C durante 30 segundos; (iii) extension adicional a 72
°C durante 10 minutos; (iv) curva de disociacion. La mezcla de reaccion incluye 1 pl de
la muestra, 1 ul de cada primer (Sigma) y 12,5 ul de DNA-Master Sybr Green I
(Applied Biosystem), en un volumen final de 25 pul (Candela et al., 2008). Se estudio la

eficiencia de cada pareja de oligonucleotidos.
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DETERMINACION DE LOS EFECTOS DE LOS PROBIOTICOS SOBRE LA
PRODUCCION DE IL-8 Y TNF-a. POR LAS CELULAS EPITELIALES
INTESTINALES CACO-2

Material

e E.coli enterotoxigénica (ETEC)
v CECT 501
v CECT 515
e E.coli enteropatogena (EPEC)
v CECT 729
v CECT 742
e Salmonella typhimurium
v' CECT 443
v CECT 4594
e Salmonella typhi
v CECT 725
e (¢lulas Caco-2 (CIC UGR).
e DMEM (Sigma-Aldrich)
e Bacterias L.paracasei CNCM 1-4034, B.breve CNCM 1-4035 y L.rhamnosus
CNCM 1-4036 (Biopolis S.L.)
e Kit MILLIPLEX ™ysp High Sensitivity Human Cytokine (Millipore)

e Luminex 200™ v2.3 y software Luminex Xponent. (Luminex)
Procedimiento

Para realizar esta prueba se utilizo el método descrito por Jankowska et al.,
(2008), con ligeras modificaciones. Brevemente, se cultivaron las bacterias patdgenas
en aerobiosis durante 18 h. Se centrifugaron a 5000 g durante 5 minutos. Se elimind el
sobrenadante y se resuspendio en 1 ml de PBS estéril. Se determind la DO de cada
bacteria a 620 nm y se diluyé en medio DMEM (sin suero bovino fetal ni antibioticos) a
una concentracion de 1-2 x 10’ UFC/ml de bacteria enteropatogena y 1-2 x 108 UFC/ml,
de bacteria probiotica, utilizando una relacién patdgena/probiotica de 1/10. Se elimin6
el medio de cultivo de las células Caco-2 y se lavd varias veces con PBS estéril para

eliminar los restos de suero fetal y antibidticos. Se anadio 300 pl de la suspension
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bacteriana con cada bacteria de forma individual, co-incubaciones de
probiotico/patéogena y controles solo con DMEM. Se incubd a 37°C y 5% de CO,
durante 4 horas después de las cuales, se recolecto el medio, se centrifugé a 5000 g
durante 10 minutos y se congeld a -80°C hasta la determinacion de las citoquinas

producidas mediante Tecnologia Luminex® xMAP® Corporation.

Se descongelan las muestras y se determinan las citoquinas IL-8 y TNF-a
presentes en estos sobrenadantes siguiendo el protocolo correspondiente al Kit
MILLIPLEX ™ysp High Sensitivity Human Cytokine 96 Well Plate Assay de Millipore.
Segtn instrucciones del fabricante. Finalmente se procedio al andlisis en el equipo

Luminex 200™ v2.3 y software Luminex Xponent.

ANALISIS ESTADISTICO

Los valores del analisis la comparacion de los efectos de los sobrenadantes de las
bacterias probioticas de estudio sobre el crecimiento de las bacterias patdogenas con
respecto al tiempo y a los tratamientos (concentracion 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
estadistico 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 significacion

en relacion al namero de pruebas estadisticas realizadas sobre un conjunto de datos.

La comparacion de los efectos de las cepas probidticas Lactobacillus paracasei
CNCM 1-4034, Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 y Lactobacillus rhamnosus
CNCM 1-4036 sobre la adhesion de las bacterias patogenas a células Caco-2, se llevo a

cabo utilizando un modelo ANOVA de un factor.

Para comparar la produccion de IL-8 y TNF-a, por las células Caco-2, los
resultados se expresaron en porcentaje con respecto a la cantidad producida por el
estimulo de las bacterias enteropatéogenas; para la comparacion de los porcentajes se
aplicoé un modelo lineal general de medidas repetidas, una vez transformados los

porcentajes en una variable que se distribuye normalmente (arc sen arc sen Vx)
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RESULTADOS

Se procesaron 12 muestras de heces de nifios alimentados exclusivamente al
pecho, las cuales fueron incubadas en los diferentes medios de cultivos sefialados en la
seccion 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 adhesion a las células epiteliales intestinales quedaron sé6lo 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 nimero de colonias seleccionadas, se
procedi6 directamente a su identificacion molecular mediante amplificacion del gen 16S

rRNA de cada colonia, para su posterior secuenciacion y busqueda de homologia en la

base de datos del NCBI (BLAST) (Figura 10).

4680 colonias

——
Medios selectivos:
12 t *Beerens
muestras *BFM *Resistencia pH (3.0-2.0)
-Rogosa *Sales biliares (0.3-0.7%)

*Lactobacillus paracasei

CNCM 1-4034 758 colonias

*Bifidobacterium breve

CNCM 1-4035 3 cepas 42 colonias
sLactobacillus rhamnosus  {wwmmm st ; -
Genotipo |
CNCM 1-4036 (-

Secuenciacion :
*Gen 16s DNAr
e Espacio interg. 16s-23s

eAdhesion Células HT-29
Proceso de patentado

PCT/ES2010/000097

Figura 10. Resumen del proceso de seleccion de bacterias probidticas procedentes de heces de
lactantes alimentados al pecho. Se indica el nimero de colonias seleccionadas tras cada ensayo,
hasta llegar al asilamiento de las 3 cepas finales.

109



Resultados

Las cepas clasificadas como lactobacilos se secuenciaron y estas secuencias
fueron alineadas entre ellas para saber si existian bacterias que presentaran el mismo gen

16s DNAr, y se encontr6 que las 41 bacterias se podrian separar en 2 grupos:

Un grupo que presentd una homologia 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: MNFLMO1
Lactobacillus rhamnosus strain IDCC 3201

Lactobacillus Lactobacillus rhamnosus rhamnosus strain: YIT 0105 (= ATCC 7469)

Con estos resultados, se selecciond una bacteria con los mejores valores de las
pruebas de resistencia del grupo y se le denominé de forma transitoria Lactobacillus

rhamnosus 22A.

El otro grupo que present6 una homologia 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 caseli, strain: YIT 0209 (= NCDO 151)
Lactobacillus casel, 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 selecciond una bacteria con los mejores valores de las
pruebas de resistencia de este segundo grupo y se denomind transitoriamente

Lactobacillus paracasei HERO 7.

Posteriormente, se efectu6 el mismo procedimiento con el grupo de las
bifidobacterias, encontrandose un solo grupo. Este grupo de bifidobacterias presentd una

homologia 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 selecciono una bacteria del grupo de bifidobacteria y se

llamé de forma transitoria Bifidobacterium breve HERO 15B.
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Es necesario sefialar que numerosas colonias que crecieron en el medio descrito

para bifidobacterias pertenecian al grupo lactobacilos.
Las bacterias denominadas inicialmente como:

Lactobacillus rhamnosus HERO 22A, Lactobacillus paracasei HERO 7 vy
Bifidobacterium breve 15B fueron enviadas al Institut Pasteur para su depdsito, y se les

asigno la siguiente denominacion final (anexo I):

Denominacion inicial Denominacion final
Lactobacillus paracasei HERO 7 CNCM 1-4034
Bifidobacterium breve HERO 15B CNCM 1-4035
Lactobacillus rhamnosus HERO 22A CNCM 1-4036

Por otra parte, se inicio 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 adhesion a celular epiteliales intestinales de las cepas
aisladas Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034, Lactobacillus rhamnosus CNCM I-
4036, Bifidobacterium breve CNCM 1-4036 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 1-4034, Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036 y controles comerciales (L.casei
inmunitas de Danone® y L.rhamnosus GG de Kaiku®) (UFC/ml).

Muestra Control pH 3,0 %* pH 2,5 %* pH20 @ %*

'c—saémbac“'“s 6.97x107  7.40x107 = 106.2 0 0 0 0
Lactobacillus

casei 7.53x107  7.30x10" = 96.9 0 0 0 0
L.paracaseli

CNCM 1-4034 533 x10" 5.99x10"  112.4 0 0 0 0

L.rhamnosus
CNCM 1-4036  7.74x107 7.88x10° 101.8 6.30x10’  81.4 5.90x10" 762

*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 1-4034 y Lactobacillus rhamnosus CNCM
[-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 6.97x10" 4.03x10” = 57.8 7.61x10" 231.8 7.13x10"  76.1
Lactobacillus
casei 7.53x10" 3.08x10" = 40.9 8.11x10" 141.6 8.00x10’ 110.6
L.paracasei

CNCM 14034 1.16x107 1.33x10" 1147 1.23x10" 106.0 1.79x10" '154.3

L.rhamnosus
CNCM 14036 7.44x10” 7.55x10"  101.5 7.82x10" 105.1 7.81x10" 105.0

*Resultados en % de viabilidad.

Tabla 12. Resultado de la adhesion a células HT 29 de las cepas Lactobacillus paracasei CNCM
1-4034, Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036 y controles comerciales (L.casei inmunitas de
Danone® y L.rhamnosus GG de Kaiku®) (UFC/ml).

Muestra Control Células adheridas %%
8 6

L actobacillus GG 1.98 x10 9.50 x10 4.80
9 8

L actobacillus casei 3.25x10 1.33 x10 4.09

L.paracasei

CNCM 1-4034 1.05 x108 7.87 x10° 7.48

L.rhamnosus

CNCM 1-4036 5.68 x10° 6.56 x10’ 11.55

*Resultados en % de viabilidad.

Las bacterias probioticas 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 probiotica Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036
presentd 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%). Ademas, presentaron

valores de viabilidad mayores que sus controles a concentracion 0,3% (Tabla 11).
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Los resultados de la capacidad de adhesion se resumen en la tabla 12. En ella se
puede observar que los porcentajes de adhesion de las bacterias controles a las células
epiteliales HT-29 fueron muy similar entre ellas (4%), mientras que las bacterias
probiodticas ensayadas en el presente estudio mostraron valores muy superiores, 7,5% para
Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034 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 pH30  %* pH25 %* pH20 %*
Bifidobacterium
bifidum BB536 1.04 x10® 5.80x107  55.6 0 0 0 0
Bifidobacterium
longum Rosell-71 9.62x10" 1.01 x10° ‘1048 0 0 0 0
Bifidobacterium breve
CNCM I1-4035 533x107 5.99x10” 1396 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 1-4035 y controles comerciales (Bifidobacterium bifidum
BB536, Bifidobacterium longum Rosell-71) (UFC/ml).

Muestra Control 0,3% % 0,5% % 0,7% %0

Bifidobacterium

bifidum BB536 7.57x107 7.54x10”  99.6 6.70x10" 88.5 7.00x10’ 92.5
Bifidobacterium

longum Rosell-71 7.51x107 7.54x107 100.4 7.20x10" 95.9 6.90x10" 91.9
Bifidobacterium breve

CNCM 1-4035 6.10x10" 5.30x10" | 86.9 6.00x10" 98.4 7.50x10" 123

*Resultados en % de viabilidad.
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Tabla 15. Resultado de la adhesion a células HT 29 de 1a cepa Bifidobacterium breve CNCM 1-
4035 y controles comerciales (Bifidobacterium bifidum BB536, Bifidobacterium longum Rosell-
71) (UFC/ml).

Muestra Control Células adheridas 00>

Bifidobacterium

bifidum BB536 7.80 x10° 6.90 x10° 8.8

Bifidobacterium

longum Rosell-71 1.10 x10° 1.00 x107 9.1

Bifidobacterium breve

CNCM 1-4035 6.00 x107 1.00 x10? 16.7

*Resultados en % de viabilidad.

La cepa aislada Bifidobacterium breve CNCM [-4035 present6 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 mostré una viabilidad cercana a 100% en todas las
concentraciones utilizadas (0,3, 0,5 y 0,7%) y present6 valores mayores de viabilidad que

sus controles a concentracion 0,5 y 0,7% (Tabla 14).

Los resultados de la capacidad de adhesion de Bifidobacterium breve CNCM I-
4035 se resumen en la tabla 15, en donde se puede observar que los porcentajes de
adhesion de las bacterias controles a células epiteliales HT-29 fueron muy similares entre
ellas (9%); a su vez, Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 mostré un porcentaje de

adhesion (17%) casi dos veces mayor que sus controles (Tabla 15).

EVALUACION DE LA FERMENTACION DE HIDRATOS DE CARBONO Y DE
DIVERSAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS POR LOS PROBIOTICOS
IDENTIFICADOS

En las tablas 16, 17 y 18 se observan los resultados de fermentacion de hidratos de
carbono (API ZYM) y de actividades enzimaticas (API 50 CHL) de las diferentes cepas
seleccionadas con sus respectivos controles comerciales, los resultados fueron expresados

como se describié en material y métodos.
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En la tabla 16, se puede observar que los resultados de las actividades enzimaticas
de la bacteria probiodtica Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 fueron muy similares al
perfil que presenta el control Bifidobacterium longum Rosell-71. En cuanto a los
controles, ellos presentaron diferencias entre si, Bifidobacterium bifidum BB536 mostrd
actividad para una mayor cantidad de enzimas que Bifidobacterium longum Rosell-71.
Sin embargo, todas las cepas presentaron una alta actividad para a-glucosidasa, o-
galactosidasa y [-galactosidasa. La unica actividad enzimatica ausente en la cepa
Bifidobacterium breve CNCM 1-4035, y que presentan ambos controles, es para N-acetil-
B-glucosaminidasa.

Tabla 16. Resultados de actividades enzimaticas (API ZYM) de la cepa Bifidobacterium breve
CNCM 1-4035 y controles (Bifidobacterium bifidum BB536, Bifidobacterium longum Rosell-71).

ENZIMA B.bifidum B.longum CNCM
1-4035
0

Control

Fosfatasa alcalina
Esterasa(C4)

Esterasa lipasa (C8)

Lipasa (C14)

Leucina arilamidasa

Valina arilamidasa

Cistina arilamidasa
Tripsina

10 | a-quimotripsina

11 | Fosfatasa acida

12 | Naftol-AS-BI-fosfosfohidrolasa
13 | o-galactosidasa

14 | B-galactosidasa

15 | B-glucuronidasa

16 | a-glucosidasa

17 | B-glucosidasa

18 | N-acetil-B-glucosaminidasa
19 | o--manosidasa

20 | a-fucosidasa 0
Intensidad de color: 0, sin actividad;1-4 actividad intermedia; y 5 maxima actividad.
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La tabla 17 muestra los resultados de las actividades enzimaticas de las bacterias
probidticas Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034, Lactobacillus rhamnosus CNCM -
4036 y sus respectivos controles. La actividad enzimatica de Lactobacillus rhamnosus

CNCM 1-4036 fue muy similar a la que presenta el control L.rhamnosus GG. Asi mismo,
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la bacteria Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034 presentd actividad para las mismas
enzimas que el control Lactobacillus casei. Sin embargo, Lactobacillus rhamnosus
CNCM 1-4036 es la tnica bacteria que presentd actividad para o-quimotripsina y f3-
glucuronidasa.

Tabla 17. Resultados de actividades enzimaticas (AP1 ZYM) de la cepas Lactobacillus paracasei

CNCM 1-4034, Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036 y controles (L.casei inmunitas de
Danone® y L.rhamnosus GG de Kaiku®).

L.paracasei | L.rhamnosus
ENZIMA L.GG | L.casei CNCM CNCM
1-4034 1-4036
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 | a-quimotripsina 0 0 0 1
11 | Fosfatasa acida 5 4 4 5
12 | Naftol-AS-BI-fosfosfohidrolasa 5 3 2 5
13 | a-galactosidasa 2 0 0 4
14 | B-galactosidasa 5 3 4 5
15 | B-glucuronidasa 0 0 0 1
16 | a-glucosidasa 2 5 5 2
17 | B-glucosidasa 2 0 0 3
18 | N-acétil-B-glucosaminidasa 0 0 0 0
19 | a-manosidasa 0 0 0 0
20 | a-fucosidasa 5 0 0 5

Intensidad de color: 0, sin actividad;1-4 actividad intermedia; y 5 maxima actividad.

En la tabla 18 se puede observar los resultados de la fermentacion de hidratos de
carbono de las bacterias probioticas Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034,
Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036 y sus controles. El perfil de fermentacion fue
similar entre los lactobacilos; sin embargo, cabe destacar algunas diferencias. Ambas
cepas probiodticas presentaron la capacidad de fermentar L-rhamnosa, no asi sus controles.

Ademas, la cepa Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034 presenté la capacidad de
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fermentar la mayor cantidad de hidratos de carbono (29) y fue la tnica capaz de

fermentar inulina. Sin embargo, ambas cepas probidticas no presentaron la capacidad de

fermentar L-fucosa, capacidad que si mostraron sus controles.

Tabla 18. Resultados de fermentacion de hidratos de carbono (API 50 CHL) de las cepas
Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034, Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036 y controles
comerciales (L.casei inmunitas de Danone® y L.rhamnosus GG de Kaiku®).

L.paracasei | L.rhamnosus
ot L.GG | Lcasei | CNCM CNCM
1-4034 1-4036
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-fD-Xilopirandsido - - - -
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-aD-Manopirandsido - - - -
21 | Metil-aD-Glucopirandsido - 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 Vv V + -
32 | D-Trehalosa + + + +
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33 [ Inulina - - +

34 | D-Melezitosa + - +

35 | D-Rafinosa - - -
36 | Almidon - - -
37 | Glucogeno - - - -
38 | Xilitol - - - -
39 | Gentiobiosa + \Y \Y \Y
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 potéasico V V V \Y
48 | 2-Cetogluconato potésico - - - -
49 | 5-Cetogluconato potasico - - - -

Intensidad de color: positivo (+), negativo (-), e intermedio (V).

AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS INTERGENICOS 16S-23S

Se amplificaron los segmentos intergénicos de las cepas seleccionadas, se

secuenciaron y se efectud la busqueda de homologia en la base de datos del NCBI

(BLAST), lo cual gener¢ los siguientes resultados:

Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036

Presenta una homologia del 100%, de un fragmento de 579 bp con:

Lactobacillus rhamnosus isolate TS1

Lactobacillus rhamnosus isolate PS1 16S

Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034
Presenta una homologia del 100%, de un fragmento de 512 bp con:

Lactobacillus casei ATCC 334

Bifidobacterium breve CNCM 1-4035

Presenta una homologia del 99% del espacio intergénico 16s-23s, de un fragmento de 182

bp con:

Bifidobacterium breve (ITS), strain Y8

Bifidobacterium longum (ITS), strain Y10
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ALINEAMIENTO DE SECCIONES SECUENCIADAS

Se  utiliz6 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 1-4034, Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036, 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 1-4036 ~ ——mmmmmmmmmmmmmm CTGGCGGCGTGCCTA=TACATGCAAGTCGAAC 31
L.paracasei =~ = ———m—mmmmmmmmmmmomo GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAAC 40
CNCM 1-4034 oo

LGG GAGTTCTGATTATTGAAAGGTGCTTGCATCTTGATTTAATTTTGAACGAGTGGCGGACGG 120
L.CASEI GAGTTCTGATTATTGAAAGGTGCTTGCATCTTGATTTAATTTTGAACGAGTGGCGGACGG 120
CNCM 1-4036 GAGTTCTGATTATTGAAAGGTGCTTGCATCTTGATTTAATTTTGAACGAGTGGCGGACGG 91
L.paracasei GAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGATTCAACATGGAACGAGTGGCGGACGG 100
CNCM 1-4034  —oomm oo

LGG GTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTA 180
L.CASEI GTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTA 180
CNCM 1-4036 GTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTA 151
L.paracasei GTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTA 160
CNCM 1-4034 ————- TAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTA 55
LGG ATACCGCATAAATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCT 240
L.CASEI ATACCGCATAAATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCT 240
CNCM 1-4036 ATACCGCATAAATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCT 211
L.paracasei ATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCT 220
CNCM 1-4034 ATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCT 115
LGG TTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAATGA 300
L.CASEI TTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAATGA 300
CNCM 1-4036 TTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAATGA 271
L.paracasei TTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGA 280
CNCM 1-4034 TTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGA 175
LGG TACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCC 360
L.CASEI TACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCC 360
CNCM 1-4036 TACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCC 331
L.paracasei TACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCC 340
CNCM 1-4034 TACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCC 235
LGG TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCG 420
L.CASEI TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCG 420
CNCM 1-4036 TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCG 391
L.paracasei TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCG 400
CNCM 1-4034 TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCG 295
LGG CGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAG 480
L.CASEI CGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAG 480
CNCM 1-4036 CGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAG 451
L.paracasei CGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAG 460
CNCM 1-4034 CGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAG 355
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CNCM 1-4036
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CNCM 1-4034

AGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC

AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGC

AGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGTGCATCGGAAA
AGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGTGCATCGGAAA
AGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGTGCATCGGAAA
AGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAA
AGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAA

CTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
CTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
CTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
CTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
CTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTA

GATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGC
GATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGC
GATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGC
GATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGC
GATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGC

TCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGA
TCGAAAGCATGG-TAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC-ATGCCGTAAACGATGA
TCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGA
TCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGA
TCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGA

ATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCG
ATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCG
ATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCG
ATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCG
ATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCG

CCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
CCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
CCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
CCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
CCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG

GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTT
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTT
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTT
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTT
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTT

TGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTG
TGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTG
TGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTG
TGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTG
TGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTG
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540
540
511
520
415

600
600
571
580
475

660
660
631
640
535

720
720
691
700
595

780
780
751
760
655

840
838
811
820
715

900
898
871
880
775

960
958
931
940
835

1020
1018
991
1000
895

1080
1078
1051
1060
955
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L.paracasei
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TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGGTGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGAC
TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGAC
TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGAC
TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGAC
TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGAC

TAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG

TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG

ATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTT
ATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTT
ATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTT
ATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTT
ATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTT

CGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGC
CGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGC
CGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGC
CGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGC
CGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGC

ACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTT
ACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTT
ACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTT
ACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTT
ACGCCGCGGTGAATACGTTCC—m————mmmm oo

GTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGTGGGACAA
GTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGTGGGACAA
GTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGGGACAAAN
GTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGTGGGACAA

ATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGG-—--—-—— 1526
ATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTA 1532
N 1474
ATGATTAGGGTGAAG-——————————————m— o= 1495

1140
1138
1111
1120
1015

1200
1198
1171
1180
1075

1260
1258
1231
1240
1135

1320
1318
1291
1300
1195

1380
1378
1351
1360
1255

1440
1438
1411
1420
1276

1500
1498
1471
1480

Se observan diferencias entre las secuencias de los controles y las muestra

L.rhamnosus CNCM 1-4036 y L.paracasei CNCM 1-4034. Asi mismo se observa una

homologia completa entre la muestra L.paracasei CNCM [-4034 y una secuencia de

L.paracasei seleccionada.
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Resultados

Alineamiento global de las secuencias del gen 16S DNAr de la cepa Bifidobacterium
breve CNCM 1-4035, controles (Bifidobacterium bifidum BB536, Bifidobacterium
longum Rosell-71) y una cepa de B.breve.

CNCM 1-4035 = = = ——memmmmmmemem e
B.breveAY850360. AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTCAACACATGCAAGTCGAAC 60
B.Long AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAAC 60
B.Bifidum AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAAC 60
CNCM 1-4035 = = = e
B.breveAY850360. GGGATCCAGGCAGCTT-GCTGCCTGGTGAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATGCGTGACCG 119
B.Long GGGATCCATCAAGCTT-GCTTGGTGGTGAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATGCGTGACCG 119
B.Bifidum GGGATCCATCGGGCTTTGCTTGGTGGTGAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATGCGTGACCG 120
CNCM 1-4035 e CACCGGAATAGCTCCTGGAAACGGGTGGTAATGCCGGATGCTCCATCA 48
B.breveAY850360. ACCTGCCCCATGCACCGGAATAGCTCCTGGAAACGGGTGGTAATGCCGGATGCTCCATCA 179
B.Long ACCTGCCCCATACACCGGAATAGCTCCTGGAAACGGGTGGTAATGCCGGATGCTCCAGTT 179
B.Bifidum ACCTGCCCCATGCTCCGGAATAGCTCCTGGAAACGGGTGGTAATGCCGGATGTTCCACAT 180
CNCM 1-4035 CACCGCATGGTGTGTTGGGAAAGCCTTTG-CGGCATGGGATGGGGTCGCGTCCTATCAGC 107
B.breveAY850360. CACCGCATGGTGTGTTGGGAAAGCCTTTG-CGGCATGGGATGGGGTCGCGTCCTATCAGC 238
B.Long GATCGCATGGTCTTCTGGGAAAGCTTTCG-CGGTATGGGATGGGGTCGCGTCCTATCAGC 238
B.Bifidum GATCGCATGTGATTGTGGGAAAGATTCTATCGGCGTGGGATGGGGTCGCGTCCTATCAGC 240
EE = = * R * EE
CNCM 1-4035 TTGATGGCGGGGTAACGGCCCACCATGGCTTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACC 167
B.breveAY850360. TTGATGGCGGGGTAACGGCCCACCATGGCTTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACC 298
B.Long TTGACGGCGGGGTAACGGCCCACCGTGGCTTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACC 298
B_Bifidum TTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCTTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACC 300
CNCM 1-4035 GGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT 227
B.breveAY850360. GGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT 358
B.Long GGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT 358
B._Bifidum GGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT 360
CNCM 1-4035 GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGGAGGCCTTCGGGTTG 287
B.breveAY850360. GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGGAGGCCTTCGGGTTG 418
B.Long GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGGAGGCCTTCGGGTTG 418
B.Bifidum GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGGAGGCCTTCGGGTTG 420
CNCM 1-4035 TAAACCTCTTTTGTTAGGGAGCAAGGCACTTTGTGTTGAGTGTACCTTTCGAATAAGCAC 347
B.breveAY850360. TAAACCTCTTTTGTTAGGGAGCAAGGCACTTTGTGTTGAGTGTACCTTTCGAATAAGCAC 478
B.Long TAAACCTCTTTTATCGGGGAGCAAGCGA--——- GAGTGAGTTTACCCGTTGAATAAGCAC 473
B.Bifidum TAAACCTCTTTTGTTTGGGAGCAAGCCT---TCGGGTGAGTGTACCTTTCGAATAAGCGC 477
CNCM 1-4035 CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTATCCGGAATTA 407
B.breveAY850360. CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTATCCGGAATTA 538
B.Long CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTATCCGGAATTA 533
B.Bifidum CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGATTTA 537
EE =
CNCM 1-4035 TTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGCGGTTCGTCGCGTCCGGTGTGAAAGTCCATCGCTTAAC 467
B.breveAY850360. TTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGCGGTTCGTCGCGTCCGGTGTGAAAGTCCATCGCTTAAC 598
B.Long TTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGCGGTTCGTCGCGTCCGGTGTGAAAGTCCATCGCTTAAC 593
B.Bifidum TTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGCGGCTCGTCGCGTCCGGTGTGAAAGTCCATCGCTTAAC 597
CNCM 1-4035 GGTGGATCCGCGCCGGGTACGGGCGGGCTTGAGTGCGGTAGGGGAGACTGGAATTCCCGG 527
B.breveAY850360. GGTGGATCCGCGCCGGGTACGGGCGGGCTTGAGTGCGGTAGGGGAGACTGGAATTCCCGG 658
B.Long GGTGGATCCGCGCCGGGTACGGGCGGGCTTGAGTGCGGTAGGGGAGACTGGAATTCCCGG 653
B.Bifidum GGTGGATCTGCGCCGGGTACGGGCGGGCTGGAGTGCGGTAGGGGAGACTGGAATTCCCGG 657
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TGTAACGGTGGAATGTGTAGATATCGGGAAGAACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGG

TGTAACGGTGGAATGTGTAGATATCGGGAAGAACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGG

TGTAACGGTGGAATGTGTAGATATCGGGAAGAACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGG

TGTAACGGTGGAATGTGTAGATATCGGGAAGAACGCCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGG
*x

CCGTTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG-TA
CCGTTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG-TA
CCGTTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGGTA
CCGTCACTGACGCTGANGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG-TA

GTCCACGCCGTAAACGGTGGATGCTGGATGTGGGGCCCGTTCCACGGGTTCCGTGTCGGA
GTCCACGCCGTAAACGGTGGATGCTGGATGTGGGGCCCGTTCCACGGGTTCCGTGTCGGA
GTCCACGCCGTAAACGGTGGATGCTGGATGTGGGGCCCGTTCCACGGGTTCCGTGTCGGA
GTCCACGCCGTAAACGGTGGACGCTGGATGTGGGGCACGTTCCACGTGTTCCGTGTCGGA

GCTAACGCGTTAAGCATCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGAAAT
GCTAACGCGTTAAGCATCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGAAAT
GCTAACGCGTTAAGCATCCCGCCTGGGGAGTACGGC-GCAAGGCTAAAACTCAAAGAA-T
GCTAACGCGTTAAGCGTCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGAAAT

*

TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
TGACGGGG-CCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAGCC

E

TTACCTGGGCTTGACATGTTCCCGACGATCCCAGAGATGGGGTTTCCCTTCGGGGCGGGT

TTACCTGGGCTTGACATGTTCCCGACGATCCCAGAGATGGGGTTTCCCTTCGGGGCGGGT

TTAC-TGGGCTTGACATGT-CCCGACG-TCGTAGAGATACGGCTTCCCTTCGGGGCGGGT

TTACCTGGGCTTGACATGTTCCCGACGACGCCAGAGATGGCGTTTCCCTTCGGGGCGGGT
*

TCACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
TCACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
TCACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
TCACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTCGCCCCGTGTTGCCAGCGGATTGTGCCGGGAACTCACGGGGGACCG
ACGAGCGCAACCCTCGCCCCGTGTTGCCAGCGGATTATGCCGGGAACTCACGGGGGACCG
ACGAGCGCAACCCTCGCCCCGTGTTGCCAGCGGATTATGCCGGGAACTCACGGGGGACCG
ACGAGCGCAACCCTCGCCCCGTGTTGCCAGCACGTTATGGTGGGAACTCACGGGGGACCG

** Kk

CCGGGGTTAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAGATCATCATGCCCCTTACGTCCAG
CCGGGGTTAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAGATCATCATGCCCCTTACGTCCAG
CCGGGGTTAACTCGGAGGAAGGTGAGGATGACGTCAGATCATCATGCCCCTTACGTCCAG
CCGGGGTTAACTCGGAGGAAGGTGGAGATGACGTCAGATCATCATGCCCCTTACGTCCAG

GGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAACGGGATGCGACAGTGCGAGCTGGAGCGGA
GGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAACGGGATGCGACAGTGCGAGCTGGAGCGGA
GGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAACGGGATGCGACGCGGCGACGCGGAGCGGA
GGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAGCGGGATGCGACATGGCGACATGGAGCGGA

TCCCTGAAAACC - == = = = —
TCCCTGAAAACCGGTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGGCGGAG
TCCCTGAAAACCGGTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGGCGGAG
TCCCTGAAAACCGGTCTCAGTTCGGATCGGAGCCTGCAACCCGGCTCCGTGAAGGCGGAG

Fhkdhkhhkhhk Ak ki

TCGCTAGTAATCGCGAATCAGCAACGTCGCGGTGAATGCGTTCCCGGGCCTTGTACACAC
TCGCTAGTAATCGCGAATCAGCAACGTCGCGGTGAATGCGTTCCCGGGCCTTGTACACAC
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGCAACGCCGCGGTGAATGCGTTCCCGGGCCTTGTACACAC

CGCCCGTCAAGTCATGAAAGTGGGCAGCACCCGAAGCCGGTGGCCTAACCCCTTGCGGGA
CGCCCGTCAAGTCACGAAAGTGGGCAGCACCCGAAGCCGGTGGCCTAACCCCTTGTGGGA
CGCCCGTCAAGTCATGAAAGTGGGCAGCACCCGAAGCCGGTGGCCTAACCCCTTGTGGGA
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587
718
713
717

646
7
773
776

706
837
833
836

766
897
891
896

826
957
950
956

886

1017
1007
1016

946

1077
1067
1076

1006
1137
1127
1136

1066
1197
1187
1196

1126
1257
1247
1256

1138
1317
1307
1316

1377
1367
1376

1437
1427
1436



Resultados

CNCM 1-4035 = e
B.breveAY850360. GGGAGCCGTCTAAGGTGAGGCTCGTGATTGGGACTAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCG 1497
B.Long TGGAGCCGTCTAAGGTGAGGCTCGTGATTGGGACTAAGTCGTAACAAGGTAACCGTA-—- 1484
B.Bifidum TGGAGCCGTCTAAGGTGAGGCTCGTGATTGGGACTAAGTCGTAACAAGGTAACCGTA--- 1493
CNCM 1-4035 = e

B.breveAY850360. GAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTT 1522

B.L.ong = ——mmmmmmm———

B.Bifidum = e

Se observa una diferencia entre las secuencias de los controles y la muestra

Bifidobacterium breve CNCM 1-4035, y una homologia del 100% entre Bifidobacterium
breve CNCM 1-4035 y una secuencia de Bifidobacterium breve seleccionada.

Alineamiento global de las secuencias del espacio intergénico 16S-23S de la cepa
Bifidobacterium breve CNCM 1-4035, controles (Bifidobacterium bifidum BBS536,
Bifidobacterium longum Rosell-71) y una cepa de B.breve.

CNCM 1-4035
B.breve strain
B.Long

B.bif

CNCM 1-4035
B.breve strain
B.Long

B.bif

CNCM 1-4035
B.breve strain
B.Long

B.bif

CNCM 1-4035
B.breve strain
B.Long

B.bif
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CNCM 1-4035
B.breve strain
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B.bif

GTATGTTCGTTCGGCGGTGCGAGCCCTGGCGTCGCGGCAGTCGCGGCGGTTTGGGGCTGC 60

-------- AAGAGATCATGGGCTTTCGGTGCGTCCGTCGTGGGATGTTCCGCGGGAGTGE 52
TGGTTTTGAAGAGATCATGGGCTTTCGGTGCGTCCGTCGTGGGATGTTCCGCGGGAGTGG 120
——————————————————————————— GTGCGGCTGGATCACCTCCTTTCTACGGAG-AA 32
--------------------------- GTGCGGCTGGATCACCTCCTTTCTACGGAG-AA 32

*hkkk K K ** X *hkk

TGTGGATGC--GCTTTTGGGCTCCCGGATCGCCACCCCAGGCTTTGGCCTGGCGCGAT-- 108
TGTGGATGC--GCTTTTGGGCTCCCGGATCGCCACCCCAGGCTTCGGCCTGGCGCGAT-- 176
TTCAGTCGG--ATGTTTGTCCG-ACGGTGTGCGCCCCGCGCGTC--GCATGGTGCGATGG 87
TATGGGCGTGCATGGTTTTGTGCACGGTTTTGTGGCTGGGGTTT--GCCGAGTGCGATGG 90
* * **k *

* EE * * *x * Khkkkk

—--—--TCGATGCCCATCGTGCCTGATGGCGGGCTGGTCCCGTC-CGGACGGCGTGGTGGTG 163

----TCGATGCCCATCGTGCCTGATGGCGGGCTGGTCCCGTC-CGGACGGCGTGGTGGTG 231

————— CGGCG-------GGGTTGCTGGTGTGGAAGA--CGTCGTTGGCTTTGCCCTGCCG 133

TTTGTCGTCGCCGCCCTGGCTTGCTGGCGTGGAAGAGTCGTATTGGATTGTGTGGTGTGG 150
*

** * * **x Kkk K KX * E * *x *

COTGGTGGECTTGAGAACT Gmm— = —m—m—m - m o m oo 182
CGTGGTGGCTTGAGAACTGGATAGTGGACGCGAGCAAGACGGGGTTTGATTCCTCGTTCT 291
GTCGTGCGGT-GAGTTCTGGATAGTGGACGCGA-— =~ == ———m—m—m—m oo 165
TGCGTGCTGTTGGGTTCCC--TGGCCGCCACCGGCCCCTGGTGTGGGGTGTGGTTGCCAG 208

* * X X *x

TGCTGTTGATTTCGAATCGAACTCTATTTTTAGTGTTTGTTTCGATCGTTTTGTGATCAT 351

TGTGTCCCCCAGGTCGGTTGCCCGGTGCCTGTTGGTGCGGGGTGGGTGTCCTGGTGGGGT 268

TTTATTGTGATGATTTGTACGTCTGGGAATTTGCTAGGAAGGATCCTTGCGCTCCATGCG 411
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Resultados

Se observa una gran diferencia entre la secuencia de los controles; entre la
secuencia de los controles y la muestra Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 y solo una
base diferente entre Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 y una secuencia de

Bifidobacterium breve seleccionada.

ENSAYO DE LA ACTIVIDAD PROBIOTICA DE LAS CEPAS DE ESTUDIO EN
MEDIO LIQUIDO FRENTE A ENTEROPATOGENOS

Las Figuras 11 a la 18 muestran las curvas de crecimiento de bacterias patogenas en
presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus paracasei

CNCM 1-4034, tras 17 y 24 horas de crecimiento, neutralizado y no neutralizado.

Se observa que ¢l sobrenadante de Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034 de 17
horas no neutralizado, no afect6 el crecimiento de Salmonella typhimurium CECT 4594
(Figura 13). Sin embargo, inhibio: en un 29% el crecimiento de Salmonella typhimurium
CECT 443 cuando se utilizé a una concentracion de 4% (Figura 11); en un 23% el
crecimiento de Salmonella typhi CECT 725 cuando se utilizé a una concentracion de 1%
y en un 40% a una concentracion de 4% (Figura 15). No obstante, cuando este
sobrenadante fue neutralizado no inhibio6 el crecimiento de Salmonella typhi CECT 725

en ninguna concentracion (Figura 17).

El sobrenadante de Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034 de 24 horas no
neutralizado, no afectd el crecimiento de Salmonella typhimurium CECT 443 (Figura 12).
Sin embargo, inhibié: en un 39% el crecimiento de Salmonella typhimurium CECT 4594
cuando se utiliz6 a una concentracion de 4% (Figura 14); en un 25% el crecimiento de
Salmonella typhi CECT 725 cuando se utiliz6 a una concentracion de 1% y en un 23%
cuando se usd a una concentracion 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 enteropatogena Salmonella typhimurium
(CECT 443) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus
paracasei CNCM 1-4034 (17 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el
medio de cultivo. Para la comparacion 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.
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Figura 12. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatdgena Salmonella typhimurium
(CECT 443) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus
paracasei CNCM 1-4034 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el
medio de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (sin significacion
estadistica) se utilizd6 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 enteropatdgena Salmonella typhimurium
(CECT 4594) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus
paracasei CNCM 1-4034 (17 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el
medio de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (sin significacion
estadistica) se utilizd6 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 14. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatdgena Salmonella typhimurium
(CECT 4594) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus
paracasei CNCM 1-4034 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el
medio de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (diferencia
significativa para 4%, * P=0.027) se utiliz6 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 enteropatogena Salmonella typhi (CECT
725) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus paracasei
CNCM 1-4034 (17 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el medio de
cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa para
1%, # P=0.016, y 4%, * P<0.001) se utiliz6 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 16. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatogena Salmonella typhi (CECT
725) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus paracasei
CNCM 1-4034 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el medio de
cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa para
1%, # P=0.018, y 4%, * P=0.021) se utiliz6 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 enteropatogena Salmonella typhi (CECT
725) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus paracasei
CNCM 1-4034 (17 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio de cultivo.
Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (sin significacion estadistica) se utilizo
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 18. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatégena Salmonella typhi (CECT
725) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus paracasei
CNCM 1-4034 (24 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio de cultivo.
Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa para 1%, #
P=0.017, y 4%, * P=0.018) se utilizo 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 patogenas en
presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiotica Bifidobacterium breve CNCM

[-4035, de 17 y 24 horas de crecimiento, neutralizado y no neutralizado.

El sobrenadante de Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 de 17 horas no
neutralizado inhibi6 en un 37% el crecimiento de Salmonella typhi CECT 725 cuando se
utiliz6 a una concentracion de 1% y en 44% cuando se utiliz6 al 4% (Figura 21). Cuando
este sobrenadante fue neutralizado mantuvo su efecto inhibidor sobre Salmonella typhi
CECT 725, a una concentracion de 1 y 4%, inhibiendo su crecimiento en un 25 y 29%,

respectivamente (Figura 20).

El sobrenadante de Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 de 24 horas no
neutralizado, no afect6 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 1-4035,
tampoco inhibi6 el crecimiento de las cepas Escherichia coli EPEC CECT 727 (Figura
25), Escherichia coli EPEC CECT 729 (Figura 27). Sin embargo, estimuld en 47% el
crecimiento de Salmonella typhimurium CECT 443 cuando se utilizé una concentracion
de 1% (Figura 19) y en 12% el crecimiento de Escherichia coli EPEC CECT 742 cuando
se utilizé al 4% (Figura 29). No obstante, este sobrenadante ejercié un efecto inhibidor
sobre el crecimiento de Salmonella typhi CECT 725 en un 34%, cuando se utilizé a una
concentracion de 1% y en 48% cuando se utilizo al 4% (Figura 22). El sobrenadante
neutralizado de esta bifidobacteria mantuvo su efecto inhibidor en un 34 y 15 % cuando

se uso una concentracion de 1 y 4%, respectivamente (Figura 23).

131



Resultados

4 N
Salmonella typhimurium [CECT 443]
sobrenadante 10X B.breve CNCM 1-4035 (24hrs) neutralizado
1,2 1
1,0 # —— Blanco
£
E 08 -
S —8—443
o 0,6 -
a
04 - — 1%
0,2 7 —e—14%
OIO T T T T T T T T T T T T T T T T 1
123456 7 8 91011121314151617
Horas
N J

Figura 19. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatogena Salmonella typhimurium
(CECT 443) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Bifidobacterium
breve CNCM 1-4035 (24 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio de
cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa para
1%, * P=0.01) se utiliz6 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 20. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatégena Salmonella typhi (CECT
725) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Bifidobacterium breve
CNCM 1-4035 (17 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio de cultivo.
Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa para 1 y 4%, *
P<0.001) se utilizd 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 enteropatogena Salmonella typhi (CECT
725) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Bifidobacterium breve
CNCM 1-4035 (17 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el medio de
cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa para
1%, # P<0.001, y 4%, * P<0.001) se utiliz6 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 22. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatégena Salmonella typhi (CECT
725) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Bifidobacterium breve
CNCM 1-4035 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el medio de
cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa para
1% y 4%, * P<0.001) se utilizd6 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 enteropatogena Salmonella typhi (CECT
725) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Bifidobacterium breve
CNCM 1-4035 (24 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio de cultivo.
Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa para 1%, &
P<0.001, y 4%, * P=0.039) se utilizé 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 24. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatdgena Escherichia coli EPEC
(CECT 727) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiotica Bifidobacterium
breve CNCM 1-4035 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el medio de
cultivo. Para la comparacién entre las curvas de crecimiento (sin significacion estadistica)
se utilizé6 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 enteropatogena Escherichia coli EPEC
(CECT 727) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Bifidobacterium
breve CNCM 1-4035 (24 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio de
cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (sin significacion estadistica)
se utilizd6 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 26. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatdgena Escherichia coli EPEC
(CECT 729) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Bifidobacterium
breve CNCM 1-4035 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el medio de
cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (sin significacion estadistica)
se utilizd 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 enteropatogena Escherichia coli EPEC
(CECT 729) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Bifidobacterium
breve CNCM 1-4035 (24 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio de
cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (sin significacion estadistica)
se utilizd6 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 28. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatdgena Escherichia coli EPEC
(CECT 742) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Bifidobacterium
breve CNCM 1-4035 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el medio de
cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (sin significacion estadistica)
se utilizd 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.

136



Resultados

4 . , N
Escherichia coli EPEC [CECT 742]
sobrenadante 10X B.breve CNCM 1-4035 (24hrs) neutralizado
1,0 1
*
0,8 - —— Blanco
£
f=
S 06 - —-—742
8
0,4 - —-— 1%
0,2
ettt 4%
0,0 T T T T T T T T T T T T T T T T 1
123456 7 8 91011121314151617
Horas
N J

Figura 29. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatogena Escherichia coli EPEC
(CECT 742) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Bifidobacterium
breve CNCM 1-4035 (24 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio de
cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa para
4%, * P=0.003) se utiliz6 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 patogenas en
presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus rhamnosus

CNCM 1-4036, de 17 y 24 horas de crecimiento, neutralizado y no neutralizado.

El sobrenadante de Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036 de 17 horas no
neutralizado, estimuld en 10% el crecimiento de Salmonella typhimurium CECT 4594 a
una concentracion de 4% (Figura 50). Cuando el sobrenadante fue neutralizado este
efecto permanecid, estimulando el crecimiento en 19% a igual concentracion (Figura 52).
Sin embargo, el sobrenadante no afect6 el crecimiento de Escherichia coli EPEC CECT
742 (Figura 42) en ninguna de las concentraciones utilizadas; no obstante, cuando este
sobrenadante fue neutralizado estimuld en 52% su crecimiento a una concentracion de

4% (Figura 44).

El efecto inhibidor del sobrenadante de Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036 se
observo a una concentracion de 4%. Esta concentracion inhibio: en 40% a Escherichia
coli ETEC CECT 501 (Figura 30), en 29% a Escherichia coli ETEC CECT 515 (Figura
34), en 27% a Escherichia coli EPEC CECT 729 (Figura 38) y en 55% a Salmonella
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typhi CECT 725 (Figura 46). Sin embargo, cuando el sobrenadante fue neutralizado no
afectd a ninguna de las bacterias anteriores a ninguna de las concentraciones utilizadas

(Figuras 32, 36,40 y 48).

Cuando se utilizo el sobrenadante de Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036 de 24
horas neutralizado y no neutralizado, no afecto el crecimiento de Escherichia coli EPEC
CECT 729 (Figura 39 y 41). Sin embargo, este sobrenadante a una concentracion de 4%
inhibid: 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 neutraliz6 el sobrenadante no afecto 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 neutralizé y utilizd a una
concentracion de 4%, el crecimiento de estas bacterias se inhibié en un 50% y 37%,

respectivamente (Figuras 45 y 53).
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Figura 30. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatogena Escherichia coli ETEC
(CECT 501) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 (17 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el
medio de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (diferencia
significativa para 4%, * P<0.001) se utilizd6 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 31. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatdogena Escherichia coli ETEC
(CECT 501) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiodtica Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el
medio de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (diferencia
significativa para 4%, * P<0.001) se utilizdo 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 enteropatogena Escherichia coli ETEC
(CECT 501) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 (17 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio
de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (sin significacion
estadistica) se utilizd6 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 enteropatogena Escherichia coli ETEC
(CECT 501) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiodtica Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 (24 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio
de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (sin significacion
estadistica) se utilizd6 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 enteropatogena Escherichia coli ETEC
(CECT 515) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 (17 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el
medio de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (diferencia
significativa para 4%, * P=0.006) se utilizdo 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 35. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatogena Escherichia coli ETEC
(CECT 515) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el
medio de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (diferencia
significativa para 1%, # P=0.014 y 4%, * P=0.002) se utilizé 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 enteropatogena Escherichia coli ETEC
(CECT 515) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 (17 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio
de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (sin significacion
estadistica) se utilizd6 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 37. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatdogena Escherichia coli ETEC
(CECT 515) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiodtica Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 (24 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio
de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (sin significacion
estadistica) se utilizd6 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.

142



Resultados

4 N\
Escherichia coli EPEC [CECT 729]
sobrenadante 10X L.rhamnosus CNCM 1-4036 (17 hrs) no neutralizado
10
08 - ——Blanco
£
S
8 06 * —8—729
8
04 ——1%
0,2
r 4 ——4%
0,0 T T T T T T T T T T T T T T T T 1
1 23 456 7 8 9101112131415 1617
Horas
o J

Figura 38. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatogena Escherichia coli EPEC
(CECT 729) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 (17 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el
medio de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (diferencia
significativa para 4%, * P=0.005) se utilizd 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 39. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatdgena Escherichia coli EPEC
(CECT 729) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiodtica Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el
medio de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (sin significacion
estadistica) se utilizd6 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 enteropatogena Escherichia coli EPEC
(CECT 729) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 (17 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio
de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (sin significacion
estadistica) se utilizd6 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 enteropatdgena Escherichia coli EPEC
(CECT 729) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiodtica Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 (24 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio
de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (sin significacion
estadistica) se utilizd6 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 enteropatogena Escherichia coli EPEC
(CECT 742) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 (17 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el
medio de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (sin significacion
estadistica) se utilizd6 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 43. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatdgena Escherichia coli EPEC
(CECT 742) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiodtica Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el
medio de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (sin significacion
estadistica) se utiliz6 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 enteropatogena Escherichia coli EPEC
(CECT 742) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 (17 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio
de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa
para 4%, * P<0.001) se utiliz6 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 45. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatdgena Escherichia coli EPEC
(CECT 742) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probiodtica Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 (24 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio
de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa
para 4%, * P<0.001) se utiliz6 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 enteropatogena Salmonella typhi (CECT
725) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 (17 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el
medio de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (diferencia
significativa para 4%, * P<0.001) se utilizd6 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 47. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatégena Salmonella typhi (CECT
725) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el
medio de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (diferencia
significativa para 4%, * P<0.001) se utilizdo 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 enteropatogena Salmonella typhi (CECT
725) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 (17 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio
de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (sin significacion
estadistica) se utilizd6 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 49. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatogena Salmonella typhi (CECT
725) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 (24 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio
de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (sin significacion
estadistica) se utiliz6 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 enteropatdgena Salmonella typhimurium
(CECT 4594) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 (17 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el
medio de cultivo. Para la comparaciéon entre las curvas de crecimiento (diferencia
significativa para 4%, * P=0.034) se utiliz6 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 51. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatogena Salmonella typhimurium
(CECT 4594) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 (24 horas de crecimiento, no neutralizado) al 1% y 4% en el
medio de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (diferencia
significativa para %, # P<0.001) se utilizé6 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 enteropatdgena Salmonella typhimurium
(CECT 4594) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 (17 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio
de cultivo. Para la comparacion entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa
para %, * P=0.035) se utilizo 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 53. Curva de crecimiento de la bacteria enteropatégena Salmonella typhimurium
(CECT 4594) en presencia del sobrenadante (10X) de la bacteria probidtica Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036 (24 horas de crecimiento, neutralizado) al 1% y 4% en el medio
de cultivo. Para la comparacién entre las curvas de crecimiento (diferencia significativa
para %, * P<0.001) se utilizo6 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 1-4034. La tabla muestra los valores de significacion estadistica (P) y
las diferencias de porcentajes para las curvas de crecimiento de las bacterias patdgenas
Salmonella typhimurium CECT 443, Salmonella typhi CECT 725 y Salmonella
typhimurium CECT 4594. El sobrenadante de Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034,
inhibid el crecimiento de forma significativa de las bacterias Salmonella typhimurium
CECT 443 y Salmonella typhimurium CECT 4594, solo cuando no fue neutralizado. Asi
mismo, inhibié el crecimiento de Salmonella typhi CECT 725 se encuentre o no
neutralizado. En la tabla 20 se puede observar que en practicamente todos los casos
existié una tendencia de inhibicidon del crecimiento de las bacterias enteropatogenas. La

magnitud de los valores significativos de inhibicion se encontraron entre 23 'y 40%.

Tabla 19. Valores de significacion estadistica (P), para los efectos del sobrenadante de la bacteria
probidtica Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034, sobre el crecimiento de las bacterias
patdgenas: Salmonella typhimurium CECT 443, Salmonella typhi CECT 725 y Salmonella
typhimurium CECT 4594.

Bacteria Tiempo Significacion p<
Sobrenadante enteropatégena de Neutralizado Porcentaje
cultivo 1% 4%
L. paracasei S.typhimurium
CNCM 14034  CECT 443 17h No 0,108 0,026
24 h No 1,000 0,202
S.typhi CECT 725 17h No 0,016* 0,000*
24 h No 0,018* 0,021*
17h Si 0,888 0,376
24 h Si 0,017* 0,018*
> DT 17h No 0,834 0438
24 h No 0,476  0,027*

*p< 0,05, inhibicion significativa del crecimiento
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Tabla 20. Diferencias de porcentaje del area bajo la curva de crecimiento en la evaluacion de los
efectos del sobrenadante de la bacteria probiotica Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034, sobre
el crecimiento de las bacterias patdgenas: Salmonella typhimurium CECT 443, Salmonella typhi
CECT 725 y Salmonella typhimurium CECT 4594.

Bacteri Tiempo
Sobrenadante elinflz tboena de Neutralizado Porcentaje
patog cultivo 1% 4%
L. paracasei S.typhimurium o o/ s
CNCM 1-4034 CECT 443 17h No ~20.90% - -28,76%
24 h No -16,07% -26,17%
s 17h No 23.00%*  -4043%
24 h No 2522%*  -22,82%%*
17h Si -7,86% -11,82%
24 h Si -23,57%*  -23,41%*
i 17h No 2032%  +451%
24 h No -18,44% -39,46%*

*p< 0,05, inhibicion significativa del crecimiento

En la tablas 21 y 22 se resumen los efectos del sobrenadante de Bifidobacterium
breve CNCM 1-4035. Esta tabla muestra los valores de significacion estadistica (P) y las
diferencias de porcentajes para las curvas de crecimiento de las bacterias patdgenas
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 1-4035, inhibio el crecimiento de
Salmonella typhi CECT 725 cuando se encuentra tanto neutralizado como no
neutralizado. Sin embargo, las bacterias Salmonella typhimurium CECT 443 vy
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 1-4035 solo inhibio el crecimiento de Salmonella typhi
CECT 725 (15%-48%), ya que frente a las demas bacterias estudiadas se aprecié que el

sobrenadante estimula el crecimiento.
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Tabla 21. Valores de significacion estadistica (P), para los efectos del sobrenadante de la bacteria
probiotica Bifidobacterium breve CNCM 1-4035, sobre el crecimiento de las bacterias patogenas:
Salmonella typhimurium CECT 443, Salmonella typhi CECT 725, Escherichia coli EPEC CECT
727, Escherichia coli EPEC CECT 729 y Escherichia coli EPEC CECT 742.

Tiempo Significacion p<
Sobrenadante  Bacteria enteropatogena de Neutralizado Porcentaje
cultivo 1% 4%
B.breve S. typhimurium .
CNCM 1-4035 CE)éFEF 443 24h Si 0,010# 1,000
S. typhi CECT 725 17h No 0,000* 0,000*
24 h No 0,000*  0,000*
17h 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 inhibicion significativa del crecimiento; # p< 0,05 estimulacion del crecimiento.

Tabla 22. Diferencias de porcentaje del area bajo la curva de crecimiento en la evaluacion de los
efectos del sobrenadante de la bacteria probiotica Bifidobacterium breve CNCM 1-4035, sobre el
crecimiento de las bacterias patogenas: Salmonella typhimurium CECT 443, Salmonella typhi
CECT 725, Escherichia coli EPEC CECT 727, Escherichia coli EPEC CECT 729 y Escherichia

coli EPEC CECT 742.

Bacteri Tiempo
Sobrenadante eriltcereorlz theena de Neutralizado Porcentaje
patog cultivo 1% 4%
B.breve S.typhimurium . 0 o
CNCM 1-4035 CECT 443 24 h Si +46,75%# +5,57%
3382'72 s 17h No 36,59%*  -43,80%*
24 h No -33,86%* -48,29%*
17h Si -25,15%%* -28.,98%*
24 h Si -33,83%%* -14,83%%*
Eéglﬁgsc 24h No +17,13% +4.98%
24 h Si +8.,78% +21,72%
(Ejgg'ﬁggc 24h No 18,08% 22,64%
24 h Si +9,03% +4,25%
EE%"T%ZEC 24h No -1,58% +7,41%
24 h Si +7,01% +11,56%#

*p< 0,05 inhibicion significativa del crecimiento; # p< 0,05 estimulacion del crecimiento.
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En la tablas 23 y 24 se resumen los efectos del sobrenadante de Lactobacillus
rhamnosus CNCM 1-4036. La tabla muestra los valores de significacion estadistica (P) y
las diferencias de porcentajes para las curvas de crecimiento de las bacterias patdgenas
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 1-4036, inhibid el crecimiento de todas las bacterias enteropatogenas estudiadas,
principalmente cuando se utilizd a una concentracion 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 inhibicion se encuentran
entre 25% y 55%.

Tabla 23. Valores de significacion estadistica (P), para los efectos del sobrenadante de la bacteria
probidtica Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036, sobre el crecimiento de las bacterias
patogenas: 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.

Tiempo Significacion p<
Sobrenadante  Bacteria enteropatogena de Neutralizado Porcentaje
cultivo 1% 4%
L.rhamnosus S. typhimurium
CNCM 1-4036 CE>(13pT 4594 17h No 0211 0,034%
24 h No 0,000# 0,186
17h Si 1,000 0,035#
24 h Si 1,000 0,000*
S. typhi CECT 725 17h No 1,000 0,000*
24 h No 0,131 0,000%*
17h Si 1,000 1,000
24 h Si 0,650 1,000
E.coli EPEC CECT 729 17h No 1,000 0,005*
24 h No 1,000 0,203
17h Si 0,364 0,329
24 h Si 1,000 0,847
E.coli EPEC CECT 742 17h No 1,000 1,000
24 h No 1,000 0,241
17h Si 0,101 0,000#
24 h Si 1,000 0,000%*
E.coli ETEC CECT 501 17h No 1,000 0,000*
24 h No 0,970 0,000%*
17h Si 1,000 0,732
24 h Si 1,000 0,456
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E.coli ETEC CECT 515

17h
24 h
17h
24 h

No
No
Si
Si

1,000 0,006*
0,014# 0,002*
1,000 1,000
0,066 1,000

*p< 0,05 inhibicion significativa del crecimiento; # p< 0,05 estimulacion del crecimiento.

Tabla 24. Diferencias de porcentaje del area bajo la curva de crecimiento en la evaluacion de los
efectos del sobrenadante de la bacteria probidtica Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036, sobre
el crecimiento de las bacterias patogenas: 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.

Bacteria Tiempo . -
Sobrenadante enteropatégena de Neutralizado Porcentaje
cultivo 1% 4%
T SR gy e o
24 h No +42.20%#  -10,56%
17h Si 0,64%  +18,94%#
24 h Si +1,33%  -37.35%*
3382'72 S 17h No 234%  -5520%*
24 h No I25%  -28,59%%
17h Si +021%  +1,67%
24 h Si 1225%  +1,15%
EECE'}E;;EC 17h No 2,62%  -27,30%
24 h No 128%  -12,25%
17h Si 8,69%  -8,87%
24 h Si +588%  +6,39%
EE?:IIT%ZEC 17h No 0,89%  +9,16%
24 h No +823%  -1571%
17h Si +18,81%  +51,94%#
24 h Si +4,07%  -49,84%*
EE%"T%?C 17h No 2,18%  -40,42%*
24 h No +334%  -24,64%%
17h Si +0,40%  +2,11%
24 h Si 1.2% +4,72%
EooniTLC 17h No  +541%  -2892%*
24 h No +23,88%# -31,42%%
17h Si H1,52%  +4,01%
24 h Si +15,53%  +3,66%

*p< 0,05 inhibicidn significativa del crecimiento; # p< 0,05 estimulacion del crecimiento.
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EFECTO DE LOS SOBRENADANTES O DE LAS BACTERIAS PROBIOTICAS
SOBRE LA ADHESION DE BACTERIAS PATOGENAS A CELULAS CACO-2

Se comprobd la eficiencia de todas las parejas de oligonucledtidos para las
diferentes especies de bacterias ensayadas, proporcionando resultados satisfactorios para

poder efectuar las pruebas de inhibicion (>90%).

Las pruebas de adhesion se realizaron exclusivamente en aquellas bacterias
patdgenas en las que se observo un efecto inhibitorio de los sobrenadantes probiodticos
segun los resultados anteriores y se utilizo solo al 4% de sobrenadante en el medio de
cultivo de las Caco-2 durante 4 horas. Ademas, se utilizd una relacion de bacteria
patogena/bacteria probiotica 1/1. Para todos aquellos resultados donde se observé algin
grado de inhibicion de la adhesion, se repitid la prueba en triplicado y de forma

independiente, para poder realizar el tratamiento estadistico de los resultados.

Figura 54. Microfotografias efectuadas con microscopia de barrido del la bacteria
Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034 adheridas a células epiteliales intestinales Caco-2.
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Figura 55. Microfotografias efectuadas con microscopia de barrido del la bacteria
Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 adheridas a células epiteliales intestinales Caco-2.

Figura 56. Microfotografias efectuadas con microscopia de barrido del la bacteria
Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036 adheridas a células epiteliales intestinales Caco-2.

En las figuras 54 a 56, se observan microfotografias de las bacterias probioticas
aisladas adheridas a células epiteliales intestinales Caco-2 durante el ensayo de adhesion.
Los resultados se expresaron en porcentaje con respecto a la cantidad de DNA total

de bacterias enteropatogenas incubadas con Caco-2.
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La adhesion de la bacteria Salmonella typhi CECT 725 se vio afectada solo en
presencia de sobrenadante de 17 horas de Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 se
encontrase o no neutralizado. Por el contrario, no ocurrid lo mismo si se utilizo
sobrenadante de 24 horas. Por otra parte, la presencia del probidtico no afect6 la adhesion
de Salmonella typhi CECT 725 (Figura 57). Ademas, la adhesion de las bacterias
patogenas Salmonella typhimurium CECT 4594 y Escherichia coli EPEC CECT 729, no
se vieron afectadas por la presencia de las bacterias probioticas Lactobacillus paracasei
CNCM 1-4034 y Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036 (Figuras 58 y 59).

Salmonella typhi CECT 725
160 -
140
120 -
:E 100 -
&
€ 80 *
3
e 60 -
= *
40 -
20
0 T T T T T
control S.typhi S.typhi+ S.typhi+ S.typhi+ S.typhi+
B.breve sobrenadante sobrenadante sobrenadante
B.breve17hNo B.breve17h B.breve 24h
Neutralizado  Neutralizado  Neutralizado
N

Figura 57. Porcentajes de inhibicion de adhesion 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 incubacion en presencia del sobrenadante de 17 y 24 horas
(10X) al 4% o la bacteria probiotica Bifidobacterium breve CNCM 1-4035. Se expresa en
% con respecto al DNA total de S.typhi en incubacion con Caco-2. Para la comparacion
entre los valores de cada tratamiento (diferencia significativa, * P<0.001) se utilizo el
modelo ANOVA de un factor.
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Salmonella typhimurium CECT 4594
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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 incubacion en presencia de las bacterias probidticas Lactobacillus
paracasei CNCM 1-4034 y Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036. Se expresa en % con
respecto al DNA total de S.typhimurium en incubacion con Caco-2.

Escherichia coli EPEC CECT 729
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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 incubacion en presencia de la bacteria probidtica Lactobacillus rhamnosus
CNCM 1-4036. Se expresa en % con respecto al DNA total de E.coli en incubacion con
Caco-2.
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La tabla 25 muestra los valores significativos de inhibicion de Salmonella typhi
CECT 725, frente al sobrenadante de Bifidobacterium breve CNCM 1-4035. Se puede
observar que la presencia de cualquiera de las bacterias probiodticas no fue capaz de

inhibir la adhesion de las bacterias enteropatdogenas estudiadas.

Tabla 25. Valores de significacion estadistica (P), para la inhibicion de adhesion de la bacteria
patogena Salmonella typhimurium CECT 4594, Salmonella typhi CECT 725, Salmonella
typhimurium CECT 4594 y Escherichia coli EPEC CECT 729 frente a la presencia de los
probidticos Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034, Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 y
Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036

. Tiempo - .,
Sobrenadante Bacteria , dep Neutralizado Significacion p<
enteropatogena . —
cultivo Sobrenadante Probiotico
L. paracasei S.typhimurium 0.603
CNCM 1-4034 CECT 45%4 ’
17h No 0,000%*
B.breve S.typhi 17h Si 0,000*
CNCM 1-4035 CECT 725 24 h Si 0,738
0,236
L.rhamnosus  S.typhimurium 0,563
CNCM 1[-4036 CECT 45%
E.coli EPEC 0,830
CECT 729

PRODUCCION DE IL-8 Y TNF-a. DE LAS CELULAS EPITELIALES
INTESTINALES CACO-2 EN PRESENCIA DE LOS PROBIOTICOS AISLADOS
Y DE BACTERIAS ENTEROPATOGENAS

Se determinaron las concentraciones de IL-8 y TNF-a después de 4 horas de
incubacidn o co-incubacion, de bacterias enteropatdogenas y/o de las bacterias probidticas
aisladas. Se efectuaron los ensayos exclusivamente en aquellas bacterias patdgenas en las
que se observé algun efecto inhibitorio de los probioticos en pruebas previas. Para todos
aquellos resultados donde se observo algin grado de inhibicion de la secrecion de IL-8 y
TNF-a, fueron repetidas en triplicado y de forma independiente, para poder realizar el

tratamiento estadistico 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 enteropatdégenas. Para cada ensayo se

obtuvieron los porcentajes de inhibicion y se realiz6 un andlisis estadistico comparativo.

Las tablas 28 a 34 muestran los valores de significacion estadistica y los
porcentajes de inhibicion, con respecto al estimulo de cada bacteria enteropatogena, de la

produccion de IL-8 y TNF-a por las bacterias probidticas.

La produccion de IL-8 de las células epiteliales aumentd cuando fueron
estimuladas por bacterias enteropatogenas; sin embargo, cuando fueron estimuladas por
bacterias probioticas la produccion de IL-8 disminuyd casi completamente, a excepcion
de Bifidobacterium breve CNCM 1-4035. De hecho, la produccion de TNF-a. de esta cepa
probiodtica es similar a la de la enteropatégena, siendo mayor cuando el estimulo de estas

bacterias es simultaneo (Figura 66).

La produccion de IL-8 disminuy6 drasticamente a niveles casi basales cuando se
estimularon las células epiteliales con Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034. Asi
mismo, cuando fueron estimuladas simultineamente con las bacterias enteropatdgenas
Salmonella typhimurium CECT 443, Salmonella typhimurium CECT 4594 y Salmonella
typhi CECT 725, la produccion de IL-8 generada por las bacterias enteropatdogenas se
inhibid casi por completo (Figuras 60, 61 y 66). La produccién de TNF-a, se inhibi6 en
62% cuando las células epiteliales fueron estimuladas de forma simultdnea con

Salmonella typhi CECT 725 (Figura 66).

La estimulacion de las células epiteliales con Lactobacillus rhamnosus CNCM I-
4036 generd una cantidad de IL-8 significativamente menor, que la producida por las
bacterias enteropatdgenas. La estimulacion simultanea de las células epiteliales con el
probidtico y las bacterias enteropatdogenas, Escherichia coli ETEC CECT 501,
Escherichia coli ETEC CECT 515, Escherichia coli EPEC CECT 729 y Salmonella typhi
CECT 725 inhibi6 casi por completo la produccion de IL-8 generada por las bacterias
enteropatogenas (Figuras 62, 63, 64 y 66). Asi mismo, no fue capaz de inhibir la
produccion de IL-8 generada por la estimulacion simultdnea de Salmonella typhimurium
CECT 4594 y Escherichia coli EPEC CECT 742 (Figuras 61 y 65). Por otro lado, la

produccion de TNF-a, solo fue inhibida por la estimulacion conjunta de dicho probidtico
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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).
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Figura 60. Porcentaje de secrecion de IL-8 (A) y TNF-a (B), después de incubacion y co-
incubacion de Caco-2 con Salmonella CECT 443 y/o cepa probiodtica. El resultado de la
incubacion con Salmonella CECT 443 se considera como 100%.(*, p< 0,05; en comparacion con
Salmonella CECT 443).
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Figura 61. Porcentaje de secrecion de IL-8 (A) y TNF-a (B), después de incubacion y co-
incubacion de Caco-2 con Salmonella CECT 4594 y/o cepas probidticas. El resultado de la
incubacion con Salmonella CECT 4594 se considera como 100%.(*, p< 0,05; en comparacion
con Salmonella CECT 4594).
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Figura 62. Porcentaje de secrecion de IL-8 (A) y TNF-a (B), después de incubacion y co-
incubacion de Caco-2 con E.coli ETEC CECT 501 y/o cepa probiotica. El resultado de la
incubacion con E.coli ETEC CECT 501 se considera como 100%.(*, p< 0,05; en comparacion
con E.coli ETEC CECT 501).

164



Resultados

A
e N\
Secrecion de IL-8 de Caco-2 en presencia de E.coli ETEC CECT 515
y/o L.rhamnosus CNCM 1-4036
120 -
100 -
00
480 -
c
0
§ 60 -
3
< 40
*
20 -
* |
0 . . -
control E.coli ETEC L.rhamnosus E.coli ETEC +
L.rhamnosus
(S J
B
e N\
Secrecion de TNF-a de Caco-2 en presencia de E.coli ETEC CECT 515
y/o L.rhamnosus CNCM 1-4036
120 -
100 -
3
£ 80 -
=
~C
2 60 - *
g
L. T
®
20 -
(1] T T )
control E.coli ETEC L.rhamnosus E.coli ETEC +
L.rhamnosus
\l J

Figura 63. Porcentaje de secrecion de IL-8 (A) y TNF-a (B), después de incubacion y co-
incubacion de Caco-2 con E.coli ETEC CECT 515 y/o cepa probiotica. El resultado de la
incubacion con E.coli ETEC CECT 515 se considera como 100%.(*, p< 0,05; en comparacion
con E.coli ETEC CECT 515).
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Figura 64. Porcentaje de secrecion de IL-8 (A) y TNF-a (B), después de incubacion y co-
incubacion de Caco-2 con E.coli EPEC CECT 729 y/o cepa probidtica. El resultado de la
incubacion con E.coli EPEC CECT 729 se considera como 100%.(*, p< 0,05; en comparacion
con E.coli EPEC CECT 729).
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Figura 65. Porcentaje de secrecion de IL-8 (A) y TNF-a (B), después de incubacion y co-
incubacion de Caco-2 con E.coli EPEC CECT 742 y/o cepa probidtica. El resultado de la
incubacion con E.coli EPEC CECT 742 se considera como 100%.(*, p< 0,05; en comparacion
con E.coli EPEC CECT 742).
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Figura 66. Porcentaje de secrecion de IL-8 (A) y TNF-a (B), después de incubacion y co-
incubacion de Caco-2 con Salmonella typhi CECT 725 y/o cepas probidticas. El resultado de la
incubacion con Salmonella typhi CECT 725 se considera como 100%.(*, p< 0,05; en
comparacion con Salmonella typhi CECT 725).
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Discusion

DISCUSION

Los probidticos 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 ecologia intestinal y son al
menos transeintes de la microbiota colonica. Los probidticos son principalmente
bacterias, aunque también hay algunas levaduras, y la mayoria de ellas pertenecen a los
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. Sus efectos beneficiosos se ejercen a través de
diversos mecanismos: produccion de nutrientes, competitividad con patdgenos
intestinales por la adhesion al epitelio intestinal y nutrientes luminales, estimulacion de la
funciéon de barrera del epitelio intestinal, produccién y secrecion de sustancias
antimicrobianas, y una gran variedad de acciones sobre el sistema inmunitario. Los
probidticos se consideran ingredientes de los denominados ““alimentos funcionales” y en
la actualidad existen muchos alimentos que los incluyen en sus formulaciones. Aunque
los probidticos estan siendo extensa e intensamente estudiados, aun no se conocen con

detalle los mecanismos de accidn por los que generan sus efectos beneficiosos.

Uno de los hallazgos principales de este estudio ha sido el aislamiento e
identificacion 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 1-4034, Bifidobacterium
breve CNCM 1-4035 y Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036. Ademas, estas cepas
presentan actividad probiotica ya que son capaces de inhibir el crecimiento de
enteropatogenos en medio liquido, disminuir su adhesiéon y modular la respuesta

inmunitaria de células intestinales de origen humano.
Aislamiento de bacterias probioéticas

Una cepa con actividad probiotica debe cumplir ciertas caracteristicas, entre ellas
sobrevivir al paso a través del tracto gastrointestinal, resistiendo la acidez del estomago
(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 adhesion a células epiteliales
intestinales, la cual es importante para la potencial colonizacion de las bacterias

probidticas (Forestier et al., 2001; Lee et al., 2003).
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Resistencia a medios acidos

En la evaluacion de nuevas cepas se utilizan sistemas in vitro como incubaciones
en sistemas de jugos gastricos 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
estomago (Jin et al., 1998). La justificacion de utilizar 180 minutos, fue con el objeto de
seleccionar cepas muy resistentes a las condiciones ambientales del sistema

gastrointestinal, lo cual a priori, podria condicionar una amplia colonizacion.

Las cepas aisladas y los controles utilizados en este estudio presentaron una
viabilidad cercana al 100% a pH 3,0. Sin embargo, cuando la exposicion se realiz6é a pH
2.5y 2.0, los microorganismos controles no presentaron viabilidad alguna, y solo la cepa

Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036 present6 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 4cido varia 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 1-4035 y cercana a 50% para B.bifidum BB536. Sin embargo,
la viabilidad cayé a 0% cuando el pH disminuyé a 2.5y 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 origenes en su

mayoria no presentan viabilidad (Klingberg et al., 2005). En nuestro estudio hemos
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observado que la cepa Lactobacullus paracasei CNCM 1-4034 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 adaptacion, entre ellos existe la
respuesta de tolerancia al 4cido (ATR), un mecanismo en donde las bacterias se adaptan a
los pH mas letales (Samelis et al., 2003). Esta caracteristica 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 acidos (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 acido-resistentes con un fenotipo estable después de largas

exposiciones en medios acidos (16 h a pH 2,0) (Collado y Sanz, 2007).

Esta caracteristica no ha sido estudiada en las cepas aisladas por nosotros, sin
embargo, podria ser de gran interés, especialmente cuando interesa introducir cepas en
alimentos fermentados. No obstante, estos procedimientos deberian ser considerados con
cautela, ya que este tipo de adaptacion podria producir importantes cambios en la
sensibilidad a antibidticos 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 aminoglucosidos, cloranfenicol, eritromicina y tetraciclina (Kheadr et

al., 2007).

El hecho de que las bacterias probidticas sean resistentes al medio acido es una
caracteristica importante para la industria alimentaria, especialmente para el disefio de
alimentos funcionales, ya que las bacterias pueden enfrentarse a condiciones acidas
durante periodos prolongados; esto es particularmente notable en el caso de productos
fermentados donde una post-acidificacion afecta negativamente a la viabilidad bacteriana

(Jayamanne y Adams, 2000).

Resistencia a sales biliares

La tolerancia a las sales biliares también es otro criterio de seleccion in vitro de

bacterias probioticas, ya que las primeras presentan una importante funcion en facilitar la
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digestion de compuestos lipofilicos 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 dcido ocurre en el caso de resistencia a las sales biliares;
asi, 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 acidos 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
concentracion de acidos 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 adaptacion a sales biliares se ha relacionado con cambios en el perfil de
fermentacion de hidratos de carbono, actividad de glicosidasas (Ruas-Madiedo et al.,
2005), produccion de exopolisacaridos (Ruas-Madiedo et al., 2009; Burns et al., 2010),
cambios en la composicion de acido grasos y proteinas de membrana (Ruiz et al., 2007),
aumento de la adhesion al mucus humano (Gueimonde et al., 2005) ¢ inhibicion de
adhesion de patogenos (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 actian como un mecanismo de resistencia
contra la presencia de sales biliares. Andlisis estadisticos no muestran una correlacion
entre la tolerancia a la sales biliares y BSH (Moser y Savage, 2001); sin embargo, la
capacidad de las bacterias probidticas para desconjugar las sales biliares ha generado
mucho interés desde que la ingesta de algunas de ellas se han relacionado con una

disminucion de los niveles de colesterol plasmatico (Kumar et al., 2011).

Adhesion a células epiteliales intestinales

Otro aspecto que es muy importante para el ingreso de los probidticos en la
microbiota intestinal es la capacidad de adhesion sobre las células epiteliales intestinales,
que evitaria que las cepas sean eliminadas debido a los movimientos peristalticos.
Ademas, la adhesion es el primer paso para la colonizacioén y es probablemente un pre-
requisito para: la exclusion competitiva de enteropatogenos (Forestier et al., 2001; Lee et

al., 2003), inmunomodulacion del huésped (Ouwehand et al., 1999; Plant y Conway,
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2002, Boesten y Vos, 2008) y antagonismo frente a patogenos (Collado et al., 2010). Los
valores de adhesion 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 lineas 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 adhesion
de las cepas se estudiaron utilizando las células HT-29. En este modelo, los controles de
lactobacilos presentaron una adhesion (4%) que corresponde a la mitad de la que
presentan los controles para bifidobacterias (8%), sin embargo, las cepas aisladas
presentan una adhesién mayor que sus controles, llegando casi a duplicar los valores en
ambas especies. Esta capacidad de adhesion a las células epiteliales intestinales, es muy
importante, ya que, como se ha indicado anteriormente, estd estrechamente relacionada

con la capacidad de exclusion de las bacterias patdgenas del epitelio intestinal.
Identificacidn de bacterias probioticas

Existen diferentes técnicas moleculares disponibles para la identificacion,
composiciéon y enumeracion del total de la comunidad bacteriana del intestino; la
mayoria de ellas se basan en el estudio del gen 16S RNA ribosomal (rRNA). Durante la
ultima 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 mas 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 homologia con
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei y Bifidobacterium breve, lo que es
consistente con los antecedentes que muestran que nifios 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

175



Discusion

(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 homologia del gen 16s rRNA de las cepas aisladas es de 99-
100%, de acuerdo con la base de datos NCBI/BLAST. Los fragmentos del genl16s rRNA
son de aproximadamente 1.4 kb, y los fragmentos secuenciados varian entre 1474bp para
Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036, 1274bp para Lactobacillus paracasei CNCM I-
4034 y 1118bp para Bifidobacterium breve CNCM 1-4035. Precisamente este ltimo
presenta una homologia de 100% con Bifidobacterium breve ATCC 15700 y un clon no
cultivable de Bifidobacterium. No se pudo obtener un fragmento mas amplio debido a
que los oligonucledtidos 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 1-4035. Por ello se utilizaron otros
oligonucleotidos universales que amplifican fragmentos mas pequeios, como son 39F y

1391R.

Los fragmentos secuenciados del gen 16s rRNA de las cepas de lactobacilos
aisladas, presentan para una de ellas, homologia del 99% con un grupo de Lactobacillus
rhamnosus. Para la otra cepa aislada, existe una homologia de 100% con una gran
variedad de Lactobacillus paracasei y con un pequeio nimero de Lactobacillus casei.
Para ampliar la informacion genomica de las cepas bacterianas estudiadas, se amplifico
el espacio intergénico que estd presente entre el gen 16s y 23s, el cual es conocido por
presentar una gran variabilidad de tamafo (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 1-4036, 512bp Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034
y 182bp Bifidobacterium breve CNCM 1-4035. 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 homologia de 100% para la cepa Lactobacillus rhamnosus
CNCM 1-4036 con Lactobacillus rhamnosus isolated TS1 y Lactobacillus rhamnosus
PS1. Las bacterias que presentaban una mayor homologia del gen 16s rRNA de la cepa
Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036, no coincidian con los obtenidos para el

fragmentos intergénico 16s-23s. Esto es debido a que estan 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 1-4034, los fragmentos del
gen 16s rRNA y espacio intergénico 16s-23s mostraron en ambos casos una homologia
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 redaccion de la presenta
memoria, por parte de la empresa Biopolis SA, se ha llevado a cabo la secuenciacion
completa de la cepa Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034 comprobandose que se trata

de una cepa unica (Ramoén D, Biopolis S.A. Comunicacion Personal 2011).

En el caso de la cepa de Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 el fragmento
intergénico 16s-23s amplificado fue bastante pequefio. Asimismo, se amplificé 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 tamafio
del fragmento intergénico entre diferentes especies y cepas de las bifidobacterias.
Posteriormente, se alinearon las cepas controles para bifidobacterias, Bifidobacterium
breve CNCM 1-4035 y la cepa B.breve strain Y8 (99% de homologia). Como resultado
de esta alineacion, 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 homologia 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 homologia de 100% para el
16s rRNA.

Una de las desventajas de la secuenciacion del 16s rRNA es que esta se encuentra
muy conservada a nivel de especies y subespecies, por lo que diferentes especies de
bacterias acido lacticas han mostrado compartir practicamente idéntica secuencia (Lorca
y Font de Valdez, 2009). Por tanto, la mejor forma de clasificar taxonémicamente a las
bacterias es utilizando la secuenciacion del genoma completo; sin embargo, la secuencia
de genomas disponibles de lactobacilos y bifidobacterias son muy escasos, aunque

muchos se estan desarrollando actualmente (www.genomesonline.org).
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En nuestro estudio, también se utilizaron dos kits para el analisis de especies, uno
de fermentacion de hidratos de carbono (API 5S0CH) y otro de actividad enziméatica (API
ZYM). Estos constituyen un método rapido y tedricamente reproducible para la
identificacion fenotipica de cultivos bacterianos puros. Estos tests han sido utilizados
para la caracterizacion ¢ identificacion de lactobacilos en leche (Medina et al., 2001),
yogur y otros productos fermentados lacteos (Andrighetto et al., 1998, Bouton et al.,
1998 y De Angelis et al., 2001). Inicialmente fueron desarrollados para identificar cepas
de lactobacilos de uso clinico, aunque la base de datos del fabricante no estd actualizada
para algunas especies de lactobacilos (Andrighetto et al., 1998 y Collins et al., 1993); sin
embargo, proporcionan una informacién valiosa para caracterizar fenotipicamente las

cepas aisladas.

Los resultados muestran que las cepas aisladas Bifidobacterium breve CNCM I-
4035 y Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036 presentan una alta actividad de -
galactosidasa. Esto puede considerarse un hecho importante, ya que la hidrélisis de
azucares especificos como o-D-galactosil-oligosacaridos, muchos de ellos presentes en
leche materna (Ninonuevo et al., 2006), permite una proliferacion selectiva de
bifidobacterias en el tracto intestinal (Gopal et al., 2001; Gulewicz et al., 2002). De
hecho, hay pocas cepas de otros origenes 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 p-
glucuronidasa, lo cual seria una caracteristica favorable, ya que ésta enzima es producida
por bacterias fecales que también tienen actividades nitroreductasa y azoreductasa, que
convierten numerosos pro-carcinégenos en carcinégenos (Kurman, 1988). Nanno et al.
(1986), demostraron que extractos de bacterias con actividad B-glucuronidasa, aumentan
la activacion mutagénica de metabolitos biliares de benzopireno, mientras que extractos
de bacterias sin actividad B-glucuronidasa no presentan esta activacion. 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 glucurénidos, prefieren la
lactosa y glucosa como fuentes de carbono para su metabolismo, aunque la cepa aislada
Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036, también presenta una actividad enzimatica para
la fermentacion de la a-fucosa. En este sentido es importante sefialar que una gran parte

de los oligosacaridos neutros presentes en la leche materna contienen fucosa; de hecho el
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oligosacarido mas abundante de la leche humana es el 2’-fucosil-lactosa (Newburg et al.,

2004).

Con respecto a los resultados de fermentacion 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 fermentacion
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 atencion
es la capacidad de Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034 de fermentar inulina, actividad
que no presentan sus controles. Este polisacérido clasificado como prebidtico es utilizado
en productos comerciales, y ha demostrado incrementar el nimero 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 prebidticos, lo cual no es una propiedad
comun entre los lactobacilos (Cebeci y Gurakan, 2003; Makras et al., 2005). Para
confirmar la capacidad de las cepas aisladas de utilizar la inulina o a-fucosa como fuente
de energia habrd que hacer en el futuro un estudio mas especifico, ya que se ha
encontrado que el patrén de fermentacion de algunos lactobacilos no siempre es el tipico,
y esta variacion podria resultar de la pérdida o ganancia de pldsmidos, llevando a una
inconsistencia en el perfil metabdlico, ya que la mayoria de las proteinas involucradas en
la fermentacidn de hidratos de carbono se encuentran codificadas en plasmidos (Arhné et

al., 1989).
Efecto sobre el crecimiento de bacterias patdgenas

Una parte fundamental de este estudio ha sido evaluar la actividad probiotica de
las tres cepas aisladas frente a enterobacterias. Estos patogenos son responsables de la
diarrea infecciosa, una de las principales causas de muerte infantil en paises en desarrollo
y que se acentia durante el primer afio de vida. Ademas, el género Salmonella puede
producir un amplio rango de enfermedades, desde gastroenteritis hasta fiebres tifoideas
(Holoda et al., 2005; Kohler et al., 2003). Asimismo, las cepas patogenas 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 probioticas producen una gran variedad de compuestos antibacterianos,
como 4cidos organicos (4cido lactico, acético y fenil-lactico), y otras sustancias como
peroxido de hidrogeno y acidos grasos (Wohlgemuth et al., 2010). Los acidos organicos
se producen mayoritariamente durante el crecimiento de los probidticos y por su
naturaleza acida provocan una disminucion de pH en el tracto gastrointestinal que posee
un efecto bactericida o bacteriostatico. Estas sustancias tienen la capacidad de afectar a
bacterias enteropatogenas (Forestier et al., 2001; O hara et al., 2007), por lo que utilizar
el sobrenadante del crecimiento de bacterias probidticas, donde se puede encontrar este
tipo de sustancias puede tener efectos sobre el crecimiento de la bacterias

enteropatdgenas (Fukuda et al., 2011; Miyazaky et al., 2010).

Un importante hallazgo de este trabajo es que los sobrenadantes de las cepas
probidticas aisladas son capaces de inhibir el crecimiento de enteropatdogenos en medio
liquido con un efecto cepa-especifico. El sobrenadante de Lactobacillus paracasei
CNCM 1-4034 inhibi6 el crecimiento de las cepas Salmonella ensayadas. Este efecto se
debid principalmente al sobrenadante no neutralizado, lo que sugiere que la produccion
de 4cidos u otros compuestos procedentes de la fermentacion limitan el crecimiento de

los patdgenos.

Para Salmonella typhi CECT 725, el efecto inhibidor del sobrenadante de
L.paracasei CNCM 1-4034 se observo tanto a concentracion 1% como a 4%,
independientemente de la neutralizacion del sobrenadante. Los resultados muestran una
inhibicion que varia 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 sintesis de
algun péptido antimicrobiano o debido a la sinergia generada entre la produccién de acido
lactico y alguna sustancia de naturaleza proteica (Jankowska et al., 2008). Asi, de este
modo, las sustancias acidas no parecen ser necesariamente las causantes de tal inhibicion,
por lo que nuestros datos sugieren que Lactobacillus paracasei produce algun tipo de
bacteriocina u otro factor de naturaleza desconocida que estaria ejerciendo este efecto

sobre el patogeno.

El sobrenadante de la bacteria B.breve CNCM 1-4035 inhibe el crecimiento de
Salmonella typhi CECT 725 entre 15 y 48%, bajo cualquier condicion (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 acidos
organicos (Collado et al., 2005). Estos compuestos, presentes en el sobrenadante
concentrado de las bifidobacterias son muy activos frente a bacterias patdgenas. Asi, se
ha comprobado que cepas del género Bifidobacterium muestran una potente actividad
frente a enteropatogenos como Salmonella typhimurium y E.coli, atribuida a la

produccion de moléculas lipofilicas de bajo peso molecular (Liévin et al., 2000).

Varios autores apuntan a que la produccion de acidos organicos es el mecanismo
por el cual las bifidobacterias son capaces de inhibir enteropatogenos (Makras y de
Vuyst, 2006; Morita et al., 2002). Esta generacion de acido no soélo tiene un efecto
antipatogénico, sino que posee un papel fundamental en el mantenimiento de la ecologia
microbiana y la funcionalidad de los colonocitos (Stratiki et al., 2007). Incluso se ha
relacionado directamente la produccion de acetato de la bifidobacteria con la proteccion

frente a infecciones enteropatdgenas (Fukuda et al., 2011).

Por otra parte, en el sobrenadante de la bacteria Lactobacillus rhamnosus CNCM
1-4036 se apreci6 una inhibicion (10% y 50%) significativa del crecimiento de todos los
grupos de enteropatogenos ensayados. Este efecto se observd principalmente con el
sobrenadante no neutralizado, lo que sugiere que esta actividad se debe a los productos
acidos derivados de la fermentacion que limitan el crecimiento de los patdgenos (Lima et
al. 2007). De Keersmaecker et al. (2006), han propuesto que la produccion de acido
lactico es el responsable del efecto inhibitorio de Lactobacillus rhamnosus sobre
Salmonella typhimurium. Asimismo, no se descarta que este efecto sea la suma de la
produccion de acidos organicos y de bacteriocinas, que solo sean activas a pH acido. 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
observéd que estas fueron inhibidas por el sobrenadante neutralizado. Este efecto puede
ser atribuido, como en casos anteriores, a la presencia de algun tipo de factor o
bacteriocina, procedente del medio de crecimiento de la bacteria probiotica. Existen dos
mecanismos de accion por los que las bacteriocinas son capaces de destruir a los
patogenos: permeabilizando las membranas de las bacterias patdgenas o interfiriendo con

enzimas esenciales (Bierbaum y Sahl, 2009).
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Nuestros datos demuestran que el efecto inhibitorio es altamente especifico y
depende de la cepa, tanto de la probidtica como del patogeno. 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
patdgena se ve favorecido de forma significativa en presencia del sobrenadante de la
bacteria probidtica. Probablemente, esto se deba a los nutrientes que aporta el
sobrenadante, que enriquecen el medio de cultivo, lo cual hace que las bacterias
patdgenas presenten un crecimiento mayor. También, se han descrito que algunas cepas
de Propionibacterium producen un sustancias estimuladoras del crecimiento (Kouya et

al., 2007).

Inhibicion de la adhesion a células epiteliales intestinales de enterobacterias

mediada por los probioticos

Otro propodsito de este estudio fue la busqueda de nuevas metodologias que
permitiesen valorar la adhesion e inhibicién de las bacterias patdogenas y probioticas a
células epiteliales intestinales con mayor precision. Hasta ahora, esta determinacion se
realiza por metodologias convencionales. El método de dilucion en placa es una técnica
tediosa, requiere dias para conocer el resultado y no es reproducible. Ademas, subestima
el namero real de bacterias, debido a dafios celulares o a fendmenos de agregacion. Por
otro lado, en el caso de bacterias anaerobias estrictas, el oxigeno presente en el aire
reduce considerablemente la viabilidad mientras se siembra la placa y esto constituye otra
variable que afecta al recuento y al nimero real de la poblacion bacteriana. Siguiendo con
la metodologia clésica, otros autores tifien las bacterias con Giemsa y observan al
microscopio cuantas se tifieron antes y después de la administracion del probiotico. Es un
método sencillo, pero sometido a numerosos errores de caracter subjetivo. Como técnicas
alternativas a la metodologia tradicional se propuso la posibilidad de utilizar la técnica de

PCR cuantitativa.

La técnica de la PCR cuantitativa tiene alta precision y reproductibilidad. Es capaz
de detectar una unica copia de un fragmento del DNA problema (Klein, 2002), que se
puede guardar hasta su analisis sin sufrir alteracion (Castillo et al., 2006). Asimismo, es
una técnica muy rapida, ya que en tres horas se obtienen resultados (Matijasic et al.,

2010). Como es un sistema cerrado, el riesgo de contaminacion es minimo, y al no
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requerir pasos posteriores, tampoco existe la posibilidad de contaminacion cruzada (Espy
et al., 2006). Con esta metodologia puesta a punto, se observa que la poblacion del
patdgeno respecto a la inicial se reduce considerablemente en presencia de uno de los
sobrenadantes de la bacteria probidtica, lo que sugiere que esta técnica es adecuada para

la determinar la adhesion.

Existen varios trabajos recientes en los que se utiliza la PCR cuantitativa como
una alternativa a la metodologia convencional, tanto para detectar y determinar
microorganismos viables, como para cuantificar el porcentaje de adhesion (MatijaSic et
al., 2010; Candela et al., 2008). McGuinness et al. (2009), han descrito el uso de esta
técnica como una alternativa a la metodologia tradicional para la deteccion de patdgenos

(Salmonella) en alimentos.

El sobrenadante de Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 de 17 horas,
neutralizado o no, inhibe la adhesion de Salmonella typhi CECT 725. Sin embargo, no
observamos una disminucion significativa de la adhesion cuando utilizamos directamente
la cepa Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 frente a los patdgenos. La inhibicion
producida por el sobrenadante se puede deber a que algun componente de este afecta la
capacidad de adhesion de la Salmonella typhi CECT 725, ya que se ha descrito que la
presencia de diferentes substancias como calcio o exopolisacaridos producidos por

bacterias probioticas pueden modificar la adhesion al mucus intestinal (Ruas-Madiedo et

al., 2006; Larsen et al., 2007).

Existen varios estudios in vitro que describen inhibicion en diferentes modelos y
que incluso utilizan este tipo de técnica para valorar la adhesion de Bifidobacterium a
células epiteliales intestinales (Liu et al., 2010). Mas alin, otros investigadores han
comprobado con esta metodologia que distintos probioticos como Bifidobacterium
longum o Lactobacillus plantarum son capaces de inhibir la adhesion de Salmonella
(Candela et al., 2008). Por ello consideramos que la causa por la que las bacterias
aisladas en algunos casos no inhiben la adhesion es debido a que no intervienen sobre los
factores de adhesion de las bacterias patdogenas, mas que por un problema de la técnica en

si.

Probablemente, nuestro modelo experimental sea susceptible de modificar, ya que

posiblemente la relacion utilizada de bacterias probidticas y patogenas (1/1) pudiera no
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representar un modelo fisiologico, debido a que las bacterias patogenas llegan a un
ambiente donde la microbiota se encuentra establecida, por lo que quizas una relacion
bacteria probiotica/bacteria patégena de 10/1 o 100/1 pudiera ser mas real. De hecho,
recientemente se han descritos modelos experimentales que utilizan esta relacion para
desarrollar estudios de adhesion, en los que se observan diferencias sustanciales (Ostad et
al., 2009). Por otro lado, también existe la posibilidad de utilizar otras lineas celulares
como HT29-MTX, las cuales producen mucus y podrian imitar mejor las condiciones del

intestino (Collado et al., 2010).
Inmunomodulacion

Las comunidades de bacterias que existen en el intestino, forman uno de los
habitats mas densamente poblados por microorganismos conocidos en biologia. El
epitelio intestinal y su sistema inmunitario asociado son la primera linea de defensa. Mas
aun, el sistema inmunitario intestinal es la parte mas amplia y compleja del sistema
inmunitario global (Mowat, 2003). En una situacion de constante estimulacion
inmunologica, la conservacion de un equilibrio homeostatico entre tolerancia e
inmunidad plantea un desafio para el sistema inmunitario mucoso. La alteracion de este
balance puede contribuir a la patogénesis de numerosas situaciones inflamatorias,
incluyendo alergias alimentarias, enfermedades inflamatorias intestinales y céancer
intestinal (Artis, 2008). Se ha demostrado que la homeostasis intestinal esta regulada por
una interrelacion entre los enterocitos y las células del sistema inmunitario, especialmente

por las células dendriticas (Zoumpapoulou et al., 2008).

Las células epiteliales intestinales que inicialmente fueron consideradas solo como
una barrera fisica para el medio ambiente externo, hoy en dia se consideran parte integral
de: la discriminacion entre bacterias patdgenas y comensales, y de la regulacion 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 produccion de citoquinas frente a
bacterias patdgenas y probidticas. En nuestro caso se utilizo una proporcion de 1/10
patdgeno/probidtico. Los resultados obtenidos, muestran que la presencia de las cepas

probidticas L.paracasei CNCM 1-4034 y L.rhamnosus CNCM 1-4036 inhiben la

produccion de IL-8 y TNF-a de las células Caco-2, inducidas por enterobacterias. El
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estimulo de la produccion de IL-8 de las células Caco-2, es significativamente menor
cuando se incuban de forma separada con cada una de las bacterias probidticas aisladas
que cuando se incuban conjuntamente con enteropatégenas. En algunos casos la
produccion de IL-8 es menor a 1% del estimulo que producen las enteropatdgenas. 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
probidticas y enteropatogenas son diferentes, siendo ligandos para los receptores del
sistema inmunitario innato que desencadenan una sefializacidon intracelular; este
fenomeno probablemente permite al sistema inmunitario discriminar entre bacterias

probidticas y enteropatogenas (Lebeer et al., 2010).

La respuesta de las células epiteliales frente a las co-incubaciones de bacterias
enteropatogenas y probioticas depende del tipo de cepa. La cepa L.paracasei CNCM I-
4034, inhibe la produccion de IL-8 en la co-incubacion con Salmonella CECT 443 (-
76%), Salmonella CECT 4594 (-95%), e inhibe la produccion IL-8 y TNF-a frente a
Salmonella CECT 725 (-93% y -62%, respectivamente).

La cepa L.rhamnosus CNCM [-4036 muestra efectos inhibitorios frente a mayor
numero de enteropatdgenos. Inhibe la produccion de IL-8 en la co-incubacion frente a
E.coli EPEC CECT 729 (-86%), ¢ inhibe IL-8 y TNF-a 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 1-4035, esta no muestra efectos inhibitorios

sobre IL-8 y TNF-a frente a ninguna bacteria enteropatdgena.

Nuestros resultados muestran de forma global que las cepas aisladas provocan una
muy importante inhibicion de la secrecion de IL-8 y TNF-a de las células epiteliales
intestinales cuando son expuestas de forma simultdnea con bacterias enteropatdogenas.
Este efecto, una vez mas, es especifico de cada cepa. La secrecion de IL-8 se ve mas
afectada y en mayor magnitud que TNF-a, situacion que puede deberse a que, a pesar
que ambas estan involucradas en procesos inflamatorios, los componentes del
sobrenadante probablemente afectan mas la via secretora relacionada con IL-8 que con

TNF-a.
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Es bien conocido que la IL-8 secretada por células epiteliales intestinales atrae y
activa neutrofilos, basofilos, linfocitos y monocitos en la ldmina propia (Beutler, 2004;
Campbell et al., 2001). Asi mismo, la produccion de una potente citoquina pro-
inflamatoria como es TNF-a, produce un estado pro-inflamatorio cuando las células
epiteliales intestinales son infectadas por bacterias enteropatdogenas. Este estado puede ser
revertido por la presencia de bacterias probidticas, como ocurre en nuestro estudio, lo
cual podria modular la respuesta inflamatoria. Ademds esta respuesta probablemente
podria regular la expresion de ciertos receptores del sistema inmunitario innato, como los

TLRs (Vizoso Pinto et al., 2009).

La relacion entre inflamacion crénica y cancer esta bien establecida (Aggarwal et
al. 2006). Los efectos anti-cancerigenos de L.helveticus son mediados por una
disminucién de la produccion 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 produccion de IL-8 (Bai et al., 2006; Ma et al., 2004; Zhang et al., 2005).
Borruel et al. (2002), mostraron una inhibicion de la produccion de TNF-o en muestras
obtenidas de pacientes con enfermedad de Crohn tratados ex vivo con lactobacilos, sin
embargo, no sucedi6é lo mismo en las muestras control. Por otro lado, se ha descrito que
los efectos antiinflamatorios de L.casei estarian mediados por la sefializacion de NFxB

(Tien et al., 2006).

Estos resultados proporcionan una importante informacion para describir la
actividad inmunomodulatoria y anticancerigena de los probidticos; sin embargo, este
efecto esta altamente relacionado con el tipo de cepa, observandose diferentes respuestas
frente a diferentes cepas enteropatogenas. En el caso de B.breve CNCM 1-4035 no
obtuvimos ninguna variaciéon sobre la produccion de citoquinas pro-inflamatorias
estimuladas por bacterias enteropatogenas. Una variable que puede ser de importancia es
la relacion enterobacteria/probidtico 1/10 utilizada. Quizas la relacion 1/100 influya
favorablemente sobre la respuesta que las bacterias probiodticas generan sobre las células
epiteliales, y esto se asemeje mas a una condicion real, donde una bacteria patégena llega

al intestino ya colonizado (Stober et al., 2010; Ostad et al., 2009).
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La secrecion 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 probiodticos sus efectos beneficiosos sobre la salud humana, como es la
inmunomodulaciéon. 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 secrecion de citoquinas, si no
también, expresion de proteinas involucradas en las cascadas intracelulares y en el
sistema inmune innato, tales como aquellas relacionadas con los TLR, proteina de
diferenciacion mieloide 88 (MYDSS), proteinas quinasas asociadas a IL-1R (IRAKS), y
NF-kB (Rahman y Mc Fadden, 2011).

A modo de resumen se puede indicar que en el presente estudio se han aislado tres
cepas de bacterias probidticas, las cuales han superado los criterios de una bacteria
potencialmente probidtica (FAO/WHO, 2002). Estas han mostrado tener actividad
antibacteriana frente a enteropatdogenos: inhibiendo su crecimiento e inhibiendo su
adhesion a células epiteliales intestinales. Por otra parte, presentan actividad
inmunomoduladora, disminuyendo la produccion de citoquinas pro-inflamatorias de las

células epiteliales intestinales.

Es necesario llevar a cabo estudios mas amplios para dilucidar los mecanismos
involucrados en los efectos probidticos. Profundizar en los mecanismos de
inmunomodulacién y de tolerancia estd siendo foco de atencion en esta area de estudio.
Utilizar técnicas moleculares para estudiar la expresion génica de las proteinas
involucradas en la cascada inflamatoria, utilizando modelos in vitro que puedan integrar
mas células responsables de la respuesta inmunitaria, como pueden ser células dendriticas
o células T, las cuales en conjunto con las epiteliales, pueden generar mas informacion
sobre la orquestacion de la respuesta inmunitaria frente a bacterias probidticas y
patogenas, representan, sin duda, los estudios futuros a realizar, parte de los cuales se

estan  desarrollando  actualmente  por nuestro grupo de investigacion.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

1) Se han aislado tres cepas de bacterias lacticas a partir de heces de nifios alimentados

2)

exclusivamente con leche materna que presentan una alta resistencia a pHs acidos y a

las sales biliares, asi como una adherencia relativamente elevada a células epiteliales

intestinales HT-29. Las cepas aisladas se consideran unicas por sus caracteristicas

genéticas y metabolicas, y han sido depositadas y codificadas por el INSTITUT
PASTEUR como: Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034, Bifidobacterium breve
CNCM 1-4035, Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036.

Los sobrenadantes de las cepas probioticas aisladas inhiben el crecimiento de

bacterias enteropatégenas en medio liquido de manera especifica:

a)

b)

El sobrenadante acido de Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034 inhibe ¢l
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.

El sobrenadante de Bifidobacterium breve CNCM 1-4035 inhibe el
crecimiento de Salmonella typhi CECT 725, se encuentre o no
neutralizado.

El sobrenadante acido de Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036 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 1-4035 inhibe la adhesion de la

bacteria enteropatogena Salmonella typhi CECT 725 a células epiteliales intestinales

Caco-2.

4) Las cepas Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034 y Lactobacillus rhamnosus CNCM

[-4036 inhiben la produccion de IL-8 y TNF-a de células epiteliales intestinales

estimuladas por bacterias enteropatdogenas:

a)

Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034 inhibe casi por completo la
produccion de IL-8 de las células Caco-2 estimuladas por Salmonella
typhimurium CECT 443, Salmonella typhimurium CECT 4594 vy
Salmonella typhi CECT 725 y ademas, inhibe la produccion de TNF-o
estimulada por Salmonella typhi CECT 725.
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b) Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4036 inhibe casi por completo la
produccion 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. Ademas, inhibe la
produccion de TNF-a estimulada por Escherichia coli ETEC CECT 501,
Escherichia coli ETEC CECT 515 y Salmonella typhi CECT 725.
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V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

Name: CORLECTION MATIONALE
DE CULTURES DE MICROORGANISHMES

(CHCM)
Address: INSTITUT PASTEUR

25 RUE DU DOCTEUR ROUX
75724 PARIS CEDEX 15

Signature(s) of pevson(s) having the power (o reprasent the

International Depositary Authority or of authorized

official(s): aj;zf"esis WA GEMER
!

] INavanyyril Wi

: : FAAAE R a1 b
3 ‘-f'?fé,mm Hia / / panal
A ") {/s. Vil % Ll

./»M;; %@;‘\N\\f %Ek%

i
. Y
“ ; ¥ YA g
Diate: PARIS, 0] SEMEM%?& 200 ¢ LS Fasl
: 4, N g PR |
f NN 2y |

{ t\‘w@ N P /&Qf, y.

*Fillin if the information has been requested and if the results of the test were negative. ) R N

Form BP/9 (second and last page)



BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE

INTERMNATIONAL FORM
TO RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT
! issued pursuant fo Rule 7.1 by the
HERD ESPAIA 5., ?NTE'P}NATIONAL DEPOS? TARY AUTHORITY
GTC INEANT NUTRITEON identified at the bottom of this page

AVDA MURCIA &,
E-30820 ALCAMTARILLA (MURCIAY, SPALM

NAME AND ADDRESS
OF DEPOSITOR

L IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM

Identificarion veference given by the Accession number given by the
DEPOSITOR: INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY:
MERO 224 CNCM I-4036

1L SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/CR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION

The microorganism identificd under | above was accompanied by:

h.4 a scientific description
a proposed taxenomic designation

(Mark with a cross where applicable}

1. RECEIPT ANDY ACCEPTANCE

This International Depositary Authority accepts the microorganism identified under I above, which was received by it
on 0 JYLY 2008 (date of the original depesit), !

IV, RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION

The microorganism identified under I above was received by this International Depesitary Authority

on {date of the original deposit) and a request to convert the original deposit
to 2 deposit undes the Budapest Treaty was received by it on

(date of receipt of request for conversion).

V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHGRITY

Naime: COLLECTION MATIONALE & | Bignature(s) ¢f personds} haying the
DE CULTURES DE MICRODRGANISMEg .In{gmduo—;al Dvpg)gnary_ Afthority

(CNCMY Gﬁwiaﬁs} GEQORGES W 4 GENE

nower to rmfcscnt thc
of authorized e

Address: INSTITUT PASTEUR
25 RUE DU DOCTEUR ROUX
75724 PARIS CEDEX 15

Datg: PARIS, 08 SEPTEMBER/ 2008 ,
! i ) \\
Where Rule 6.4{d) applies, such date is the date on which the status of international depositary authmnk\whﬁ, 1\c<§u1rqg& 1

N el -
Form BP/4 (sole page)} ‘?{,-'g 3 &
\R‘ii







BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL
RECOGNITION OF THE DEPGSIT OF MICROORGANIEMS
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE

INTERNATIONAL FORM

TO j

|

PRANGEL GIL HERMNANDEZ ARD
PR ANTONIO SUAREZ GARCIA,

BIOQUEIMICA DE LA NUTRICION
DERPARTAMENTO DE BIOQUIMICA Y
BIOLOGIA MOLECULAR I¥,
UNIVERSIDAD DE GRANADA
FACULTAD DE FARMACIA
CAMPUS CARTUIA
E-18071 GRANADA, 5PAIN,
NAME AND ADDRESS OF THE PARTY TO |

| WHOM THE VIABILITY STATEMENT IS MADE |

VIABILITY STATEMENT

issued pursuant to Rule 10.2 by the
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY
identified on the following page

GTE INFANT HUTRITION
AVDA MURCIA 1, E-30820 ALCANTARILLA
(MURCIA), SPAIN

1 DEPOSITOR . IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM
Name: HERD ESPANA S.A, Accession number given by the

INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY:
Address: CHCM 1-4036

Date of the deposit or of the transfer '

0Z JULY 2008

i, VIABILITY STATEMENY

Y viable
l:] T no longer viable

The viability of the microorganism identified under 11 above was tested

on 02 JULY 2008 ¢ On that date, the said MICrOOTIFanism was

=)

Indicate the date ef the original deposit or, where a new deposit or a transfer has heen made, the most recent relevant date

{date of the new deposit or date of the transfer).

In the cases referred to in Rule 10.2(a)(ii) and (iif}, refer to the most recent viability test.

Mark with a cross the applicable box.

Form BP/9 (first page)




W, CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED *

V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

Name!l  COLLECTION NATIONALE
DE CULTURES DF MICROORGANISMES
(CHECH)

Address: ynsTrITUT PASTEUR
25 RUE DU DOCTEUR ROUX
75724 PARES CEDEX 15

Signature(s) of person(s) having the power to represent the
International Depositary Authority or of authorized
official(s): X@Em&ﬁgs WA GENER w’;’“"“‘"’”‘“"“ :

P Y

% g7
%"‘««..m Ji

g
}-f’ b
Date: BARIS "08 SEPT EMéER 2%&8 w
wh N %iazémﬁ a1k

4

Form BP/ (second and last page)

i
Filt in if the information has been requested and if the results of the test were ilcmh\m \ fg" a i %; &M

W B “@//
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{12) SOLICITUR INTERNACIONAL PUBLICADA N VIRTUD DEL TRATADGC BE COOPERACTON BN MATERIA
BE PATENTES (POT)

A Wi sl N T T T e
{10) Namers de Publicacids Inlernacional

Oficina internacional
Wi 2010/103132 A1

(43} Fecha de publicacidn internacional

16 de septiembre de 2016 (26.09.2918)

{581} Clasificacién Internascionat de Patentes:
CI2NV 1726 {2006.01) AGIP 1480 (20606.01)
A23C 9127 (2006.01) CI2R 1/01 (2006.01)
A23E 1718 {2006.01) CI12R 17223 (2006.01)
AGIK 35/74 (2006.01) CI2R /245 (2006.01)

(Murcia) (ES). SUAREZ GaRCIA, Aniondo Franciieo
[ES/SY: Departamento  de Bioguimica y Biologla
Molecular 11, Instituto de Nulricién v Tecnologia de los
Allmentos, Universidad de Granada-Campus de Ta Salud,
18071 Granada (ES). Gl HERNANDEZ, Angel

. e e . [ES/ESY; Departamento de  Bloguimica Biologla
(21) Numero de Ia solicitud mtemacmna}: _— Molecular 11, Iinstituto de Nu‘iricic’»r? ¥ Tecno]{)gia de los
PCT/ES2009/000130 Alimentos, Universidad de Granada-Campus de Ia Salud,
{22} Feche de presentacitn internacional: 18071 Granada (ES).
10 de marzo de 2009 (10.03.2009) 74y wfungawarios; AR¥ZIY ACHA, Moniea ot ol
{25} Idioma ge presentacidn: sspafiol C/Hermosiila 3, B-28001 Madrid {ES),
(26 Idioma de publicacion: espafio]l (81} Estados designados (u menos gue se indique oira cosa,
i para foda clase de profeccién nacional admisible) AE,
{7Y) Solicitante fpara md_os los Estados designados salvo AG, AL, AM, AQ, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BE, BR,
Us); HERD ESPANA, B.A. [ES/ES, GIC nfant BW, BY, BZ, C4, CH, CN, €O, C, €U, CZ, DE, DK,
Nutrition, Av, Murcia, 1, E-30820 Alcanfarilla, Murcia DM, DO, DZ, EC, TE, FG, S, FI, GB, GD, GE, GH,
(ES). GM, G, HN, HR, U, ID, IL, IN, IS, JB, KE, KG, KM,
(72) Inventores; ¢ KN, KP, KR, ¥Z, LA, EC, LK, LR, L8, LT, LU, LY,
(15) Inventores/Solicitantes (para US solamente); VIEITES MA, MD, ME, MG, M, MN, MW, MX, MY, MZ, NA,
FERMANDEZ, José Meria [ES/ES]: Departamento de NG, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO, RS, RU, 5C,
Bipgquimica y Biclogla Molecular 1i, Instituto de 3D, 8E, 3G, 5K, SL, SM, ST, 8V, 5Y, TI, TM, TN, TR,
Nytricidn y Tecnologia de los Alimentos, Universidad de TT,TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, Z4, ZM, ZW.
Granada-Campus de Ia Salud, 18071 Granada (ES). (g4) Estados designados (2 menos que se indique oira cosa,
MUNGOZ QBEZADA, Sergio  Ignacio [CL/ESY para toda clase de proteccién regional admisible):
Departamento de Bloguimica y Biclogia Molecular 1, ARIPO (BW, GH, GM, KB, LS, MW, M7, NA, 8D, SE,
Institto de Nutricién y Tecnologia de los Alimentos, 87, T#, UG, ZM, ZW), eurcasiatica (AM, AZ, BY, KG,
Universidad de Grepada-Campus de Iz Salud, 18071 KZ, MD, RU, TI, TM), europea (AT, BE, BG, CH, CY,
Graznada (ES). LLAMAS COMPANY, fnmaculada [ES/ CZ, DE, DK, EBE, ES, FL, FR, GB, GR, HE, HU, IE, 18,
ES]; Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular IT,,LT, LU, LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO,
I, Institnte de MNutricidn v Tecnologia de los Alimentos, SE, 81, 8K, TRy, OAPI (BF, BI, CF, CG, CI, CM, GA,
Universidad de Granada-Campus de Ia Salud, 18071 GN, GG, GW, ML, MR, NE, 8N, TD, TG).
Grapada  {E8). MALDONADO LOZANQ, José
[ES/ES];, Departamento de Bioquimica y Biologia Fublicada:

Mpolecular O, Instituto de Nufricidn y Tecnologia de los
Alimentos, Universidad de Granada-Campus de Ia Salud,
18671 Gramada (ES). ROMERC BRAQUEHAIS,
Fernando [ES/ES]; Hero Espada 84, Instituto Hero de
Nutricidn Infantil, Avda, Murcia 1, B-30820 Alcatarilla

con informe de biisqueda internacional (dr. 21(3})

con la parte de lista de secuencias de la descripeidn
(Regla 3.2(a))

(54) Title: ISOLATION, IDENTIFICATION AND CHARACTERISATION OF STRAINS WITH PROBIOTIC ACTIVITY,
FROM FAECES OF INFANTS FED EXCLUSIVELY WITH BREAST MILK

(54) Titulo : AISLAMIENTO, MENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE CEPAS CON ACTIVIDAD PROBIOTICA A
PARTIR DE HECES DE LACTANTES ALIMENTADOS EXCLUSIVAMENTE CON LECHE MATERNA

{57y Abstract: The ivention relates to probiotic micro-organisms isolated from faeces of children exclusively fed with breast
milk. Sald micro-organtsms are used in the food or pharmaceutical industry, especially for infant formula milk, due to their
probiotic properties which have bepeficial effects on the health of those ingesting them, Said micro-organisms consist of
Lactobacillus rhamnosus HERO 22A (CNCM 4036}, Lactobaciilus paracasei HERO 7 (CNCM 1-4034) and Bifidobacterium
breve HERO 15B ({CNCM -4033).

{57y Resumen: La presente invencidn se refiere a microorganismos probidticos aislados de heces de nifios alimentados
exclusivamente con leche materna. Dichos microorganismes, dadas sus propiedades probidticas que confieren efectos
beneficioses en Ia salud de quienes los ingleren, son de aplicacién eu Ia jndustiuia alimenticia o farmacéutica, especialmente para
su uso en formudas Mcteas para Ia infancia. Dichos microorganismos consisten en Lactobacilluy rhamnosus HERO 22A (CNCM
1-4036), Lactobacilius paracasei HERO 7 (CNCM 1-4034) y Bifidobacterium breve HERO 15B (CNCM [-4035}.



TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES

Remitente: LA OFICINA RECEPTORA

Destinatario:

GARRIGUES IP, S.L2
ATT. MONICA ARIZTI
HERMOSILLA, 3
28001 MADRID

PCT

NOTIFICACION DE LA RECEPCION DE 1,0S
DOCUMENTOS QUE CONSTITUYEN
SUPTESTAMENTE UNA SOLICITUD

INTERNACIONAL

{Tustrucotbn Administrativa 301 del PCTY

Fecha de expedicién

1 0 AR 2009

Referencia del sxpediente del solicitants o del mandatario

AXDIG0SWD

NOTIFICACION IMPORTANTE

Solicitud internasional N°

PCTES2 009/ 0005 30

Fecha de recepeidn
{dfalmesiafic)

Solicitante
Hero Espatia, 5.4,

Titule de 1a fnvencidn

Alstamisnto, Identificacidn v caracterizacién da sapas son actividad problidtica a partiy de heves de
laciantes alimsntados sxclusivamente con leaha materna

fecha de presentacidn fnternacional,

T
RIS,

L. Se notifies af soliciiante que la oficina receptora ha recibido en la fecha de recepeion arriba indicads, los documentos
fque supuestamente constituyen nna solicitud internacional,

2. 8e Hama la stencién al soliciiante sobre el heche de que lIn oficina receplora wo ha comprobado adn si estos
dogumentos satisfacen las condiciones del adfculo 11,1}, es decir st cumple los requisitos para que e sea airibuida una
43, Encuanto la oficing receptora haya comprobado estos documentos, informard al solicitanie on consecusncia,

4. Tl niimero de la solicitud internacional indicado més areiba ha sido atergado provisionalmente a estos documentos. Se
invita al solicitante a mencionar este néimero en toda Ia correspondencia con la ofigina receptora,

& ey,

Nombyze y diteccidn posta

tdn Oficing receptorio

Puncionario sutorizadd

T 3
N° de fax; : {E{ N de feléfone:
Formulario PCT/RO/123 (J“tiizj\ti@ﬁ%; P
NG




. pr.ﬁ_,ﬁ ey Para ven de la Ofickna recepiora Gnicaments
i i3

Solieited internacional N°

FETITORIO

Fecha de presentacitn ilernacional

Hl abajo firmante pide que la presente solicitud
internacional sea tramitada con arveglo al Tratado de ' )
CGO}JSE'&CiC')Ti e materia de Patentes, Nombre de Ja Oficina receptora ¥ “Solicitud internacional PCT

Referencia al supediente del solicltante o del mandatanio {sF 3¢ deseq)

{eomo mdvimo, 12 caracteres) AXOO0COEWO

Recuadro 1Y TITULO DE LA INVENCION

AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y CARACTERIZAGION DE CEPAS CON ACTIVIDAD
PROBIOTICA A PARTIR DE HECES DE LACTANTES ALIMENTADOS
EXCLUSIVAMENTE CON LECHE MATERNA

Reenpdro Ne Il SOLICITANTE D Esta persona tambidn es inventor.

Nombre y diveccidn: (apellids seguidy del nowbre; i se bata de yma persona juridics, Ta | N de teléfons
designactidn oficial compleia. Bn la diveceion deben figwar el cédigo pastal y el nombre dei pajs,
Kl pals de la direccidn indicada en este recuadro e5 ol Estado de domicilio del seficitante si o se
indica mids abafo el Estady de domicilio.) '

Hero Espafia, S.A. N de facsimil
CTC infant Nulrition
Ay, Murcia, 1

E-30820 Alcantariiia N de regisiro del solicitante en fa Oficina
Murcia - Espafia

Autorizacidn & utilizar of corren-g1 al marcar osta Casiila s anloriza a 1n OHeinA Direceidn de correo-c
receptora, I Administracién de bisqueda internacional, fa Oficina Internacional ¥
{x Administracién de examen prefiminae intemnelonal o wilizar 2 direccidn de
correo-e que se indica en este recuadyo para enviar con antelacién, si fa Oficinay la
Administracién asf [o desean, copias de las notificaciones de la presento solicitud
internacional (wéanse tambidn lus sotas relmtivas g los Becuodros N 1 v [ID

Estado de naclonelidad fnombre el Estods): Estado de domicilio (hombre def Estade):

ES ES
Bsla persona &3 todos log Estados m todas fos Bstados designados salve los Bstados Unidos de los Bstados indicados en
selisitants para: designados tos Bstades Unidos de América Asmdérica dnicamenie ef recundro suplementario

Recuadro N° Il OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

Los demds solicitanies y/o (demds) inventores se indlcan en una hoja de continyacion,

Recuadyo N° IV MANDATARIO O REPRESENTANTE COMUN, O DIRECCION PARA LA CORRESPONDENCTA

La persota abajo identificada se nombrashe side normbrada para ectuar en nombre del/ D
de los soE;cttanle{s} ante {as administraciones internacionales competantes como: mandalario & reprasentante comiin

Nembre y direccidn: fapellido seguido del nombre; si se o de wa persona juvidica, fa | N° de teldfono
designacion oficial compleia. En I diveccidn deben figurar ol céeligo posial

y el womibre def pais.j + 34 91 514 57 00 _
Monica Avizti Acha N° de facstmil
Cf Hermosilla, 3 + 34 91 514 56 02

28001 Madrid

Ne da registro del mandatario en la Oficina

933/4

Antorizaciin s utilizar of sorreo-e: al marcar esta casilla se auforiza a 1a Olicind | Ditecoin de cotreo-s

% receptors, fs Administracién de bisqueds infernacional, fa Oficina Internacional y . IV )
la Administracién de examen pretiminar internacional 2 uiilizar la direcoién de monica.arizii.acha@garrigle
correo-¢ que se indica en este recuadro para enviar con antelacién, si la Oficina yla
Administracién asf lo desean, copias de las notificaciones de Ia presente solicitug | S-C0M
internneional (véanse tambidn las potas relativas o los Recuadros N° I y 1IN

Direectén pava ia corvespondencin! miquese esta casilla cnando 1o s¢ nombre/se bhaya nombrado ninglin mandatario o representente
D comiin y el espasio de amiba se utitice en s lugar para indicar una direccidn eapeelal ala que deba enviarse Is comespondencia,

Formulasio PCT/RCYL0] {primera hoin) {julic de 2008) Fer las Notas of formulario del petitorio




HojaNe . 2.,

Recuadro N° B OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/0 {OTRO(S)) INVENTOR(ES)

S1o se ha de utilizar ninguno de estos subrecwadros, esta, hoja no debe ser incluida en ol petiforio.

Nombre v direccin: fapeliids segtiido del mombre; si se draty de wan persena furtdlce, lo
designacién oficial compleia. Ex tadireceidn deben figurar ol cddltgn posted y ol nonthve del pais,
&1 pads ds la divecclon indicada en ssts recvadro es ol Bxindo de dowmletiie del solicitante s 1o xe
indica mds abajo el Estado de dondeliio,)

José Maria Vieites Ferndndez

Departamento de Bioguimica v Blolegia Molecular il
instifuto de Nutricion v Techologla de los Alimenios,
Universidad de Granada-Campus de lz Salud

18071 Granada- ESPARA

Eata persona ¢s:
{j solicitante inicamonte

gzg selicitante e inventor

i"“"‘s iventor infcaments (5 2 marea ssta
casills, no ve debe reflenar lo que sigue,)

N* de registro del soloitante en Ia Oficina

Estado de naclanalidad fhombre del Esiadp):

ES =

Estado de demicilio (hombre def Estoda):
I

Esta persona ss i lodos fos Eatados E} todos Ins Bsiades desipnados sabve
solettante para: designadas fos Estadas Unldos de Améiica

los Bstados Unides de m los Estados jndicados en
América Onicamsenie

e sucusdre seplemeniario

Natnbre y diccecltn: (ipellido sequide def nombre; 8 52 trety de wnt persona jiridica, In
designacion oficial completa. En la divcecitn deben figmar el cédigo postal el nombre def pafs.
B paris de I divecetii Indicade en esie recuadro s 1 Estads (25 deok, pals) de domicilis del
solivitanie of sic se indica mas abafo el Esiado d2 demizilio.)

Sergio lgnacio Mufioz Quezada

Jepartamento de Bloguimica v Biologfa Melaoutar 11
Insfituto de Nufricién v Tecnologia ds los Alimentos,
Universidad de Granada-Campus de la Salud
18071 Granada - ESPANA

Esta personn e
! E solicitante dnicamenty
@ soifeltante e inventor

[:] inventor infeameante {54 se e esfe
castita, ne se dobe rellenar fo que signe,)

N* de regisiro del solioitante axt 1a Oficloa

Eetado de nacionalidad frombre del Bstado):

Bstade de domicitio (hontbre def Bstadn):

CL
Esta persong es todos dos Bstados tedos los Bstados designados salve {577 los Bstades Unidos de los Bstados indieados en
solicitante paras D designados tos Fstades Unidas dégAmérim )AL Amdriea dnicaments D ¢l resuadro suplenientario

Nombre v direccion: (a{:eﬁi'da seguido del nomlre; st s¢ trala de wna persona gmfdfca, e
designecidn oftclal eompleta, Bn fa direcctén deben figurar of cddigo postal v el nombre def ' pais.
Bl pale de la diveceldn indicada en est2 pooundis es el Estado ds domifvilio del soliciiemte si ho 52
tndiva mds «bajo ol Estad de domicilio}

Imaculada Llamas Company

Departamento de Microbiologia

Facultad de Farmacia, Universidad de Granada
Campus de la Salud

18071 Granada - ESPANA

Esta persong es:
i l solicitanie infcamente

K] solisitante & inventor

D invenior fnicamente (v se maren esta
casific, 110 s debe rellenar I que sigue.)

Nede registro del solicliante en Ia Oficina

Estado de naclomalidad dombre del Estado)t

Bstado de domiollio (rombre del Esiads):

ES
Hsta persona es todgs fos Hstados tedos log Bstados deslgnados salve los Bstedos Unidos de tos Estados indicados en
solinifante para: designados E:] los Estados Unidos de América @ América Unfcameonte I:] i reouadro suplamentario

Nombre y diveccibn: (apeliido segnide del nombre; si se trata de ung persona furidica, la
desigiacion oficial completa, En la direceidn deben figurar ol edige postaly ol nowbre del pufs.
F pais de la diveceitn indicada en e5te recuadre es ef Estado de domicilie dal solicitente 5 vo ge
Ingfen més abajo el Estado de dondeilio)

Jos$ Maldonado Lozano

Departamento de Pediatrla, Faculiad de Medicina,
Avda de Madrid n° 11 - Universidad de Granada
18012 Granada - ESPANA

Esfa persona es:
E soliclante inicamente

solicliante & invenfor

nvenitor tnicamenie (3 se marca esta
castila, o se debe rellenor Ia que sigue,)

N* de registro del solicitants en la Oficina

Estado de nactonalidad (hombre def Estuedo):

ES

Estado de domicilio (rombre def Estada);

Esta persona o5

golicitante para: desiznadas 05 Esiados Unidas de América

todos los Estados D todes los Estades degignades salve ﬂ Tos Estados Unides da D fos Estados indicados en
I Lt América Onicaiente

el recuadro suplementario

Los demds solfeitantes w/o (demis) Inventores se fndican on otra hoja de continuacié.

Formuiarlo PCT/RO/MO! (hofa de continvacisn) (fulio de 2008)

Ver s Notas al formudario del petiiorio




HojNe ..3....

Recuzdyo W VT OTRO(S) SOLICITANTE(S) ¥/G (GTRO(S)) INVENTOR(ES)

8i no 52 ha de utitizar ninguno de estos subtecuadros, esia heja ne debe ser Inclulda en el petitorio.

Wombre y ditecoién: (apellido segutdo del nombre: s se frats dz wnn persona furldica, le | Esta persona es;
designacion aficial completa, En la direccién deben figuror el eddign posial y el nombre del pals.,
Ll paisde ladireceidn indieada en esta veciundro ex el Esiads de dowietlio del soliclionts 5 1o se Ej solicitante dndesmente
tutea miés abajo of Estode de domicitio,)

Femando Romero Braguehals : <] soticitante & inventor

Mero Espaﬁa S.A, D inventor fnjonsrente fsf se merea esta.

Instituto Hero de Nufricién Infant casitln, o sz debe rellenar Io gue sigte)

Avda, Murcia 1 ‘ M° de registro def solieftanie en I Oficina

E-30820 Alcantarliia (Murcia) - ESPANA

Estado de naclonalidad drombive def Bstada): Bstada de damicilie (rombre del Eviodo):

ES 8 .

Esta persona es todos log Bstados ™7 1odes les Bstades desianades salve 1537 les Bstados Unidos 4 fos Estados Indisados ot

solicgzmﬁ para designrdos [::I tox Estados Unidas deggmérim M .e“?mérﬁi’t tmicr:élx%;tee x:? mcgua;{?cf éﬁ;}ﬁ?negtgr%o

Nsmbrcy dirsecién: fupeliido seguida del nombre; 3¢ se frata de 1w persona furldica, la | Bsie persana es:

destgnacion affcial complere, Bn I diveccton deben figurar ol cédigo posiad y ef nombre del pais. . L.
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