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RESUMEN

Los probidticos se definen como microorganismos que,
administrados vivos por via oral, a dosis adecuadas, bajo la
forma de suplemento dietético, afectan beneficiosamente la
salud del hospedador, proporcionando beneficios mas alla de
los inherentes a la nutricidon basica. La Organizacién Mundial
de Gastroenterologia (OMGE) subraya que solo se deberian
considerar probidticos aquellos microorganismos cuyos
efectos beneficiosos han sido demostrados en estudios
controlados con seres humanos. Las investigaciones sobre
microorganismos probidticos constituyen un tema de
actualidad y de creciente interés. El estudio de lactobacilos
probiodticos es una de las lineas de investigacion del Grupo de
Inmunologia Microbiana (BIO 201) de la Universidad de
Granada, en el que se ha realizado esta Tesis Doctoral, que
se disend con el objetivo general de caracterizar nuevas
cepas de lactobacilos cuyas propiedades bioldgicas y robustez
tecnoldgica les confieran un potencial prometedor como

candidatos a probidticos.

El primer objetivo concreto fue seleccionar cepas que
reuniesen los criterios basicos exigibles para una bacteria
probiodtica. Se realizaron dos fases de muestreos, el primero
con muestras de leche, ubres, calostro y contenido intestinal
de ganado caprino; el segundo, con muestras de diversos

animales y de seres humanos. Las muestras se sembraron en



Agar MRS y se seleccionaron las colonias de bacilos Gram-
positivos, no esporulados, catalasa-negativos, que se
identificaron fenotipicamente de acuerdo con sus perfiles
bioquimicos obtenidos mediante el sistema API 50 CH. Las
cepas se sometieron a ensayos de resistencia a pH acido y a
sales biliares, adherencia a células Caco-2 y antibiosis frente
a bacterias patdgenas intestinales. En total, se aislaron 57
cepas con caracteristicas de lactobacilos, con la siguiente
distribucién en especies: Lactobacillus fermentum, 35,1 %;
Lactobacillus plantarum, 19,3 %,; Lactobacillus salivarius,
10,5 %; Lactobacillus acidophilus, 7 %; Lactobacillus lactis,
5,3 %; Lactobacillus brevis, 5,3 %; Lactobacillus reuterii, 3,5
%; Lactobacillus paracasei, 1,8 %; Lactobacillus animalis, 1,8
%; y especies no identificadas con fiabilidad, 10,5 %. Las
cepas A2 (L. acidophilus), D3 (L. fermentum), ALH4
(Lactobacillus sp.) y C12 (L. acidophilus) fueron las Unicas
gue mostraron simultaneamente crecimiento tanto a pH acido
como en presencia de 0.05% de sales biliares. Las cepas A2 y
D3, que fueron identificadas con alta fiabilidad (99,9 %), se
eligieron para el ensayo de adherencia a células, en el que
ambas cepas mostraron capacidad de adherencia aunque la
de la cepa D3 fue significativamente mayor. En los ensayos
de antibiosis, usando el método de doble capa de agar, todas
las cepas ensayadas fueron capaces de inhibir, en mayor o
menor grado, el crecimiento de bacterias enteropatdgenas.
Esta inhibicién se debid a la produccidon de acidos a partir de
la dextrosa presente en el Agar MRS en alta concentracion
(20 g/L), lo que plantea la significacidon real de esta prueba,

comunmente aceptada ente los ensayos de cribado de



probidticos. Es improbable que en el ambiente intestinal
exista disponibilidad de dextrosa suficiente para producir una
cantidad de acidos que descienda el pH a niveles capaces de
inhibir a microorganismos patdgenos. Una discusion extensa
de estos resultados y del valor real de esta prueba se
presenta en la publicacion original requerida para la
presentacién de la tesis (Bujalance et al., 2014). De acuerdo
con los resultados obtenidos en las pruebas de cribado, se
seleccionaron las cepas D3 y B16 como las que ofrecia el
mejor perfil como candidatas a probidtico. La identificacién de
ambas cepas como pertenecientes a la especie L. fermentum
fue confirmada por secuenciacién del gen que codifica el rRNA
16S, utilizandose los primers universales fD1 y rD1

sintetizados por Sigma Genosis (UK).

El segundo objetivo concreto se centrd en la evaluacién de la
robustez tecnoldgica de la cepa D3, aspecto de gran
importancia para su aprovechamiento industrial. La cepa
mostré mantener una excelente viabilidad cuando se mantuvo
por subcultivos seriados en Agar MRS y Agar Rogosa, por
periodos superiores a un afo. La crioconservacion a -80°C se
mostré como un excelente método de conservacién para la
cepa D3, siendo adecuado el uso de crioprotectores del tipo
inositol, sacarosa, dimetilsulféxido y leche descremada, asi
como mezclas de dimetilsulfoxido-sacarosa; con glicerol y con
lactosa se obtuvieron indices de viabilidad aceptables pero
inferiores. Finalmente, la liofilizacion también se aplicd con
éxito a la preservacién de D3, ya que se obtuvieron niveles

excelentes de viabilidad en liéfilos conservados a temperatura



ambiente durante mas de 30 dias, especialmente cuando se

uso la mezcla trehalosa + sacarosa como lioprotectores.

El tercer objetivo concreto fue el estudio de la capacidad
inmunomoduladora de la cepa D3 mediante ensayos ex vivo
en ratén. Estos ensayos se disefiaron con dos grupos de
ratones BALB/c, uno de los cuales recibié 10° lactobacilos en
leche descremada por animal y dia durante 12 dias, mientras
que el otro recibié la misma pauta con el vehiculo lacteo. La
administracion fue intragastrica. Se compararon las
respuestas de los esplenocitos cultivados en presencia de
lipopolisacarido (LPS) como mitéogeno de linfocitos B y
concanavalina A (ConA) como mitégeno de linfocitos T. El
tratamiento con D3 causé un incremento general en la
capacidad de respuesta de los linfocitos esplénicos, aunque el
efecto solo fue significativo sobre linfocitos B. Estos
resultados, junto con la potenciacién de la produccion de IL-
10 en los cultivos estimulados con LPS y de IFN-g en los
estimulados con ConA, permitieron concluir que en conjunto
hubo una potenciacion sistémica de la capacidad de respuesta
de los linfocitos, con estimulo de la inmunidad celular v,
simultdneamente, una accion antiinflamatoria. Este panorama
se podria traducir en incremento de la resistencia frente a
infecciones, tanto por patdgenos extracelulares (potenciacién
de los linfocitos B, productores de anticuerpos) como por
patdgenos intracelulares (potenciacién de la produccion de
IFN-y, que asegura la activaciéon de macroéfagos), y limitacién

de los dafios causados por las reacciones inflamatorias que



acompanan a la presencia de microorganismos patdégenos en

los tejidos.

El cuarto objetivo se propuso investigar si la cepa D3 es
capaz de modificar la resistencia de ratones BALB/c a la
infeccion experimental por bacterias patdégenas intestinales.
Se eligieron dos modelos distintos: en el primero, la
inoculacion intragastrica con Yersinia enterocolitica del
serotipo 09, que es un patégeno extracelular de moderada
virulencia, causa una infeccion intestinal que persiste mas de
dos meses, sin sintomatologia aparente, pero monitorizable
por coprocultivo en medios selectivos; en el segundo, la
inoculacion por la misma via de Listeria monocytogenes,
patégeno intracelular de mayor virulencia, produce una
infeccion sistémica que se monitoriza por cultivos
cuantitativos a partir de bazo e higado. El tratamiento con D3
durante 12 dias antes de la inoculacién, proseguido después
hasta el final del experimento, adelantd significativamente la
desaparicién de yersinias de las heces, consiguiéndose la
negativizacién de los coprocultivos del 100 % de los animales
infectados en el dia 50 post-infeccion, mientras que en los
animales testigos se obtuvo en el dia 70. En cuanto al modelo
de infeccion con L. monocytogenes, la depuracién de listerias
en bazo y en higado se vio también significativamente
acelerada en los animales tratados con D3 desde los 12 dias
anteriores a la infeccion. En ambos casos, el efecto de D3 es
atribuible al estimulo de las defensas: en el caso de la
infeccidon con Y. enterocolitica, el efecto ocurrié a largo plazo,

por lo que no parece debido a acciones de antibiosis o de



competencia por receptores de la mucosa. En la infeccién por
L. monocytogenes, los efectos fueron a nivel sistémico y se
cuantificaron en bazo e higado, donde los lactobacilos no
estan presentes. Los efectos inmunomoduladores descritos en
el desarrollo del objetivo anterior deben constituir la base del
incremento de resistencia a la infeccion por ambos

patégenos.

El ultimo de los objetivos concretos se centrd en la evaluacion
de la bioseguridad de las cepas D3 y B16. La European Food
Safety Authority incluye la especie L. fermentum entre los
microorganismos con calificacién de Qualified Presumption of
Safety (QPS), pero para cepas nuevas siempre es
recomendable realizar estudios de bioseguridad. Estos han
abordado tres niveles: (1) Ila ausencia de enzimas
indeseables, relacionados con la produccién de carcinégenos;
(2) la ausencia de resistencias transmisibles frente agentes
antimicrobianos de relevancia en clinica humana; y (3) la
ausencia de patogenicidad en modelos experimentales de
animales inmunocomprometidos. En lo que se refiere a la
ausencia de enzimas indeseables, detectadas con el sistema
API ZYM, tanto la cepa D3 como la B16 mostraron carecer de
a-quimiotripsina, B-glucoronidasa, B-glucosidasa y N-acetil-B-
glucosaminidasa. Respecto de la posibilidad de transmision de
resistencias a otros microorganismos, se estudié el espectro
de sensibilidad de ambas cepas a las familias de antibidticos
de mayor relevancia, encontrandose que ambas cepas
mostraron resistencia a fluoroquinolonas, fosfomicina y varios

aminoglicésidos, pero fueron sensibles a macrdlidos,



incluyendo eritromicina, y a tetraciclinas, que son los agentes
para los que se ha documentado la existencia de genes de
resistencia moviles, transferibles a otras bacterias. Por
ultimo, la inoculacién de D3 por via intravenosa en ratones
BALB/c normales y neutropénicos por tratamiento con
ciclofosfamida mostré que la depuracion de lactobacilos en
bazo tenia cinéticas similares en ambos grupos, sin verse

afectada por el tratamiento inmunosupresor.

El desarrollo de estos objetivos ha permitido obtener las

siguientes conclusiones:

Primera: La aplicacién de criterios de seleccién ha permitido
caracterizar, a partir de 57 aislados de lactobacilos
procedentes de diversas muestras, dos cepas de Lactobacillus
fermentum, designadas como D3 y B16, que poseen las
caracteristicas basicas para considerarlas candidatas a

microorganismos probidticos.

Segunda: Los estudios de antibiosis, comunmente incluidos
entre las pruebas de cribado de nuevas cepas probidticas,
tienen un valor limitado, ya que, cuando la bacteria candidata
crece en medios con alto contenido en dextrosa, la inhibicion
de bacterias de prueba ocurre por efecto del descenso de pH
causado por la produccion de acidos, que es poco probable
gue opere in vivo y puede enmascarar otros mecanismos de

antibiosis.



Tercera: La administracion continuada de la cepa D3 a
ratones por via intragastrica incrementa la capacidad de
respuesta de los linfocitos esplénicos y modula la produccién
de citoquinas, potenciando la produccidn de la citoquina
antiinflamatoria interleukina 10 y del interferén gamma,
mediador crucial de la inmunidad celular efectiva frente a

patégenos intracelulares.

Cuarta: La administracidon continuada de la cepa D3 a ratones
por via intragastrica incrementa la resistencia a la infeccidon
experimental por el patdgeno intestinal extracelular Yersinia
enterocolitica 'y por el patégeno intracelular Listeria

monocytogenes.

Quinta: Las cepas D3 y B16 mostraron buenos perfiles de
bioseguridad, ya que ninguna de la dos expresd enzimas
indeseables ni resistencias documentadas como transmisibles
dentro del género Lactobacillus. Adicionalmente, D3,
inoculada a ratones inmunocomprometidos, fue depurada con

la misma cinética que en ratones inmunocompetentes.

Publicacién original adjunta: Bujalance C, Jiménez-Valera M,
Moreno E, Ruiz-Lépez MD, Lasserrot A y Ruiz-Bravo A. 2014.
Lack of correlation between in vitro antibiosis and in vivo
protection against enteropathogenic bacteria by probiotic
lactobacilli. Res. Microbiol. 165:14-20.
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ABSTRACT

Probiotics are microorganisms that confer beneficial effects
upon host health when administered as dietary supplements
through oral route, at an adequate dosage, thus providing
benefits beyond inherent basic nutrition. The World
Gastroenterology Organisation (WGO) highlights that only
microorganisms whose beneficial effects have been
demonstrated in controlled human trials should be
denominated probiotics. Research on probiotic
microorganisms is a cutting-edge topic and an increasing
interest area. The study of probiotic lactobacilli is one of the
research lines of the Microbial Immunology research group
(BIO 201) of the University of Granada, where this Doctoral
Thesis was carried out. The present work was designed with
the main aim of characterizing new lactobacillus strains with
the biological properties and technological robustness that
confer them the potential to be considered promising

candidates to probiotics.

The first specific objective was to select strains that meet
minimum required criteria for a probiotic bacterium. Two
screening phases were performed, the first one focusing on
milk samples, colostrum, udder and intestinal content from
goat livestock; and the second one using a variety of samples
of animal and human origin. Samples were spread in MRS

agar and nonsporulated Gram-positive, catalase-negative

10



bacilli were selected and phenotypically identified based on
their biochemical profiles obtained through the API 50 CH
System. The strains were assayed for resistance to acidic pH
and bile salts, adherence to Caco-2 cells and antibiosis
against intestinal pathogenic bacteria. Fifty-seven strains that
presented characteristics compatible with lactobacilli were
isolated, with the following species distribution: Lactobacillus
fermentum, 35,1 %,; Lactobacillus plantarum, 19,3 %;
Lactobacillus salivarius, 10,5 %; Lactobacillus acidophilus, 7
%; Lactobacillus lactis, 5,3 %; Lactobacillus brevis, 5,3 %;
Lactobacillus reuterii, 3,5 %; Lactobacillus paracasei, 1,8 %;
Lactobacillus animalis, 1,8 %; and not reliably identified
species, 10,5 %. Strains A2 (L. acidophilus), D3 (L.
fermentum), ALH4 (Lactobacillus sp.) and C12 (L.
acidophilus) where the only ones that were able to grow both
in acidic pH and in the presence of 0.05% bile salts. Strains
A2 and D3 were identified with high reliability (99,9 %) and
were chosen for the cell adherence assay: both showed high
adherence ability, showing strain D3 a significantly higher
adherence capacity. In the antibiosis assays, performed using
the double-layer agar method, all the strains were able to
inhibit the growth of enteropathogenic bacteria to a greater
or lesser extent. This inhibition was due to acid production
from dextrose, whose concentration is high (20 g/L) in MRS
agar medium, a fact that questions the actual significance of
this test, which is widely accepted among probiotic screening
assays. The intestinal environment is unlikely to possess
dextrose in sufficient amount to yield enough acid to lower pH

to a value that inhibits pathogenic microorganisms. An

11



extensive discussion on these results and on the actual value
of this test is presented in the original publication required for
the submission of this thesis (Bujalance et al., 2014). In the
light of the results in the screening phase, strains D3 and B16
were selected upon their advantageous profiles as the most
promising candidates to probiotics. The identification of both
strains as belonging to the species L. fermentum was
confirmed through sequencing of the gene coding for 16S
rRNA, using the universal primers fD1 and rD1, synthesized
by Sigma Genosis (UK).

The second specific objective was focused on the evaluation
of the technological robustness of strain D3, a feature of
great importance for its industrial use. This strain showed an
outstanding viability when it was serially subcultured in MRS
agar and Rogosa agar for a period longer than a year.
Cryopreservation at -80°C was proved an excellent
conservation method for strain D3 and the use of
cryoprotectants, such as inositol, sucrose, dimethylsulfoxide
and skimmed milk, as well as mixtures of dimethylsulfoxide-
sucrose, was adequate; whereas glycerol and lactose showed
acceptable but lower viability indices. Finally, lyophilization
was successfully used for the conservation of strain D3, since
excellent viability levels were obtained for lyophilisates stored
at room temperature for more than 30 days, particularly

using a mixture of trehalose + sucrose as lyoprotector.

The third specific objective was the determination of the

immunomodulatory activity of strain D3 through ex vivo

12



assays on mice. This assay was designed using two groups of
BALB/c mice: in one of them, every animal received a daily
dose of 10° lactobacilli in skimmed milk as a vehicle for 12
days, while mice of the other group received only the vehicle
in the same schedule. The administration of dose and vehicle
was intragastric. The responses of cultured splenocytes were
compared in the presence of lipopolysaccharide (LPS) used as
B lymphocyte mitogen and concanavalin A (ConA) as T
lymphocyte mitogen. Treatment with D3 led to an increase in
the general response of splenic lymphocites, but this effect
was significant only on B-lymphocytes. Along with these
results, the enhancement of IL-10 production in cultures
stimulated with LPS and IFN-gamma production in cultures
stimulated with ConA, lead to the conclusion that there was
an overall systemic enhancement in the Ilymphocyte
response, thus both stimulating cell mediated immunity and
causing an anti-inflammatory effect. This situation might be
interpreted as an increase in the resistance to infections due
to extracellular pathogens (enhancement of lymphocyte B,
responsible for the production of antibodies) and intracellular
pathogens as well (enhancement of IFN-gamma production,
ensuring macrophage activation). The anti-inflammatory
activity might also lead to a reduction in the harm caused by
inflammatory reactions associated to the presence of

pathogenic microorganisms in the tissue.

The fourth specific objective was to investigate whether strain
D3 was able to modify resistance to experimental infection

with enteropathogenic bacteria in BALB/c mice. Two different
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infection models were used: the first one consisted in the
intragastric inoculation of Yersinia enterocolitica serotype 09,
an extracellular pathogen with moderate virulence, causing
an asymptomatic self-limiting intestinal infection that can be
monitored through stool test in selective media during the
two-months infection; in the second one, Listeria
monocytogenes was inoculated through the same route. L.
monocytogenes is an intracellular pathogen with higher
virulence that causes a systemic infection that can be
monitored through quantitative spleen and liver cultures.
Treatment with strain D3, which started 12 days before
inoculation and continued thereafter until the end of the
experiment, was able to significantly accelerate yersinia
removal from feces, reaching stool test negativization in
100% of infected animals on day 50 post infection, whereas
in control animals negativization was achieved on day 70 post
infection. Regarding the infection model using the bacterial
clearance from spleen and liver was significantly improved in
animals treated with strain D3 from 12 days before infection.
In both models, D3 effect is attributable to the stimulation of
the immune system: for the Y. enterocolitica infection, the
effect appeared in the long term, reason why this effect does
not seem to be related to antibiosis or competition for
mucosa receptors. In the L. monocytogenes infection model,
the effect was systemic and could be quantified in spleen and
liver, where lactobacilli were not present. Immunomodulating
effects described during the course of the former objective
should provide the basis of the increase in resistance to

infection caused by both pathogens.
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The last specific objective was focused on the biosafety
evaluation of strains D3 and B16. The European Food Safety
Authority applies the Qualified Presumption of Safety (QPS)
status to L. fermentum, but it is recommendable to perform
safety assays on new strains. These have been aimed at
three levels: (1) absence of undesirable enzymes related to
carcinogen production; (2) absence of transferable resistance
to antimicrobial agents of relevance to human clinics; and (3)
absence of pathogenicity in experimental models using
immunocompromised animals. Regarding the absence of
undesirable enzymes, detected by the API ZYM system, both
strains D3 and B16 were proved to lack a-chymotrypsin, B-
glucuronidase, B-glucosidase and N-acetyl-B-
glucosaminidase. With regard to the possibility of
transference of resistance to other microorganisms, the
sensitivity spectra to the most relevant antibiotic classes was
studied in both strains, showing resistance to
fluoroquinolones, fosfomycin and several aminoglycosides but
they turned out to be sensitive to macrolides, including
erythromycin and tetracyclines, agents for which the
existence of mobile genes of resistance, transferible to other
bacteria, has been reported. Finally, inoculation of strain D3
through intravenous route of normal and cyclofosfamide-
treated neutropenic BALB/c mice showed that lactobacilli
clearance in spleen followed the same kinetics in both groups
and it was not influenced by the immunosuppressive

treatment.
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The development of these objectives allowed to draw the

following conclusions:

First, the application of selection criteria on 57 lactobacilli
isolated in a variety of samples, allowed for the
characterization of two Lactobacillus fermentum strains,
designated D3 and B16 that possess the basic characteristics
to be considered candidates to probiotic microorganisms.

Second, antibiosis assays, usually included in the screening of
new probiotic strains, have a limited value given that the
growth of the candidate bacteria in high dextrose
concentration media leads to the inhibition of test bacteria
due to the pH decrease occurred as a consequence of the acid
production that would unlikely happen in vivo, masking other

antibiosis mechanisms.

Third, continuous administration of strain D3 through
intragastric route on mice increases the response ability in
splenic lymphocytes and modulates cytokines production,
enhancing the production of the anti-inflammatory interleukin
10 and gamma interferon, a crucial mediator of the cellular
immune response that is effective against intracellular

pathogens.

Fourth, the continuous administration of strain D3 through
intragastric route on mice increases resistance to the
experimental infection with the extracellular enteropathogen
Yersinia enterocolitica and with the intracellular pathogen

Listeria monocytogenes.
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Fifth, strains D3 and B16 showed good biosafety profiles,
since none of them expressed undesirable enzymes or
resistances reported as transferable among genus
Lactobacillus. Furthermore, strain D3 inoculated in
immunocompromised mice was cleared with the same

kinetics as in immunocompetent mice.

Attached Original Publication: Bujalance C, Jiménez-Valera M,
Moreno E, Ruiz-Lépez MD, Lasserrot A y Ruiz-Bravo A. 2014.
Lack of correlation between in vitro antibiosis and in vivo
protection against enteropathogenic bacteria by probiotic
lactobacilli. Res. Microbiol. 165:14-20.

Strain D3 was the object of European Patent PCT/EP

2012058214 as “Lactobacillus fermentum CECT 7472 strain

with probiotic properties”.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. La colonizacion microbiana de los humanos.

Se estima que la vida empezd sobre la Tierra hace unos
4.000 millones de afios. Aunque es un tema propicio a las
especulaciones teodricas, desconocemos cémo eran las
primeras formas de vida, pero si resulta evidente que los
linajes evolutivos que se fueron estableciendo consistieron en
seres unicelulares de organizacion procariota, es decir, lo que
hoy conocemos como arqueas y bacterias.

Las formas de vida mas complejas, los actuales vertebrados
y, en especial, aves y mamiferos, son unos auténticos recién

llegados a un mundo de microorganismos.

El éxito evolutivo de los microorganismos es innegable;
independientemente de constituir el origen de los seres vivos
mas complejos, los microorganismos continian como tales
poblando la superficie terrestre, incluso en ambientes de
condiciones extremas. Ese éxito se debid a la capacidad de
adaptacidn a nuevos habitats merced al potencial de sus
genomas. Los fendmenos de endosimbiosis entre estos
microorganismos, como es el caso de las mitocondrias, fueron
el origen de la organizacion eucariota, que tiene menos de
2.000 millones de afios de edad, y de cuya organizacion
surgieron los primeros seres pluricelulares, hace algo menos

de 1.500 millones de afos. De otra parte el fenédmeno de la
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fagocitosis dotd a las células eucariotas de la capacidad para
fagocitar bacterias y ha devenido uno de los mas eficaces

mecanismos defensivos de los vertebrados.

Consecuentemente la aparicién de seres pluricelulares
cada vez mas sofisticados signific6 también la aparicion de
nuevos nichos ecoldgicos que podian ser explotados por los
microorganismos, y estos no desaprovecharon la ocasién de
establecer todo tipo de relaciones con sus hospedadores. La
coevolucion de hospedadores pluricelulares y
microorganismos es una larga historia que ha dejado sus
huellas en los genomas de ambos protagonistas y que ha
conferido la posibilidad a algunas bacterias de colonizar
tejidos de hospedadores pluricelulares alcanzando asi muy

diferentes y diversos grados de especializacion.

En un primer escaléon se sitlUan bacterias que pueden
subsistir en vida libre, pero que también son capaces de
ocupar nichos ecoldgicos en hospedadores: en estos casos, la
versatilidad metabdlica exige genomas grandes, que albergan
genes necesarios para aprovechar una gran variedad de
sustratos y genes reguladores conectados con sensores para
que la bacteria se adapte al ambiente en que se encuentre en
cada momento.

En escalones sucesivos, se sitlUan bacterias cada vez mas
especializadas para vivir en el hospedador, hasta llegar a
casos extremos como las endosimbiontes de algunos
artrépodos o los patdgenos intracelulares obligados de

mamiferos.
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La explotacion por las bacterias de nuevos nichos
ecolégicos las llevéd también a la colonizacién de los
mamiferos como el ser humano, siendo en algunos casos
finalmente reconocidos vy tolerados por sus sistemas
inmunitarios sin hacer nada por rechazarlos.

Estos procesos de especializacidon conllevan una progresiva
reduccién y fragmentacion del genoma, ya que se pierden
genes implicados en funciones que la bacteria no necesita
realizar porque utiliza funciones similares de las células del
hospedador.

Asi, en todas estas categorias, se establecen relaciones que

pueden ser beneficiosas o perjudiciales para el hospedador.

La colonizacion microbiana del ser humano se inicia en el
momento del nacimiento pues en el claustro materno el feto
vive en un ambiente estéril, es en el momento del parto
cuando entra en contacto con los microorganismos presentes
en el canal del parto y en el ambiente exterior, y en los
nacidos por cesarea directamente con el ambiente exterior.
Resultado de la colonizacion progresiva viene pues a
establecerse una microbiota de ocupacion en las superficies
epidérmicas, las mucosas y los aparatos digestivo y genito-
urinario. Se trata de una relacién con el hospedador de
caracter simbidtico mutualista esencial para la vida del
mamifero.

Estudios con ratones libres de gérmenes, denominados
germen-free, es decir que carecen de microbiota porque han

sido obtenidos por cesarea y mantenidos artificialmente en
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ambiente estéril, mostraron un desarrollo minimo del tejido
linfoide, especialmente del asociado a mucosas, y son mucho

mas susceptibles a infecciones.

La microbiota humana se encuentra constituida tanto por
especies que pueden ser estables (microorganismos
autoctonos o indigenas) como no estables (microorganismos
aléctonos), estos ultimos acceden al habitat colonizado por la
microbiota autdctona, pero de forma transelnte, es decir
temporal, siendo mas duradera si estan relacionados con los
géneros y especies de la microbiota autéctona; pues una vez
estabilizados dichos ecosistemas es dificili modificarlos
significativamente por la llegada de nuevas bacterias salvo en
casos de infecciones severas, patologias o tratamientos

farmacoldgicos.

Resultado de la importante colonizacién del ser humano por
los microbios, asi como de las investigaciones que en los
ultimos afios vienen realizandose en este campo cientifico, se
ha acufiado el término “microbioma humano” para referirse al
conjunto de microorganismos que han colonizado nuestro
organismo. El rol que juega en la salud y en la enfermedad el
microbioma humano es objeto de numerosos estudios
especialmente desde hace una década, no obstante su
influencia aunque parece cada vez mas evidente aun se

encuentra lejos de ser bien conocida.

El uso de técnicas de biologia molecular a partir de las

regiones conservadas del gen 16S rRNA aplicadas al analisis
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filogenético ha permitido conocer y detectar bacterias viables
no cultivables lo cual ha supuesto un importante avance en el
conocimiento de la microbioma asi como de sus genomas.
Dichas técnicas han sido utilizadas para mapear la
biodiversidad microbiana del organismo humano, Ilas
comunidades y sus habitats en los diferentes ambientes de la
anatomia humana, todo ello en el curso de las investigaciones
que han sido objeto del HMP, acrénimo de “proyecto
microbioma humano”, iniciativa del afio 2007 del Instituto
Nacional de la salud de EEUU vy realizado en colaboracién
entre diferentes paises y cuatro centros de estudios
gendmicos: el Baylor College of Medicine Human Genome
Sequencing Center, el Broad Institute, el J. Craig Venter
Institute, y el Genome Center at Washington University
(National Institutes of Health, 2007).

Otros importantes proyectos han venido a aumentar el
estado global de conocimiento sobre el Microbioma Humano,
proyectos todos consorciados y liderados por diferentes
paises como: Francia (MicroObes), China (MetaGut), Australia
(Urogenital Microbiome Consortium), Canadd (Canada
Microbiome Initiative), Japon (Human MetaGenome
Consortium) con un importe aproximado de 170 millones de

dodlares.

Los avances conseguidos a través de los proyectos sobre el
Microbioma Humano ha llevado la biologia humana hasta una
nueva frontera del conocimiento, la de "“nuestra historia
interior” (Mullard, 2008).
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Ahora sabemos que la comunidad microbiana que nos ha
colonizado a lo largo de la evolucion incluye principalmente
bacterias, y minoritariamente, hongos, protozoos y virus,
cuyos genomas superan en érdenes de magnitud el genoma
humano y que ha sido denominado como el “Microbioma

Humano”.

Entre los procariotas encontramos representados los
Reinos Bacteria y Archaea, 9 Phylum, 18 Clases y 24 érdenes.
Los Phylum mayoritarios encontrados son: Actinobacteria,
Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacteria y entre ellas los
géneros: Streptococcus, Lactobacillus, Staphylococcus,
Ruminococcus, Clostridium, Anaerococcus, Selenomonas,
Fusobacterium, Veillonella, Escherichia, Haemophilus,
Acitenobacter,  Neisseria, @ Campylobacter, = Bacteroides,
Corynebacterium, Bifidobacterium, Actinomyces,
Porphyromonas, Prevotella, Bacteroides, Propionibacterium.
Propionibacterium, Klebsiella, Bacillus, Enterococcus,
Desulfurovibrio, Flavobacterium. (Human Microbiome

Jumpstart Reference Strains Consortium et al., 2010)

El papel que juega el microbioma humano en cambios
relacionados con la salud y la enfermedad puede ser
relevante en funcion de su biodiversidad y variabilidad debida
a cambios en el medio ambiente de los ecosistemas

colonizados.
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Por todo lo anterior, conocer como se encuentran organizadas
las diferentes comunidades bacterianas, sus proporciones
relativas y las relaciones existentes entre ellas y con el
hospedador en relacion con la salud y enfermedad de este
son objeto de novedosas y diferentes lineas de investigacion

a nivel global.

1.2. La microbiota del sistema digestivo.

El tracto digestivo presenta una diversidad de condiciones
anatomicas, funcionales vy ambientales que permiten
diferenciar varias partes: la cavidad bucal, con una ecologia
muy compleja que incluye protozoos, levaduras y bacterias;
el esofago, zona de transito, con muy escasos
microorganismos autéctonos, el estdmago, donde las
condiciones de pH acido y enzimas proteoliticas no favorecen
el desarrollo ni el asentamiento de muchos microorganismos;
suelen encontrarse Helicobacter pylori relacionado con ulceras

gastrico-duodenal y algunos Lactobacillus.

En el inicio del intestino delgado, el duodeno, el pH se
neutraliza, por lo que las poblaciones microbianas se van
incrementando conforme se avanza hacia las porciones
distales, yeyuno e ileon, aunque los fluidos pancreaticos y la
presencia de bilis impide el asentamiento de Ilos
microorganismos sensibles a este agente detergente; en
yeyuno ya se encuentran lactobacilos y en ileon van

aumentando progresivamente para finalmente en el intestino
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grueso encontrar la mayor cantidad y biodiversidad de
microorganismos indigenas, especialmente desde el ciego al

recto.

Junto con el proyecto HMP, el proyecto MetaHIT
«metagendmica del tracto intestinal humano», financiado en
parte a través del Séptimo Programa Marco Europeo y al que
se adjudicaron fondos europeos por valor de 11,4 millones de
euros para el periodo 2008-2012 y en el que participaron 14
socios de China, Dinamarca, Francia, Alemania, Italia, Paises
Bajos, Espafa y Reino Unido, tuvo como principal objetivo
intentar averiguar los vinculos que existen entre los genes de
la microbiota intestinal humana, la salud y enfermedades
importantes (MetaHit, 2012).

Ambos macroproyectos han pretendido dilucidar muchas
cuestiones relevantes al microbioma humano y han logrado
aportaciones significativas a la vez que focalizar el esfuerzo
de muchos grupos de investigacidon hacia este apasionante y

relevante campo de estudio.

En la microbiota intestinal predominan los Phylum
Bacteroidetes y Firmicutes, seguidos de Proteobacteria,
Fusobacteria, Actinobacteria, y Verrucomicrobia (Turnbaugh
et al., 2007). Respecto del Phylum Archaea hay pocas
especies representadas, siendo estas principalmente
metanogénicas y minoritariamente en torno al 0.1%
levaduras, protozoos y virus tanto bacteriéfagos como virus

humanos. (Robles-Alonso y Guarner, 2013.)
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A nivel del colon encontramos la microbiota intestinal mas
diversa y abundante, del orden de 10 microorganismos,
aproximadamente el 10% del microbioma humano. Esto
significa que el conjunto de seres humanos sobre la Tierra
constituye un reservorio que se aproxima a 10** células
microbianas, cinco unidades logaritmicas por debajo de la
masa microbiana presente en toda el agua marina del mundo,
lo que le otorga una evidente relevancia dentro de la biosfera
(Ley et al., 2006).

Ya en 2005 un estudio de la mucosa coldnica y heces de
individuos sanos avanzé 13.355 secuencias genéticas
procariéticas muchas no cultivables y de nuevos
microorganismos, avanzando la enorme biodiversidad

microbiana intestinal a nivel del colon (Eckburg et al., 2005).

Estudios posteriores incluyen del orden de 1.000 a 1.150
especies diferentes de bacterias, un 80% no cultivables,
todas objeto aun de diferentes estudios, con una media por
individuo de 160 especies y que puede llegar a pesar 2 Kg.

(Human Microbiome Project Consortium, 2012 b)

El analisis metagendmico de muestras fecales de 124 adultos
Europeos ha permitido identificar 3,3 millones de genes no
redundantes que se suponen hasta donde segun se conoce
hoy codifican para aproximadamente 20.000 actividades

bioldgicas bacterianas y con una media de 600.000 genes por
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individuo de los cuales 300.000 genes serian comunes al 50%
de los individuos. (Qin et al., 2010)

Cantidad ampliada posteriormente merced a las
investigaciones del HMP a nivel intestinal, y no solo fecal, han
ampliado esta cantidad hasta alcanzar los 5 millones de

genes aproximadamente.

Podria afirmarse que el genoma de la microbiota intestinal
viene a completar y tal vez a través de determinadas

actividades “mejorar” el genoma humano. (Li et al., 2008).

De los genes identificados, el 98% correspondieron a
bacterias, anaerobias estrictas o facultativas: Proteobacteria,
Fusobacteria, Actinobacteria y Verrucomicrobium, y siendo los
géneros mas abundantes Bacteroides, Faecalibacterium vy
Bifidobacterium, presentando gran diversidad de especies.

(Human Microbiome Project Consortium, 2012).

Segun Qin et al. (2010) los genomas mas frecuentes
encontrados se corresponden con los géneros mayoritarios:

Bacteroides, Parabacteroides, Ruminococcus, Clostridium,
Faecalibacterium, Butyrivibrio, Streptococcus, Lactobacillus,
Escherichia, Enterobacter, Pasteurella, Haemophilus,
Cronobacter, Salmonella, Citrobacter, Actinomyces,
Anaerotruncus, Blautia, @ Holdemania, @ Subdoligranulum,
Coprococcus, Roseburia, Collinsela, Eubacterium, Dorea,

Alistipes, Actinobacillus.
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La composicion y densidades relativas de esta comunidad
bacteriana varia considerablemente entre diferentes personas
lo cual podria obedecer, entre otras muchas causas, a la
manera en que cada sistema inmunitario acepta o rechaza
bacterias al diferenciar entre bacterias «buenas» y «malas».
Factores ambientales ademas de la edad, raza, sexo, indice
de masa corporal, lactancia materna, tipo de parto,
enfermedades, tratamientos farmacoldgicos especialmente
antimicrobianos, y la susceptibilidad genética, podrian si bien
no determinar si influir en el tipo de microbiota intestinal.
Encontrando un perfil genético funcional similar en individuos

sanos (Human Microbiome Project Consortium, 2012 a).

La microbiota intestinal puede considerarse por tanto un
“organo adquirido” que se estabiliza a partir de los tres afios
de edad en base a factores genéticos, epigenéticos,

geograficos y ambientales (Yatsunenko et al., 2012).

El proyecto MetaHIt concluyé que la microbiota intestinal
de los seres humanos puede permitir su clasificacidon, a modo
de tarjeta de identidad, en base a marcadores genéticos de
dicha microbiota, de manera similar a como ocurre con los
grupos sanguineos (Qin et al., 2010). Podria ser portanto la
nueva huella dactilar microbiana del individuo (Franzosa et
al., 2015).

De otra parte relevantes investigaciones han encontrado
que el ecosistema intestinal humano en el adulto puede

clasificarse en tres grandes grupos denominados
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“Enterotipos”, segun la abundancia relativa de tres Géneros:
Bacteroides (E1), Prevotella (E2) y Ruminococcus (E3).
Encontrando un ndcleo individual, y un ndcleo comun.
(Arumugam et al., 2011). Estos enterotipos al parecer tienen
su origen en patrones dietéticos de larga evolucién
relacionados con la proporcion relativa de la ingesta de

azucares, proteinas y grasas.

Una caracteristica esta sorprendente y fundamental en la

biologia humana que abre nuevos Yy esperanzadores
horizontes para el analisis gendémico y funcional de las
comunidades bacterianas de la microbiota intestinal, hasta
hace poco una verdadera caja negra, y a la comprensién de
su relacidn con los estados fenotipicos de salud y enfermedad
del hospedador, sefialando el camino hacia nuevos
marcadores predictivos de origen microbiano asi como a
futuras vias terapéuticas individualizadas y eficaces, ademas
de proporcionar estrategias nutricionales saludables.
Lo cual viene a corroborar aquellas publicaciones cientificas,
gue desde hace mas de diez anos vienen a fundamentar con
base cientifica la microbiota del intestino grueso con el
bienestar, la salud y los estados de enfermedad del
hospedador humano. (Backhed et al., 2005.), y en definitiva
las ideas de Metchnikoff.
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1.3 Microbiota intestinal y mucosa intestinal.

La microbiota intestinal no se puede tratar exclusivamente
como un nuevo tejido o super-organismo, si ho que para
comprenderla es preciso abordarla desde una perspectiva
integradora, observandola como parte de un ecosistema de
estructura y funciones complejas sometido a una dindmica
nada sencilla, aun lejos de ser bien conocida, como
corresponde al ecosistema intestinal, el cual depende de
variables de gran influencia como: secreciones, metabolitos,
toxinas, enzimas, acidos grasos volatiles, amoniaco, metano,
oxigeno y anhidrido carbdnico ademas de otros gases,
contenido en agua, vitaminas, péptidos, aminoacidos, grasas,
azucares, nucleoétidos, urea, nitrégeno no proteico, minerales,

electrolitos, pH y potencial redox, entre otros.

Un ecosistema el intestinal del que forma parte la mucosa
intestinal, la cual constituye una frontera semipermeable y
una linea defensiva entre un medio externo especial (el
espacio luminal) y el medio interno. Esta mucosa constituye
la mayor superficie del cuerpo humano en contacto con el
ambiente exterior pudiendo alcanzar las 300 m?
estableciendo el habitat Optimo para los numerosos
microorganismos de la microbiota, a la vez que presenta
eficaces mecanismos antimicrobianos. (Liévin-Le Moal vy
Servin, 2006).

La Figura 1.1 esquematiza un corte histologico del

intestino delgado. Las vellosidades intestinales y las criptas
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de Lieberkiihn se encuentran recubiertas de un epitelio de
células con microvellosidades en la superficie apical, las
cuales en continua renovaciéon proceden de células madre
pluripotenciales localizadas en el cuello de las criptas. Las
células madre se diferencian en cuatro tipos celulares: células
absorbentes, células -caliciformes (secretoras de mucus),
células enteroendocrinas y células de Paneth (secretoras de
sustancias antimicrobianas). Bajo este epitelio se encuentra
la ldmina propia, que rellena el interior de las vellosidades,
por donde discurren los conductos quiliferos que drenan en

plexos linfaticos.

En una mucosa intestinal intacta, las uniones entre los
enterocitos constituyen una excelente barrera que excluye el
paso de macromoléculas y patdgenos (Dotan y Mayer, 2003).
Ademas, las células de Paneth, abundantes en el fondo de las
criptas de Lieberkiihn, son protagonistas de importantes
funciones defensivas inmunitarias inespecificas como
respuesta a estimulos diversos entre los que pueden incluirse
productos bacterianos (lipopolisacarido, peptidoglicano vy
acidos lipoteicoicos), neurotrasmisores (acetilcolina) o
citokinas producidas por linfocitos, produciendo asi las células
de Paneth una diversidad de agentes antimicrobianos
(lisozima, defensinas, fosfolipasa Ay), citokinas
proinflamatorias y estimuladoras (tumor necrosis factor a o
TNF-a, colony stimulating factor 1 o CSF-1, epithelial growth
factor o EGF), ademas de enzimas y otras moléculas que

participan en la defensa frente a microorganismos, la
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respuesta inflamatoria, el crecimiento de células epiteliales y

otras funciones metabdlicas (Keshav, 2004).
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Figura 1.1. Esquema de la organizacion histoldgica en el

intestino delgado. El dibujo no esta realizado a escala y el

tamano de las células se ha exagerado por razones de

claridad.

La mucosa intestinal se encuentra protegida por dos capas

de glicoconjugados unidas a

la superficie celular: las

glicoproteinas y glicolipidos del glicocalix, y por encima de

éstas, la secrecidn mucosa de las células caliciformes (Freitas
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y Cayuela, 2000), secrecidon que posee naturaleza de gel y
cuya composicién incluye mucinas y glucoproteinas que
poseen cadenas de oligosacaridos unidos a aminoacidos del
tipo: serinas, prolinas y treonina, pudiendo representar la
parte glucidica hasta el 80% de la masa molecular (Liévin-Le
Moal y Servin, 2006).

Ademas de poseer una funcion protectora y lubricante de
la superficie de la mucosa, el gel constituye una barrera para
ciertos enteropatégenos como Yersinia enterocolitica o
Shigella flexneri, asi como para los rotavirus (Liévin-Le Moal y
Servin, 2006).

Las mucinas sin embargo pueden ser degradadas por
glicosidasas y esterasas de bacterias de la microbiota (Freitas
y Cayuela, 2000), suministrando como productos de la
degradacion nutrientes para el crecimiento bacteriano, que
pueden ser aprovechados por algunos microorganismos
patdgenos que se adhieren al mucus (Macfarlane et al.,
2000), o bien oportunistas facilitdndose un sobrecrecimiento
microbiano excesivo, que a nivel del intestino delgado
provoca un sindrome heterogéneo que presenta sintomas

diversos incluidos malabsorcién y desnutricion.

Como otras mucosas del cuerpo, la del tracto digestivo se
encuentra asociada a elementos de tejido linfoide (MALT, de
mucosa-associated lymphoid tissue) que defienden estas
criticas zonas fronterizas.

El MALT del tracto digestivo incluye tejido linfoide
anatdmicamente estructurado como: amigdalas, apéndice y

placas de Peyer, y tejido linfoide difuso (linfocitos
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intraepiteliales y linfocitos de la lamina propia). El MALT del
intestino ha sido denominado GALT (gut-associated lymphoid
tissue) (Bujalance, 2006).

En el ser humano adulto, el GALT llega a ser el principal
organo linfopoyético, donde se producen tanto células B como
T (Sell, 2001). La mayoria de los linfocitos intraepiteliales son
células T CD8*, con el receptor especifico (TCR, de T-cell
receptor) o/B o y/§, encontrandose también fenotipos que son
infrecuentes en las células T circulantes, como el “doble
negativo” CD4 CD8 TCR v/ (Dotan y Mayer, 2003). Los
linfocitos de la ldamina propia constituyen por si mismos una
poblacion heterogénea, con proporciones relativas de células
By T, y, como subpoblaciones de estas células: T, CD4*, D8,
CD4’, CD8*, similares a las encontradas en otros drganos
linfoides (Dotan y Mayer, 2003).

Las placas de Peyer funcionan como un “/ocus inductivo”,
donde se inician las respuestas a muchos antigenos (Simpson
y Wetzler, 2004), pero también constituyen el principal
“locus” donde se determina la tolerancia o ausencia de
respuesta a antigenos administrados por via oral, a dosis
altas o bajas (en funcion de las dosis 6ptimas para inducir
respuesta) (Dotan y Mayer, 2003). La llegada de antigenos
desde la luz intestinal se realiza preferentemente a través de
las células M (inicial de microfolds, en referencia a los
pliegues que muestra la superficie de estas células),
localizadas en el epitelio que recubre la parte luminal de las
placas de Peyer. Las células M estan especializadas en la

endocitosis de macromoléculas y particulas desde la Iuz
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intestinal y su posterior exocitosis, a través de su membrana
basal, hacia la lamina propia: por tanto, es una via para la
translocacion de antigenos a través de la mucosa. La cara
basal de las células M muestra grandes invaginaciones, donde
vienen a situarse macréfagos y células dendriticas con
capacidad endocitica de los antigenos translocados, asi como
de procesado y presentacion de los correspondientes
oligopéptidos con valor de epitopos a las células T (Simpson y
Wetzler, 2004).

Junto con las células M, los propios enterocitos pueden
también capturar antigenos Iuminales, procesarlos vy
presentarlos a linfocitos T; destacar en este sentido que los
enterocitos, al igual que otras células del organismo pueden
expresar constitutivamente moléculas codificadas por genes
del complejo principal de histocompatibilidad de clase I, MHC-
I, (major histocompatibility complex), lo que les dota de
capacidad para presentar antigenos procesados por via
enddégena a las células CTL CD8" (CTL, de cytotoxic T
lymphocytes), pero también, en respuesta a estimulos,
expresan moléculas MHC-II, por lo que pueden procesar
antigenos por la via exdgena y presentar los correspondientes
oligopéptidos a células Ty CD4" (Ty o T helper) (Dotan y
Mayer, 2003).

La presentacion antigénica a través de una célula

A\Y

no
profesional”, como el enterocito, podria formar parte de las
vias de induccién de “tolerancia oral” inducida por dosis altas
de antigeno, ya que una presentacion inadecuada (por
ejemplo, en ausencia de sefiales coestimuladoras) puede

provocar anergia en las células T (Dotan y Mayer, 2003). Es
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precisamente en la tolerancia oral inducida por dosis bajas de
antigeno donde juega un papel clave la produccion de
citokinas supresoras como la interleukina 10 (IL-10),
producida por las células T2, y la produccion de TGF-p
(transforming growth factor ), producido por las células T43;
por tanto, esta tolerancia afecta a la inmunidad celular
proinflamatoria (inhibicidn de las células Ty1), pero no a la
cooperacion de células Ty2 con los linfocitos B, con lo que se
acompafia de una respuesta de anticuerpos secretores

(inmunoglobulina A, IgA) (Dotan y Mayer, 2003).

A pesar del fendmeno de tolerancia oral, que presenta un
papel crucial en la inhibicidon de respuestas indeseables frente
a antigenos incorporados con la dieta o a través de la
microbiota intestinal, es bien sabido que determinados
antigenos administrados por via oral pueden inducir una
vigorosa respuesta inmune, sin que se conozcan aun en
profundidad los mecanismos que determinan un resultado u
otro (Simpson y Wetzler, 2004).

A raiz de lo anteriormente expuesto, las placas de Peyer
constituyen una de las principales localizaciones donde se
inician las respuestas a estos antigenos, presentados por
macroéfagos o células dendriticas; pues parte de los linfocitos
T y B activados en las placas de Peyer pasaran a la circulacion
linfatica y de ella a la sanguinea, para retornar
posteriormente a los sitios efectores del GALT (lamina
propia), donde tiene lugar la produccidon de anticuerpos en

forma de Inmunoglobulinas de tipo A secretoras (IgA
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secretora) (Simpson y Wetzler, 2004), como se muestra en la

Figura 1.2.

IgA
secretora
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Figura 1.2. Recirculacién de linfocitos tras la activacion en

placas de Peyer.
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1.4 Microbiota intestinal e influencia sobre el

hospedador humano.

La microbiota intestinal es pues una comunidad ecoldgica
dindmica y compleja, que participa en la digestion de los
alimentos, la produccién y descomposicion de toxinas, la
produccion de algunas vitaminas B y K, y aminodcidos
esenciales y la formacion de barreras contra organismos
invasores manteniendo la integridad de la mucosa intestinal y
combatiendo las agresiones de otros microorganismos, entre
otras importantes funciones que iremos exponiendo
seguidamente. La microbiota puede ejercer efectos
beneficiosos y/o prejudicial estando dichos efectos
balanceados en funcién de su propio balance microbiano
(Neu, 2014).

Puede afirmarse por tanto que el ecosistema intestinal posee
una homeostasis propia resultado de multiples interacciones
entre la microbiota intestinal, los productos y sustancias
presentes en el limen intestinal, la barrera epitelial y la
inmunidad mucosal, mereciendo estas dos ultimas detenerse
para una descripcion mas detallada dada su elevada

importancia.

La barrera epitelial, reforzada por la inmunidad mucosal,
intenta proteger la homeostasis del medio interno de los
posibles efectos nocivos de los componentes de la microbiota,
pero a su vez estos ejercen una serie de funciones

importantes para la salud del hospedador relacionadas con el
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sistema inmune, entre los que destaca el desarrollo del GALT
al inicio de la vida del neonato, ademas de la regulacién de
los mecanismos inmunitarios, la potenciacién de la inmunidad
mucosal, (Moreau y Gaboriau-Routhiau, 2000; Liévin-Le Moal
y Servin, 2006) y la resistencia a infecciones intestinales por
mecanismos directos como la competencia por nutrientes o la
produccion de sustancias con caracter antibidtico y también
por mecanismos indirectos como podria ser a través de la
regulacion de la expresién de genes en las células de Paneth,
que tal vez impliquen a los linfocitos T intraepiteliales, como
ha podido demostrarse en experiencias utilizando ratones
axénicos y gnotobidticos (Keshav, 2004).

Los efectos de la microbiota intestinal sobre la inmunidad
mucosal estdan mediados por componentes y metabolitos
microbianos que incluyen un amplio abanico de antigenos,
ademas de otros componentes diversos capaces de ejercer
efectos sobre las células y los mecanismos de la inmunidad,
tanto innata como especifica. Los componentes bioactivos son
comunes a grandes grupos microbianos y han sido
denominados PAMPs (pathogen-associated @ molecular
patterns) (Medzhitov y Janeway, 2000), aunque el hecho de
gue muchos de ellos estén presentes igualmente en bacterias
no patdgenas sugiere que una denominacidn mas precisa
seria la de MAMPs (microbe-associated molecular patterns)
(Tlaskalova-Hogenova et al., 2004). Estas estructuras son
reconocidas por receptores denominados PRRs (pattern
recognition receptors), presentes como proteinas plasmaticas

o en la superficie de diversos tipos celulares (macréfagos,
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células dendriticas, mastocitos, enterocitos), con distribucion
no clonal (a diferencia de los receptores especificos de
linfocitos). Especial interés presentan los PRR celulares
conocidos como receptores tipo Toll o TLRs (toll-like
receptors) (Ruiz-Bravo y Jiménez-Valera, 2005). Entre los
TLRs conocidos Yy sus ligandos destacaremos: TLR-
1/Lipopétidos de bacterias Gram negativas, el TLR-
4/Lipopolisacarido de Gram negativas y el TLR-5/Flagelina.
(Bujalance Martinez-Canavate, 2006). Modificacion de Ia
respuesta bioldgica por microorganismos probidticos en
modelos animales inmunocompetentes e

inmunocomprometidos.

La interaccién de la microbiota con la mucosa la mantiene en
un permanente estado de inflamacion que ha dado en
llamarse de ‘“inflamacién fisiolégica” ocasionado por Ia
infiltracion de linfocitos y macréfagos. Las quimiokinas
producidas por los enterocitos producen atraen células
inflamatorias, y citokinas, que pueden actuar sobre ellos de
forma autocrina; es el caso del TGF-a (mitogénico) y TGF-B
(antiproliferativo), que regulan la diferenciacion celular en el
epitelio de vellosidades y criptas, ademas de la accion
antiinflamatoria de TGF-B; IL-6, con accién proinflamatoria;
TNF-a con accién proinflamatoria; IL-10 con accion

antiinflamatoria (Colgan et al., 2003).

La unién de bacterias, productos bacterianos, virus o
citokinas a receptores presentes en la superficie del

enterocito, genera sefales bioquimicas de activacién que son
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transferidas a través de vias de senalizacién, hasta el nucleo
celular, desde donde se inician las correspondientes
respuestas.

La presencia de microorganismos enteropatdgenos ocasiona
la aparicion de intensas reacciones inflamatorias, es decir de
inflamacién patoldgica, las cuales usualmente se autolimitan
restaurandose el estado de inflamacién fisioldgica (Dotan y
Mayer, 2003) pero que también pueden degenerar y ser
causa de diferentes desodrdenes, sindromes y enfermedades
como es el caso de la EIl y la obesidad (Hattori y Taylor,
2009; Ley et al., 2006).

Otras funciones atribuidas a la microbiota intestinal estan
relacionadas con su capacidad para modificar el contenido del
[imen intestinal asi como para producir modificaciones
anatomico-funcionales del tracto digestivo tales como:
disminucion del volumen fecal por accién mucolitica, y

aceleracion del transito intestinal.

La microbiota intestinal como tal ecosistema se encuentra
sometida a variaciones a las que como todo sistema bioldgico
puede adaptarse en un cierto rango de cambio de las
variables del medio, internas y externas, sin embargo como
consecuencia de algunas situaciones puede verse afectada la
homeostasis del ecosistema intestinal, desequilibrandose
entonces los porcentajes relativos y tipos de poblaciones
microbianas, dando lugar a lo que ha venido en llamarse
como “disbioisis intestinales” y que en definitiva consisten en

cambios en la estabilidad estructural y funcional de la
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microbiota intestinal. Las disbiosis intestinales se encuentran
en la etiologia de diferentes alteraciones fisioldgicas,
sindromes y enfermedades entre las que se han descrito con
mayor frecuencia son: Enfermedad inflamatoria intestinal,
sindrome del intestino irritable, sobrecremiento bacteriano
intestinal, diabetes, obesidad, cancer colorectal, entre otras
(Peterson et al., 2015).

En la enfermedad inflamatoria intestinal (EII), enfermedad de
etiologia desconocida, que agrupa a la enfermedad de Crohn
y a la colitis ulcerosa el papel que juega la microbiota
intestinal es clave, (Hold et al., 2014).

Y si bien numerosos estudios han abordado vya el
conocimiento de estas enfermedades estableciendo el origen
multifactorial, pues para su desarrollo e instauracién precisan
de factores genéticos individuales, junto con otros
ambientales y de habitos de vida como: tabaquismo, alcohol,
higiene, alimentacion, los cuales por si solos no son
suficientes dado que se requiere de una importante
implicacion de la barrera epitelial y el sistema inmune a
través de los procesos de inmunomodulacion, con
participacion de células dendriticas y células presentadoras de

antigenos (Baumgart y Carding, 2007).

La EII también ha sido descrita asociada a disbiosis
intestinal por incremento de la presencia del Phylum
Firmicutes y en particular de Clostridium leptum (Kabeerdoss
etal., 2013)
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Otros estudios revelan desequilibrios en los géneros
Faecalibacterium , ruminococcus, bifidobacterium en relacion
con controles sanos en la enfermedad de Crohn. (Joossens et
al., 2011). En muestras de mucosa de pacientes con colitis
ulcerosa también se ha encontrado una mayor densidad de
poblaciones bacterianas de Fusobacterias y del grupo
Bacteroides - Prevotella - Porphyromonas (Sanchez-Calvo,
2012).

El Sindrome del intestino irritable SII no se entiende como
una enfermedad propiamente dicha, por lo que no se la
incluye en la EII, pues consiste en un conjunto de trastornos
funcionales del intestino, bastante frecuentes, que se
caracterizan por la presencia de episodios recurrentes de
dolor abdominal, molestias acompanadas de hinchazén
abdominal y alteraciones en la frecuencia y/o en la
consistencia de las deposiciones.

Los pacientes con SII tienen menos Lactobacillus vy
Bifidobacterium spp. que los controles sanos (Kassinen et al.,
2007). Se han demostrado diferencias importantes en la
microbiota de los pacientes con SII en comparacién con los
controles sanos, apreciandose un incremento en la relacion

Firmicutes / Bacteroidetes (Rajilic-Stojanovic et al., 2011)

En el caso del higado graso de origen no alcohdlico y de la
obesidad se han asociado patrones en el cambio de la
composicion y densidad de la microbiota intestinal. Ya desde
hace décadas se conocia que Ila endotoxina LPS

lipopolisacarido bacteriano de algunos componentes de la
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microbiota puede constituir una “segunda causa” etioldgica
del higado graso de origen no alcohdlico (Day y James,
1998), en cuyo origen puede hallarse en un sobrecrecimiento
de la microbiota a nivel del intestino delgado con toxemia

asociada e inflamacién (Duseja y Chawla Obesity, 2014)

Diferentes estudios en modelos murinos han correlacionado
cambios en la microbiota intestinal con la esteatosis hepatica
de origen no alcohdlico y con incremento del flujo en la
circulacién portal de agonistas de TLR4 y TLR9, y al aumento
del TNF-a (Henao-Mejia et al., 2012)

La obesidad se viene explicando tradicionalmente en base al
exceso en la ingesta de calorias, grasas y azUcares
principalmente, pero nuevas opiniones consideran que esta
causa no es suficiente para justificar la actual epidemia de
obesidad que afecta a los paises industrializados. Ensayos en
roedores no han correlacionados dieta con obesidad pero si

con microbiota intestinal. (Icaza-Chavez, 2013).

La obesidad considerada de causalidad multifactorial, incluye
entre estas causas cada vez mas un rol relevante de la
microbiota intestinal, es decir tanto de sus cambios en
composicion como en los efectos fisioldgicos que provocan
esos cambios a través de diferentes vias; cambios en la
permeabilidad intestinal, endotoxemia metabdlica, alteracién

en el tejido adiposo al verse afectada la lipogénesis
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Estudios en ratones genéticamente obesos presentaron un
50% menos de Bacteroidetes y mas Firmicutes que sus
hermanos delgados. Ademas se comprobd que la microbiota
de los ratones obesos era mas exotérmica durante el proceso
de digestién que la de los delgados, y aun los autores fueron
mas alld al observar que la transferencia de microbiota
obesogénica generaba en los animales transplantados el
fenotipo obeso (Turnbaugh et al., 2006).

De manera paralela a los estudios con roedores ha sido
propuesta una microbiota humana de “tipo obeso”, que
vendria asociada al exceso de peso y al sindrome metabdlico,
y caracterizada por una razon Firmicutes / Bacteroidetes mas
elevada que la de la microbiota correspondiente al normopeso
(Raoult, 2008).

A medida que estas investigaciones iban siendo ampliadas y
completadas comenzd a considerarse que tanto Bacteroides
como Bifidobacterias podrian ser preventivas de la obesidad.
(Ley et al., 2006).

Estudios posteriores confirmaron que dentro de Ia
biodiversidad de la microbiota intestinal puede encontrarse un
nucleo a nivel funcional, y que las desviaciones de dicho
nucleo pueden asociarse con los estados fisioldgicos de
obesidad y delgadez. (Turnbaugh et al., 2009)

Es bien conocido que la capacidad para fermentar hidratos de
carbono de la dieta varia ampliamente entre microorganismos
lo cual podria indicar que los individuos con sobrepeso
tendrian mas capacidad para obtener energia al degradar los

hidratos de carbono no digeribles de los vegetales gracias a
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una mayor eficiencia de su microbiota intestinal (Jumpertz et
al. 2011).

Ha sido sefialado también como una causa mas de la
obesidad la interaccién de la microbiota con el sistema
endocannabinoide, grupo de lipidos inmunomoduladores
cuyos receptores se encuentran implicados en diferentes
procesos fisioldgicos incluyendo apetito, sensacion de dolor,
estado de animo, y la memoria. (Boroni-Moreira et al., 2012).
La interaccion de la microbiota intestinal con el sistema
endocannabinoide establece una ruta a través de la cual
puede alterarse la permeabilidad celular aumentando la
entrada de endotoxinas proinflamatorias (Muccioli et al.,
2010).

También se ha sugerido una resistencia a la insulina mediada
por la microbiota intestinal y la capacidad de absorcién de
energia por el hospedador, el tejido adiposo y la inflamacion
(Dumas et al., 2006)
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Alteraciones en la microbiota intestinal implicadas en la
resistencia a la insulina y en la diabetes tipo II serian
debidas a aminoacidos resultantes del metabolismo
bacteriano que servirian de precursores de la sintesis de

acidos grasos de cadena corta (Neis et al., 2015).

Los mecanismos por los que la microbiota intestinal interviene
en la regulacion del metabolismo energético del hospedador,
la obesidad, la inflamacién, la resistencia a la insulina, la
diabetes tipo II han sido postulados como mecanismos
dependientes del LPS y/o la activacion por acidos grasos del
complejo receptor CD14/TLR4 (Cani y Delzenne, 2009).

Con la finalidad de aclarar el papel de la microbiota en la
obesidad y la resistencia a la insulina han sido realizados
trasplantes fecales con efectos positivos sobre la produccion
de insulina (Vrieze et al. 2012). Si bien hay que tener en
cuenta otros muchos factores adversos que podrian derivarse
de estos trasplantes (Brandt, 2015).

En definitiva la microbiota intestinal se revela como un
objetivo importante en el tratamiento de enfermedades como
la obesidad y otras relacionadas (Delzenne et al., 2011), si
bien la influencia de la colonizacién ene estadios iniciales de

la vida podria tener relevancia (Manco et al., 2010)

En la enfermedad celiaca activa un marcador de Ia
enfermedad es la produccion de citokinas por los linfocitos T
intestinales en individuos aportadores de ciertos alelos del
MHC-II. Por lo que se ha propuesto la disbiosis intestinal

como un factor de riesgo (Icaza-Chavez, 2013). Lo cual se
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ve reforzado por la descripcion de la epidemia sueca de
enfermedad celiaca» (Ivarsson et al., 2000)

Aislados posteriores de bacterias de individuos que
padecieron la epidemia han sido asociadas a la enfermedad

celiaca (Sjoberg et al., 2013).

Recientes estudios postulan incremento en el riesgo de
padecer Alzheimer debido a alteraciones en la microbiota
(Alam et al., 2014), asi como modulacion de funciones
endocrinas por la microbiota intestinal a través del eje:
intestino — cerebro - sistema immune - sistema endocrino.
(Chen et al., 2015)

Diferentes trabajos realizados con animales libres de
gérmenes y otros sometidos a diferentes infecciones
bacterianas o tratamientos con probidticos han demostrado
influencias en el comportamiento, la ansiedad, la capacidad

cognitiva y la percepcion del dolor (Cryan y Dinan, 2012).

Multiples vias, aun hoy inextricables, podria utilizar la
microbiota intestinal para interconectar intestino y cerebro
especialmente en situaciones de estrés: sistema adrenal con
estimulacién de la produccién de cortisol y sistema inmune
con producciéon de citokinas en respuesta al cortisol con
acciéon sobre el cerebro, ademds de sistema nervioso
entérico, nervio vago y los niveles de triptéfano circulante, asi
como metabolitos bacterianos tales como los acidos grasos de
cadena corta con funciones neuroactivas (Cryan y Dinan,
2012).
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Una nueva era se abre ante nosotros (Corthier y Doré,
2010). Esta nueva era viene a adjudicar a la microbiota
humana un papel protagonista en la vieja y a la vez siempre
nueva tragedia que enfrenta salud y enfermedad, pues por
mas importancia y valor que se otorgue a nuestra era
tecnolégica y globalizada, recordaremos las palabras de
Stephen Jay Gould: “En la Tierra no vivimos en la Era del
Hombre o de los humanos, vivimos hoy, y siempre, en la Era

de la Bacterias”.

1.5. Raices y evolucion del concepto de probiotico.

En un sentido amplio podemos decir que las actividades de
los grupos de bacterias intestinales de los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium son claramente favorables
para el hospedador, mientras que otras bacterias, también
indigenas, deben considerarse potencialmente perjudiciales e
incluso patdgenos oportunistas, puesto que en determinadas
condiciones, como cuando su numero se eleva
considerablemente, pueden causar infecciones, siendo este el
caso de algunas cepas de enterococos, de Escherichia coli o

de Staphylococcus aureus.

150 afios antes de conocerse los muy diferentes y
abundantes estudios con base gendmica y genética sobre la
microbiota intestinal, en su percepcidon genial el Nobel ruso

Ilya Ilyich Metchnikoff nacido en 1845 avanzé como hipotesis
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la percepcidon que actualmente se tiene de la microbiota

intestinal.

Metchnikoff fue una de las figuras sefieras que
aprovecharon la nueva forma de hacer y entender las ciencias
biomédicas instaurada por Pasteur, para establecer los pilares
de la Microbiologia y la Inmunologia. Metchnikoff, que fue
también colaborador de Pasteur en su Instituto, destaca por
muy diversas aportaciones de entre las que merece mencién
especial su estudio de la fagocitosis, finalmente reconocida
con el Premio Nobel de 1908. Un afio antes habia aparecido
en Londres el libro “The prolongation of life”, en el que
Metchnikoff exponia algunas reflexiones sobre las
posibilidades de alcanzar la longevidad en buenas condiciones
vitales, pretension hoy de maxima actualidad particularmente

en los paises ricos.

La cantidad de microorganismos presentes en el intestino
llamod la atencidn de Metchnikoff, que postuld las existencia
de dos grandes grupos: las bacterias beneficiosas,
caracterizadas por su metabolismo fermentativo, cuyos
productos finales, como el acido lactico, no son perjudiciales
para la salud; y las bacterias perjudiciales o de la
putrefaccion, productoras de metabolitos tdxicos entre los
gue se incluyen fenoles, indoles y amoniaco entre otros, cuya
accion sobre la mucosa o su absorcidn a través de ella
contribuye a diversas alteraciones organicas y, en suma, al
acortamiento de la vida. El balance entre ambas poblaciones

bacterianas tendria, por tanto, una influencia decisiva sobre
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la salud del hospedador y sus perspectivas de longevidad.
Pero Metchnikoff especulé también sobre las posibilidades de
modificar este balance para mejorar dichas perspectivas.
Habia observado que los casos de vida duradera y en buenas
condiciones eran frecuentes entre los habitantes de los
Balcanes, en cuya dieta habitual figuraba la leche fermentada
en forma de yogur. El cientifico ruso propuso una relacién
causa-efecto entre ambos hechos: el consumo regular de
yogur, con su carga de bacterias fermentadoras, modificaria
el balance intestinal a favor de la poblacién fermentadora (las
“bacterias buenas”), lo que tendria como consecuencia la
prevencion de enfermedades y la prolongacién de la vida
(Podolsky, 1998). En las observaciones de Mechnikoff y en la
explicacion propuesta para las mismas reside la raiz del
actual concepto y aplicacion de los microorganismos

probioticos (De Vrese y Schrezenmeir, 2008).

Coetaneo de Metcnikoff, el médico francés Henry Tissier
(Instituto Pasteur), realizé6 también una interesante
observaciéon relacionada con la microbiota intestinal. En una
época en la que las diarreas infantiles eran desdichadamente
frecuentes, Tissier observé que en preparaciones
microscopicas de las heces de nifios sanos aparecian con
frecuencia unas bacterias con morfologia bacilar tipica,
bifurcada en los extremos, por lo que se las habia
denominado “bifidobacterias”; por el contrario, en las heces
diarreicas no habia rastro de tales bacterias. Tissier propuso

que las bifidobacterias debian ser bacterias beneficiosas y que
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su administracion a los niflos enfermos podria acortar el

periodo diarreico y mejorar su situacién (Tissier, 1906).

También meédico, el aleman Alfred Nissle se guiaba por
una idea similar a la de Tissier: debia ser posible eliminar del
intestino bacterias enteropatdgenas mediante la
administracion de bacterias intestinales antagdnicas. En
1917, Nissle tuvo la oportunidad de atender un brote de
disenteria bacilar en un grupo de soldados alemanes, y centré
su atencion en el hecho de que un soldado del grupo no se
vid afectado; de las heces de este soldado aislé una cepa de
Escherichia coli, planteando la hipdtesis de que esta cepa
hubiese protegido a su hospedador de la infeccién. Desde
entonces, la denominada cepa Nissle ha sido objeto de
numerosos estudios que apoyan sus efectos beneficiosos vy,
de hecho, forma parte de un preparado comercial, que aun se
comercializa Mutaflor®, entre cuyas indicaciones figura el

tratamiento de procesos diarreicos.

1.6. Los conceptos de probiético, prebiotico vy

simbiotico.

El término “probidtico” (pro bios, favorecedor de la vida)
ha sido utilizado sucesivamente con diferentes significados.
En 1965, Lilly y Stillwell (Lilly y Stillwell, 1965) lo emplearon
para designar factores capaces de estimular el crecimiento de
protozoos. La primera acepcion relacionada con el concepto

actual fue la de Parker (Parker, 1974), que definié a los
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probidticos como “organismos y sustancias que contribuyen al
equilibrio microbiano en el intestino”. Esta definicién es
bastante imprecisa y confunde los conceptos actuales de
probidticos (microorganismos beneficiosos) y prebiodticos

(sustratos que favorecen el crecimiento de los probidticos).

Posteriormente, Fuller (Fuller, 1989) acotdé el término
probidtico para referirse a “microorganismos vivos, que
suministrados como suplemento dietético afectan
beneficiosamente al hospedador porque mejoran el balance
intestinal”.

Entre las sucesivas redefiniciones registradas por Ia
bibliografia, cabe destacar la de Schaafsma (Schaafsma,
1996): los probidticos son “microorganismos vivos que, una
vez ingeridos en cierto numero, ejercen efectos saludables
mas alld de los inherentes a la nutricion basica”. Incluye el
factor dosis, de importancia decisiva, y se refieren a
beneficios no nutricionales, es decir, no se trata del aporte de
calorias o de nutrientes, sino de efectos que previenen la
aparicion de enfermedades o que, incluso, pueden acortar y

mejorar el curso de una enfermedad.

Segun las directrices de la FAO, los microorganismos
probidticos utilizados en los alimentos deben ser capaces no
sb6lo de sobrevivir al paso por el aparato digestivo, sino
también de proliferar en el intestino. Esto significa que
deben ser resistentes a los jugos gastricos y poder
crecer en presencia de sales biliares. Los probioticos

serian microorganismos vivos que cuando se administran en
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una cantidad adecuada, confieren un beneficio de salud en el
hospedador" (FAO/OMS 2001).

Ademas, los probidticos deben ejercer sus efectos
beneficiosos en el huésped mediante su crecimiento y/o

actividad en el cuerpo humano (Morelli, 2000).

El concepto de probidtico, segun las definiciones
anteriores, ha sido criticado por ser demasiado amplia,
Vendenplas afirma que "Esta definicion complica el proceso
de caracterizacion funcional de los probidticos.” (Vandenplas
et al., 2015)

Los microorganismos muertos y los subproductos
metabdlicos, o moléculas bioactivas producidas por bacterias,
como las proteinas, polisacaridos, nucleétidos, y péptidos,
aunque sean sustancias terapéuticas potencialmente Utiles
quedarian descartadas como probidticos segun los anteriores
criterios.

Consecuentemente tampoco serian incluidos como probidticos
los productos, los trasplantes de microbios fecales y los
alimentos fermentados, al tratarse de consorcios microbianos

no definidos.

Shanahan y Quigley no son conformes con esta definicidon
de probidticos pues consideran que las moléculas bioactivas
producidas por bacterias y las derivadas de los organismos
muertos pueden presentar actividad bioldgica (Shanahan y
Quigley, 2014).
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Un término mas amplio propuesto por O'hara y Shanahan
(O'hara y Shanahan, 2006) es el de "Pharmabiotic”, término
muy general en el que se incluirian bacterias de la microbiota
no patégenas y vivas, modificadas genéticamente o no,
ademdas de metabolitos de origen probidtico que fuesen

bioldgicamente activos e incluso prebidticos y simbidticos.

La Agencia Europea de Seguridad Alimentaria EFSA,
autoridad de ambito Europeo, aun no ha aceptado ninguna de
las reivindicaciones sobre probidticos que le han sido
planteadas Regulation (EC) No. 1924/2006 of the European
Parliament and of the Council of 20 December 2006 on
nutrition and health claims made on foods (OJL 404,
30.12.2006). La EFSA solo se ha pronunciado positivamente
aceptando que los cultivos de yogurt mejoran la digestién de
la lactosa (EFSA, 2010).

Recientemente un panel de expertos ha revisado Ia
definicién del concepto de probidtico con vistas a actualizar la
definicion de consenso. La revisidon sigue en la linea del
consenso establecido previamente por la ISAPP (International
Scientific Association for Probiotics and Prebiotics) y de la
FAO /WHO vy la aceptada por la SEPYP (Sociedad espafola de
probiodticos y prebidticos), sugiriendo y recomendando que se
consideren como probidticos a las cepas de microorganismos
vivos que suministrados en las cantidades adecuadas
producen efectos beneficiosos sobre la salud del hospedador.
Los efectos son atribuibles a cada cepa, en cultivos definidos,

quedando descartados por tanto trasplantes fecales vy

55



Introduccion

alimentos fermentados. Ademas, los efectos de cada cepa no
pueden ser generalizados a otras cepas de la misma especie,
asi mismo los efectos debe haber sido posible demostrarlos
en estudios cientificos bien planteados, es decir, se les exige
un grado de evidencia cientifica y no solo sobre sus bondades
sino sobre su seguridad y eficacia, (Hill et al., 2014), extremo
este que no recoge aun la definicion consensuada en Espaia
por la SEPYP, a pesar de que en sus diferentes workshops y
seminarios se ha expuesto que los probidticos no deben

presentar efectos indeseables o perjudiciales.

No obstante la SEPYP, matiza y considera por consenso,
que los efectos beneficiosos del probidtico sobre el
hospedador deben demostrarse en relacién a la poblacion
objetivo a la que se le va a administrar, no solo en humanos
sino previamente en animales, pues los efectos y dosis
podrian ser muy diferentes segun la edad o estado fisioldgico,
por ejemplo en niflos, ancianos o0 mujeres embarazadas.

Sin embargo la SEPYP deja fuera de su definicién de
probidtico aquellos que no se administren via oral, por lo que
la importancia y relevancia que los probidticos pueden tener
sobre la microbiota vaginal, particularmente en los casos de
las vaginitis y las vaginosis inespecificas queda al margen de

este criterio.

Diferentes aspectos e intereses cientificos, industriales,
regulatorios y relacionados con los consumidores influyen
poderosamente sobre el consenso de la definicion de

probidtico, que aun ni es definitivo ni es global.
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De otra parte el consenso sobre prebidticos es mas
reciente, y en cierto modo mucho mas simple, pues no trata
de seres vivos sino de ingredientes alimentarios que deben de
cumplir unos requisitos, en este sentido la SEPYP establecid
en 2015 que un prebidtico deberia ser resistente a la acidez
gastrica, a la hidrdlisis por enzimas digestivas y ademas no
absorberse en el intestino delgado siendo fermentado
selectivamente por bacterias beneficiosas de la microbiota
intestinal. Finalmente y al igual que lo exigido a los
probiodticos; el prebidtico para poder ser considerado como
tal, debe tener la capacidad de inducir efectos fisiolégicos
beneficiosos para la salud del hospedador demostrables
(SEPYP, 2014).

Ejemplos de prebidticos serian: inulina, oligofructosa, galacto-
oligosacaridos (GOS), fructooligosacasridos (FOS), Lactulosa
y oligosacaridos de la leche materna.

Fermentaciones en el colon atribuidas a los prebidticos
podrian desencadenar determinados efectos fisioldgicos entre
los que se han referenciado:

= Aumento del nimero de bifidobacterias en el colon

= Aumento de la biodisponibilidad de minerales calcio y
magnesio

= Acortamiento del tiempo del transito gastrointestinal

*= Reduccidn de los niveles sanguineos de amonio.

(WGO. Practice Guideline: Probiotics and prebiotics 2001

Organizacién Mundial de Gastroenterologia).
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Por su parte los Simbidticos son combinaciones
apropiadas de prebidticos y probidticos que pueden ejercer

ambos efectos.

1.7. Microorganismos probioéticos. Taxonomia.

Los numerosos ya microorganismos candidatos a probidticos,
0 bien considerados como tales, incluyen tanto procariotas
como eucariotas, pero mayoritariamente los primeros.
Entre los eucariotas principalmente:

= Saccharomyces cerevisiae

= Saccharomyces bourlardii

» Candida pintolopesii

» Kluyveromyces lactis

= Yarrowia lipolytica

= Debaryomyces occidentalis

Y entre los procariotas la mayoria de las cepas bacterianas
descritas y utilizadas a nivel industrial y comercial,
pertenecen al grupo de “bacterias del acido lactico” (BAL),
siendo miembros de este grupo de bacterias los géneros:
(Klein et al., 1998).

» Lactobacillus

= [lactococcus

= Enterococcus
= Streptococcus

= Pediococcus
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= [euconostoc

= Weissella

= Carnobacterium
= Tetragenococcus

= Bijfidobacterium

Y siendo de entre ellos los mas frecuentemente utilizados

y citados como probidticos los géneros:

= [actobacillus

= Bifidobacterium

Y de entre estos las especies que a continuacion se

relacionan:

» [Lactobacillus acidophilus
= [Lactobacillus sporogenes
= [actobacillus plantarum
» Lactobacillus rhamnosus
= Lactobacillus salivarius

» Lactobacillus johnsonii

» Lactobacillus delbrueckii
» Lactobacillus reuteri

» Lactobacillus fermentum
= [actobacillus lactis,

» Lactobacillus cellobiosus
» Lactobacillus brevis

» Lactobacillus casei

= [ actobacillus farciminis
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= [actobacillus paracasei

= [actobacillus gasseri

= [actobacillus crispatus

» Lactobacillus helveticus

= Bifidobacterium bifidum

» Bifidobacterium infantis

» Bifidobacterium adolescentis
= Bifidobacterium longum

= Bifidobacterium thermophilum
» Bifidobacterium breve

= Bifidobacterium lactis

= Bifidobacterium animalis

= Bifidobacterium clausii

Ademas de estos géneros, han sido descritas con

propiedades probidticas diferentes cepas de

especies:

= Streptococcus lactis

= Streptococcus faecium

= Streptococcus cremoris

= Streptococcus salivarius

» Streptococcus intermedius
= Streptococcus thermophilus
» Streptococcus diacetylactis
» Enterococcus faecium

» Leuconostoc mesenteroides

= Pediococcus acidilactici
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Otras especies no incluidas en el grupo de las BAL

descritas con propiedades probidticas son:

» Bacillus subtilis
» Bacillus cereus
= Bacillus coagulans
» Escherichia coli

* Propionibacterium freundenreichii

(Tuhoy et al, 2003), (Sanders et al, 2003), (Amores et al.,
2004), (Kumura et al., 2004), (Amara y Shibl, 2015),
(Sanchez et al., 2015).

1.8. Lactobacilos y Bifidobacterias.

Lactobacilos y Bifidobacterias son tradicionalmente
incluidos entre las bacterias lacticas, pues ambos géneros
comparten la capacidad de generar acido lactico como

principal producto de su metabolismo fermentativo.

Los Lactobacilos son los microorganismos mas
ampliamente descritos y usados comercialmente como
probidticos desde que Metchnikoff ya eligiera el “Bacillus
bulgaricus” (Lactobacillus bulgaricus) como la especie para

alcanzar la salud y el equilibrio (Podolsky, 1998).
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Los Lactobacilos ademds son muy importantes en la
produccion de alimentos fermentados y en los procesos de

alteracion fermentativa de los alimentos.

La taxonomia y complejidad del género no es sencilla, lo
cual ya fue sefalado por Klein et al. (1998), por lo que la
identificacion de cepas basada en perfiles de fermentacién de
azUcares y otros criterios fenotipicos (Wijtzes et al., 1997)
puede que sea en muchos casos, aproximativa, requiriéndose
por tanto combinaciones de métodos fenotipicos y genotipicos
(Yeung et al., 2004).

Dominio Bacteria

! }
Phylum BXIII Firmicutes  Phylum BXIV Actinobacteria

l l

Clase III Bacilli Clase I Actinobacteria

Subclase V Actinobacteridae

|

Orden 11 Lactobacillales Orden II Bifidobacterales
Familia Lactobacillaceae Familia Bifidobacteriacea
Género Lactobacillus Género Bifidobacterium

Figura 1.3. Ubicacion de los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium en los taxones superiores del dominio

Bacteria.
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La especie tipo es Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus (Leichmann 1896) (Beijerinck 1901) emend. (Cai
et al. 2012).

El National Center for biotechnology information (NCBI) a

la fecha consultada listaba 204 especies no modificadas
genéticamente (NCBI, 2015).

Algunas de las caracteristicas del género Lactobacillus se

relacionan a continuacion:

Bacterias cocoides o bacilares, no esporulados, Gram
positivas, catalaxa negativas, inmodviles presentandose al
microscopio aisladas o en cadenas, forman colonias
pequefas blanco-lechosas.

Genomas muy variables en contenido de informacién asi
el genoma de L. plantarum destaca por su tamafo de
3.35 Mb, frente a un promedio de 2 Mb para otras
especies.

Colonizan habitats muy variados, ricos en fuentes de
carbono: alimentos, frutas y verduras, especialmente
leche y sus derivados, y en lo que a esta tésis concierne
colonizan el organismo de los mamiferos formando parte
de su microbiota (Tannock, 2004). Su capacidad de
colonizacién viene favorecida por el hecho de tolerar bien
concentraciones relativamente altas de &cidos vy
consecuentemente valores de pH mas bajos que el resto
de las bacterias.

Anaerobios o aerotolerantes.
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= Incapaces de respiracion, fermentadores estrictos, por su
imposibilidad para sintetizar compuestos porfirinicos, por
lo que también son catalasa negativas dado que esta
enzima precisa de un grupo porfirinico. Obtienen por
tanto su energia exclusivamente via fermentacién de
azlcares y pueden formar en ocasiones polimeros
extracelulares de dextrano. Se distinguen especies
homofermentadoras estrictas (el acido lactico supera el
85% de los productos de fermentacién de la glucosa) y
heterofermentadoras estrictas y facultativas (producen
lactico, CO,, etanol y/o acético en proporciones
equimoleculares).

= Presentan escaso rendimiento al cultivarse pues son
exigentes en factores nutritivos: azucares, bases
nitrogenadas, aminoacidos y vitaminas, de hecho los
medios que se utilizan para su cultivo en laboratorio son

medios muy enriquecidos.

Las bifidobacterias fueron reconocidas en 1900 como
miembros dominantes en la microbiota fecal de nifios sanos
por Tissier, con la denominacion de Bacillus bifidus; pues son
de las primeras bacterias en colonizar el intestino del recién
nacido favorecidas por los oligosacaridos de la leche materna
(Moreau y Gaboriau-Routhiau, 2000). Tissier propuso su
administracion como forma de combatir infecciones

intestinales (Tissier, 1906).

El género Bifidobacterium Orla-Jensen 1924, hasta los

anos 1930 se consideraron lactobacilos, las técnicas
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moleculares de los afios 60 demostraron que su contenido en
bases G y C era mayor que el de los lactobacilos, asi como
diferencia en la composicion de la pared celular. Finalmente,
el analisis filogenético de las secuencias de ARN ribosémico
permitido establecer convincentemente la clasificacion de las
bifidobacterias como un orden separado dentro de la clase
Actinobacteria, siendo incluido como tal en la 82 edicién del
Manual de Bergey aparecida en 1974 y que incluye unas

cuarenta especies.

La bifidobacterias son bacilos Gram-positivos y con
morfologia bacilar tipica de 2-5 ym que suele ramificarse en
los extremos terminando en una protuberancia, pudiendo
encontrar en un mismo cultivo formas pleomoérficasen Vo Ty
en general pueden aparecer aisladas y en cadenas
pluricelulares o grupos.

Son bacterias anaerobias, no esporuladas e inmoviles,
catalasa y oxidasa negativas, que habitan en el tracto
intestinal de animales y en aguas residuales (Prescott et al.,
2005; Sakata et al., 2006).

Utilizan para la fermentacién de las hexosas una ruta especial
gue se conoce como la "ruta Bifidus" o de la derivacidon de
fructosa 6-fosfato.

Sus genomas son del orden de 2MB. (Zhu et al., 2003;
Sakata et al., 2006).
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1.9. Caracteristicas de los probiéticos.

Parece ldgico afirmar que las caracteristicas que deberia
reunir una cepa de un microorganismo para ser considerado
probidtico, o que posee propiedad probidticas, serian el
resultado de las exigencias y criterios que el consenso sobre
la definicion y concepto de probidtico han establecido. A la
vista de todo lo anteriormente expuesto este consenso que
implica: a la comunidad cientifica, a los consumidores, a la
industria y las autoridades sanitarias con capacidad para
reglamentar, no es un consenso global, ni firme,
encontrandose en continua evolucién.

No obstante tras la actualizada revisién bibliografica realizada
en este sentido podemos decir que una cepa probidtica

deberia reunir las siguientes caracteristicas:

* Taxonémica. La «cepa debe estar correctamente
identificada a nivel de especie, fenotipica vy
genotipicamente, y debe haber sido depositada en una
coleccién con rango de autoridad internacional de depésito
para poder verificar sus atributos. La cepa debe poder
distinguirse de otras cepas de la misma especie por
criterios taxondmicos objetivos, de consenso cientifico y
verificable, aspecto este de especial relevancia en relacion
con la propiedad industrial de la cepa y especialmente en el

caso de aquellas cepas que van a ser objeto de patente.
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* GenoOmica. La cepa debe poseer buena estabilidad a nivel
gendmico y no presentar una deriva importante fuera del
ambito del que se aislé; asi como también, tras los
procesos de conservacién que se requieren para mantener
los cultivos y subcultivos, y otros procesos como son
aquellos a los que se somete la cepa en los procesos

industriales.

» Bioseguridad. La cepa debe ser “biosegura”, es decir no
presentar patogenicidad en sentido amplio, lo que incluye
comprobar la ausencia de: produccibn de toxinas,
resistencias antibidticas transmisibles, actividad hemolitica
y de infectividad, en modelos exigentes como pueden ser
animales experimentalmente inmunocomprometidos.
Ademas deberia evaluarse en la medida de lo posible el

potencial genémico de patogenicidad.

= Viabilidad. La cepa debe ser tolerante a las condiciones
ambientales del tracto gastrointestinal para que pueda
llegar viable a las zonas de accion, dicha resistencia no
debe entenderse en términos absolutos pero si al menos
en la medida que de la dosis suministrada, aunque se
hayan perdido varias unidades logaritmicas, al menos un
numero suficiente de las unidades formadoras de colonias
(UFC), tengan capacidad de resistencia para asegurar la
viabilidad en las zonas de accion. En particular, deben
resistir el pH gastrico, las enzimas digestivas, y la accién

detergente e inhibidora de las sales biliares.
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Adherencia. La cepa debe poseer capacidad de
adherencia al epitelio intestinal pues, como
microorganismos aldctonos, los probidticos podrian ejercer
sus efectos siendo transelntes, si bien en la medida que
puedan adherirse a los enterocitos podran permanecer mas
tiempo en el intestino, con lo cual la probabilidad de
ejercer sus efectos y la intensidad de los mismos puede ser
mayor, maxime si los efectos saludables que presenta la
cepa vienen mediados principalmente por su interaccion

con el enterocito.

Antibiosis. La cepa debe tener la capacidad de produccién
de sustancias antimicrobianas, maxime al considerarse
este uno de los mecanismos de acciéon por los que los
microorganismos probidticos suministran proteccién al
hospedador frente a los enteropatdgenos; antibiosis que
puede ser ejercida a nivel metabdlico general como la
produccién de acidos organicos y/o de radicales oxidantes,

o bien por la produccion de antibidticos o bacteriocinas.

Interfaz Metabdlico. La cepa debe poseer capacidad para
actuar como interfaz metabdlico en algin grado, es decir
de actuar como un escudo metabdlico que impida la
llegada de agentes nocivos o indeseables a los enterocitos,
interfiriendo positivamente para el hospedador; tal podria
ser el caso de algun proceso como: la asimilacion excesiva
de colesterol, la hidrélisis de la lactosa, la generacién de
gases por la microbiota intestinal, o la inactivacién de

agentes del tipo procarcinogénicos.
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Inmunomodulacion. La modificacién de la respuesta
bioldégica inmunitaria se considera uno de los efectos mas
relevantes atribuidos a determinados  probidticos
inmunomoduladores. La importancia radica en que la
capacidad probidtica de inmunomodulacidn se encuentra
directamente conectada con la proteccion del hospedador
frente a infecciones intestinales o extraintestinales, ademas
de con efectos antiinflamatorios y antialérgicos, asi como

con la inhibicién de tumores ya establecidos.

Robustez tecndlogica. Una cepa probidtica que no pueda
hacerse llegar al usuario final en una formulacién que
permita garantizar la dosificacién en las condiciones de
viabilidad necesarias para realizar los efectos beneficiosos
que se le atribuyen, serd inviable a nivel industrial y
comercial.

De otra parte el proceso industrial en si mismo llevara
seguramente asociados procesos de conservacién en frio,
de crecimiento industrial de Ila cepa en grandes
fermentadores vy liofilizacion posterior, ademas de los
procesos tecnoldgicos farmacéuticos asociados para la
elaboracion de capsulas o comprimidos; todo lo anterior sin
descartar otros, por todo lo cual la cepa deberda demostrar
un comportamiento “robusto” en lo que a estabilidad y
viabilidad se refiere.

Andlogamente debera ser robusta frente a los diferentes
procesos de la industria alimentaria, cuando la cepa vaya a

ser incluida en algun alimento ya sea de tipo fermentado o
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no, tanto durante el proceso tecnoldgico alimentario como
al final del mismo, donde la cepa en cuestion se vera
sometida a interacciéon con otras y ello con las posibles
interferencias asociadas.

El nivel alimentario puede ademas exigir a la cepa el
cumplimiento de criterios organolépticos relacionados con
los habitos y preferencias de consumo que no se vean

afectados por subproductos metabdlicos de la cepa.

Conviene sefalar que el cumplimiento de cualesquiera de
las caracteristicas probidticas anteriores deben
documentarse bajo criterios cientificos rigurosos tanto a
nivel de laboratorio, in vitro y ex vivo, asi como de
experimentacion con animales y en clinica, incluyendo
sistematicamente grupos tratados con un placebo
apropiado y con terapia estandar (Reid et al., 2003).

Los estudios cientificos deben haber sido confirmados por
grupos de investigacién independientes sin conflicto de
intereses, sin menoscabo de aquellos otros que por su
destino final la industria exija.

Los estudios cientificos deben ademas distinguir con
precision el caracter probidtico que se reivindica con
indicacién de la edad, grupo poblacional, estado fisioldgico

del colectivo objeto del estudio.

No obstante, la interpretacion de estas investigaciones no
es definitiva en muchos casos debido a la influencia que
pueden tener las condiciones ambientales intestinales y la

microbiota del hospedador, ademas de otras que conviene
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conocer y acotar, asi por ejemplo es el caso de las enzimas
digestivas que aun cuando no inactiven a un determinado
microorganismo, pueden eliminar de su superficie las
adhesinas por las que se une a células epiteliales en los

ensayos in vitro (Salminen et al., 2005).

Una amplia gama de productos probidticos se encuentran
actualmente en los mercados, habiendo crecido de una
forma notable en los ultimos seis afios, incluido el Espafol
(Sanchez et al., 2015), a los que si se les aplicaran los
criterios anteriores no podrian ser en la mayoria de los
casos calificados de probidticos, por no comentar el
etiquetado deficiente o engafioso, y ello aun tratdndose de
productos comercializados por relevantes laboratorios

farmacéuticos.

La descripcion de un producto comercial probidtico deberia
incluir, al menos, la siguiente informacién: (Vandenplasa et
al., 2015).

e Género, especie, coleccion donde se encuentra
depositada la cepa y numero del depdsito.

e NuUmero minimo de organismos viables de la cepa al
final de la vida util del producto.

e Dosis recomendada para el efecto fisioldgico declarado

e Condiciones de almacenamiento recomendadas.

e Bioseguridad de la cepa bajo las condiciones de uso

recomendadas.
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e Informacion de contactos para la vigilancia tras la

comercializacion.

1.10 Efectos beneficiosos de los probioticos

Desde hace mas de una década existen evidencias
cientificas de los efectos beneficiosos de los probidticos.
(Dunne y cols., 2001; Marteau y cols., 2002; Ouwehand y
cols., 2002). Si bien los conocimientos actuales sobre los
mecanismos de accidn se encuentran aun lejos de ser bien
conocidos y de un consenso cientifico internacional,
considerando ademads que debe avanzarse simultdneamente
en el conocimiento de su bioseguridad, pues el hecho de ser
denominados como probidticos no les exime de la garantia
que deben ofrecer de ser, sino completamente inocuos al
menos suficientemente, lo que nos lleva al importante
aspecto de la dosis minima necesaria para ejercer cualquier

efecto beneficioso o no.

Las caracteristicas que debe reunir una cepa probiodtica,
citadas en el apartado anterior, se encuentran en la base que
fundamenta los posibles efectos beneficiosos; asi pues, su
capacidad de adherencia a la mucosa intestinal facilitard de
un lado; la colonizacidon por adhesidn a esta y/o receptores
celulares, abriéndose paso entre la microbiota autéctona y
desplazando a otras miembros de la microbiota, alterando las

composiciones relativas bacterianas, también por competicién
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por los nutrientes; y de otro lado, las reacciones que puedan
desencadenarse a raiz de la interaccién con el enterocito,

incluidas las reacciones de inmunomodulacion.

La propia capacidad enzimatica y metabdlica de la cepa
mediara los posibles procesos tanto de interfaz metabdlica
como de antibiosis, bien por la acidificacion del medio luminal
ocasionada por la produccidon de acidos organicos derivados
de la fermentacion de fibras que podria inhibir el crecimiento
de bacterias perjudiciales (Morrison D] et al., 2006), o
también por la produccion de bacteriocinas o agentes
reactivos como el perdxido de hidrogeno. (Jack RW et al.,
1995)

No obstante, no puede olvidarse que los efectos
beneficiosos de los probidticos sobre el hospedador van a
venir condicionados tanto por la propia microbiota del
hospedador como poro otros, asi: la dieta, edad, estado
fisioldgico, sexo, factores genéticos del hospedador y de la
cepa probidtica, en particular su capacidad de represiéon y/o
expresion génica en respuesta al medio ambiente intestinal y
a su microbiota. (Sanders ME, 2015)

Los efectos beneficiosos podrian agruparse en:
a) Nutricionales.

Entre los efectos nutricionales beneficiosos que se atribuyen a

algunas cepas probidticos pueden destacarse:
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b) Funcion barrera.

Determinadas cepas probidticas podrian contribuir a
mantener la integridad de la barrera epitelial intestinal, que
separa el medio interno y externo, permitiéndole a esta
incluso prevenir y reparar dafos, a la vez que ejercer su
permeabilidad intestinal fisioldgica y su funcion defensiva
integra, favoreciendo de este modo la proteccion del
hospedador ante diferentes agresiones, como podria ser el
caso de: infecciones por patdgenos entéricos, alérgenos

alimentarios, xenobidticos y citokinas de tipo proinflamatorio.

La alteracién de la barrera intestinal afectaria a las
uniones celulares estrechas, las cuales interconectan la capa
continua de células epiteliales, y limitan la permeabilidad
tanto transcelular como paracelular de las moléculas por ello
las alteraciones de la funcién barrera se relacionan con: una
mayor propensién a las infecciones entéricas, las
enfermedades inflamatorias intestinales Crohn vy colitis
ulcerosa (Meddings 1B, 1997), celiaquia, enfermedades
autoinmunes e ictericia extrahepatica obstructiva (Welsh FK.S
et al., 1998).

Los mecanismos de accién implicados en este beneficio de
los probidticos podrian ser explicados en base a la modulacién
de la fosforilacion de proteinas, la secrecién de mucina y el
aumento de la resistencia transepitelial (Ohland vy

MacNaughton, 2010), asi como a la capacidad de producir
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sustancias antimicrobianas tipo bacteriocinas, que inhiben la
proliferacidn de otras bacterias, y también a la competicién
entre bacterias por los recursos nutritivos y los espacios
fisicos del ecosistema. (Brook I. Bacterial interference. Crit
Rev Microbiol 1999; 25:155-172.)

c) Interfaz metabdlica a nivel intestinal.

Los microorganismos probidticos podrian actuar como un
escudo metabdlico que impide la accion deletérea de
moléculas perjudiciales, habiéndose encontrando evidencias
experimentales de que esto se produce en situaciones de

interés clinico tales como:

= Aumentar la Biodisponibilidad de vitaminas vy
minerales: calcio, zinc, hierro, manganeso, cobre y fdsforo,
cuando se ingieren con productos lacteos,
posiblemente debido a las sales solubles mas
facilmente asimilables que se producen en un medio
acidificado (Bergillos-Meca et al.,2013), (Ortega RM et
al., 2002).

= Mejorar la Produccion de Acidos Linoléicos
Conjugados que promueven la salud (CLA) ha sido
reportado para cepas de Bifidobacterium (Gorissen L et
al., 2010) y de Lactobacillus (Ando et al., 2003).

= Obtener Energia a partir de acidos gras de cadena

corta: butirato, propionato y acetato, que son resultado
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de la fermentacion de hidratos de carbono de la dieta

no digeridos.

Detoxificar por biotransformacion determinadas
moléculas que ingeridas o formadas en la luz intestinal

podrian ser nocivas para el organismo.

Mejorar el Intercambio de Iones a través de la
mucosa Yy reducir la producciéon de gases a nivel del
limen intestinal. (Borthakur et al., 2008)

Mejorar la Intolerancia a la Lactosa, dado que
durante la lactancia, el ser humano como otros
mamiferos expresa altos niveles de lactasa en las
microvellosidades de los enterocitos pero a partir del
destete la expresion de lactasa decae de forma
irreversible en la mayor parte de la poblacidon [Montalto
et al., 2006], existiendo diversos fenotipos de
expresion principalmente a partir de la edad adulta.
(Swallow, 2003).

La intolerancia a la lactosa produce distension
abdominal, gases, diarrea y nauseas, si bien los
sintomas son muy variables en cada individuo.

Las bacterias lacticas fermentadoras de la lactosa
presente en la leche habrian sido un resultado de la
domesticacion humana (Brissow, 2013).

Una cepa probidtica que fuese buena fermentadora de
la lactosa facilitaria su digestion por el consumo

fermentativo que de ella hacen, mejorando por tanto el
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confort intestinal, lo cual ha confirmado recientemente
la autoridad Euopea EFSA. (Morelli, 2014),(de Vrese et
al.,2015), (de Vrese et al., 2001), es por ello que se
postuld el yogurt como producto probidticos per se
(Guarner et al., 2005).

Disminuir la Hipercolesterolemia, al facilitar la
eliminacion de colesterol por desconjugacién de las
sales biliares de glicinas y taurinas, y también
disminuir la toxicidad de estas sales al descender el Ph
y con ello su solubilidad y absorcion intestinal. (De
Boever et al., 2000), (De Smet et al.,1998)

Este efecto hipocolesterolemiante, estudiado en
individuos hipercolesterolémicos, a nivel plasmatico se
produciria a través de subproductos metabdlicos
bacterianos del tipo acidos grasos de cadena corta,
propionato y butirato, por via de accién enddégena al
ser el acetato precursor de la sintesis hepatica de
colesterol, y el propionato inhibidor; (Wong et al.,
2006) lo cual ya fue recogido en la revision de Fuller
(1989), y posteriormente en individuos con sobrepeso
tratados con E. faecium (Agerholm-Larsen et al.,
2000).

Pacientes hipercolesterolémicos después de seguir un
tratamiento de seis semanas, con una combinacién de
Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium bifidum,
experimentaron un descenso en los niveles de

colesterol plasmatico total, LDL-colesterol y HDL-
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colesterol y no mostraron efectos sobre los triglicéridos
séricos en ayunas ni los niveles de glucosa en sangre
(Park et al., 2008), (Guo et al., 2011), (Sanguansak et
al., 2015).

Influencia sobre la Obesidad, si bien van siendo
cada vez mas frecuentes los trabajos en esta direccién
es esta una influencia no bien conocida. Resultados
como la administracion de una cepa de Lactobacillus
gasseri en los obesos y en diabéticos tipo II han
demostrado disminuir la masa de grasa, visceral y
subcutanea (Kadooka et al., 2010).

Con Lactobacillus spp. se han demostrado efectos
positivos sobre la sensibilidad a la insulina y Ia
respuesta a la inflamacién (Andreasen et al., 2010)
anuncian un futuro esperanzador si bien hasta hoy
pocos estudios de intervencion se han publicado en
personas con sobrepeso y de ellos la mayoria se han
centrado en Lactobacilos y Bifidobacterias

(Vandenplas et al., 2015)

Asi pues, aun hoy el conjunto de evidencias que
intentan relacionar probidticos con modulacidon de la
microbiota intestinal y efectos positivos sobre la
obesidad no son concluyentes, si bien como se ha
descrito anteriormente al hablar de la microbiota
intestinal y de las distintas proporciones relativas entre
Firmicutes y Bacteroidetes en personas obesas, queda

abierta una puerta a una futura modulacion probiética.
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Disminucion del Estrés Oxidativo, el cual juega un
papel crucial en desérdenes y patologias como
arterioesclerosis, infarto de miocardio, enfermedad
vascular periférica, accidente cerebrovascular,
Alzheimer, Parkinson, cirrosis, osteoartritis, dermatitis,
diabetes mellitus, sindrome metabolico, obesidad,
envejecimiento prematuro, retinopatias, desarrollo de
tumores y enfermedades inflamatorias intestinales,
entre otras (Craft, 2005), (Breidert et al., 2003).

Diferentes probidticos han sido ya descritos con
actividad antioxidante como Lactobacillus fermentum
ME-3, el cual reduce los indices de estrés oxidativo de
la sangre y la orina en voluntarios sanos (Songisepp et
al., 2005).

Recientes estudios han observado que la
administracion de una mezcla de lactobacilos a ratas
Fisher envejecidas puede mejorar Ila memoria
dependiente de la edad y la lipidemia al inhibir Ia
expresion del TNF-a y la IL-6, ambas citokinas
proinflamatorias, e inhibir la activacién en el
hipocampo cerebral del factor NF-kB (factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células

B activadas), complejo proteico que controla la

transcripcion del ADN responsable de la inflamacién

crénica por estrés oxidativo, lo cual caeria fuera de la
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accion dentro de la interfaz metabdlica, al menos en
parte.(Jeong et al., 2015),y en esta misma direccion de
mejora de perfil lipidico y diabetes tipo II podemos

citar la investigacion de (Ejtahed et al., 2011)

d) Carcinogénesis en la mucosa intestinal.

En cuyo origen podrian encontrarse diferentes mutagenos
enddgenos y quimicos exdégenos como: hidrocarburos
aromaticos policiclicos (PHA), compuestos nitrosos (NOC),
acrilamida, aflatoxinas y mutdgenos enddgenos, podrian
encontrarse en la etiologia multifactorial de esta enfermedad
unidos a la dieta y estilos de vida (nutricién, consumo de
alcohol y tabaco, actividad fisica, estrés) (Sankpal et al.,
2012),(Jagerstad et al., 2005).

La progresion del carcinoma viene regulada por Ila
activaciéon de diferentes oncogenes y/o la inactivacion de
diversos genes supresores [Ruiz-Bravo et al., 1992], siendo
esencial el balance entre DNA danado y DNA reparado.

(Wood et al., 2001)

Desde principios de este siglo (Brady et al., 2000)
concluyeron, a partir de modelos animales, que existe una
relacién inversa entre el consumo de probidticos y la
aparicién de criptas aberrantes o el desarrollo de tumores en
el colon, asi como evidencias sobre el sinergismo antitumoral
del consumo de probiodticos y prebidticos del tipo de los

fructooligosacaridos (FOS), si bien los mecanismos que
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subyacen a estos efectos antitumorales son diversos vy

complejos.

Algunos autores han apuntado hacia la capacidad del
probiético para proteger el enterocito y atenuar el poder
mutagénico observado en ciertas heces, seria el caso de la

espermidina (Brady et al., 2000).

Otros efectos del probidtico vendrian por la degradacién
del mutageno y la inhibicion de la mutagénesis por unién al
mutageno a través de elementos de la superficie celular y

degradacion por los probiéticos (Sreekumar et al., 1998)

El probidtico también podria actuar por conversién de
procarcindgenos toxicos y altamente reactivos a otros menos
toxicos, como se ha observado en diferentes cepas de
Lactobacilos frente a NQO (nitroquinolina 1-oxido) y MNNG
(N-metil N’-nitro-N-nitrosoguanidina)(Caldini et al., 2005).

Y como podria ser también el caso de algunas de las
enzimas consideradas como indeseables, (B-glucuronidasa,
azorreductasa, ureasa, nitrorreductasa, glicocolatorreductasa)
(Ouwehand et al., 2002), (Parvez et al., 2006), (Wollowski et
al., 2001).

Asi mismo la disminucion del pH intestinal debida a los
acidos grasos de cadena corta (AGCC) producida durante la
degradacion de los hidratos de carbono no digeribles y la

accion favorable de los probidticos sobre el balance de las
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poblaciones de la microbiota intestinal que segregan
sustancias procarcinogénicas, favorecerian positivamente los

efectos contra el cancer colorectal.

Otros autores sugieren que el probidtico induciria, en
lugar de proliferacion, la apoptosis en los enterocitos a través
de la proteina p21, , por acciéon no ya de acidos grasos de
cadena corta sino de citokinas como TNF-a (LeBlanc vy
Perdigon 2004), asi como también promoveria la estimulacion
de los sistemas de defensa inmunitaria por cualquier via, lo
cual permitiria limitar asimismo la incidencia de tumores

extraintestinales.

Los probidticos también podrian modular y mejorar la
inmunidad innata del huésped mediante la secrecion de
moléculas anti-inflamatorias, a través de complejos
mecanismos en cascada entre los que se ha referenciado la
regulacion de la maduracién de las células mieloides hacia la
posterior actuacion de las células Thl, Th2 y NK (Commane
et al., 2005),(Christensen et al., 2002),(Raman et al., 2013).

e) Proteccion frente a Diarreas e Infecciones
Gastrointestinales.
Al ser la diarrea uno de los episodios mas frecuentes que

se presentan en la practica clinica digestiva cuyas causas

pueden ser diversas, pero principalmente:
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e La invasién por bacterias principalmente y otros
microorganismos.

e La accién de toxinas.

e Las alteraciones de la microbiota intestinal como
pueden ser las ocasionadas por tratamientos
antimicrobianos de amplio espectro o durante los
viajes.

e Tratamientos oncoldgicos y radiaciones.

e Estrés.

Los desequilibrios en el ecosistema microbiano intestinal
desencadena otros procesos, como se viene explicando a

través de esta introduccién, y entre ellos:

e Dafos y/o destruccién de enterocitos.

e Dafos vy alteraciones en la barrera de
permeabilidad con pérdida de liquido vy
electrolitos.

e Translocacion de antigenos y toxinas de forma
indiscriminada a través de la mucosa alterada
pudiendo ocasionar respuestas inflamatorias
patoldgicas tanto en la lamina propia como en la
submucosa

e Disminucion de la resistencia a la colonizacion
por enteropatdégenos.

e Sobrecrecimiento de patdgenos oportunistas
como, clostridios, estafilococos y candidas entre

otros.
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e Disminucion en la produccion de acidos grasos
de cadena corta y acumulacién de moléculas
parcialmente o mal digeridas en el IUmen
intestinal, las cuales podrian ser sustrato de
fermentaciones no deseadas, generando un
incremento de la presion osmotica con salida de

fluidos al Iimen intestinal.

Una abundante bibliografia recoge que los
microorganismos probidticos pueden prevenir y/o mejorar los
cuadros patoldogicos diarreicos. De hecho ha sido
tradicionalmente una de sus primeras aplicaciones siendo
muy conocidos en Espafia desde hace mas de cincuenta afios
los productos Ultralevura® (Saccharomyces boulardii) vy
Lacteol® (Lactobacillus Acidophilus). (Hungi et al., 2013)
(Cruchet et al.,2015) (Issa et al., 2014)

Figura 1.4. Ejemplo de algunos productos comerciales.
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Aunque al dia de Ila fecha no existen estudios
concluyentes, si podemos considerar que existe un grado de
evidencia significativo sobre la utilidad de los probidticos
(Diaz et al., 2015) en las siguientes entidades clinicas,

especialmente si se administran precozmente:

Tratamiento coadyuvante de la diarrea infecciosa
(WGO guides 2011)

Prevencion de la diarrea asociada a disbiosis y a
tratamiento por antibioticos.
(Johnston et al., 2011)(Makino et al., 2010)

e Prevencién de la diarrea nosocomial y en
particular por Clostridium difficile.
(Surawicz et al., 2000)

e Tratamiento de la enfermedad inflamatoria
intestinal: Crohn y colitis ulcerosa.
(Moayyedi et al., 2010) (Jonkers et al., 2012)
(Orel et al., 2014)

e Tratamiento del sindrome de intestino irritable.
(Ford et al.,2014) (Didari et al., 2015)

e Prevencion de la enterocolitis necrotizante.
(Holubar et al., 2010) (Alfaleh et al.,2011)

e Tratamiento de diarreas de origen idiopatico.
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e Tratamiento del sobrecrecimiento bacteriano en

el intestino delgado.

Si bien la explicacién de los mecanismos de accién de los
probidticos no es sencilla, tampoco en este caso, pueden
avanzarse entre otros mecanismos sobre los que aun se

estudia, los siguientes:

e Bloqueo de los /locus de adhesion de los
enteropatdgenos junto con produccion
incrementada de mucinas lo que dificultaria la
adhesién a las células de la mucosa intestinal de
bacterias y virus enteropatdégenos como ha sido
descrito para cepas de lactobacilos capaces de
inducir expresion génica en células Caco-2.
(Mattar et al., 2002)

e Inhibicion  de los  enteropatdgenos  por

competencia por los nutrientes.

e Produccion de metabolitos microbicidas tipo

bacteriocinas o peréxido de hidrégeno.

e Produccién de acidos organicos que disminuyen
el pH intestinal (Asahara et al., 2001).
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e Produccion de enzimas con capacidad de
hidrdlisis de los polisacaridos no digeribles

acumulados en la luz intestinal.

e Restauracion de las funciones intestinales
mediada por la produccion de sustratos
biorreguladores de los enterocitos, como el

butirato.

e Estimulacion de los mecanismos de la
inmunidad, tanto innata como especifica (Lorca
et al., 2001), (Gibson et al., 2005), (Parvez et
al., 2006), facilitando el probidtico la eliminacion
de enteropatdégenos y neutralizacién de sus

toxinas.

Merecen ser destacados los estudios realizados sobre la
capacidad de algunos probidticos, principalmente
Lactobacillus, para prevenir y para coadyuvar en el
tratamiento de la infeccién gastrica ocasionada por H. pylori,
asociado a diversas patologias gastricas, como gastritis,
Ulcera péptica y carcinoma; sobre la base de los mismos
mecanismos expuestos con anterioridad.(Wang et al., 2013),
(Dang et al, 2014), (Zhang et al., 2015).
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f) Modificacion de Ila Respuesta Biologica.

Inmunomodulacion.

Quizas esta sea una de las mas importantes, relevantes y
complejas capacidades de los probidticos.
La modificacidon de la respuesta bioldgica a través del sistema
inmune atribuida a poco numerosos probiodticos les permitiria
poder actuar sobre la inmunidad innata y la inmunidad
adquirida o especifica, a través de diferentes mecanismos,
muchos interrelacionados y en cascada, y puede deberse
tanto a la propia funcionalidad del probidtico como a
estructuras microbianas y metabolitos bioactivos. (Werner y
Haller, 2007).

Mayor relevancia adquiere esta funcionalidad probidtica al
saber las estrechas relaciones existentes entre sistema
inmune, sistema nervioso y sistema endocrino, asi ha sido
descrito que, ciertas cepas probidticas podrian ejercer
mediacion en funciones analgésicas, a nivel abdominal, al
actuar sobre receptores opioides y canabinoides de las células

del epitelio intestinal (Rousseaux et al.,2007).

Las estructuras que para destruir necesita reconocer de
modo especifico el sistema inmune son los epitopos,
presentes en antigenos; estructuras microbianas estas
reconocidas por receptores no clonales PAMPs (Ruiz-Bravo y

Jiménez-Valera, 2005).
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Muy diversos agentes exdgenos puede influir sobre la
funcionalidad inmunitaria, bien potenciando o deprimiendo
los mecanismos de respuesta: a estos agentes se les
denomina “modificadores de la respuesta biolégica” o BRMs
(biological response modifiers) (Ruiz-Bravo y Jiménez-Valera,
2005).

Numerosos PAMPs, a través de su interaccién con células
productoras de citokinas inmunorreguladoras, ejercen
actividad como BRMs tales como: el LPS, fracciones de
mureina (muramil-dipéptido), el dimicolato de trehalosa, la
bestatina y algunos exopolisacaridos (Ruiz-Bravo et al.,
1998). En algunos casos, se ha demostrado que la actividad
BRM puede conseguirse con preparaciones de lactobacilos
muertos [Erickson y Hubbard, 2000], si bien la efectividad de
los probidticos muertos aun no ha sido demostrada, ademas

de caer fuera de las definiciones mayoritarias de consenso.

Abundantes publicaciones vienen a documentar los efectos
inmunomoduladores de microorganismos probidticos,
encontrandose estos al menos parcialmente, en el origen de
otros efectos como la resistencia a infecciones, como ha asido

explicado anteriormente.(Hardy et al., 2013)

En términos generales cabe afirmar que Ia

inmunomodulacidn por probidticos puede manifestarse como:
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Potenciaciéon de la inmunidad mucosal, medida
por la produccién de IgA. (Kabeerdoss et al.,
2011)

Otros mecanismos relacionados con la inmunidad
mucosal como el incremento de los lionfocitos
TCD4+ (Valeur et al. 2004)

Proliferacion y produccidn de citokinas de los
linfocitos esplénicos como respuesta a mitégenos
de células B y de células T, como se ha
observado en respuesta a LPS (mitégeno B) y
concanavalina A (mitdégenoT), asi como
incremento en la produccion de IFN-y, TNF-a vy
de la IL-12.

Estimulacién inespecifica de la citotoxicidad

natural, mediada por células NK (natural killer).

Depresiéon de la produccién local de citokinas

proinflamatorias. (efectos anti-inflamatorios).

Disminucion de las respuestas de

hipersensibilidad.

Potenciacion de la actividad fagocitica.
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<Y Manana ?

Mucho se ha avanzado en el conocimiento de la microbiota
intestinal y los probidticos desde aquellas primeras ideas
visionariamente acertadas de Metchnikoff a principios del
siglo XX, gracias especialmente a los avances en biologia
molecular y metagendmica.

De una parte la clinica, para atender los cuadros
gastroentéricos, y de otra parte la industria alimentaria y
farmacéutica han supuesto, cada una desde sus respectivos
intereses, un impulso espectacular en la investigacién y en la
puesta en el mercado de multitud de productos, cuya
tendencia es creciente.

Los probidticos han entrado en los canales veterinarios, no
solo en la ganaderia de mamiferos y aves principalmente,
sino también en el mundo de las mascotas y en el sector de
la acuicultura.

Podemos decir que hoy los probidticos “estan de moda”.

Sin embargo un largo y nada facil camino queda por
recorrer, que seguramente nos deparara importantes
sorpresas.

Se requieren mas estudios rigurosos que expliquen los
mecanismos y los efectos, particularmente ensayos clinicos,
pues aun la heterogeneidad de las publicaciones impide una
valoracién clinica objetiva y en los que quede bien definida el
segmento poblacional al que se dirige la cepa probidtica, la
dosificacion y en definitiva el tratamiento, asi como su

bioseguridad.
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Areas nuevas vienen recogiendo cada vez mas
investigaciones prometedoras para las cepas probidticas;
como son las relacionadas con las alergias, la rinitis y el
asma, el eczema y la dermatitis atdpica, los coadyuvantes de
vacunas, la recuperacion del ecosistema vaginal alterado vy las
infecciones del aparato respiratorio y del tracto urinario.

Nuevos avances tecnoldgicos vendran a facilitar la
comprension de las interacciones probidtico-microbiota-
hospedador.

La Probiogendmica surge en el horizonte como un enfoque
basado en la gendmica que permitird predecir funciones
fisioldgicas mediante la deteccion de similitud de secuencias;
aunque no podemos olvidar que las secuencias solo son
informacién, que puede ser expresada o no segun el medio
ambiente, y de algin modo también de cuanto el
microorganismo considere oportuno hacer en base al
conjunto de informacidon del que puede disponer y procesar
en un momento dado, como han demostrado los estudios de
guorum sensing.

La industria, en sus actuaciones, deberd mejorar aspectos
como la informaciéon al consumidor y el etiquetado, cuya
normativa consideramos es insuficiente, y ante lo cual las
administraciones competentes deberian ser sensibles vy
proactivas.

Confiamos que este campo de investigacion basica y
aplicada, apasionante y relevante por sus implicaciones,
continle siendo objeto de interés de todos los “stakeholder”

implicados, de tal manera que no sea una moda pasajera y
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no olvidemos la verdad cientifica que encierran aquellas ideas

con las que en su genialidad nos obsequiara Metchnikoff.
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2. OBJETIVOS.

2.1. Objetivo general.

La presente tesis doctoral se planific6 con la finalidad de
realizar cribados y estudios posteriores que permitiesen
caracterizar nuevas cepas de lactobacilos cuyas propiedades
bioldgicas y robustez tecnoldgica les confieran un potencial

prometedor como candidatos a probidticos.

2.2. Objetivos especificos.

Para la consecucion del objetivo general propuesto se disefo

un plan de trabajo que respondid a los siguientes objetivos

concretos:

2.2.1. Seleccion de cepas que reuniesen los criterios basicos

exigibles para una bacteria probiética.

2.2.2. Evaluacién de la robustez tecnoldgica de la cepa D3.

2.2.3. Investigacion de la capacidad inmunomoduladora de la

cepa D3 mediante ensayos ex vivo en ratén.
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2.2.4. Investigacién de la capacidad de la cepa D3 para
modificar la resistencia de ratones BALB/c a la infeccion

experimental por bacterias patdgenas intestinales.

2.2.5. Evaluacion de la bioseguridad de las cepas D3 y B16.
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2. OBJECTIVES.

2.1. General Objective.

Characterization of new lactobacilli strains with the biological

properties and technological robustness that confer them the

potential to be considered promising candidates to probiotics.

2.2. Specifics Objectives.

2.2.1. Selection of Lactobacillus strains that meet the

minimum required criteria for a probiotic bacterium.

2.2.2. Evaluation of the technological robustness of strain D3.

2.2.3. Determination of the immunomodulatory activity of

strain D3 through ex vivo assays on mice.
2.2.4. Determination strain D3 to modify resistance to
experimental infection with enteropathogenic bacteria in

BALB/c mice.

2.2.5. Biosafety evaluation of strains D3 and B16
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3. SELECCION DE LACTOBACILOS CON POTENCIAL
PROBIOTICO.

3.1. Criterios de seleccion.

Los criterios para la seleccion de cepas de lactobacilos
potencialmente probidticas se establecieron de acuerdo con
dos premisas: en primer lugar, aislar bacterias cuyo fenotipo
fuese compatible con el género Lactobacillus; en segundo
lugar, seleccionar de entre las cepas aisladas aquellas que

pudiesen aceptarse como potencialmente probidticas.

Para la primera condicion, los aislamientos se realizaron en el
medio de cultivo Agar MRS. Este medio fue disehado
originalmente por De Man, Rogosa y Sharpe como selectivo
para lactobacilos, ya que aporta los nutrientes necesarios
(peptona, extractos de carne y de levadura y una
concentracidn de dextrosa muy superior a la de los medios
ordinarios de cultivo), mientras que otros componentes
(monoleato de sorbitdn, acetato, manganeso, magnesio),
ademas de promover el crecimiento de algunas especies de
Lactobacillus, inhiben el de otros microorganismos, a lo que
contribuyen también el citrato de amonio y el pH ligeramente
acido (De Man et al., 1960; Zimbro et al., 2009). Sin
embargo, la selectividad del Agar MRS es moderada, y
pueden crecer en él otros miembros del orden Lactobacillales,

como Weissella, Leuconostoc, Lactococcus, e incluso
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levaduras. Por ello, solo se seleccionaron, en el primer
muestreo, colonias formadas por bacilos Gram-positivos no
esporulados que dieran negativa la prueba de la catalasa
(Moncla y Hillier, 2003). La mayoria de estas cepas se
identificaron provisionalmente a nivel de especie segun sus

perfiles bioquimicos.

En relacidn con la segunda premisa, se han tenido en cuenta
los requisitos habitualmente establecidos en los muestreos de
bacterias con potencial probidtico. Dado que tras ser
ingeridos, los microorganismos probidticos han de
mantenerse viables en el intestino, es necesario que sean
suficientemente resistentes al pH gastrico y a la accion

detergente de las sales biliares (Dunne et al., 2001).

Se ha postulado ademas que, para ejercer sus actividades
beneficiosas para el hospedador, las bacterias probidticas
deben ser capaces de adherirse a las células intestinales. Este
es un aspecto controvertido, ya que hay evidencias de que la
adherencia in vitro no garantiza la posterior capacidad de
colonizacién: estudios con cepas de E. coli han mostrado que
hay pares adhesina/receptor que confieren capacidad de

colonizacién, mientras que otros no (Adlerberth et al., 2000).

En lo que se refiere a los lactobacilos, Reuter (2001) afirma
que las especies diferentes a Lactobacillus gasseri y
Lactobacillus reuteri son meros transelntes en el ecosistema
intestinal humano. De la misma manera que no esta claro si

las bacterias autdctonas de la microbiota intestinal necesitan
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o0 no adherirse a la mucosa (Walker y Buckley, 2006),
también queda abierta la cuestion de si la colonizacion por
bacterias probidticas es necesaria para que puedan ejercer

sus efectos beneficiosos sobre la salud del hospedador.

Las evidencias actuales indican que la mayoria de las
bacterias probidticas no son capaces de colonizar el intestino
de forma perdurable; por ello, para que lleguen a ejercer sus
efectos beneficiosos sobre la salud del hospedador, deben
ingerirse con regularidad y en cantidad adecuada durante un
cierto tiempo (Kligler y Cohrssen, 2008). Sin embargo, la
adherencia a células de la mucosa intestinal podria constituir
un mecanismo de exclusién de microorganismos patégenos,
por competicion por los mismos receptores o por formaciéon
de una barrera bioldgica que impida la colonizacién por los
patégenos (Collado et al., 2010). Por tanto, al formalizar los
criterios de seleccion de cepas en el presente trabajo, se
decidid6 que la capacidad de adherencia in vitro también se
incluiria entre los requisitos. Finalmente, las baterias de
pruebas utilizadas en muestreos de bacterias probidticas
incluyen habitualmente ensayos de antibiosis in vitro (Dunne
et al., 2001; Fernandez et al., 2003; Timmerman et al.,
2007). Aunque también este es un requisito controvertido, ya
gue no parece existir una correlacién significativa entre la
capacidad de un probidtico para inhibir el crecimiento de un
agente patégeno in vitro y su capacidad para incrementar la
resistencia a la infeccién por el mismo agente en modelos
experimentales in vivo (Bujalance et al., 2014), se decidid

incluirlo en los criterios de seleccion del presente trabajo.
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Por tanto, el estudio se planificé partiendo de un muestreo
por aislamiento en Agar MRS, seleccién de bacilos Gram-
positivos, no esporulados, catalasa-negativos; los cuales se
sometieron a un proceso de seleccién integrado por ensayos
in vitro de resistencia a pH acido, resistencia a sales biliares,
adherencia a células de mucosa intestinal y antibiosis frente a

bacterias enteropatogenas.

3.2. Muestras.

En una primera fase del trabajo se realizaron aislamientos de
un total de 380 muestras de leche y ubres de cabra y de
calostros, porciones de intestino y rumen de lactantes

caprinos.

En una segunda fase se realizaron aislamientos de muestras
de procedencia muy heterogénea: saliva humana, heces de
mamiferos (humanos, cabras, cerdos, ovejas, caballos) y
leche (humana, de cabra, de oveja y de yegua). En esta fase

se analizaron un total de 96 muestras.

3.3. Aislamiento de lactobacilos.

Los aislamientos se realizaron en Agar MRS de REMEL
(Lenexa, USA), por siembra en estrias y posterior incubacién
a 379C durante 48 h. De las colonias desarrolladas se

efectuaron tinciones de Gram y a las colonias
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correspondientes a bacilos no esporulados Gram-positivos se

les practicé la prueba de la catalasa.

3.4. Identificacion fenotipica.

La identificacion de las especies de lactobacilos se realizd
mediante el sistema API 50 CH de Biomérieux (Marcy-
L'Etoile). El sistema estd constituido por 50 pocillos (cinco
filas de 10 pocillos cada una) dispuestos en unas laminas de
plastico. Cada uno de estos pocillos contiene como sustrato
un azucar distinto que se encuentra deshidratado en el fondo.
La casa comercial proporciona también viales que contienen
un medio liquido adecuado para estudiar la fermentacién de
los distintos sustratos. Este medio consta, entre otros
componentes, del indicador purpura de bromocresol, que vira
de purpura a amarillo cuando el medio se acidifica como
consecuencia de la fermentacidn de los azlcares presentes en

los pocillos.

Para establecer el perfil bioquimico de las cepas, se
prepararon indculos en el medio proporcionado por la casa
comercial, ajustados por turbidez a 10® bacterias viables por
ml. Con la suspension obtenida fueron inoculados los pocillos
de las tiras API evitando la formacién de burbujas y
empleando pipetas Pasteur estériles. A continuacion se
cubrieron las cupulas de los pocillos con parafina estéril y se
incubaron las tiras durante 48 h a 37°C. Como consecuencia

de la fermentacién se forman &acidos que provocan el viraje
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del indicador. Este viraje permitié conocer el patrén de
fermentacion de cada bacteria. El proceso se esquematiza en
la Figura 3.1. Para la interpretacion de los resultados se
empled el software APILAB-PLUS proporcionado por la casa
comercial y que permite la identificacion de cada bacteria en

base a los azUcares que fermenta.

Medio con
indicador
Cultivo B @
bacteriano
Suspension
(108 bacterias/ml) —>

Relleno de
los pocillos

d

48ha37°C

J

Lectura

{

it Interpretacion
-~ (APILAB-PLUS)

Figura 3.1. Identificacion fenotipica de lactobacilos.
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3.5. Resistencia a pH acido y a sales biliares.

Para determinar la capacidad de las cepas probidticas para
resistir un pH acido similar al del estdmago se trabajé con
cultivos de 24 h obtenidos en Agar MRS. A partir de ellos
fueron preparadas suspensiones en PBS estéril con una
concentraciéon aproximada de 10® bacterias viables por ml. De
cada suspensidn se tomaron alicuotas de 100 pl que se
distribuyeron en tubos eppendorf estériles que contenian 400
Ml de solucién salina acidificada por adicion de 75 pl de acido
clorhidrico 0.15 N a 400 ul del vehiculo, resultando un pH de
aproximadamente 2.0. El contenido de los eppendorf se
homogeneizdé por agitacion y los tubos se incubaron a 37°C
durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo se tomaron 10
Ml de cada eppendorf y se realizaron diluciones decimales en
PBS. De cada una de las diluciones, asi como de la
suspension original, fueron sembrados 10 pl en placas de
Agar MRS con el objetivo de comprobar la supervivencia de la

cepa probidtica en los distintos sustratos.

Para determinar la capacidad de crecimiento de las cepas
potencialmente probidticas en presencia de sales biliares, se
prepararon placas de agar MRS suplementadas con bilis
bovina o porcina (ambas de Sigma) a distintas
concentraciones, como se muestra en el esquema de la
Figura 3.2. Se dispusieron matraces con 100 ml de agar MRS
estéril, mantenido a sobrefusiéon y se afnadid a cada uno de
ellos una cantidad de 0.5 6 0.05 g de bilis bovina. El medio

asi preparado se distribuyd en placas Petri estériles
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adecuadamente identificadas. Se prepararon indculos a partir
de cultivos de 24 h en PBS estéril. De cada indculo, ajustado
previamente para contener alrededor de 10® bacterias por ml,
se realizaron diluciones decimales en PBS y de cada dilucion
se sembraron 10 ul en las placas del medio suplementado con
bilis asi como en placas control de agar MRS sin bilis. Las
placas se incubaron a 37°C durante 24 h y transcurrido este
tiempo se evalud la supervivencia de los lactobacilos en los

distintos medios, realizando recuentos comparativos de

Autoclave | ) E
LMRS l

colonias.

Bilis bovina l@
0 porcina

s
¢
~

n
. j Sobrefusion

LMRS con bilis l

Figura 3.2. Ensayo de crecimiento en presencia de sales

biliares.
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-

L T

LMRS con bilis
Suspension l
Cultivo - -
bacteriano Siembra (100 ul

de cada dilucion)

Diluciones
decimales

Incubar las placas y
leer los recuentos

Figura 3.2. (Continuacion).

Alternativamente, el anadlisis de la resistencia a los jugos
gastricos y a la presencia de bilis se realizd utilizando el
método Jacobsen. Se trata de una metodologia en la que se
pueden estudiar la resistencia a jugos gastricos y a sales
biliares simultdneamente ademdas de supervivencia vy

crecimiento en cada una de las condiciones con la ayuda de
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un lector multipocillo ELISA (Thermo Fisher Scientific,
Espana). (Jacobsen et al., 1999).

A continuacion se describe la metodologia a seguir para la
realizacién del ensayo:

En primer lugar, se prepard una suspension bacteriana de
concentracién conocida (107 UFC/mL) sobre la que se realiza
el estudio. Para ello, se parti6 de un cultivo puro en MRS
caldo (Oxoid, U.K) de 24 horas aproximadamente, tiempo en
el que el cultivo ha alcanzado la fase estacionaria de
crecimiento. Tras realizar los lavados pertinentes, la biomasa

recuperada se resuspende en solucién salina estéril.

Al mismo tiempo, se prepararon los medios de cultivo
necesarios para simular las situaciones a las que se enfrenta
el microorganismo en el aparato digestivo. Los medios de

cultivo fueron:

- MRS caldo; se utilizé como control positivo de crecimiento.
- MRS caldo a pH 2,5; el medio de cultivo se acidifica con
acido clorhidrico para simular los jugos gastricos y comprobar
su resistencia.

- MRS caldo con 0,3% de bilis bovina; para comprobar el

crecimiento de la bacteria en presencia de sales biliares.

A continuacion se dispensaron los medios en placas
microtiter, inoculdandose en cada pocillo la suspensién
bacteriana. Las placas se incubaron en aerobiosis en una

estufa a 37°C durante 24 horas. Tras cada hora de
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incubacién se realizd una lectura de absorbancia en el lector
multipocillos ELISA (Thermo Fisher Scientific, Espafia) a una
longitud de onda de 620nm, en cada una de las condiciones
descritas anteriormente. Los datos obtenidos en cada una de
las lecturas fueron sometidos a tratamientos matematicos y
estadisticos sencillos: conversién a UFC/mL, promedios y
desviaciones tipicas, estimandose si existié crecimiento del
microorganismo y/o tipo de crecimiento en cada una de las

condiciones a estudiar.

La capacidad de supervivencia que presentaron las distintas
cepas frente a los jugos gastricos y las sales biliares fue
realizada mediante recuento de colonias en agar MRS. Para
ello, tras un periodo de cuatro horas de incubacién, se
procedié a tomar un volumen de 100 pl de cada uno de los
pocillos designados para el estudio de supervivencia. Se
realizé una bateria de diluciones decimales seriadas. Dichas
diluciones se sembraron por extensidn con ayuda de un asa
de vidrio (espatula de Drigalski) en placas de agar MRS
(Oxoid, U.K.) y se incubaron en estufa a 37° C. Se realizaron
dos lecturas de los resultados, a las 24 horas y a las 48 horas
de incubacion. Con los datos obtenidos en sendas lecturas,
tras el tratamiento estadistico pertinente: promedios,
desviaciones tipicas y calculo de porcentajes, se estimo el

indice de supervivencia.

Todo el experimento, tanto en el estudio de supervivencia
como en el de crecimiento, se realizé por triplicado para que

los resultados fueran significativos.
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3.6. Adherencia a células de mucosa intestinal.

Para la realizacién de este ensayo de adherencia se utilizaron
células Caco-2, las cuales constituyen una linea celular
continua procedente de adenocarcinoma de colon humano, y
que fueron amablemente cedidas por el Dr. J. M. Navarro
(Servicio de Microbiologia, Hospital Virgen de las Nieves,
Granada). Las células se descongelaron en bafio de agua a
37°C y se lavaron tres veces por centrifugacion a 1000 r.p.m.
con medio RPMI 1640 (Sigma), suplementado con FCS al
10%; estos lavados tuvieron como objeto eliminar el agente
crioprotector (dimetilsulféxido) que es toxico para las células.
Con la suspensidon celular obtenida se inicié el cultivo en
frascos Falcon (Costar) a 37°C y con un 5% de CO,. Las
células se observaron diariamente y cambiandose el medio de
cultivo cuando este viraba a amarillo por la acidificacién. Una
vez obtenida una monocapa continua se procedié a despegar
las células, mediante la accidon de una solucién de Tripsina-
EDTA (750 mg de tripsina y 200 mg de EDTA por litro de PBS,
ambos productos de Sigma) esterilizada por filtracién a través
de membrana de 0.22 ym de didmetro de poro y calentada
en un bafo a 37°C. Las células despegadas se suspendieron
en medio fresco y se tomd un volumen suficiente para
propagar el cultivo, o, en su caso, para la realizacion del
ensayo. Todas las manipulaciones de cultivo se realizaron en
una cabina de flujo laminar para asegurar la esterilidad.

El ensayo de adherencia se realiz6 segun el procedimiento

III

conocido como “técnica del shell vial”, descrito para el cultivo

e identificacion de virus y adaptado para nuestros fines como
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se indica en la Figura 3.3. Un shell vial es un vial estéril de
poliestireno con tapén a presidon, que lleva en el fondo un
cubreobjetos de vidrio estéril que cubre toda la base del vial.
Cada vial recibido 1 ml de una suspension de células Caco-2 en
medio RPMI suplementado. Los viales se incubaron a 37°C y
5% CO, durante 24 h para obtener una monocapa continua
de células sobre el cubreobjetos existente en la base del shell
vial. Las monocapas se lavaron varias veces con medio RPMI
1640 suplementado pero sin mezcla antibidticos/antimicético
(para evitar interferencias con las bacterias a afadir), y

finalmente se afadid 1 ml de este medio a cada shell vial.

Se prepararon cultivos de las distintas bacterias cuya
adherencia a células Caco-2 iba a ser estudiada. A partir de
estos cultivos se prepararon suspensiones bacterianas en
medio RPMI 1640 sin antibidtico, estandarizadas a 108
bacterias viables por ml. De cada una de ellas se tom6 1 ml
gue se anadié a los correspondientes viales. Se realizd una
nueva incubaciéon, 3 h a 37°C, tras lo cual se repitieron los
lavados de las monocapas, con PBS, para eliminar las
bacterias que no se hubiesen unido a la superficie celular.
Una vez lavados los viales, se fijaron las muestras con
metanol y se realizé6 una tincidn con azul de metileno. Para
poder observar la muestra tefiida, se extrajo el cubreobjetos

del vial y se procedié a su observacién al microscopio dptico.
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Cultivo de células Caco-2

Retirar el medio
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Figura 3.3. Ensayo de adherencia de lactobacilos a células
Caco-2.
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Figura 3.3. (Continuacion).
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Figura 3.3. (Continuacion).
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3.7. Inhibicidén in vitro de bacterias enteropatogenas.

La antibiosis se define como una interaccién bioldgica entre
dos o mas organismos que causa perjuicio por lo menos a
uno de ellos, o una asociacién antagénica entre un organismo
y las sustancias metabdlicas producidas por otro.

Existen numerosos métodos descritos para el estudio de estas
actividades bioldgicas. En nuestro caso, hemos utilizado un
método in vitro (Jacobsen, 1999), ampliamente usado para
la evaluacién de la capacidad de produccién de sustancias
inhibidoras del crecimiento de un microorganismo frente a

otro.

La técnica utilizada se basa en la difusion del elemento
inhibidor en el medio de cultivo desde un punto central. La
metodologia seguida (denominada de doble capa) se resume
a continuacion:

Se preparan placas Petri con medio de cultivo Agar MRS
donde se sembraron en el centro de la placa voliumenes
conocidos (10 pL) de indculos densos de las cepas de
lactobacilos a estudiar. Seguidamente se incuban las placas a
379C durante 24 horas, con el fin de obtener una masa
localizada de crecimiento bacteriano.

Una vez transcurrido un tiempo de incubacién 24 h, se
preparan suspensiones de concentracidon conocida (10® UFC/

mL) de los enteropatdgenos a ensayar.
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En nuestro caso se utilizaron los siguientes microorganismos:

- Yersinia enterocolitica serotipo 09 cepa IP383

- Listeria monocytogenes ATCC 13932.

- Salmonella enteritidis subespecie enterica Serotipo London
(cedida por el Servicio de Microbiologia del Hospital
Universitario Virgen de la Nieves, Granada)

- Staphylococcus aureus CECT 976 (productor de la

enterotoxina tipo A).

A continuacion, se procedid a la inoculacion de tubos de
ensayo a sobrefusién conteniendo medio de cultivo agar TSA
con cada una de las suspensiones obtenidas. Seguidamente,
los tubos inoculados se vertieron sobre placas de MRS
tamponado en la que previamente se habia cultivado la cepa
de lactobacilo a ensayar. De esta manera se formdé en las
placas una doble capa: la inferior, de agar MRS conteniendo
(en su superficie) el cultivo de la bacteria potencialmente
productora de antibiosis, y una capa superior de agar TSA
que contiene el indéculo de la bacteria enteropatégena a
ensayar, como se muestra en la Figura 3.4. Una vez
gelificada la capa superior, las placas se incuban durante 24 h
a 37°C. Transcurridas las 24 horas de incubacidn de los
medios en doble capa, se examind la presencia de halos de
inhibicién de crecimiento y se tomaron las medidas de su
didmetro. Los resultados obtenidos fueron sometidos a

analisis matematicos y estadisticos sencillos.
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Figura 3.4. Ensayo de antibiosis.
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Figura 3.4. (Continuacioén).
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3.8. Resultados y discusion.

3.8.1. Aislamiento e identificacion fenotipica.

En los ensayos correspondientes a la primera fase (380
muestras de origen caprino) fueron aisladas 21 cepas de
bacilos Gram-positivos no esporulados, catalasa negativos,
que se identificaron a nivel de especie mediante los perfiles
bioquimicos obtenidos con el sistema API 50 CH. Las especies

identificadas se muestran en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Identificacion de especies aisladas de origen

caprino.
ESPECIE NO© DE CEPAS %

L. plantarum 8 38.1%
L. acidophilus 3 14.3%
L. lactis 3 14.3%
L. brevis 2 9.5%
L. paracasei 1 4.8%
L. salivarius 1 4.8%
L. fermentum 1 4.8%
No identificados 2 9.5%

Total 21 100%
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En los ensayos correspondientes a la segunda fase (96
muestras de origenes diversos) se aislaron 36 cepas de
bacilos Gram-positivos no esporulados, catalasa negativos, de
los cuales se identificaron a nivel de especie 13 mediante los
perfiles bioquimicos obtenidos con el sistema API 50 CH vy las
23 restantes fueron identificadas por secuenciacion del rRNA
16S (procedimiento descrito en el capitulo 4). Las especies

identificadas se muestran en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Identificacion de especies aisladas de origen

diverso.
NO° DE CEPAS
ESPECIE %
API 50 CH rRNA 16S
L. plantarum 1 2 8.3%
L. acidophilus 1 2.8%
L. fermentum 4 15 52.8%
L. salivarius 2 3 13.9%
L. brevis 1 2.8%
L. reuteri 2 5.6%
L. animalis 1 2.8%
No identificados 4 11.1%
Total 13 23 100%
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3.8.2. Resistencia a pH acido y sales biliares.

Los resultados de resistencia a pH acido y sales biliares

realizados con las cepas de la primera fase del muestreo se

presentan en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Resistencia a pH acido y sales biliares.

Bacterias viables (log) por mL en las siguientes

condiciones?®

, Medio Medio
Solucion Medio
Cepa , con con
Solucion salina sin
L o sales sales
salina acidificada sales
biliares biliares
(pH 2)° | biliares®

(0.05%)¢ | (0.5%)°
Al 8.00 <2.00 ¢ >8.00 <2.00 <2.00
A2 6.81 6.70 7.92 7.54 3.00
A4 5.90 <2.00 >8.00 7.30 7.39
B1l >8.00 <2.00 >8.00 >8.00 >8.00
B2 7.56 2.58 4.82 5.59 2.34
B3 7.79 2.28 >8.00 >8.00 <2.00
C1 6.58 <2.00 >8.00 >8.00 >8.00
Cc2 6.23 <2.00 7.68 7.61 <2.00
C6 >8.00 2.89 >8.00 6.70 >8.00
D1 >8.00 2.49 >8.00 >8.00 >8.00
D3 6.45 5.90 >8.00 >8.00 <2.00
D5 6.46 <2.00 >8.00 >8.00 >8.00
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D6 7.36 <2.00 >8.00 >8.00 >8.00
ALH1 6.25 2.11 6.95 7.00 6.68
ALH2 | >8.00 4.46 >8.00 6.84 <2.00
ALH3 7.34 <2.00 >8.00 2.28 2.28
ALH4 7.18 6.38 >8.00 >8.00 <2.00
Xa 6.90 <2.00 7.36 7.48 7.28
C12 5.38 5.49 6.45 6.08 <2.00
H22 6.25 3.49 7.38 7.46 3.08
112 6.38 <2.00 7.46 7.40 7.45
131 6.34 4.50 >8.00 >8.00 7.49

Se parte de indéculos iniciales de aproximadamente 102
bacterias viables por mL

Viabilidad medida después de 30 minutos de incubacion
Viabilidad tras incubacién de placas durante 24 horas

Limite de deteccidn de recuentos

De las 21 cepas estudiadas, 8 cepas (38.1%) mostraron una
reduccién igual o mayor a dos unidades logaritmicas tras la
incubacidn a pH acido y otras 9 (42.8%) no crecieron en
absoluto. Las cepas A2, D3, ALH4 y C12 no fueron afectadas
de forma apreciable por el pH acido (variaciones inferiores a
dos unidades logaritmicas respecto del indculo inicial).

Solo una (A2) de las 21 cepas fue incapaz de crecer en
presencia de 0.05% de sales biliares. La cepa ALH3 mostro
una gran sensibilidad a las sales biliares puesto que su
crecimiento fue minimo. Las restantes (incluyendo las cepas

A2, D3, ALH4 y C12) mostraron un crecimiento satisfactorio
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en estas condiciones. Solo 14 cepas crecieron en presencia de

0.5% de sales biliares.

Las cepas A2, D3, ALH4 y C12, mencionadas anteriormente,
fueron las Unicas que mostraron simultdneamente
crecimiento tanto a pH acido como en presencia de 0.05% de
sales biliares. La identificacion de estas cepas se muestra en
la Tabla 3.4. Solamente las cepas A2 y D3, que fueron
identificadas con alta fiabilidad, se eligieron para el ensayo de

adherencia a células.

Tabla 3.4. Identificacion fenotipica de las cepas que

mostraron resistencia a pH acido y a 0.05 de sales biliares.

IDENTIFICACION
CEPA , FIABILIDAD (%)
FENOTIPICA (API 50 CH)
A2 L. acidophilus 99.9
D3 L. fermentum 99.9
ALH4 No identificado
C12 L. acidophilus 90.5

En una segunda serie de ensayos se utilizé el procedimiento
de cultivo en pocillos y lectura espectrofotométrica y de
viabilidad, descrito en el apartado 3.4.

En las Figuras 3.5 y Figura 3.6 se muestran las graficas de
lectura espectrofotométrica correspondientes a las cepas D3 y
A2 respectivamente, como representativas de los ensayos

realizados con el conjunto de cepas. El procedimiento se
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muestra adecuado para examinar la cinética de crecimiento
de la bacteria en las distintas condiciones experimentales
(medio de cultivo, medio a pH 2,5 y medio adicionado de
sales biliares al 0.3%). Sin embargo, es imprescindible
realizar los recuentos para tener una estimacion de la
viabilidad, puesto que las bacterias muertas si no se lisan
siguen ofreciendo turbidez. Las dos graficas revelan la
capacidad para crecer en presencia de sales biliares de ambas
cepas. La cepa D3 mantuvo su turbidez constante a pH 2.5y
los recuentos de viables confirmaron que aunque no hubo
crecimiento la viabilidad se conservd (datos no mostrados).
La cepa A2 también crecié en presencia de sales biliares y a
pH 2.5 mostré un ligero incremento de turbidez, lo que
concuerda con su excepcional resistencia en condiciones

acidas mostrada en los ensayos anteriores (Tabla 3.3).

Cepa D3
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10040 b
g -
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Figura 3.5. Lecturas espectrofotométricas de la cepa D3 en

distintas condiciones de cultivo.
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Figura 3.6. Lecturas espectrofotométricas de la cepa A2 en

distintas condiciones de cultivo.

Dado el interés de los recuentos de viabilidad en relacién de
los objetivos del presente trabajo en la Tabla 3.5 se
presentan los resultados correspondientes a 22 cepas de las
aisladas en la segunda fase de muestreo. Es de destacar el
excelente comportamiento de la cepa B16, en la que ademas
concurre el hecho favorable de haber sido identificada
mediante secuenciacion del rRNA 16S como Lactobacilus

fermentum con un altisimo porcentaje de fiabilidad.
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Tabla 3.5. Viabilidad de 23 cepas de lactobacilos aisladas en
la segunda fase de muestreo, cultivadas en distintas

condiciones.

Bacterias viables (log) por mL en las
siguientes condiciones®
Cepa MRS con 0.3%
MRS" MRS 2 pH de sales
2,5°
biliares®

B6 7,17 6,13 6,45
B7 8,88 6,71 7,37
B8 7,15 5,90 6,42
B10 7,78 5,70 7,96
B14 8,37 7,03 8,27
B15 8,11 6,42 8,31
B16 7,78 6,71 7,92
B17 7,70 6,75 7,87
B21 7,38 6,39 7,38
B22 8,39 7,36 8,37
B24 7,80 6,82 8,43
B25 7,98 6,87 8,64
B26 7,93 7,33 8,48
B29 8,25 7,22 8,22
B34 8,18 6,99 7,98
B35 8,30 6,95 8,08
B39 8,33 7,11 8,21
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B49 7,87 7,33 7,96
B52 8,14 7,61 8,29
B62 7,71 7,36 7,08
NN-1 8,01 7,20 7,61
P-681-1-2 5,31 4,60 5,48

a.

Se parte de indéculos iniciales de aproximadamente 10%

bacterias viables por mL

b Viabilidad tras incubacion durante 4h

3.8.3. Adherencia a células epiteliales

Como se ha indicado en la seccién 3.8.2, las cepas A2 y D3
fueron las seleccionadas para los ensayos de adherencia a
células Caco-2. En estos ensayos se utilizd6 como control
positivo la cepa IP383 de Y. enterocolitica, especie cuyas
cepas de origen humano poseen adhesinas bien conocidas
(Leo y Skurnik, 2011). Como control negativo se utilizé una
cepa de Bacilus subtilis que por su procedencia ambiental
carece de adhesinas. Los resultados de los ensayos realizados
por triplicado se presentan en la Figura 3.7. Como puede
observarse ambas cepas mostraron capacidad de adherencia

aunque la de la cepa D3 fue significativamente mayor.
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Figura 3.7. Capacidad de adherencia.

A continuacién, en la Figura 3.8, se muestra una imagen
caracteristica de estos ensayos concretamente realizados con

la cepa D3.
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Figura 3.8. Microfotografia (x 1000, tincion con azul de
metileno) de células Caco-2 mostrando bacterias adheridas.

Ensayo realizado con la cepa D3.

3.8.4. Inhibicion in vitro de bacterias enteropatogenas.
Para los ensayos de antibiosis se eligieron las cuatros cepas
gue mostraban buena resistencia a pH acido y sales biliares

(mostradas en la Tabla 3.4) y siete cepas que aunque

127



Seleccién de lactobacilos con potencial probidtico

perdieron 2 o mas unidades logaritmicas de viabilidad tras
incubarse a pH acido, crecieron en presencia de 0.05% de
sales biliares, con la excepcion de la cepa H22 (L. salivarius)
gue fue excluida por su extremada sensibilidad a pH acido.

Los resultados de los ensayos de inhibicion de crecimiento de
Y. enterocolitica se presentan en la Tabla 3.6. Todas ellas
mostraron mayor o menor actividad inhibidora, lo que
concuerda con el hecho de que en el medio MRS, que tiene un
alto contenido en dextrosa (20g/L), los lactobacilos producen
gran cantidad de acido que es capaz de inhibir el crecimiento
de bacterias enteropatdégenas y que enmascara la posible
antibiosis debida a otros factores como produccidn de
bacteriocinas o antibidticos. Una discusion extensa de estos
resultados se presenta en la publicacion original requerida

para la presentaciéon de la tesis (Bujalance et al., 2014).
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Tabla 3.6. Inhibicion del crecimiento de Y. enterocolitica por

cepas de lactobacilos.

CEPA HALO DE INHIBICION (mm)
A2 30
A4 50
B2 18
D3 54
B3 51
C6 59
D1 60

ALH1 64

ALH2 42

ALH4 38

C12 30

Posteriormente, se amplié el estudio de antibiosis incluyendo
nuevas bacterias de prueba para la cepa D3, seleccionada en
base a su Optimo comportamiento en todas las pruebas
realizadas, y para la cepa B16, procedente de la segunda fase
del muestreo, la cual mostrdé buena resistencia a pH acido y
sales biliares y un buen comportamiento en cuanto a facilidad

de cultivo y robustez tecnoldgica, aspectos estos que
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consideramos de especial interés para su futura utilidad
industrial. Los resultados de antibiosis se presentan en la
Tabla 3.7.

De nuevo las dos cepas mostraron actividad inhibidora
atribuible a la produccidn de acidos en Agar MRS. Es
interesante sefialar que en este ensayo la actividad inhibidora
de la cepa D3 fue notablemente superior a la de B16, aunque
dado que el indculo central de la bacteria inhibidora no esta
estandarizado, este método no permite hacer comparaciones

cuantitativas plenamente significativas.

Tabla 3.7. Antibiosis de las cepas D3 y B16 frente a diversos

enteropatégenos.
CEPA BACTERIA DE PRUEBA | HALO DE INHIBICIO (mm)
Y. enterocolitica 54
S. enterica 30
D3
L. monocytogenes 65
S. aureus 55
Y. enterocolitica 21
S. enterica 15
B16
L. monocytogenes 13
S. aureus 14
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3. SELECTION OF LACTOBACILLUS STRAINS WITH
PROBIOTIC POTENTIAL.

3.1. Selection Criteria.

Criteria for the selection of potentially probiotic lactobacilli
strains were established in accordance to two conditions:
first, the isolation of bacteria with a phenotype compatible
with the genus Lactobacillus; second, the selection of those
strains that might be considered as potentially probiotic

among the isolated strains.

In order to meet the first condition, the isolation was carried
out in culture MRS Agar medium. This was originally designed
by De Man, Rogosa and Sharpe as a selective medium for
lactobacilli, since it contains all the required nutrients
(peptone, meat and vyeast extracts, and a dextrose
concentration higher than in other common culture media),
whereas other components (sorbitan monooleate, acetate,
manganese and magnesium), in addition to promoting the
growth of some Lactobacillus species, inhibit the growth of
other microorganisms. This inhibition is also enhanced by
ammonium citrate and the slightly acidic pH (De Man et al.,
1960; Zimbro et al., 2009). However, the selectivity of MRS
Agar is moderate as it allows for the growth of other
members of the order Lactobacillales, such as Weissella,

Leuconostoc, Lactococcus, or even yeasts. For this reason,
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only colonies formed by nonsporulating Gram-positive,
catalase-negative bacilli were chosen in the first sampling
(Moncla y Hillier, 2003). Most of these strains were
provisionally identified at the species level in accordance to

their biochemical profiles.

Regarding the second condition, the usual requirements for
the screening of potentially probiotic bacteria were
considered. Given that after the ingestion, probiotic
microorganisms must remain viable in the intestine, it is
necessary that they are resistant to gastric pH and the

detergent action of bile salts (Dunne et al., 2001).

It has also been proposed that probiotic bacteria should be
able to adhere to intestinal cells in order to produce a
beneficial effect on the host. This is a controversial issue,
since there is evidence that in vitro adherence does not
guarantee colonization ability: some adhesion/receptor pairs
have been shown to confer colonization capacity, while others
have not, as reported in studies with E. coli (Adlerberth et al.,
2000).

With regard to lactobacilli, Reuter (2001) affirms that species
other than Lactobacillus gasseri and Lactobacillus reuteri are
just transient in the human intestinal ecosystem. Likewise, it
is not clear if autochthonous bacteria of gut microbiota need
to adhere to the mucosa (Walker y Buckley, 2006),

furthermore, it is open to a question whether colonization by
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probiotic bacteria is necessary to produce beneficial effects on
the host’s health.

Current evidence suggests that most of the probiotic bacteria
are not capable of durably colonizing the intestine; for that
reason, in order for them to produce their beneficial effects
on the host’s health, they must be ingested regularly in a
proper amount for some time (Kligler y Cohrssen, 2008).
However, adherence to intestinal mucosa cells might
constitute a mechanism of exclusion of pathogenic
microorganisms, by the competition for receptors or by the
formation of a biological barrier that prevents pathogens from
colonizing (Collado et al., 2010). Therefore, when establishing
the selection criteria in the present work, in vitro adherence
capacity was included among them. Finally, standard
batteries of tests used in the screening of probiotic bacteria
usually include in vitro antibiosis tests (Dunne et al., 2001;
Fernandez et al., 2003; Timmerman et al., 2007). This is also
a questionable requirement, given that the capacity of a
probiotic strain to inhibit the in vitro growth of a pathogenic
agent does not seem to correlate significantly with the ability
of the probiotic strain to increase the resistance to the
infection by the same agent in in vivo experimental models
(Bujalance et al., 2014). Nevertheless, it was included among

the selection criteria in the present work.

Therefore, the study was planned starting from a screening
based on isolation on MRS Agar, selection of nonsporulated
Gram-positive, catalase-negative bacilli; then, they

underwent a selection process comprising the following in
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vitro assays: resistance to acidic pH, resistance to bile salts,
adherence to intestinal mucosa cells and antibiosis against

enteropathogenic bacteria.

3.2. Samples.

In the first stage of the work, 380 samples of goat milk,
udder and colostrum, and intestine and rumen from nursing

goats, were used for performing isolations.

The second phase consisted in performing isolations from
heterogeneous samples: human saliva, feces from a variety
of mammals (human, goat, pig, sheep and horse) and milk
(human, goat, sow, ewe and mare). Ninety-six samples were

analyzed in this step.

3.3. Lactobacillii isolation.

Isolation was carried out in REMEL MRS Agar (Lenexa, USA)
using the streak inoculation technique and then incubating
the plates at 37 °C for 48 h. After colonies had grown, Gram
stain was used to pick nonsporulated Gram-positive bacilli
colonies that were subsequently submitted to the catalase

test.
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3.4. Phenotypic identification.

Lactobacillii identification was carried out through the
Biomérieux API 50 CH system (Marcy-L'Etoile). This system
consists of 50 well (five rows, 10 wells each) disposed on a
plastic film. Each of these wells contains a different
dehydrated sugar at the bottom of the well to serve as a
substrate. The manufacturer also provides vials containing a
proper liquid medium for studying the fermentation of
different substrates. Among others, this medium includes
bromocresol purple, that turns yellow at acidic pH as a
consequence of the fermentation of sugar contained in the
wells.

To determine the biochemical profile of the strains, inocula
were made using the medium supplied by the manufacturer
and they were adjusted to 10® viable bacteria per milliliter
through turbidity. This suspension was inoculated into the API
strip wells using a Pasteur pipette taking care to avoid
bubbles. Then, the cupules of the wells were overlaid with
sterile liquid paraffin and incubated at 37°C for 48h. As a
consequence of fermentation, acids that are produced make
the indicator turn. This change in color showed the sugar
fermentation pattern of each bacterium. This process is
shown as a diagram in Figure 3.1. The results interpretation
was performed using the APILAB-PLUS software, provided by
the manufacturer, which allows for the identification of

bacteria based on the carbohydrates they can ferment.
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Figure 3.1. Phenotypic identification of lactobacillii.

3.5. Resistance to acid pH and bile salts .

For the determination of the ability of the probiotic strains to

resist low pH similar to that in the stomach, 24h-old MRS

agar cultures were used. Suspensions were prepared diluting

them in sterile PBS to an approximate concentration of 10®
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viable bacteria per mL. One hundred microliter aliquots from
each suspension were added to sterile eppendorf tubes
containing 400 pL saline solution, that was acidified by adding
75 pL hydrochloric acid 0.15 N, resulting the approximate pH
value in 2.0. The content was homogenized by agitation and
the eppendorf tubes were incubated at 37°C for 30 min.
Then, 10 pL of each tube were used to make decimal dilutions
in PBS. Ten microliters of each dilution, including the original
one, were spread over MRS agar in order to assess the

survival of the probiotic strain in different substrates.

To assess the growth ability of the potentially probiotic strains
in the presence of bile salts, culture plates were made of MRS
agar supplemented with bovine or porcine bile (both
purchased from Sigma) at different concentrations, as shown
in Figure 3.2. Thus, 0.5 or 0.05 g porcine bile were added to
100 mL of MRS agar that was kept supercooled in conical
flasks. This medium was distributed in properly identified
sterile Petri dishes. Inocula from 24h-old cultures were
prepared and adjusted to 10% bacteria per mL and then
decimally diluted with PBS. Ten microliters of each dilution
were spread in MRS agar plates supplemented with bile or in
MRS agar control plates without bile. The plates were
incubated at 37°C for 24h and then the survival of lactobacilli
in different media was evaluated by comparative counting of

colonies.
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Figure 3.2. Growth assay of in the presence of bile salts.
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Figure 3.2. Continuation.

Alternatively, resistance to gastric juice and bile analyses

were carried out by using the Jacobsen method. This

methodology allows for the simultaneous assessment of

resistance to gastric juice, bile salts as well as survival and

growth in different conditions by using an ELISA microplate

139



Selection of lactobacillus strains with probiotic potential

reader (Thermo Fisher Scientific, Spain) (Jacobsen et al.,
1999).

The methodology for this assay is described as follows:

First, a bacterial suspension of a precisely known
concentration (10’ UFC/mL) was prepared from a pure 24h-
old MRS broth culture that the bacteria had reached the
stationary phase of growth. The culture was washed and the
bacterial biomass was resuspended in sterile saline solution.
In parallel, necessary culture media mimicking the different
conditions that a microorganism will encounter in the

gastrointestinal tract were made, namely:

-MRS broth; used as a growth positive control.

-MRS broth, pH 2.5; acidified with hydrochloric acid to
simulate gastric juice and assess their resistance.

-MRS broth, supplemented with 0.3% bovine bile; to assess

bacteria growth in the presence of bile salts.

Then, each medium was distributed in microtiter plates,
inoculating the bacterial suspension into each well. Plates
were incubated at 37°C for 24h. Absorbance measurements
at a wavelength of 620 nm were made hourly using the ELISA
microplate reader (Thermo Fisher Scientific, Spain) for each
of the conditions described above. Data obtained for every
measurement were submitted to simple mathematical and
statistical data processing: conversion to CFU/mL, mean and
standard deviation calculation, in order to assess microbial

growth and the growth type in every studied condition.
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Survival ability of every strain in the presence of gastric juice
and bile salts was assessed by colony counting in MRS agar
culture: after incubation for 4h, 100 pL of each well of the
survival assay were taken and decimally diluted. These
dilutions were spread in MRS agar plates using a glass spatula
(Drigalski spatula) and incubated at 37°C. Measurements
were made at two incubation times: after 24 and 48h. Data
from both measurements were collected and processed for
the calculation of means, standard deviations and
percentages, and these statistical data were used for the
estimation of the survival index.

The survival and growth assays were performed in triplicate

in order to obtain significant results.

3.6. Adherence to intestinal mucosa cells.

For the in vitro adherence assay, Caco-2 cells were used: this
is a continuous cell line from a human colon adenocarcinoma,
this cell line was kindly donated by Dr. J. M. Navarro (Servicio
de Microbiologia, Hospital Virgen de las Nieves, Granada).
The cells were thawed in waterbath at 37°C, they were
washed thrice by centrifugation at 1000 r.p.m. with RPMI-
1640 medium (Sigma), supplemented with 10% FCS; these
washings were made to remove the cryopreserving agent
(dimethylsulfoxide), which is toxic to cells. This cell
suspension was cultured in Falcon flasks (Costar) at 37°C 5%
CO,. These cultures were checked daily and the medium was

renewed when it turned yellow due to its acidification. Once a
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continuous monolayer was obtained, cells were detached by
using a Trypsin-EDTA solution (750 mg/L trypsin and 200 mg
EDTA/L in PBS, both purchased from Sigma) that had been
sterile-filtered using a 0.22 uym pore size filter and warmed in
waterbath at 37°C. Detached cells were resuspended in fresh
medium and a small aliquot was used to make subcultures or
to perform the assay. A laminar flow cabinet was used to
preserve sterile conditions during the work with this cell
culture.

The adherence assay was carried out using the Shell Vial
Technique, previously described for the culture and
identification of viruses, and adjusted for our purpose, as
shown in Figure 3.3. A shell vial is a sterile polystyrene vial
with a pressure cap and a sterile microscope slide that covers
the bottom of the vial. One milliliter of Caco-2 cell suspension
in supplemented RPMI-1640 was put into each vial and they
were incubated at 37°C 5% CO, for 24h in order to obtain a
continuous cell monolayer on the slide at the bottom of the
shell vial. The monolayers were washed thrice with
supplemented RPMI 1640 medium without
antibiotic/antimycotic (to prevent interference with added
bacteria) and 1 mL of this medium was added to each shell

vial.

Cultures of the test bacteria were prepared. Then, bacterial
suspensions were obtained in RPMI-1640 medium without
antibiotic standardized at 10® viable bacteria per mL. One
milliliter of each suspension was inoculated into the

corresponding vial and then they were incubated again at
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37°C for 3h. Following incubation, the unattached bacteria
were removed by washing the monolayers with PBS. After the
washings, samples were fixed with methanol and stained with
methylene blue. The slide was extracted from the vial in order

to observe it through optical microscopy.
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Figure 3.3. Continued on next page.
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Figure 3.3. Continued on next page.
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Figure 3.3. Adherence of lactobacilli to Caco-2 cells assay.
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3.7. In vitro growth inhibition of enteropathogenic

bacteria.

Antibiosis is a biological interaction between two or more
organisms in which, at least one of them is inflicted harm, or
an antagonistic association between an organism and the
metabolic products of the other one.

A number of methods for the investigation of these biological
activities have been described. In this case, an in vitro
method has been used (Jacobsen, 1999), that is widely used
for the evaluation of the production capacity of substances

that inhibit the growth of a microorganism over another.

The technique is based on the diffusion of an inhibitory
element in the culture medium from the center of the culture.
This methodology (namely, Double-layer agar) is summarized

as follows:

Petri dishes were prepared with MRS agar medium and then
spread with a known volume (10 pL) of high density inocula
of test lactobacilli on the center of the plate. Then, the plates
were incubated at 37°C for 24h in order to obtain a localized
bacterial growth mass.

After 24h, suspensions of a known concentration (10® CFU/

mL) of test enteropathogens are made.

The following microorganisms were assayed in our study:
- Yersinia enterocolitica serotype O9 strain IP383

- Listeria monocytogenes ATCC 13932.
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- Salmonella enteritidis enteric subspecies Serotype London
(donated by Servicio de Microbiologia del Hospital
Universitario Virgen de la Nieves, Granada)

- Staphylococcus aureus CECT 976 (producer of enterotoxin

type A).

Afterwards, tubes containing supercooled TSA agar were
inoculated with each of the suspensions. Following the
inoculation, inoculated tubes were poured on plates with
buffered MRS agar plates previously inoculated with a test
lactobacillus. Therefore, a double layer was made on the
plate: a lower layer, made of MRS agar that has the potential
antibiosis-producer bacteria culture on its surface, and an
upper layer made of TSA agar containing the indicator or test
enteropathogenic bacteria inoculum, as shown in Figure 3.4.
After the gelation of the upper layer, plates are incubated at
370°C for 24h. Following the 24h incubation of the double-
layer media, the presence of inhibition zones was assessed
and their diameter measured. Data obtained were submitted

to simple mathematical and statistical processing.
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Figure 3.4. Antibiosis assay.

3.8. Results and discussion.

3.8.1. Isolation and phenotypic identification.

In the first phase, corresponding to the assays on 380
samples of goat origin, 21 nonsporulated Gram-positive,
catalase-negative bacillus strains were isolated and identified
at the species level through biochemical profiles obtained
using the API 50 CH system. Species identified are shown in
table 3.1.
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Table 3.1. Species identified in samples of goat origin

SPECIES NO- OF %
STRAINS

L. plantarum 8 38.1%
L. acidophilus 3 14.3%
L. lactis 3 14.3%
L. brevis 2 9.5%
L. paracasei 1 4.8%
L. salivarius 1 4.8%
L. fermentum 1 4.8%
Not identified 2 9.5%

Total 21 100%

In the second phase assays (96 samples of diverse origin), 36
nonsporulated Gram-positive, catalase-negative bacillus
strains were isolated, 13 of them were identified at the
species level through biochemical profiles obtained using the
API 50 CH system and the remaining 23 strains were
identified through 16S rRNA sequencing (this procedure is
described in chapter 4). Species identified are shown in table
3.2.
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Tabla 3.2. Identification of species isolated in diverseorigin

samples.

SPECIES NO. OF STRAINS %
API 50 CH 16S rRNA

L. plantarum 1 2 8.3%
L. acidophilus 1 2.8%
L. fermentum 4 15 52.8%
L. salivarius 2 3 13.9%
L. brevis 1 2.8%
L. reuteri 2 5.6%
L. animalis 1 2.8%
Not identified 4 11.1%

Total 13 23 100%

3.8.2. Resistance to acidic pH and bile salts.
Results of the acidic pH and bile salts resistance assays that

were performed on the strains from the first screening phase

are shown in Table 3.3.
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Table 3.3. Resistance to acidic pH and bile salts.

Viable bacteria (log) per mL in the following

conditions®

Strain Acidified | Medium | Medium | Medium

Saline saline without | with bile | with bile
solution® | solution bile salts salts

(pH 2)° | salts® | (0.05%)° | (0.5%)°
Al 8.00 <2.00¢ | >8.00 <2.00 <2.00
A2 6.81 6.70 7.92 7.54 3.00
A4 5.90 <2.00 >8.00 7.30 7.39
B1 >8.00 <2.00 >8.00 >8.00 >8.00
B2 7.56 2.58 4.82 5.59 2.34
B3 7.79 2.28 >8.00 >8.00 <2.00
C1 6.58 <2.00 >8.00 >8.00 >8.00
c2 6.23 <2.00 7.68 7.61 <2.00
C6 >8.00 2.89 >8.00 6.70 >8.00
D1 >8.00 2.49 >8.00 >8.00 >8.00
D3 6.45 5.90 >8.00 >8.00 <2.00
D5 6.46 <2.00 >8.00 >8.00 >8.00
D6 7.36 <2.00 >8.00 >8.00 >8.00
ALH1 6.25 2.11 6.95 7.00 6.68
ALH2 >8.00 4.46 >8.00 6.84 <2.00
ALH3 7.34 <2.00 >8.00 2.28 2.28
ALH4 7.18 6.38 >8.00 >8.00 <2.00
Xa 6.90 <2.00 7.36 7.48 7.28
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C12 5.38 5.49 6.45 6.08 <2.00
H22 6.25 3.49 7.38 7.46 3.08
112 6.38 <2.00 7.46 7.40 7.45
131 6.34 4.50 >8.00 >8.00 7.49

Initial inocula were approximately 108 viable bacteria per mL
Mean viability after 30 min incubation
Viability after 24h plate incubation

Detection limit of counting

Eight out of the 21 studied strains (38.1%) showed a
reduction equal or greater than two logarithmic units after
incubation in acidic pH and 9 strains (42.8%) did not grow
whatsoever. Strains A2, D3, ALH4 and C12 were not
noticeably affected by acidic pH (variations lower than two
logarithmic units in comparison to the initial inoculum). Only
one (A2) out of the 21 strains was unable to grow in the
presence of 0.05% bile salts. Strain ALH3 showed a high
sensitivity to bile salts, as its growth was minimal. The
remaining strains (including strains A2, D3, ALH4 y C12)
showed satisfactory growth under these conditions. Only 14

strains were able to grow in the presence of 0.5% bile salts.

Strains A2, D3, ALH4 and C12, mentioned above, were the
only strains that showed growth both in acidic pH and in the
presence of 0.05% bile salts. The identification of these

strains is shown in Table 3.4. Only strains A2 and D3, that

153




Selection of lactobacillus strains with probiotic potential

were identified in a highly reliable way, were chosen for the

cell adherence assay.

Table 3.4. Phenotypic identification of the strains that

showed resistance to acidic pH and 0.05% bile salts.

PHENOTYPIC
STRAIN IDENTIFICATION RELIABILITY (%)
(API 50 CH)
A2 L. acidophilus 99.9
D3 L. fermentum 99.9
ALH4 Not identified
C12 L. acidophilus 90.5

Fort the second series of assays, microwell growth procedure
and spectrophotometric and viability measurements were
used, as described in section 3.4.

Figure 3.5 and Figure 3.6 show the spectrophotometric
measurements of strains D3 and A2, respectively, and they
are representative of the assays performed on the rest of the
strains. This procedure proved adequate to examinate
bacteria growth kinetics under different experimental
conditions (culture medium, medium at pH 2.5, and medium
supplemented with 0.3% bile salts). However, it is crucial to
carry out countings to get an estimation of the viability, given
that non-lysed dead bacteria contribute to the turbidity. The
graphics show the ability to grow in the presence of bile salts

of both strains. The turbidity of strain D3 remained constant
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at pH 2.5 and viable cell counting revealed that the viability
was preserved even though there was no growth (data not
shown). Strain A2 was able to grow in the presence of bile
salts as well and it showed a slight increase in turbidity at pH
2.5, this fact is in agreement with its outstanding resistance

to acidic conditions showed in previous assays (Table 3.3).
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Figure 3.5. Spectrophotometric measurements of strain D3

at different culture conditions.
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Figure 3.6. Spectrophotometric measurements of strain A2 at

different culture conditions.

Given the interest of viability countings regarding the
objectives of the present work, Table 3.5 shows the results
corresponding to the 22 strains isolated in the second
screening phase. The excellent behavior of strain B16 is a
remarkable fact, which is stressed by its identification through
16S rRNA sequencing as Lactobacilus fermentum with very

high reliability.
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Table 3.5. Viability of 23 lactobacillus strains isolated in the

second screening phase, cultured in different conditions.

Viable bacteria (log) per mL in the following
conditions®
Strain MRS with
MRS MRS at pH 0.3% bile
2,5°

salts®
B6 7,17 6,13 6,45
B7 8,88 6,71 7,37
B8 7,15 5,90 6,42
B10 7,78 5,70 7,96
B14 8,37 7,03 8,27
B15 8,11 6,42 8,31
B16 7,78 6,71 7,92
B17 7,70 6,75 7,87
B21 7,38 6,39 7,38
B22 8,39 7,36 8,37
B24 7,80 6,82 8,43
B25 7,98 6,87 8,64
B26 7,93 7,33 8,48
B29 8,25 7,22 8,22
B34 8,18 6,99 7,98
B35 8,30 6,95 8,08
B39 8,33 7,11 8,21
B49 7,87 7,33 7,96
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B52 8,14 7,61 8,29
B62 7,71 7,36 7,08
NN-1 8,01 7,20 7,61
P-681-1-2 5,31 4,60 5,48

& Initial inocula were approximately 108 viable bacteria per mL

b Viability after 4h incubation

3.8.3. Adherence to epithelial cells

As mentioned in section 3.8.2, strains A2 and D3 were chosen
for their adherence to Caco-2 cells assays. As a positive
control, Y. enterocolitica strain IP383 was used, given that
human origin strains have well-known adhesins (Leo and
Skurnik, 2011). A Bacillus subtilis strain that lacks adhesins
due to its environmental origin was used as a negative
control. The assays were performed in triplicate and the
results are shown in Figure 3.7. As depicted, both strains
displayed adherence ability, being the adherence of strain D3

greater.
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Figure 3.7. Adherence capacity

The next figure shows an image of the assay performed with

strain D3, which is characteristic of these assays.
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Figure 3.8. Microphotograph (x 1000, blue methylene stain)
of Caco-2 cells showing attached bacteria. The assay was

performed with strain D3.

3.8.4. In vitro inhibition of enteropathogenic bacteria.

For in vitro antibiosis assays, the strains that showed high
resistance to acidic pH and to bile salts were chosen (Table
3.4). Seven strains that were able to grow in the presence of
0.05% bile salts were chosen as well, in spite of the fact that
their viability decreased at least 2 logarithmic units in acidic
pH, except for strain H22 (L. salivarius) which was excluded

from the assay due to its high sensitivity to acidic pH.
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Results of the Y. enterocolitica growth inhibition assay are
shown in Table 3.6. All of them showed inhibitory activity to
some extent, what is in accordance with the fact that, due to
the high content of dextrose contained in MRS medium (20
g/L), lactobacilli are able to synthetize a large amount of acid
that inhibits enteropathogenic bacteria growth, masking
antibiosis due to other factors, such as the production of
bacteriocins or antibiotics. An extensive discussion of these
results is presented in the original publication required for the

submission of the doctoral thesis (Bujalance et al., 2014).

Table 3.6. Y. enterocolitica growth inhibition by lactobacilli

strains
STRAIN INHIBITION HALO (mm)
A2 30
A4 50
B2 18
D3 54
B3 51
Cé 59
D1 60
ALH1 64
ALH2 42
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ALH4 38

C12 30

Later, the antibiosis study was extended including new test
bacteria for strain D3, selected upon its optimal behavior in
every assay performed, and for strain B16, obtained in the
second screening phase. The latter showed a high resistance
to acidic pH and bile salts and turned out to be easily cultured
and to have technological robustness, features of particular
interest for its future industrial application. Results of

antibiosis assays are shown in Table 3.7.

Again, both strains showed inhibitory activity attributable to
the production of acids in MRS agar. It is interesting to point
out that in this assay, the inhibitory activity of strain D3 was
remarkably higher than that of strain B16. However, given
that the central inoculum of the inhibitory bacterium lacks
standardization, this method does not allow for quantitative

comparisons.
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Table 3.7. Antibiosis of strains D3 and B16 against some

enteropathogens.
STRAIN TEST BACTERIUM INHIBITION HALO (mm)
Y. enterocolitica 54
S. enterica 30
D3
L. monocytogenes 65
S. aureus 55
Y. enterocolitica 21
S. enterica 15
B16
L. monocytogenes 13
S. aureus 14
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4. IDENTIFICACION MOLECULAR DE LAS CEPAS
SELECCIONADAS.

4.1. Criterios de identificacion molecular.

Una de la aproximaciones mas extendidas para estudiar las
relaciones filogenéticas entre bacterias se basa en la
secuenciacion del DNA que codifica la molécula de RNA
ribosomial (rRNA) 16S que forma parte de la subunidad
menor (30S) del ribosoma de los procariotas. En los afios 80,
los rRNAs mostraron ser los “crondmetros moleculares” mas
utiles, capaces de medir las tasas de cambio en los linajes
evolutivos, y en concreto las secuencias del rRNA 16S se
tomaron como referencia para asentar la taxonomia de los
microorganismos procariotas sobre bases moleculares
(Woese, 1987). Pocos genes presentan un grado tan alto de
conservacion global de secuencias como el rRNA 16S, lo que
le hace adecuado para diferenciar grandes taxones; pero en
su secuencia, de alrededor de 1.550 bp, existen zonas
“calientes” con un alto grado de polimorfismo, que permiten
la diferenciacion a nivel de especies e incluso de taxones

intraespecificos (Clarridge, 2004).

En el presente trabajo se planted la conveniencia de
confirmar, mediante andlisis de secuencias del DNA que

codifica el rRNA 16S, los resultados de la identificacidon
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fenotipica de las cepas aisladas de mayor interés como

posibles candidatos a probidticos.

4.2. Secuenciacion del DNA que codifica para rRNA 16S.

La identificacion a nivel de especie se realizd mediante
técnicas moleculares, concretamente a través de la
secuenciacion del gen que codifica el RNAr 16S, utilizdndose
los primers universales fD1 y rD1 (Weisburg et al., 1991) los

cuales fueron sintetizados por Sigma Genosis (UK).

Esta técnica se compone de cuatro fases fundamentales que

se comentan mas detalladamente a continuacion:

I. Extracciéon de DNA de cultivos
II. Amplificacién especifica del fragmento del gen
codificante del rRNA 16S
III. Secuenciacion del gen codificante del RNA 16S
(regiones hipervariables)
IV. Anélisis de la secuencia de DNA y establecimiento de

similitudes.

4.2.1. Extraccion del DNA.

Para la extraccion del DNA se parte de colonias bacterianas
cultivadas durante 24 h en Agar MRS (Oxoid, U.K), que

fueron lisadas mediante la adiciéon de 20 pl de una mezcla de
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NaOH (0,05 M)-SDS (0,25%, p/v) y tratamiento térmico a
100°C durante 15 min.

Una vez obtenidos los lisados, se ajustaron a un volumen de
200 pl con agua bidestilada estéril y posteriormente se
centrifugaron a 2500g durante 5 min en una centrifuga de

sobremesa.

La confirmacién de la correcta extraccion de DNA se llevé a
cabo mediante una electroforesis en gel de agarosa,
posterior tincidn con bromuro de etidio y observacién con luz
UV. Se utilizaron marcadores al objeto de garantizar la

calidad de la metodologia de extraccion de DNA.

4.2.2. Amplificacion especifica del fragmento del gen
codificante del RNAr 16S.

La amplificacién del fragmento del gen codificante del rRNA
16S se realizé6 mediante PCR. Para lo cual se adicion6 a 4 pl
de los lisados 1x PCR tampdén Gold (Applied-Biosystems,
Alemania), 1,5 mMMgCl (Applied-Biosystems, Alemania), 200
MM dNTPs (Roche Molecular Biochemicals, Alemania), 20 pmol
de cada primer, y 1U de Taq Polimerasa (Applied-
Biosystems, Alemania). El volumen final en los tubos de
reaccion se ajusté a 50 ul. La reaccién se realiz6 en un
sistema de PCR Eppendorf Mastercycler (Eppendorf,
Alemania). Los rangos de temperatura utilizados fueron los

propuestos por Vinuesa et al. (1998), excepto el primer paso
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de desnaturalizacion que fue de 7 minutos, tal y como

requiere la polimerasa Ampli-Taq Gold.

Los productos de amplificacion se sometieron a una
electroforesis en geles de agarosa al 1% vy las bandas
obtenidas se purificaron usando un kit Quiaex II (Quiagen,

Alemania).

4.2.3. Secuenciacion del gen codificante del RNA 16S.

El proceso de secuenciacion de las bandas ya purificadas
pertenecientes al del gen codificante de RNAr 16S, se realizd
en el Instituto de Parasitologia y Biomedicina “Lépez-Neyra”
(IPBLN) perteneciente al Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC) de Granada, dedicado a la investigacién
biomédica, la de las cepas D3 y B16. La secuenciacion de las

cepas restantes (21) se realizé en el Instituto CRB de Paris.

4.2.4. Anadlisis de la secuencia de DNA vy

establecimiento de similitudes.

Una vez obtenidas las secuencias, se compararon y buscaron
similitudes en las bases de datos utilizando software BLAST,
en el cual se realizd el alineamiento de la secuencia de la
cepa a estudiar con otras depositadas y validadas

anteriormente.
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4.3. Resultados y discusion

Se ha realizado la identificacion molecular de un total de 24
cepas de todas las aisladas en cada una de las fases de

muestreo.

Para dicha identificacién se han seguido cada uno de los
cuatro pasos explicados anteriormente. En la Figura 4.1, se
muestra una fotografia de uno de los geles de agarosa
correspondientes a la extraccion de DNA de varias cepas,

entre ellas la cepa D3.

Figura 4.1. Fotografia de gel de agarosa tras electroforesis

con fragmentos de DNA extraido.
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Tras la amplificacion por PCR de los fragmentos de DNA, los
productos se sometieron a una electroforesis. En la Figura
4.2, se pueden observar las bandas obtenidas en dicha
electroforesis y que posteriormente se purificaron mediante

un kit comercial.

Figura 4.2. Fotografia de gel de agarosa con productos de

PCR de distintas cepas
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Los resultados de secuenciacion obtenidos para las cepas D3

y B16 se muestran en las Tablas 4.1 y 4.2 respectivamente.

Tabla 4.1. Secuencia de DNA obtenida de la cepa D3

TACATGCAAGTCGAACGCGTTGGCCCAATTGATTGATGGTGCTTGCACCTGA
TTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACC
TGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACA
ACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTCTG
GATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCG
ATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACAC
GGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCA
AGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGC
TCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGT
ATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
AGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTT
TTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAA
CTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGG
AATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGTCTG
CAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCT
TCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAA
GGTTGAACTCAAAGGAATGACGGGGCCGCACAGCGTGAGCATGTGATTAATC
GAGCTACGCGAGACTTACAGTCTGACATCCTGCGCACCTAGAGATAGGGCGT
TCTTCGACGCATGACGTGGTGCATGTCGTCGTCAGCTCTGTCCTGGAAGTTG
TTAATTCCCCACGAGCTACCTGTTCTAGTGCCGCTTACTTGGACCTATGGAC
TGCCGGTCAACGGAATGAAAGTCAATACAG
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Tabla 4.2. Secuencia de DNA obtenida de la cepa B16

CTAATACATGCAAGTCGAACGCGTTGGCCCGATTGATTGATGGTGCTTGCAC
CTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGT
AACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCAT
AACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACT
TCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAA
GGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAG
ACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGG
CGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTA
AAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGATTAACTGTTCATACGTTGA
CGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGC
GGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCG
GAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCG
GTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGG
TCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCG
CCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACC
GCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA
TGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTG
CGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGAACGCAATGACAGGTGGTG
CATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGAC
TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCC
TTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAA
CTCGCGAGGGCAAGCAAATCTCTTAAAACCGTTCTCAGTTCGGACTGCAGGC
TGCAACTCGCCTGCACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGC
CGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGA
GTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAGCC
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Una vez analizadas y comparadas las secuencias con las
bases de datos se puede afirmar que ambas cepas presentan
un alto indice de identidad, la cepa D3 99% vy la cepa B16

100%, con Lactobacillus fermentum.

Estos resultados genéticos confirman por demas los estudios
taxonomicos preliminares realizados mediante pruebas
bioquimicas realizadas a las cepas D3 y B16 durante el

desarrollo de la primera fase de estudio.

Considerando la importancia de la cepa D3 con vistas a su
posterior explotacion industrial y proteccién, mediante la
realizacién de una patente, se procedié a su depdsito con
fines de patente en la Coleccidon Espafiola de Cultivos Tipo
(CECT), como CECT 7472 donde se realiz6 una reclasificaciéon
taxondmica de la cepa como analisis de contraste de los

resultados obtenidos.

Los resultados obtenidos en la CECT confirman la clasificacion
de la cepa en cuestidon como Lactobacillus fermentum. En la
Tabla 4.3, se muestra el alineamiento de secuencias
obtenidas por nosotros y por la CECT realizado mediante el
software CLUSTAL 2.0.10 donde se comprobd que ambas
secuencias eran idénticas, con pequefias discrepancias en las
zonas terminales del gen, hecho este normal y atribuible al
secuenciador utilizado en cada caso. En la Tabla 4.4, se

presentan los resultados obtenidos en la identificacion de
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otras cepas aisladas como ya se comentd en el capitulo 3

apartado 3.8.1 de este trabajo.

Tabla 4.3. Alineamiento de 2 secuencias usando el
software CLUSTAL 2.0.10

#

#

# Aligned sequences: 2

# 1: D3CECT

# 2: D3_corregida

# Matrix: EBLOSUM62

# Gap_penalty: 10.0

# Extend penalty: 0.5

#

# Length: 1151

# Identity: 1016/1151 (88.3%)

# Similarity: 1016/1151 (88.3%)

# Gaps: 127/1151 (11.0%)

# Score: 5833.5

#

#

D3CECT 1 CTATCTGCAAGTCGAACGCGTTGGCCCAATTGATTGATGGTGCTTGCACC
Fhee b EEEErrrrrr e e e e e e rrrrrrrrrrrrre

D3_corregida 1 TACATGCAAGTCGAACGCGTTGGCCCAATTGATTGATGGTGCTTGCACC

D3CECT 51 TGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGG
FEEEEEEEErr e e e e e e e e rrrrrrrrrrrrrrere

D3_corregida 50 TGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGG

D3CECT 101 TAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCG
FEEEEEEEErr e e e e e rrrrrrrrrrrrrrrrrere

D3_corregida 100 TAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCG

D3CECT 151 CATAACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTA
FEEEEEEEEr e e e e e e rrrrrrrrrrrrrrrrere

D3_corregida 150 CATAACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTA

D3CECT 201 TCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGC
FEEEEEEEErrr e e e rrrrrrrrrrrrrrere

D3 _corregida 200 TCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGC

D3CECT 251 CTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAAT
FEEEEEEEEr e e e e e rrrrrrrrrrrrrrrrere

D3_corregida 250 CTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAAT

D3CECT 301 GGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT
FEEEEEEEEEr e e rrrrrrrrrrrrrrrrere

D3_corregida 300 GGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT

D3CECT 351 TCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGG
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D3 corregida
D3CECT
D3 corregida
D3CECT
D3 _corregida
D3CECT
D3 corregida
D3CECT
D3 _corregida
D3CECT
D3_corregida
D3CECT
D3_corregida
D3CECT
D3_corregida
D3CECT
D3_corregida
D3CECT
D3_corregida
D3CECT
D3_corregida
D3CECT
D3_corregida
D3CECT
D3_corregida
D3CECT
D3_corregida
D3CECT
D3 corregida
D3CECT

D3 corregida

350

401

501

500

551

550

701

700

751

750

801

800

851

850

GTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAA

FEEEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrere
GTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAA

CTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTG

CEEEEEErrr e e e e e e e e e e e e e
CTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTG

CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGG

CEEEEEErrr e e e e e e e e e e e e e
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGG

GCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGG

CEEEEEErrr e e e e e e e e e e e e e
GCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGG

CTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGG

FEEEEEErrr e e e e e e e e e e e e
CTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGG

GTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAAC

CEEEErrrrr e et e e e e e e e e e e
GTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAAC

ACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAA
FECETEEEErr e e et e e e e e e e e

FECETEEEErr e e e e e e e e e
AGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAAC

GATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAAC

FECETEEEErr e e e e e e e e e
GATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAAC

GCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAG

CEEEErrrrr e e e e e e et e
GCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG-AACTCAAAG

GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG

R R N N e N N R N R P N
GAA-TGACGGGG--CCGCAC-AGCG--TGAGCATGTGATT--AATCG-AG

CTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCCAACCCTAGAGA

R e R RN BERRRERE
CTACGCG-AGA--CTTAC--AGTC-TGACATCCTGCGC---ACCTAGAGA

TAGGGCGTTTCCTTCGGGAACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTC

FEEEEErrr e N R R
TAGGGCGTT--CTTCG---ACGC-ATGAC--GTGGTGCAT-GTCGTCGTC

AGC

Il
AGCTCTGTCCTGGAAGTTGTTAATTCCCCACGAGCTACCTGTITCTAGTGC

CGCTTACTTGGACCTATGGACTGCCGGTCAACGGAATGAAAGTCAATACA
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Tabla 4.4. Resultados de otras bacterias identificadas

mediante secuenciacion de 16S

CEPA IDENTIFICACION FIABILIDAD (%)
(rRNA 16S)
Bl L. plantarum 100
B2 L fermentum 100
B4 L fermentum 99
B5 L. plantarum 99
B6 L fermentum 100
B7 L. animalis 99
B8 L. reuteri 99
B9 L. reuteri 99
B10 L. salivarius 99
B13 L. salivarius 99
Bl4 L. salivarius 99
B17 L fermentum 99
B21 L fermentum 100
B22 L fermentum 99
B25 L fermentum 99
B26 L fermentum 99
B27 L fermentum 100
B28 L fermentum 100
B32 L fermentum 100
B33 L fermentum 99
B34 L fermentum 99
B35 L fermentum 99
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5. ENSAYOS TECNOLOGICOS DE VIABILIDAD
INDUSTRIAL

5.1. Conservacion de L. fermentum D3.

Las cepas bacterianas que, por sus actividades metabdlicas u
otras propiedades, muestran posibles aplicaciones
industriales, deben ser correctamente identificadas vy
conservadas de forma adecuada para preservar su viabilidad
sin mutaciones que afecten negativamente a su potencial

biotecnoldgico.

En el caso concreto de la cepa L. fermentum D3, resulta de
especial importancia el conocimiento de las mejores
condiciones de conservacion. Ello es importante no solo desde
un punto de vista biolégico, al objeto de garantizar el
mantenimiento de sus capacidades biotecnoldgicas, sino al
mismo tiempo para la preservacion de la viabilidad celular en
condiciones de maxima estabilidad genética. Segun se ha
determinado en nuestro laboratorio, la cepa D3 posee un
tiempo de generacién préximo a 30 min bajo condiciones de
cultivo éptimas. Ello determina una ronda de replicacion de su
cromosoma cada media hora y en definitiva una posibilidad
de errores replicativos que pueden afectar a su genética. Por
ello la evaluacion de los sistemas y criterios de conservacion

y mantenimiento de la cepa D3, constituyen un reto de
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investigacién esencial al objeto de preservar la viabilidad y la
estabilidad genética del microorganismo. Ademas, el
desarrollo de este apartado garantiza la futura aplicacién
industrial de este organismo no solo como probidtico sino al

mismo tiempo como starter fermentativo.

La correcta conservacion se hace en base a las tres
recomendaciones propuestas por Garcia y Uruburu (2000):
(1) evitar posibles contaminaciones durante el proceso de
conservacion; (2) durante el tiempo en que los
microorganismos permanezcan conservados conviene que
sobrevivan en numeros elevados; y (3) los microorganismos

conservados deben de permanecer genéticamente estables.

El resguardo de las bacterias puede realizarse de tres formas

generales: preservacién a corto, mediano y largo plazo.

Es importante mencionar que la forma de preservar a las
bacterias ha sido poco explorada (Garcia y Uruburu, 2000;
Uruburu, 2003) y mucho del conocimiento que se tiene

recabado en la actualidad se ha obtenido de forma empirica.

Para todo ello, con el desarrollo de nuestro trabajo de
investigacidn proponemos avanzar en los criterios de
conservacion mas adecuados para la cepa D3, realizdndose

para ello las siguientes actividades:
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e Establecimiento de los criterios de conservacion de la
cepa D3 en medios de cultivo artificiales de laboratorio.
Pautas de subcultivo, viabilidad celular y estabilidad

morfoldgica.

e Criterios de crioconservacion.

e Andlisis de crioprotectores y estudio de viabilidad

celular. Estudios de supervivencia.

- Congelacion a -20°C

- Ultracongelacién a - 80°C.

e Estudios de conservacion mediante técnicas de

liofilizacion. Analisis de supervivencia celular.

e Liofilizacidn en sobres termo sellados y analisis de
viabilidad.

5.1.1. Establecimiento de los criterios de conservacion
de la cepa D3 en medios de cultivo artificiales de
laboratorio. Pautas de subcultivo, viabilidad celular y

estabilidad morfologica.
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En este apartado de investigacion se han realizado
paralelamente dos investigaciones sobre conservacién

bacteriana a corto plazo:

A. Subcultivo en medios sdlidos.

B. Métodos de inmovilizacion celular

En el estudio de subcultivos en medio sdlidos se incluyen
ensayos con dos tipos de medio de cultivo; el MRS de
caracter enriquecido para bacterias lacticas y un medio
Rogosa mas selectivo para este tipo de bacterias. La idea ha
sido visualizar si la supervivencia se ve afectada por el medio
de cultivo utilizado. Esta idea complementa la propuesta
inicial y la enriquece. Si bien esto no se describe en la
propuesta, durante el desarrollo del trabajo consideramos
necesario ampliar el estudio, buscando siempre una
interpretacion mas amplia de los resultados al objeto de no

dejar dudas al respecto.

La inclusidn de agentes inmovilizantes es una tecnologia util
para la conservacion de algunas bacterias lacticas, y por este

motivo se incluyd en el estudio.

A. Subcultivo en medios sdlidos.

Este estudio consiste en el analisis y establecimiento de las

pautas de subcultivo para Lactobacillus fermentum D3. Los
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cultivos bacterianos se pueden mantener en laboratorio
mediante cultivos seriados en medios sélidos o liquidos. Los
intervalos en que se hace la resiembra varian con el tipo de
microorganismos. No obstante, se deben de considerar tres
factores: el medio de cultivo apropiado, la temperatura de
incubacién para el crecimiento de los microorganismos, y el
tiempo que se necesita para hacer las resiembras. En el caso
de la cepa D3, su conservacidon y mantenimiento se ha
realizado mediante resiembra en dos medios de cultivo

sOlidos especificos:

- Medio de cultivo Agar MRS (Man, Rogosa y Sharpe,
Oxoid, U.K.); se trata de un medio de cultivo especifico

para el crecimiento de bacterias acido lacticas (BAL).

- Medio de cultivo Agar Rogosa (Oxoid, U.K.); se trata
de un medio de cultivo especifico para el aislamiento y
recuento de lactobacilos ya que debido a su composicién
inhibe el crecimiento de otras bacterias, incluso de otras
bacterias consideradas acido lacticas. Los subcultivos se
han realizado a intervalos de tiempo de 15 dias y un

numero de 3 réplicas en cada tipo de medio.

La metodologia se resume a continuacion:

En primer lugar, se prepararon los medios de cultivo
deshidratados siguiendo las indicaciones del fabricante,

vertiéndose en placas Petri y en tubos de rosca dejandose
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solidificar, siempre en condiciones de esterilidad. Una vez
preparadas las placas con el medio de cultivo y después de
realizar los controles de esterilidad pertinentes, partiendo de
un cultivo puro de la cepa D3, se procedid a la siembra por la
técnica de agotamiento en las placas de Petri con los distintos
medios de cultivo, utilizando asas de siembra estériles. Este
proceso se realizé dentro de campanas de bioseguridad de
flujo laminar Bio-II-A (Telstar, Espafia) para evitar cualquier
posible contaminacion. Posteriormente, las placas de Petri
sembradas con el microorganismo se incubaron en una estufa
a 37°C durante 48 horas bajo condiciones de aerobiosis. Una
vez transcurrido el tiempo de incubacién necesario, se
comprobd el crecimiento y la pureza del cultivo, mediante el
estudio de las caracteristicas morfoldgicas de las colonias vy

observaciéon de la morfologia celular (tincion de Gram).

Una vez asegurada la pureza de los cultivos se procedi6 a la
siembra de colonias en tubos de rosca conteniendo los
mencionados medios de cultivo. Los mismos una vez
inoculados se llevaron a incubacién a 37 ©°C hasta Ia
obtenciéon de crecimiento masivo del microorganismo. Una
vez verificado el crecimiento, se procedi® a su
mantenimiento. El mantenimiento de los cultivos bacterianos
se realizd a 4°C, teniendo la precaucién de sellar los tubos
con papel de parafina (Parafim®M, USA) para impedir la
pérdida de humedad y evitar el deterioro de los medios de

cultivo.
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Transcurrido un periodo de conservacién de 15 dias, se inicié
nuevamente el proceso de andlisis de viabilidad y pureza de
los cultivos. Verificado el mismo, se vuelve a iniciar
nuevamente el subcultivo de forma andloga a o
anteriormente indicado, repitiéndose el proceso de forma

secuencial en el tiempo.

Basandonos en la metodologia descrita se ha podido verificar
que el subcultivo en medios artificiales de la cepa D3 permite
el mantenimiento de la viabilidad celular en el laboratorio por
periodos superiores a un ano. Obviamente el método
introduce la necesidad de un subcultivo continuo (cada 15
dias) lo que representa una interrogante sobre la estabilidad
genética de la cepa a largo plazo. No obstante, esta
metodologia puede ser utilizada de forma rutinaria a nivel de
laboratorio para la conservacién de cepas que estén en
continuo proceso de manipulacién industrial. En consecuencia
la cepa D3 puede ser conservada a corto plazo con garantias
siempre que se controle de forma especifica la no

contaminacion de los cultivos.

B. Métodos de inmovilizacién celular. Analisis de viabilidad.
B.1. Técnicas de inmovilizacion.
La inmovilizacion celular representa un conjunto de

técnicas que permiten incrementar la concentracion de

biomasa por unidad de volumen. Diversos estudios han
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demostrado que la inmovilizacién celular puede ser
aplicada en el mantenimiento y estabilizacion de bacterias
lacticas de interés biotecnolégico (Cruz et al., 2003). En
nuestro caso, a partir de cultivos puros de L. fermentum
D3, se realizaron siembras en matraces Erlenmeyer
estériles de 250 ml de capacidad, conteniendo 50 ml de
medio de cultivo MRS caldo (Oxoid, U.K.). Los matraces
una vez inoculados se incubaron en aerobiosis a la
temperatura de 37°C durante 24 h y agitacion continua
(180 rpm) en un agitador orbital (Selecta ®, Espafia).
Transcurrido este periodo de crecimiento los cultivos de la
cepa D3 se encontraron al final de su fase logaritmica,
momento este especialmente interesante para los
posteriores estudios de conservacion.

La biomasa celular se recuperdé de los medios de cultivo
mediante centrifugacion de alicuotas (50 ml) a 4000 rpm
durante 10 minutos. La biomasa asi obtenida se
resuspendid nuevamente con solucién salina estéril (NaCl
0,9%), repitiéndose el proceso en tres ocasiones al objeto
de eliminar cualquier resto de medio de cultivo. La biomasa
recuperada se inmovilizd por atrapamiento celular,
utilizadndose para ello tres técnicas de inmovilizacion,
previamente descritas (Cruz el al., 2003):

- 2% p/v de carragenina
- 2% p/v de carragenina y 10% de glicerina

- 2% p/v de carragenina y 10% de dimetilsulféxido
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Las carrageninas son hidrocoloides gelificantes extraidas de
las paredes celulares de las algas rojas (Rhodophyta). Son
utilizadas en diversas aplicaciones en la industria
alimentaria como espesante, gelificante, agente de
suspension y estabilizante, tanto en sistemas acuosos

como en sistemas lacticos.

Cada inmovilizador junto con la biomasa atrapada en él, se
conservo a tres temperaturas diferentes; 4°C, 18°C y -
80°C, con la finalidad de estudiar al mismo tiempo, la
influencia de la temperatura en este tipo de conservacion y

en cualquier caso cual seria la temperatura mas éptima.

B.2. Estudios de viabilidad.

El estudio de viabilidad realizado ha consistido en
comprobar el indice de supervivencia que presenta la
bacteria tras el tratamiento con el inmovilizador, es decir el
numero de células viables recuperadas después de su

conservacion en las distintas condiciones.

Como se ha comentado anteriormente, la inmovilizacion
celular es un método de conservacién y mantenimiento a
corto plazo. Teniendo en cuenta este aspecto se estimé
que los periodos de estudio fueran: 7, 15, 30 y 60 dias.
Como control, para poder referenciar los resultados
posteriores, se tomo la medida en el tiempo cero, es decir,

en el momento en el que se preparan las muestras.
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El estudio de viabilidad se llevé a cabo mediante recuento
de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) bacterianas
en medio de cultivo agar MRS. De los diferentes ensayos
de inmovilizacién celular, se tomaron muestras que fueron
resuspendidas en solucién salina estéril, procediéndose
inmediatamente a la realizacion de diluciones decimales en
solucion salina estéril. De cada una de las diluciones se
procedié por triplicado a la siembra de placas de agar MRS,
utilizando el método de recuento descrito por Miles y Misra
(1938). Las placas se incubaron en estufas a 37°C durante
48 horas y condiciones de aerobiosis. Trascurrido el tiempo
de incubacién, se procedié al recuento de colonias (UFC) en
cada una de las diluciones y muestras, utilizdndose para
ello un contador de colonias (Labolan, Espafia). Una vez
obtenidos los datos a tiempo cero y en los periodos de
conservacion (7 a 60 dias) se procede a la determinacion
de la curva de supervivencia de la cepa D3 ante cada
agente inmovilizador. Los resultados obtenidos se

muestran en las Tablas 8.1, 8.2, 8.3 y 8.4.
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Ensayos tecnoldgicos de viabilidad industrial

Como se puede observar, los resultados fueron muy dispares,
siendo en cualquier caso evidente que la utilizacion de
carragenina como inmovilizador determina unos bajos indices
de viabilidad con independencia de la presencia de otros
agentes conservadores o temperaturas de incubacion. Ello
queda patente al comparar los resultados de inmovilizacion
(Tablas 5.1, 5.2 y 5.3) con los obtenidos en los sistemas
controles carentes de cualquier tipo de agente inmovilizante
(Tabla 5.4). Ademas de lo mencionado, se puede concluir que
la introduccion del agente inmovilizante dificulta de forma
drastica la manipulaciéon y recuento de los microorganismos.
En este sentido las caracteristicas fisico-quimicas de la
carragenina hacen dificil y complicado la reproducibilidad de
los experimentos y en consecuencia los analisis de
supervivencia pueden carecer de significacién estadistica. Es
por ello, que consideramos que la posible conservacién a
corto plazo de la cepa D3 mediante la utilizacidon de este tipo

de técnica de conservacion resulta inadecuada.

Por todo ello, se desaconseja la conservacion de la cepa D3
por inmovilizacidn en carragenina o en cualquier otra matriz
que contenga este compuesto en concentraciones similares a

las utilizadas en este estudio.
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5.1.2. Mantenimiento en crioteca: Analisis de

crioprotectores y estudio de viabilidad.

La presente investigacion se ha desarrollado como una
tecnologia de conservacibn y mantenimiento de células
bacterianas a medio y largo plazo. Por ello, hemos realizado

la siguiente investigacién:

A. Congelacién a -20°C

B. Ultracongelacién a - 80°C.

El mantenimiento en crioteca es un método que requiere un
laboratorio con una infraestructura de nivel medio-alto y el
uso tanto de congeladores que alcancen temperaturas de
-20°C como de ultracongeladores que conservan las células a
-80°C. A grandes rasgos, para preservar microorganismos
por congelacién, primero se cultiva al microorganismo en
cuestién esta la fase estacionaria temprana. Las células del
cultivo se lavan y después son adicionadas con un volumen
equivalente de una solucidon que contiene una sustancia que
deberda funcionar como protectora de las células a Ia
congelacién (Perry, 1995). Esa sustancia es conocida con el
nombre de crioprotector. Los crioprotectores que se han
ensayado son variados y desafortunadamente no existe un
crioprotector universal. De hecho, algunas veces se fracasa
en preservar un microorganismo por congelacion debido a

que las bacterias mueren si no se usa el protector adecuado.
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Sin estos compuestos pueden formarse cristales de agua vy
también se genera un estrés osmotico debido a la baja
disponibilidad de agua que ocurre durante el proceso de
congelacién (Perry, 1995).

Ademas de la infraestructura, el método por congelacién,
requiere de un gasto energético alto y constante para
mantener las temperaturas tan bajas, no obstante, la ventaja
mas grande de este método es que es muy rapido y facil de

llevar a cabo (Mufioz-Rojas et al., 2010).

La metodologia seguida para realizar el estudio, siendo
idéntica tanto para -20°C como a -80°C, se describe a

continuacion:

Se prepararon suspensiones bacterianas estandarizadas
(Hernadndez et al., 2003) a partir de cultivos de la cepa D3 en
medio de MRS caldo. Para ello, se inocularon matraces
Erlenmeyer de 250 ml de capacidad conteniendo 50 ml de
medio con cultivos puros de la cepa D3. Posteriormente, los
matraces se incubaron en agitacidon continua a 180 rpm en un
agitador orbital (Selecta ®, Espafa) a la temperatura de
37°C durante 24 h. Una vez alcanzada la fase estacionaria
temprana, las células fueron separadas del cultivo mediante
centrifugaciéon a 4000 rpm/10 min y la biomasa obtenida se
lavdé con solucion salina estéril mediante procesos de

resuspension y centrifugaciéon (x 3).
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En los ensayos de conservacién mediante ultracongelacion, se
utilizaron distintos crioprotectores. Los mismos fueron
seleccionados de acuerdo con experiencias previas (Morales-
Garcia et al., 2010; Pannof et al., 2000), procediéndose a su
esterilizacion antes de su adicibn a las suspensiones
bacterianas. Los crioprotectores y la concentracion utilizada

de los mismos se indican a continuacion:

- Glicerol al 25 - 30%

- Dimetilsulfoxido al 2%

- Dimetilsulféxido al 2% y sacarosa al 10%
- Sacarosa al 10%

- Lactosa al 10%

- Leche descremada al 20%

- Inositol al 5%

Al desarrollar el experimento, hemos ampliado el niumero de
crioprotectores objeto de estudio de la propuesta inicial, para
no dejar ningln resquicio de duda sobre la metodologia,
incorporando nuevos productos que recientemente han sido

descritos en bibliografia.

Alicuotas de la biomasa bacteriana adicionadas de las
distintas sustancias crioprotectoras, se ajustaron a una
densidad celular de (108-10° UFC/mL). Posteriormente, las
suspensiones celulares de la cepa D3 mas el crioprotector se
introdujeron en criotubos estériles para su conservacién a
-20°C y a - 80¢°C.
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De acuerdo a indicaciones cientificas previas (Morales-Garcia
et al., 2010), la congelacién a -80°C debe producirse lo mas
rapidamente posible para evitar la formacion de cristales
que podrian dafar las células. Es por ello que el volumen

utilizado en los criotubos no supera nunca los 2 ml.

Al objeto de poder realizar los estudios de supervivencia, se
prepararon un numero total 100 criotubos por crioprotector
ensayado, incluyéndose un control de conservacion sin la
adicién de ningun tipo de crioprotector. Todos los analisis de

viabilidad se realizaron en diferentes tiempos y en triplicado.

A. Estudio de viabilidad

Los estudios de supervivencia han consistido en comprobar
el indice de viabilidad que presentan los cultivos tras la
congelacién/descongelacion en las distintas sustancias
crioprotectoras, es decir el nimero de células viables (UFC)
recuperadas después de su conservacion en las distintas

condiciones.

La congelacion en crioteca se considera un método de
conservacion y mantenimiento a medio plazo, por lo que se
estimd que los periodos de estudio fueran: 7, 15, 30, 60, 90
y 180 dias. Como control, para poder referenciar los

resultados posteriores, se tomd la medida en el tiempo cero,
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es decir, en el momento en el que se prepararon las

muestras.

El estudio de viabilidad se llevd a cabo mediante recuento de
colonias bacterianas (UFC/ml) en medio de cultivo agar MRS,

a partir de cada una de las muestras de cada crioprotector.

En primer lugar, se realizd la descongelacién rapida de las
muestras a 37°C. De los diferentes ensayos de
crioproteccion se tomaron muestras que fueron
resuspendidas en solucién salina estéril, procediéndose
inmediatamente a la realizacién de diluciones decimales en
solucidon salina estéril. De cada una de las diluciones se
procedié por triplicado a la siembra de placas de agar MRS,
utilizando el método de recuento descrito por Miles y Misra
(1938). Las placas se incubaron en estufas a 37°C durante
48 horas y condiciones de aerobiosis. Trascurrido el tiempo
de incubacién, se procedié al recuento de colonias (UFC) en
cada una de las diluciones y muestras, utilizandose para ello
un contador de colonias (Labolan, Espafa). Una vez
obtenidos los datos a tiempo cero y en los periodos de
conservacion (7 a 180 dias) se procede a la determinacion de
la curva de supervivencia de la cepa D3 ante cada agente

crioprotector.

En las Tablas 5.5 a 5.11 se presentan los resultados

obtenidos.

195



961

% ¥0T % 66 % OTT % 00T eloudAInIadNS 321pu)
0569 0099 0g€L 0499 olpawoid
0002 00S¢ 000S 000S
00T¢ 008¢ 0009 000S
009¢ 00TE 000£ 000S
%S |oMsou|
000TT 00z€ 000£ 000S
0002T 0000T 0008 0000T
0002T 0008T 0002T 0000T
selp 0§ selp ST selp / (JER R

*3]UBAIISUODOLID OWOD |0}HSOUI OpURZI|I}N UQIDBAISSUOIOLID djueipaw

(0T X Tw /24N owod epesaidxa) €@ edad | 9p eUERLIDOER( RIDUIAIAIDANS Sp sope3NsaY "S°S e|qel

|elIsnpul pepljigeln ap sodi30|ouda} soAesul




L61

% 011 %T'L6 % 601 % 00T elouaAInIadns 321pu)
00L¢t 00¢TT 00s¢T 00STT olpawo.d
0061 000S 0000T 0006
000t 0008 0000T 0006
000sT 00007 000TT 00007
%0T esoJedes
00097 00017 000¢T 000¢T
0006T 000sT 00ovT 000¢T
0000¢ 000sT 0008T 00097
selp o€ selp qT selp £ 04921

*9]UBAIISUODOLID OWOD BSOIRIRS OPURZI|I}N UQIDBAIISUODOLID djueipaw
(0T X Tw /24N owod epesaidxa) €@ edad | 9p eUERLIDOER( RIDUIAIAIRANS Sp sope3Nsay "9°'S§ e|qel

|elIsnpul pepljigeln ap sodi30|ouda} soAesul



861

% 0'vL % 0'€9 % 9°CL % 00T BIDUBAIAI3ANS 3d1pU|
0006 0L9L 00£88 002zt olpawo.d
0009 000Y 000v 000S
0008 000S 0009 0008
0006 0005 000L 000€T

% 0T es030e7]
0006 0000T 0006 000vT

000TT 0000T 000ZT 000ST

000TT 00021 000ST 00081

Sselp o€ selp qT selp £ 04921

*9]UBAIISUODOLID OWOD BSOIOB| OPURZI|I}N UQOIDBAIISUODOLID jueipaw
(0T X Tw /24N owod epesaidxa) €@ edad | 9p eUERLIDOER( RIDUIAIAIDANS Sp sope3nsay /'S e|qel

|elIsnpul pepljigeln ap sodi30|ouda} soAesul



661

% LOT % 01 % €01 % 00T eloUBAIAIadNS 321puU)
0080¢ 00¢€0¢ 00¢0¢ 00s61 olpawo.d
00091 000ST 00091 00041
0008T 00041 0006T 0008T
0006T 0008T 0006T 0006T

%¢ OSINA
000¢¢ 000¢g¢ 0000¢ 00061
0[0]0] 44 00ov¢ 0000¢ 000T¢
0009¢ 000s¢ 000.¢ 00o0¢g¢
selp o€ selp ST Selp L 04321

*3]UBAISUODO0LID OWOD OPIXOJ|NS|I}DWIP OPULRZI|IIN UQIDBAIDISUODOLID djueipaw
(0T X Tw /24N owod epesaidxa) €@ edad | 9p eUERLIIOER( RIDUIAIAIRANS Sp sopelnsay "8'8 e|qel

|elIsnpul pepljigeln ap sodi30|ouda} soAesul



00¢

% S'T8 % €'G8 % 6'68 % 00T eloudAInIadNS 321pu)
00€S€ 00£9€ 00£8€ 00€EY olpawio.d
0000¢ 0000T 000€ 0000¢

0002t 0000€ 0006 0009¢

0000€ 0000€ 0000t 000%€

%S¢ 104321|9

0000€ 0000% 0000t 00005

00005 00005 00009 00009

00009 00009 00008 0000Z

selp 0€ selp ST selp £ 01921

*9]UBAIISUODOLID OWO0D [04321|6 oOpueZI[I3N UQIDBAIISUOIOLID djueipaw

(;0T X Tw/2jn owod epesatdxa) €@ edad e| ap euelidjdoeq eIDUIAIAIDANS Bp sope}nsay "6°8 e|qel

|elIsnpul pepljigeln ap sodi30|ouda} soAesul



T0¢

% 601 % 10T % LOT % 00T BIDUBAIAIRANS 3d1pUu|
008L1 00S91 00S/LT 00€9T1 olpawo.d
0006 0008 0000T 0006
000TT 0006 0000T 00097
000sT 000¢T 00011 00097
%0¢ I53p 32931
0000¢ 0001t 000ST 0008T
000¢¢ 0009¢ 0009¢ 0006T
0000€ 0000€ 0000€ 0000¢
Sselp o€ selp qT selp £ 04921

*9]UBAJIISUODO0LID OWO0D BPRUWIIISIP dYI3| OpURZI|IIN UQIDBAIISUOIOLID djueipaw

(sO0T X Tw /24N owod epesatdxa) €q edad e| ap euelialoeq RIDUIAIAIDANS Bp sope}nsay "0T'8 e|qel

|elIsnpul pepljigeln ap sodi30|ouda} soAesul



(4814

% 80T % LOT % Y0T % 00T epuaninadns 2d1pu)
00€€T 00Z€T 0081 00€ZT o1pawoid
0008 0009 0009 0000T
0008 0008 0009 000TT
000TT 0000T 0006 000TT o5z
000¥T 0000T 000TT 000TT S
0006T 00007 00002 000ST
00007 00052 0005¢ 00091
Sselp o€ selp qT selp £ 04921

*9]UBAJIISUODO0LID OWO0D BPRUWIIISIP dYI3| OpPURZI|IIN UQIDBAIISUOIOLID djueipaw

(;0T X Tw /24N owod epesatdxa) €g edad e| ap euelidjoeq LIDUIAIAIDANS Bp sope}nsay

"TT'8 ejqel

|elIsnpul pepljigeln ap sodi30|ouda} soAesul



Ensayos tecnoldgicos de viabilidad industrial

De los resultados obtenidos de nuestro estudio se puede
establecer que la crioconservacién a -80°C representa un
excelente método de conservacidon a medio plazo para la cepa
D3. No obstante, resulta evidente que la presencia de un
determinado crioprotector durante el proceso influye de una
manera directa sobre los indices de supervivencia de la cepa.
Asi se puede afirmar que de los crioprotectores ensayados el
inositol, sacarosa, dimetilsulféxido, leche descremada y la
mezcla de dimetilsulféxido-sacarosa determinaron indices de
supervivencia ciertamente excelentes. En sentido contrario,
la utilizacion de la lactosa como crioprotector determind
indices de viabilidad menores del 80%, lo que claramente
indica su menor capacidad de proteccién durante el proceso
de ultracongelacion. Finalmente, la utilizacion de glicerol
determind indices de supervivencia aceptable (valores entre
80 y 90%) aunque inferiores a los obtenidos con otros

protectores.

En conclusién podemos afirmar que la ultracongelacién es una
técnica adecuada para la conservacion de la cepa D3,
recomendandose que la misma se realice con crioprotectores
del tipo inositol, sacarosa, dimetilsulfoxido y leche
descremada, asi como mezclas de dimetilsulfoxido-sacarosa.
No obstante, considerando el facil manejo y baja toxicidad
ambiental de inositol, sacarosa y leche descremada,

consideramos que estos criprotectores son los mas adecuados
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y eficientes en la conservacién de la cepa D3 mediante

crioconservacion.

5.1.3. Liofilizacibn de cepa D3, fase de

experimentacion.

A. Establecimiento de las condiciones éptimas de liofilizacion.

La liofilizacion es una tecnologia ampliamente usada en la
conservacion de alimentos, proteinas y sustancias de interés
farmacéutico (Ratti, 2001; Roy y Gupta, 2004; Tang y Pikal,
2004), con el objetivo de conseguir su estabilidad a
temperatura ambiente. Ademds, esta metodologia es muy
efectiva para la preservacién de la viabilidad de distintas
células, de los dominios Eucaria (Crowe et al., 2003; Ryan
and Smith, 2007) y Bacteria (Leslie et al., 1995; Perry, 1995;
Redway y Lapage, 1974). No obstante, debe de tomarse en
consideracion que para incrementar la supervivencia de las
células que se resguardan bajo condiciones de liofilizacidn, se
ha implementado el uso de sustancias que actlan como
protectoras (lioprotectores) y se tiene que explorar Ila
sustancia que protege a la bacteria que se desea resguardar
(Morales-Garcia et al., 2006).

La liofilizacién consiste fundamentalmente en extraer por
sublimacion, bajo condiciones de alto vacio, el agua de las

células congeladas; que pasa directamente a un estado de
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vapor debido a que no hay presion molecular que lo impida.
En este método, las muestras que contienen la suspensién de
microorganismos, son previamente congeladas e
inmediatamente expuestas al vacio. El vapor de agua extraido
es atrapado por un condensador de refrigeracion. El vacio
debe ser casi absoluto (menos de 10 mTorr; 10 um de Hg), lo
que provoca la evaporaciéon del hielo con la consiguiente
pérdida de calor que se produce en el proceso. Por lo tanto,
un liofilizador necesita una bomba de alto vacio, un
condensador y complementos para el funcionamiento
principal. No obstante, también se requiere de una bomba
adicional y un accesorio de entradas multiples si se desean
elaborar ampollas al vacio que portaran las bacterias que se
desean preservar. Después de la “desecacién” de las células
bacterianas, los microorganismos se mantienen en viales
individuales y bajo condiciones de vacio o se les aplica un gas
inerte. Una vez que las bacterias se liofilizan, estas pueden
permanecer en un lugar fresco a una temperatura que oscile
entre los 15 a los 25°C, esto significa guardar a las muestras
liofilizadas a temperatura ambiente, lo que reduce en gran
medida los costos energéticos que se requieren para

mantener las bajas temperaturas de un ultracongelador.

Asi a largo plazo la liofilizacion resulta menos costosa que la
ultracongelacién. Ademas, la ventaja maxima que representa
liofilizar una cepa bacteriana, es que es una manera de
preservar a largo plazo; se dice que las muestras pueden
conservarse por mas de 25 anos (Morales-Garcia et al.,
2010).
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El punto limitante del método de liofilizacidon es que aun hay
poco conocimiento en la forma adecuada para preservar a las
bacterias por este método y de acuerdo con los datos con que
se cuenta no existe un lio-protector universal para todas las
cepas bacterianas y se debe explorar la supervivencia a la
liofilizacion para cada caso particular (Morgan et al., 2006).
Sin  embargo, se han encontrado algunas sustancias
protectoras muy efectivas como la hidroxiyectoina
(Manzanera et al., 2002; Manzanera et al., 2004) y los
disacaridos trehalosa, lactosa, maltosa y sacarosa (Leslie et
al., 1995; Munoz-Rojas et al., 2006; Palmfeldt et al., 2003).
Se propone que los disacaridos protegen a las células al
sustituir a las moléculas de agua, durante el proceso de
liofilizacion (Leslie et al., 1995; Crowe et al., 2003). De esta
forma las células no pasan de su estado de cristal liquido a la
fase de gel y mantienen su estructura celular intacta (Leslie
et al., 1995), lo cual posibilita a que la membrana no sufra

rupturas durante el proceso de liofilizacion y/o rehidratacion.

Algunas bacterias que se han conservado eficientemente
mediante liofilizacién se han preservado usando protectores
de forma individual como algunos polialcoholes o azlcares y
pocas veces usando mezclas de ellos. Quizds habra que
probar algunas mezclas complejas con los protectores mas
efectivos para obtener un lio-protector adecuado que sea
capaz de proteger a cualquier célula bacteriana del proceso
de liofilizacidon. La combinacion de lactosa y trehalosa ha
resultado importante para la proteccion de bacterias
probioticas (Pehkonen et al., 2008). Ademas, la leche
206



Ensayos tecnoldgicos de viabilidad industrial

desnatada al 20% es medianamente eficiente para preservar
a algunas bacterias mediante liofilizacion (Mufoz-Rojas et al.,
2006, Redway y Lapage, 1974, Morales-Garcia et al., 2010).

La metodologia utilizada en nuestros estudios de liofilizacion
se ha basado en la aplicacidn de técnicas estandarizadas y
utilizacién de diversos lioprotectores, algunos de ellos aun
poco experimentados en el ambito de las bacterias lacticas.
En definitiva el método utilizado se podria describir de la

siguiente manera:

Se prepararon suspensiones bacterianas estandarizadas
(Herndndez et al. 2003) a partir de cultivos de la cepa D3
en medio de MRS caldo. Para ello, se inocularon matraces
Erlenmeyer de 250 ml de capacidad conteniendo 50 ml de
medio con cultivos puros de la cepa D3. Posteriormente, los
matraces se incubaron en agitacidon continua a 180 rpm en un
agitador orbital (Selecta ®, Espafa) a la temperatura de
37°C durante 24 h. Una vez alcanzada la fase estacionaria
temprana, las células fueron separadas del cultivo mediante
centrifugaciéon a 4000 rpm/10 min y la biomasa obtenida se
lavé con solucion salina estéril mediante procesos de

resuspension y centrifugacion.

En los ensayos de conservacidn mediante liofilizacién se

utilizaron distintos lioprotectores. Los mismos fueron

seleccionados de acuerdo con experiencias previas (Leslie et

al., 1995; Mufoz-Rojas et al., 2006; Palmfeldt et al., 2003),

procediéndose a su esterilizacion antes de su adicion a las

suspensiones  bacterianas. Los lioprotectores y la
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concentracion utilizada de los mismos se indican a

continuacion:

Leche descremada al 20%; medio Skim Milk Powder
(Oxoid, U.K.)

- Inositol al 5%

- Trehalosa al 5% + Sacarosa al 5%

- Lactosa al 5% + Trehalosa al 5%

Al desarrollar el experimento, se amplié el nimero de
lioprotectores objeto de estudio, incorporando nuevos
productos que recientemente han sido descritos en

bibliografia.

Como se ha comentado anteriormente, los microorganismos
liofilizados se mantienen en viales individuales sellados al
vacio. Los viales son recipientes de cristal de un volumen no
superior a 10 ml capaces de soportar temperaturas de
congelacién a -80°C y presiones de vacio. Estos viales se

esterilizaron en autoclave (121°C durante 30 min).

Una vez preparadas las suspensiones bacterianas con los
distintos lioprotectores, se distribuyeron en los Vviales
previamente esterilizados, con un volumen maximo de 2 ml
por vial, ya que un volumen mayor dificultaria y ralentizaria
en gran medida el proceso de liofilizacion. Seguidamente, se
procedid con el ultracongelado de dichos viales a -80°C
durante al menos 3 horas. Transcurrido el tiempo necesario

para la congelacion de las muestras, se comenz6 con el
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proceso de liofilizacidn propiamente dicho, para lo cual se
introdujeron los viales en las bandejas del liofilizador.
Previamente, se revisan que todos los elementos del aparato
estén en perfecto estado; niveles de aceite, engrasado de las
juntas, valvulas cerradas, etc., y mas importante aun, se
programan los parametros necesarios para que la liofilizacién
tenga lugar segun las condiciones de tiempo, temperatura,
presion, etc., 6ptimas que se han establecido para el correcto

transcurso de la liofilizacién de nuestros microorganismos.

El proceso de liofilizacidn propiamente dicho tiene una
duracién aproximada de 35 horas. Una vez acabado el
proceso, se procedié al sellado hermético de los viales con la
ayuda de una pistola selladora. Los viales se mantuvieron en
oscuridad a temperaturas de entre 18 - 259°C, hasta el
momento de su reconstitucion para realizar el

correspondiente analisis de viabilidad.

B. Analisis de viabilidad

El andlisis de viabilidad consiste en comprobar el indice de
supervivencia que presentan los cultivos tras el proceso de
liofilizacion en las distintas sustancias lioprotectoras vy
posterior restitucion, es decir el nUmero de células viables
recuperadas después de su conservacion en las distintas
condiciones. Como se ha comentado anteriormente, la
liofilizacion es un método de conservacion a largo plazo, por

lo que se considera que el estudio de viabilidad deberia

209



Ensayos tecnoldgicos de viabilidad industrial

prolongarse en el tiempo hasta al menos dos afos. Con lo
cual, los periodos de estudio de viabilidad serian: 1, 15, 30,
90, 180, 360 y 720 dias.

Como control, para poder referenciar los resultados
posteriores, se toma la medida en el tiempo cero, es decir, en
el momento en el que se preparan las muestras. Ademas, se
incluyd un control de suspension bacteriana sin la adicion de

ningun lioprotector.

En primer lugar, se realizd la reconstitucidn de los lidfilos
mediante adiciéon a los mismos de 2 ml de MRS caldo. De los
diferentes ensayos de lioproteccién una vez reconstituidos se
realizacién de diluciones decimales en solucién salina estéril.
De cada una de las diluciones se procedid por triplicado a la
siembra de placas de agar MRS, utilizando el método de
recuento descrito anteriormente (Miles y Misra, 1938). Las
placas se incubaron en estufas a 37°C durante 48 horas y
condiciones de aerobiosis. Trascurrido el tiempo de
incubacidn, se procedié al recuento de colonias (UFC) en cada
una de las diluciones y muestras, utilizandose para ello un
contador de colonias (Labolan, Espafa). Una vez obtenidos
los datos a tiempo cero y en los periodos de conservacion, se
procedié a la determinacion de la curva de supervivencia de
la cepa D3 ante cada agente lioprotector. Los resultados se

muestran en las Tablas 5.12 a 5.15.
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Los resultados del estudio de liofilizacidn demuestran que
esta técnica de conservacion permite alcanzar niveles de
supervivencia superiores a 10® células viables por mL tras 30
dias de conservaciéon a temperatura ambiente. No obstante,
resulta evidente que en valores porcentuales los indices de
supervivencia alcanzados con la mezcla de lioprotectores
trehalosa+sacarosa determina los mejores indices de
viabilidad celular. En consecuencia, se puede afirmar que el
agente lioprotector también parece ejercer una cierta
influencia en la viabilidad celular, siendo la mezcla
trehalosa+sacarosa la mas eficiente en relacion a este

parametro.

En conclusidon, se puede afirmar que la liofilizacién
garantizaria la supervivencia de una elevada densidad celular

en los viales lioprotegidos.

8.2. Curvas de crecimiento.

La determinacion de la curva de crecimiento de un
microorganismo es necesaria para conocer su velocidad de
crecimiento y el de generacion.

Las fases son las siguientes:

Fase de adaptacién (lag): El nimero celular no experimenta

una subida notable.
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Fase exponencial: En ella se observa un crecimiento

exponencial del microorganismo con respecto al tiempo.

Fase estacionaria: No se observa crecimiento, se mantiene el

numero de células durante un tiempo.

Fase de muerte: El nimero de células vivas va disminuyendo

a lo largo del tiempo.

El objetivo de los experimentos presentados en esta seccion
fue determinar la curva de crecimiento de la cepa D3 en
cultivo liquido cerrado o discontinuo.

8.2.1. Metodologia.

Determinacion del maximo de absorciéon

Para determinar el maximo pico de absorcién al cual debe ser
medido el microorganismo por espectrofotometria, se
suspende masa del cultivo puro en un tubo, y cambiando la
longitud de onda en el espectrofotometro se determina a qué

longitud se obtiene mayor valor en la medida.

Preparacion del preindculo

A partir de un cultivo puro en medio sélido (sembrado en pico

de flauta) se realiza una siembra en placa con MRS sélido. Se
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deja incubar a 37°C un tiempo necesario hasta que tengamos
un crecimiento adecuado.

Desde la placa se realiza la siembra de una colonia en un
tubo con 5 ml de medio liquido de MRS. Se incuba durante 24

horas a 37°C en agitacién a 150 rpm (Agyei et al., 2012).

Siembra en matraz

Transcurrido ese tiempo se pasan 3 ml a un matraz con 150
ml de MRS liquido. El ml restante se utiliza para medir la
densidad Optica y para realizar una siembra en placa de
diferentes diluciones seriadas. Con ello nos aseguramos de la
cantidad de microorganismos que inoculamos (UFC/ml). A
partir del matraz se extraen alicuotas cada 30 minutos para
determinar el crecimiento bacteriano. En cada una de las
medidas, se determina la densidad optica a la longitud de
onda adecuada (determinada previamente), y se realiza
siembra en placa para un conteo posterior del nimero de
colonias. Se llevan a cabo diluciones seriadas para hacer

siembras de cada una de ellas.

Diluciones seriadas

Mediante una pipeta estéril, tomar una muestra del cultivo del
matraz, y depositar 10 pl en un primer pocillo de un placa de
96 con 90 pl de solucidn salina (dilucién 10™). Se debe
conseguir una suspensién homogénea. Tomar otra pipeta
estéril, y transferir de esta primera dilucién 10 pl al siguiente
pocillo con 90 l de solucién salina (102), y asi
sucesivamente hasta la dilucién 10°®. A partir de cada uno de
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los pocillos, con una pipeta estéril, inocular una gota de 10 pl
en placa MRS. En cada una de las placas se colocarian 6
gotas correspondientes a las 6 diluciones. Se realizaran dos
réplicas por cada dilucion. Es decir, se sembrarian dos o tres
placas cada vez (2 - 3 réplicas), cada una de ellas con las 6
gotas correspondientes a las diferentes diluciones. Este
procedimiento tendria lugar cada 30 minutos durante unas 8

horas aproximadamente.

Conteo de colonias

Tras incubar 24 horas se podran obtener colonias aisladas. El
recuento de estas colonias permitird conocer el nimero de
células viables existentes en el -cultivo original. El

procedimiento se esquematiza en la Figura 5.1.
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5.2.2. Resultados y discusion.

Los resultados obtenidos con la cepa D3 se muestran en la
Tabla 5.16 y en la Figura 5.2.

Tabla 5.16. Valores para la curva de crecimiento de D3.

Tiempo (horas) | Abs(600nm) UFC/ml
0 0,155 -

0,5 0,16 3,50E+07

1 0,183 1,00E+08

1,5 0,238 1,60E+08

2 0,314 9,00E+07

2,5 0,497 4,00E+08

3 0,65 1,80E+08

3,5 0,836 1,13E+08

4 1,01 9,00E+08

4,5 1,126 1,27E+08

5 1,271 8,00E+08

6 1,413 3,00E+08

6,5 1,457 6,90E+08

7 1,476 3,20E+08

7,5 1,52 9,90E+08

8 1,5 3,90E+08

8,5 1,54 6,80E+08

9 1,54 8,40E+08

24(1 dia) 1,54 4,50E+08

25 1,532 1,00E+08

26 1,523 1,40E+09

27 1,527 4,50E+08

32 1,537 1,10E+09

48 (2 dias) 1,546 2,45E+08

72(3 dias) 1,525 3,10E+08

75 1,512 5,00E+08

144 (6 dias) 1,6 2,10E+05
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147 1,61 1,10E+05
171(7 dias) 1,6 -
195(8 dias) 1,6 -
219(9 dias) 1,51 -
285(12 dias) 1,6 -

309 (13 dias) 1.6 -
327(14 dias) 1.7 -
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Los datos obtenidos revelaron que el n® de bacterias viables,
determinadas por recuento de UFC, ya era inicialmente muy
elevado (mas de 10’ bacterias viables por ml) y alcanzé los
maximos valores (alrededor de 10° por ml) entre las 4 y las
32 h, con un brusco descenso que se inicia a las 76 h hasta
llegar a valores indetectables. Es un comportamiento tipico de
lactobacilos en medios ricos en dextrosa, donde Ila
acumulacion de acidos producidos como consecuencia del
metabolismo fermentativo llega a alcanzar niveles todxicos
para el propio microorganismo que los produjo (Leroy y De
Vuyst, 2001). La curva de densidad Optica informa que
durante la fase exponencial (primeras 4 h) y al principio de la
fase estacionaria (primeras 7 h de dicha fase, con recuentos
proximos a 10° bacterias viables/ml) las bacterias eran
pequefias, pero sus dimensiones fueron incrementandose
progresivamente hasta mantener una turbidez constante. El
abrupto descenso de viabilidad registrado a partir de las 75 h
de cultivo no se reflejé en la turbidez: las bacterias mueren

pero no se lisan.
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8.3. Capacidad fermentadora

8.3.1. Fermentacion de leche de cabra con cepa D3

El objetivo de este estudio fue producir leche de cabra
fermentada usando como microorganismo fermentador la
cepa L. fermentum D3.

Al mismo tiempo se estudié también la cantidad de indculo y

el tiempo de fermentacion hasta alcanzar el pH adecuado.

La metodologia seguida se describe a continuacién:

- Sembrar en una placa de MRS agar la cepa D3 procedente
de un cultivo puro (cepario). Incubar 24h a 37°C.

- A partir de la placa, preparar una suspensién bacteriana en
solucion salina estéril (13ml) con una turbidez equivalente a
escala de McFarland de 5.

- Dispensar 38 mL de MRS caldo en 6 tubos estériles.

- Inocular los tubos con 2 mL cada uno de la suspensién de
D3 en incubar 24-48h a 37°C.

- Realizar un recuento de UFC de la suspensién bacteriana
mediante recuento en placa de MRS. Para saber
concentracidon de indculo de partida.

- Centrifugar los 6 cultivos a 4000 rpm durante 15 min y
desechar el sobrenadante. (Antes tomar una muestra del
cultivo para realizar recuento de UFC tras incubacion).

- Resuspender el pellet de cada tubo en 2-4 ml de leche

pasteurizada.
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- Inocular 2L de leche de cabra pasteurizada.

- Incubar a 40-42°C controlando el pH hasta alcanzar un pH
< 5 y se estabilice pH. Para controlar el pH evitando posibles
contaminaciones, apartar unos 100ml de leche inoculado a un
vaso estéril e incubar con el resto. Las medidas de pH se

realizaran en esa leche.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Partiendo de un indculo de 1,8x10%® UFC/mL, los recuentos
realizados durante el proceso de fermentacién y el descenso

del pH conforme progresa el proceso se presentan en la Tabla
5.17.

Tabla 5.17. Parametros durante el proceso de fermentacion

con D3.
Horas pH Temperatura (°C)
13.10 6.44 34.7
14.10 6.41 38.2
17.10 6.23 41.3
18.25 6.16 39.9
20.45 4.90 41.0
8.05 4.23 41.5
10.30 4.22 40.3
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Se ha formado un producto con aspecto de cuajada que se ha

separado del suero: forma gas y huele a queso.

Se intenta separar el suero de la “cuajada” obtenida por

gravedad mediante coladores de tela.

Se filtra durante mas de 48 h y se obtiene una especie de
queso untable. El rendimiento es de 33% aprox. La Figura 5.3

muestra fotografias del producto fermentado obtenido.

Figura 5.3. Derivado lacteo fermentado producido utilizando

D3 como (nico agente fermentador.
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8.3.2. Fermentacion de leche de cabra con cepa B16.

El objetivo de este estudio fue producir leche de cabra
fermentada usando como microorganismo fermentador la
cepa L. fermentum B16.

Al mismo tiempo se estudié también la cantidad de indculo y

el tiempo de fermentacién hasta alcanzar el pH adecuado.

La metodologia seguida se describe a continuacion:

- Sembrar en una placa de MRS agar la cepa B16
procedente de un cultivo puro (cepario). Incubar 24h a
370°C.

- A partir de la placa, preparar una suspension bacteriana
en soluciéon salina estéril (13ml) con una turbidez
equivalente a escala de McFarland de 5.

- Dispensar 38 mL de MRS caldo en 6 tubos estériles.

- Inocular los tubos con 2 mL cada uno de la suspension de
B16 en incubar 24-48h a 37°C

- Realizar un recuento de UFC de la suspensién bacteriana
mediante recuento en placa de MRS. Para saber
concentracidn de indculo de partida

- Centrifugar los 6 cultivos a 4000 rpm durante 15 min y
desechar el sobrenadante. (Antes tomar una muestra del
cultivo para realizar recuento de UFC tras incubacion)

- Resuspender el pellet de cada tubo en 2-4 ml de leche
pasteurizada

- Inocular 2L de leche de cabra pasteurizada
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- Incubar a 40-429C controlando el pH hasta alcanzar un
pH < 5 y se estabilice pH. Para controlar el pH evitando
posibles contaminaciones, apartar unos 100ml de leche
inoculado a un vaso estéril e incubar con el resto. Las

medidas de pH se realizaran en esa leche.
Los resultados obtenidos fueron los siguientes:
Partiendo de un indculo de 3,32x10” UFC/mL, los recuentos
realizados durante el proceso de fermentacién y el descenso

del pH conforme progresa el proceso se presentan en la Tabla
5.18.

Tabla 5.18. Parametros durante el proceso de fermentacion

con B16.
Hora pH Temperatura (°C)
13.10 6.52 14.4
14.10 6.43 35.2
17.10 6.33 40.2
18.25 6.29 40.1
20.45 5.44 40.2
8.05 4.20 42.0
10.30 4.90 41.0
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Se ha formado un producto con aspecto de cuajada que se ha

separado del suero, se forman dos fases.

Olor mas o menos suave; no huele ni a queso ni a cabra.

Se intenta separar el suero de la “cuajada” obtenida por
gravedad mediante coladores de tela. Se filtra durante mas
de 48h y se obtiene una especie de queso untable. El
rendimiento es de 33% aprox. La Figura 8.4 muestra

fotografias del producto fermentado obtenido.

Figura 5.4. Derivado lacteo fermentado producido utilizando
B16 como Unico agente fermentador.
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La fermentacién de leche de cabra con ambas bacterias es
practicamente igual salvo en los tiempos de fermentacion,
que con la cepa D3 el un poco mas rapida y las cualidades
organolépticas del producto obtenido. El producto de D3
huele y sabe a queso de cabra mientras que el producto de
B16 presenta la misma textura pero su olor y sabor son muy
suaves no huele ni a queso ni a cabra, es practicamente

neutro.
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6. INMUNOMODULACION EX VIVO

6.1. Objetivo y diseho experimental.

Entre los diversos efectos atribuidos a los probidticos, algunos
como la proteccién frente a infecciones intestinales y
extraintestinales por bacterias y virus, la mejoria de
desérdenes intestinales como diarreas y enfermedades
inflamatorias, y la prevencién de trastornos alérgicos y en
especial de urticarias causadas por alergias a alimentos (De
Vrese y Schrezenmeir, 2008; Douglas y Sanders, 2008;
Narayan et al., 2010), sugieren la intervencion de
mecanismos inmunitarios. En efecto, son cada vez mas
numeroso los estudios que demuestran en microorganismos
probidticos la capacidad para modificar los mecanismos
defensivos, conocida como actividad inmunomoduladora
(Leber et al., 2008; Forsythe y Bienenstock, 2010). La
interaccion entre estructuras y/o metabolitos de bacterias
probidticas y receptores de la inmunidad innata como los
TLRs, presentes en macrofagos y células dendriticas, puede
ser el acontecimiento inicial de la inmunomodulacién por
estas bacterias, que se traduce en la modulacion de la
produccion de citoquinas, y finalmente implica la modificacién
de la actividad de fagocitos, células “natural killer” y linfocitos
Ty B (Leber et al., 2008; Adams, 2010).
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En el presente trabajo, se planted evaluar el efecto
inmunomodulador de la cepa Lactobacillus fermentum D3
mediante experimentos ex vivo en los que se midié la
capacidad de proliferacion y produccién de citoquinas de
esplenocitos murinos en presencia de mitégenos de células B
(lipopolisacarido de bacterias gram-negativas o LPS) y T
(concanavalina A o ConA). En los estudios ex vivo, se
examina in vitro la capacidad de respuesta de células
procedentes de animales sometidos al tratamiento problema,
en comparacién con células de animales no tratados; la
diferencia con los estudios in vivo es que, en estos, las
medidas se realizan directamente en los animales tratados o
testigos, mientras que en los ensayos in vitro las células
proceden siempre de animales no tratados y los tratamientos
se realizan in vitro. En este trabajo, se compararon las
respuestas de esplenocitos de ratones tratados con la cepa
D3 con las de esplenocitos de ratones testigos que recibieron

Unicamente el vehiculo de la suspensidon bacteriana.

6.2 Animales.

Se usaron ratones BALB/c hembras, de 20 g. de peso,
suministrados por Janvier Labs (Saint Berthevin, France), que
se mantuvieron en condiciones libres de patdégenos en las
instalaciones de la Unidad de Experimentacion Animal de la
Universidad de Granada. Todos los experimentos con

animales se realizaron de conformidad con las directrices de
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la European Convention for the Protection of Vertebrate
Animals Used for Experimental and Other Scientific Purposes
(Directiva 86/609 / CEE) y fueron autorizados y supervisados

por el Comité de Bioética de la Universidad de Granada.

6.3. Administracion de lactobacilos.

El tratamiento consistido en la administracion de una dosis de

9
aproximadamente 10 lactobacilos viables en un volumen de
100 pL de vehiculo (leche descremada de vaca) por ratén
durante 12 dias consecutivos (el experimento se realizé por

duplicado).

En cada experimento se dispusieron dos lotes de 5 animales
cada uno (Figura. 3.1). Un grupo fue tratado con el probidtico

y el otro solo con el vehiculo lacteo.

La administracion de los indculos se realizd6 por via
intraesofagica, empleando una canula de alimentacién de
acero inoxidable (Harvard Apparatus, Edenbridge, UK)

conectada a una jeringa estéril de 1 ml.
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Figura 6.1. Grupos experimentales de ratones BALB/c.

Para la obtencion del in6culo en leche descremada se partio
de un cultivo de 24 h de la cepa probidtica en tubos
inclinados de agar MRS, incubados a 37°C. A partir de este
cultivo se sembraron 10 tubos con 5 mL de caldo MRS. Para
que todos los tubos tuvieran una carga bacteriana similar el
cultivo se realizd en wunas condiciones facilmente
estandarizables y que consistian en tocar con el asa el cultivo
original y a continuacién descargarla en el medio liquido. Los
tubos asi preparados se incubaron a 37°C durante 24 h y
transcurrido este tiempo se homogeneizaron por agitacion
transfiriéndose cuidadosamente su contenido a tubos de
poliestireno de 50 mL. Estos tubos se centrifugaron a 4000
r.p.m. durante 10 minutos y a 59C, se retiraron los
sobrenadantes estérilmente y los sedimentos de los 10 tubos

se recogieron juntos en un volumen total de 10 mL de leche
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desnatada. Para conocer la concentracién de lactobacilos
viables en el indculo, se realizaron diluciones decimales en
solucion salina estéril y se sembraron 10 pL de cada dilucion
en placas de Agar MRS, que se incubaron 48 h a 37°C, tras lo
cual se procedid al recuento de colonias. El indculo asi

preparado se conservo en frio (4°C).

6.4. Cultivo de esplenocitos.

El procedimiento seguido, que se describe a continuacion, ha
sido optimizado en nuestro laboratorio, donde se utiliza de

forma rutinaria (Ruiz-Bravo et al., 2001). Un esquema del

proceso se ofrece en la Figura 6.2.
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Figura 6.2. Cultivo de esplenocitos para medidas de
proliferacion y produccion de citoquinas en respuesta a

mitégenos
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Figura 6.2 (Continuacion)

El medio empleado para el cultivo de células fue RPMI 1640
sin glutamina y con Dbicarbonato sédico (Sigma),
suplementado con L-glutamina (extemporanea por ser
facilmente hidrolizable), piruvato, suero fetal bovino (fuente

de nutrientes y de factores de crecimiento, se usé

240



Inmunomodulaciéon ex vivo

descomplementado por calentamiento en bafio de agua a
560C durante 30 min), mercaptoetanol (para facilitar la
proliferacion de los linfocitos) y la mezcla antimicrobiana que
previene contaminaciones. La suplementacién se muestra en
la Tabla 6.1.

Tabla 6.1. Suplementacion del medio RPMI 1640 para

ensayos con esplenocitos.

., Volumen para
Concentracion por

Componente litro 100mL de RPMI
1640

L- glutamina (Sigma)? 2mMm¢ 1mL

Piruvato sédico (Sigma)® 1mMm? 1mL

2-mercaptoetanol (Merck) 50uM¢ 350pL®

Penicilina® 100000 U.1.°

Estreptomicina® 100 mg® 1mL

Anfotericina B° 250 pg*

Suero bovino fetal (Sigma) 90.9 mL 10 mL

@ Adquirida como una soluciéon 200 mM.

® Adquirido como una solucién 100 mM.

¢ Penicilina, estreptomicina y anfotericina B se adquirieron como una
Unica solucién que contiene respectivamente 10* U.I., 10 mg y 25
Hg por mL.

4 Concentraciones antes de afiadir el suero bovino fetal.

¢ Volumen a tomar de una diluciéon 1:1000 en PBS del producto

comercial.
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El medio asi preparado se esterilizd por filtracién con presién
positiva (suministrada por una bomba peristaltica) a través
de membranas Millipore de 0.22 ym de didmetro de poro. La
esterilidad se comprobdé manteniendo el medio a temperatura
ambiente durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, se
observaron el color, la transparencia y la ausencia de
sedimentos, asi como cualquier alteracion indicativa de
crecimiento de bacterias u hongos, en cuyo caso el medio
debe desecharse. El medio se conservo en el frigorifico siendo
utilizado en un plazo de tiempo inferior a 10 dias, ya que la
glutamina se hidroliza de forma espontanea por lo que sufre
una pérdida gradual de concentracion a lo largo del tiempo.
Antes de su utilizacién, el medio se atemperd a temperatura

ambiente.

6.4.1. Obtencion de suspensiones de esplenocitos.

Los animales se sacrificaron por dislocacion cervical. Tras
aseptizar la superficie corporal con etanol, se dispusieron
sobre soportes previamente aseptizados en el interior de una
cabina de flujo laminar. Utilizando material quirdrgico estéril,
se practicaron sucesivas incisiones en la piel y en el peritoneo
para extraer el bazo, que se dispuso sobre una rejilla metalica
estéril depositada en el interior de una placa Petri estéril
conteniendo 10 mL de medio de cultivo. Se procedié a
homogeneizar el bazo presionando sobre la rejilla con el

extremo ancho de una jeringa de 5 mL, estéril. Se dejaron
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decantar los restos tisulares macroscépicos y se aspird la
suspension celular con una pipeta desechable de 10 mL
conectada a un dispositivo de pipeteo automatico, para
transferirla a un tubo de centrifuga de poliestireno de 15 mL.
Las células se sedimentaron por centrifugacién (10 minutos a
1000 r.p.m. y 59C), desechando el sobrenadante. EI
sedimento celular obtenido se resuspendid en 5 mL de
tampon de lisis de hematies (Sigma) estéril manteniendo la
suspension 10 minutos a temperatura ambiente, tras lo cual
se afadieron 5 mL de medio para proteger a las células
nucleadas de dano hipoténico. A continuacion se realizaron
dos lavados por centrifugacion en las condiciones vya
descritas, resuspendiendo cada vez las células en medio de

cultivo estéril.

6.4.2. Recuento de células viables y ajuste de las

suspensiones.

De la suspension de esplenocitos se tomaron 100 pyL que se
llevaron a un tubo eppendorf conteniendo 500 pL de azul
Tripan (Sigma) diluido 1:10 en solucién salina y 400 ul de
medio RPMI 1640. De esta dilucién a 1:10, se tomod el
volumen suficiente para llenar una camara hemocitométrica
de Neubauer y proceder al recuento de células viables
(identificadas por su capacidad para excluir el colorante azul).
La viabilidad de estas suspensiones, fue en todos los casos

superior al 95% (las suspensiones con porcentajes inferiores
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deben ser eliminadas). La suspensién original se centrifugd
en las condiciones ya descritas, y el sedimento celular se
resuspendid en un volumen adecuado de medio de cultivo
para obtener una concentracion de 5 x 10° células viables por

mL.

6.4.3. Cultivo de esplenocitos.

Las células se cultivaron en placas microtiter de poliestireno
de fondo plano (Costar). Se distribuyeron 100 pL de
suspension por pocillo, de modo que cada pocillo recibié 5 x
10° células. Cada suspensién (procedente del bazo de un
Unico ratén) se distribuyé en columnas de ocho pocillos. La
primera columna sdlo recibid células y se utilizd como blanco.
El resto de las columnas recibieron células asi como
diferentes agentes mitogénicos a razon de 10 uL por pocillo.
Se probaron dos agentes distintos, lipopolisacarido (LPS) de
Salmonella typhi (mitégeno estandar de células B) vy
Concanavalina A (Con A, mitégeno estandar de células T).
Ambos mitdégenos se obtuvieron de Sigma y se utilizaron a
una concentracién final en cultivo de 2.5 pg/mL para el LPS y
1 pg/ml para ConA, preparados a partir de soluciones madre
esterilizadas por filtracion. Cada pocillo de la placa de cultivo,
recibi6 10 pL de estas soluciones para obtener las
concentraciones finales deseadas. Las placas se incubaron a
37°C, 5% de tension de CO, y humedad a saturacion,

durante 72 h, tras lo cual se procedié a las medidas de
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proliferacion o a la obtencién de sobrenadantes que se
guardaron congelados hasta su uso para medir niveles de

citoquinas.

6.5. Medida de la proliferacion celular.

La proliferacion celular se determind por el método
colorimétrico descrito por Mosmann (1983). Concluidos los
tres dias de incubacidén, las placas se llevaron a la cabina de
flujo laminar, donde se afnadieron a cada pocillo 10 yL de una
solucidon de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2 il)-2,5-difenil
tetrazolio, compuesto designado con las siglas MTT (Sigma),
al 0.5% en PBS. Se trata de un reactivo extemporaneo, que
debe prepararse inmediatamente antes de su uso. La solucion
de MTT se esterilizé por filtracion a través de membrana
Millipore de 0.22 uym vy se mantuvo en frio, protegida de la
luz. Las placas se reincubaron en las condiciones descritas
anteriormente durante cuatro horas. Durante este tiempo, las
células metabdlicamente activas reducen el MTT a un
derivado tetrazodlico coloreado. Transcurrida esta incubacidn,
cada pocillo recibié 200 pL de isopropanol acido (0.42 ml de
HCI al 35% por cada 100 ml de isopropanol), con el fin de
extraer de las células el colorante reducido. Se aspird y
expelié varias veces el contenido de cada pocillo, para
solubilizar completamente los cristales del colorante reducido.
La densidad éptica de los cultivos se determind en un lector

de microElisa (Behring EL 311), previamente programado
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para leer absorbancias a 570 nm y 630 nm de referencia.
Para los cultivos de cada bazo, se usaron como blanco los
ocho pocillos de la columna reservada para ello, que no
recibieron ningln estimulo mitogénico. Los resultados se
expresaron como la media aritmética de las densidades
Opticas de los ocho pocillos de cada columna destinada a un

determinado agente mitogénico.

6.6. Cuantificacion de citoquinas.

Para la determinacion de citoquinas se utilizaron kits de
ELISA de la casa comercial Thermo Scintific (Rockford, USA),
que utilizan anticuerpos monoclonales frente a citoquinas
murinas. Las lecturas se realizaron por enzimoinmunoensayo
a partir de los sobrenadantes de cultivo de esplenocitos de
animales tratados con el probidtico. Como control se tomd un
grupo de animales testigos que solo recibieron el vehiculo
(leche descremada estéril). Se midid la produccién de
interleukina 10 (IL-10), factor necrosante de tumores alfa

(TNF-a) e interferén gamma (IFN-y).

6.7. Resultados y discusion.

Los resultados de las medidas de proliferacién de esplenocitos
en respuesta al LPS, mitégeno de células B, se presentan en

la Figura 6.3.
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Figura 6.3. Proliferacion de esplenocitos en respuesta a LPS.

Se observa que el tratamiento con D3 incrementé la
capacidad de respuesta de los linfocitos B, que representé el
128% de la respuesta obtenida con células de animales
testigos. Este incremento resultd estadisticamente
significativo (P < 0,005 segun el test de Student).

En lo que se refiere a la proliferacidon en respuesta a ConA,

mitégeno de células T, los resultados se muestran en la
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Figura 6.4. La respuesta de las células T de los animales
tratados representd el 130%, pero no se alcanzd significacion
estadistica (P = 0,112), debido a la dispersidon de los datos,
que se tradujo en valores demasiado altos de las desviaciones

estandar.
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Figura 6.4. Proliferacion de esplenocitos en respuesta a

Concanavalina A.
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La modulacién de la proliferacion de linfocitos esplénicos en
respuesta a mitégenos es un efecto utilizado cominmente
para evaluar tratamientos inmunopotenciadores o]
inmunosupresores y se utiliza clasicamente en el estudio de
las interacciones entre microorganismos probidticos y el
sistema inmune del hospedador. En el presente estudio, el
tratamiento con D3 causd un incremento general en la
capacidad de respuesta de los linfocitos esplénicos, aunque el
efecto solo fue significativo sobre linfocitos B. Se ha descrito
que algunos probidticos causan incrementos en la
proliferacidn de linfocitos en respuesta a mitégenos de células
B y T, lo que se considera un componente de un efecto
general de inmunopotenciacién beneficioso para la salud (Gill
et al., 2000); ciertamente, una inmunopotenciacion sistémica
podria traducirse en un incremento de la resistencia a
infecciones o de la eficacia de inmunizaciones vacunales.
Efectos contrarios, como los reportados por Kirjavainen et al.
(1999) en ratones tratados con cepas de Lactobacillus casei,
Lactobacillus gasseri y Lactobacillus rhamnosus, han sido
interpretados como favorables por sugerir efectos supresores
de reacciones de hipersensibilidad; sin embargo, en nuestra
opinidon una afirmacidon asi, sin aportar evidencias concretas
gque demuestren inhibicién de las respuestas de IgE, es
totalmente especulativa y, en realidad, lo Unico que en tales
casos se demuestra es un efecto inmunosupresor

potencialmente peligroso.
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Para tener una idea mas precisa de las repercusiones de la
inmunopotenciacién sobre la salud, es preciso conocer si
existe un efecto modulador, que potencie selectivamente
alguna de las ramas de la respuesta inmune, dependientes de
las células Th1l o Th2, y para ello es de utilidad la informacién
sobre los niveles de citoquinas producidas por los
esplenocitos estimulados por mitdgenos. Las Figuras 6.5y 6.6
presentan los resultados de las medidas de citoquinas en
cultivos de esplenocitos estimulados con LPS y ConA,
respectivamente. Los datos de la Figura 6.5 revelan que en
los cultivos estimulados con LPS hubo un incremento
significativo de la produccidn de IL-10. Esta interleukina
inmunorreguladora tiene actividad antiinflamatoria (Mege et
al., 2006). Los linfocitos B no producen IL-10, por lo que el
incremento observado debe atribuirse a otras células
presentes en el cultivo, que podrian ser los macroéfagos
esplénicos, susceptibles a la estimulacidon por el LPS (Meisel
et al., 1996) y/o a linfocitos Th2, estimulados a su vez por los
macréfagos. La informacion de la Figura 6.6 es esclarecedora
en el sentido de que el incremento de IL-10 atribuible células
T no es significativo. Si lo es, en cambio, aunque modesto, el
incremento de la citoquina IFN-y, conocida por ser un
mediador crucial de la inmunidad celular y la principal

citoquina activadora de macréfagos.
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Figura 6.5. Efecto de D3 en la produccion de citoquinas por
esplenocitos estimulados con LPS. Los niveles de citoquinas
en sobrenadantes de cultivos de animales testigos se han
igualado a 100 (en blanco, niveles superiores, y en negro,
niveles inferiores a los de sobrenadantes de testigos). La

significacion estadistica se obtuvo con el test de Student.

No es facil interpretar en términos celulares estos efectos
sistémicos del tratamiento con D3, que parece tener dos
componentes: (1) estimulo de las células Th1, productoras de
IFN-y; (2) estimulo de la actividad antiinflamatoria de
macrofagos. Independientemente de los mecanismos
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celulares, los datos obtenidos evidencian en su conjunto un
panorama muy interesante: potenciacion sistémica de la
capacidad de respuesta de los linfocitos, estimulo de la

inmunidad celular y accién antiinflamatoria.
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Figura 6.6. Efecto de D3 en la produccion de citoquinas por
esplenocitos estimulados con ConA. Los niveles de citoquinas
en sobrenadantes de cultivos de animales testigos se han
igualado a 100 (en blanco, niveles superiores a los de
sobrenadantes de testigos). La significacion estadistica se
obtuvo con el test de Student.
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Este panorama se podria traducir en incremento de la
resistencia frente a infecciones, tanto por patégenos
extracelulares (potenciacién de los linfocitos B, productores
de anticuerpos) como por patégenos intracelulares
(potenciacién de la produccién de IFN-y, que asegura la
activaciéon de macréfagos), y limitacion de los dafos causados
por las reacciones inflamatorias que acompafian a la
presencia de microorganismos patégenos en los tejidos. A
priori, este espectro de accidén parece preferible al mostrado
por otros probidticos como Escherichia coli M-17 que al
reducir la produccion de todas las citoquinas proinflamatorias
inhiben también la produccion de IFN-y (Fitzpatrick et al.,
2008), con lo que deprimen las defensas frente a patégenos
intracelulares; o al perfil contrario, mostrado por Lactobacillus
rhamnosus LA68, que al estimular a las células Th1 favorece
la produccion de IFN-y pero inhibe a la citokina
antiinflamatoria IL-10 (Dimitrijevic et al., 2014); y se
aproxima a una situacién ideal como la descrita para
Lactobacillus rhamnosus HNOO1 vy Bifidobacterium lactis
HNO19, que incrementan las defensas sin tener efectos
colaterales indeseables debidos a estimulacién de respuestas

inmunopatoldgicas (Zhou y Gill, 2005).
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7. PROTECCION FRENTE A INFECCIONES
EXPERIMENTALES

7.1. Objetivo y disefno experimental

Uno de los efectos mas interesantes de los microorganismos
probioticos es la capacidad para incrementar la resistencia del
hospedador a infecciones intestinales (Ng et al, 2009) y
extraintestinales (Fraga et al., 2005; Lehtoranta et al., 2014).
En el caso de la proteccion frente a infecciones intestinales,
que es el que ha sido investigado con mayor asiduidad, se
han postulado varios posibles mecanismos: la produccién de
sustancias inhibidoras, el bloqueo de sitios de adhesién en la
superficie intestinal, la competencia por los nutrientes, y la
estimulacién de la mucosa y la inmunidad sistémica (Servin,
2004; Ng et al, 2009; Ohland y Macnaughton, 2010). Sin
embargo, el incremento de resistencia frente infecciones
extraintestinales no puede explicarse por mecanismos que
supongan competencia o proximidad entre el probidtico y el
patdgeno, y deben atribuirse a mecanismos
inmunomoduladores (Park et al., 2013). El interés de la
aplicacion de probidticos en la prevencidon y tratamiento de
infecciones alcanza incluso al concepto, tan actual, de “salud
global”, ya que los probidticos se presentan como una
alternativa al uso de antibidticos tradicionales como

promotores de crecimiento en ganaderia; es sabido que el
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uso profilactico imprudente de antibidticos conlleva un alto
riesgo de seleccion de bacterias resistentes a multiples
farmacos utiles en clinica, pero ingesta de probidticos es un
enfoque seguro y no farmacoldgico para combatir los
microbios patdégenos, principalmente a través de Ia

modulacién del sistema inmune (Cross, 2002).

En el presente trabajo, se planted el objetivo de examinar si
L. fermentum D3 es capaz de incrementar la resistencia
frente infecciones intestinales en modelos experimentales en
ratdn. Se eligieron dos bacterias patdégenas entéricas:
Yersinia enterocolitica O9 y Listeria monocytogenes. Las
cepas virulentas (portadoras del plasmido pYV) del serotipo
09 de Y. enterocolitica pertenecen al biotipo 2, de
patogenicidad moderada (Fabrega y Vila, 2012); son
patégenos extracelulares que causan una enteritis aguda que
se autolimita sin manifestaciones extraintestinales, excepto
en enfermos inmunocomprometidos o0 con sobrecarga
plasmatica de hierro. En el ratén, la infeccién con Y.
enterocolitica O9 por via oral produce una infeccion intestinal
similar a la humana, que cursa sin sintomatologia aparente,
pero que puede persistir durante mas de dos meses, como
revela la excrecidon de yersinias en heces (Ruiz-Bravo et al.,
1999). En este modelo experimental, la evolucion de la
infeccidon se monitoriza mediante coprocultivo en medios
selectivos para yersinias. En cuanto a L. monocytogenes, es
un patégeno intracelular (Stavru et al., 2011), que tras la

infeccidon por via oral atraviesa la mucosa intestinal y pasa a
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sangre; las listerias pueden cuantificarse mediante siembras
de homogeneizados de higado o bazo, érganos donde son
retenidas por los macréfagos fijos que las retiran de la

circulacion.

7.2. Ensayos de proteccion frente a Yersinia

enterocolitica 09.

7.2.1. Pretratamiento con Lactobacillus fermentum D3.

Se dispusieron dos lotes de ratones BALB/c (ver el apartado
6.2), uno de los cuales recibid solo el vehiculo de leche
descremada, mientras que el otro fue tratado con una L.
fermentum D3 en leche descremada (10° CFU por ratdn y
dia). Los indculos fueron de 100 pL por ratén, administrados
por canula intragastrica como se describié en la seccion 6.3,
donde se describe también la preparacion de los inéculos. El
tratamiento se inici6 12 dias antes del desafio con Y.

enterocolitica.

7.2.2. Desafio.
Terminado el tratamiento previo con D3, todos los animales

fueron inoculados por via intragastrica con la cepa IP383 de

Y. enterocolitica.
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La cepa IP383, de origen humano, pertenece al serotipo 09,
biotipo 2, y es portadora del plasmido de virulencia pYV
(Mazigh et al., 1983). Los indculos se obtuvieron recogiendo
en PBS las bacterias crecidas en TSA a 25°C durante 24 h (a
temperaturas superiores a 29°C, el pYV es inestable y
termina perdiéndose). Cada animal recibié 10® bacterias
viables en un volumen de 100 pl mediante canula

intraesofagica.

7.2.3. Continuacion del tratamiento con D3.

Una vez infectados, los animales continuaron recibiendo sus
tratamientos diarios (D3 y vehiculo lacteo) hasta el final del

ensayo.

7.2.4. Monitorizacion de la infeccion.

La evolucion de la infeccidon se monitorizé por coprocultivo en
medio selectivo. Las heces de los ratones infectados se
obtuvieron directamente sobre placas Petri estériles y se
procesaron en un maximo de 15 minutos después de la
recogida. Las heces se pesaron y se homogeneizaron en 10
ml de PBS estéril y se sembraron diluciones adecuadas de los
homogeneizados en placas de Agar Yersinia (CIN Agar),
suplementado con cefsulodina, irgasan y novobiocina (Oxoid,

Hampshire, UK), para el recuento de CFU correspondientes al
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contenido en bacterias viables. Los resultados se expresaron

como numero de yersinias viables por gramo de heces. Un

esquema del procedimiento completo se presenta en la Figura
7.1.

Inocular
> > > [|[—> 12 dias
consecutivos
-,
Sedimento Indculo
37°C Caldo en leche
MRS 37 °C
s
> > U > Desafio
-,
In6éculo
en PBS
- & Heces
. e il
D3 . i
inéculo — Contlnyar el =
en leche tratamiento | |'

con D3 f

Figura 7.1. Ensayo de proteccidon frente a la infeccién
experimental con Y. enterocolitica IP383.
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Figura 7.1 (Continuacion)
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7.3. Ensayos de proteccion frente a Listeria

monocytogenes.

7.3.1. Pretratamiento y desafio.

El tratamiento previo con D3 se realizd6 como se ha descrito
en la seccidon 7.2.1. La infeccion se llevd a cabo con una cepa
de L. monocytogenes cedida por el Dr. Sampedro del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves (Granada), aislada de una
herida, y cuya Vvirulencia en modelos de infeccién
experimental en ratén ha sido previamente establecida en
nuestro laboratorio (Ruiz-Bravo et al., 2001). Las bacterias se
cultivaron en agar sangre a 37°C durante 24 h, se recogieron
en PBS estéril, se lavaron dos veces por centrifugacion y se
prepararon inéculos en PBS, que se ajustaron por densidad
Optica para que cada ratdn recibiese, por via intragastrica,
10® bacterias viables en un volumen de 100 pl. Diez minutos
antes de la inoculacién, cada ratén recibié, por la misma via,
100 ml de una solucién de bicarbonato sddico al 10 %, con el
objeto de neutralizar el pH gastrico y favorecer Ia
supervivencia del patdégeno, ya que en condiciones normales
se estima que mas de un 90 % de las listerias ingeridas son

inactivadas por el pH gastrico (Sleator et al., 2009).
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7.3.2. Monitorizacion de la infeccion.

Una vez establecida la infeccidén, en los ratones BALB/c, muy
sensibles a esta bacteria, las listerias atraviesan la mucosa y
se diseminan por via hematica, por lo que pueden ser
cuantificadas en diversos tejidos (Bou Ghanem et al., 2013),
especialmente en bazo e higado, por su condicién de érganos
muy irrigados y ricos en macréfagos fijos que desempeiian un
papel crucial en la depuracion de particulas extranas de la

sangre.

Al tercer y sexto dia tras la infeccion, se sacrificaron la mitad
de los animales de cada lote, se extrajeron bazos e higados,
que se homogenizaron en PBS y se practicaron diluciones
seriadas para realizar cultivos cuantitativos cultivados en
medio selectivo para Listeria (PALCAM Agar de Oxoid,
Hampshire, UK). Los resultados obtenidos se expresaron
como n° de bacterias viables por 6rgano. Un esquema del

procedimiento completo se presenta en la Figura 7.2.
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Figura 7.2. Ensayo de proteccion frente a la infeccién
experimental con L. monocytogenes.
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7.4. Resultados y discusion

7.4.1. Infeccion con Y. enterocolitica 09.

Los resultados, mostrados en la Figura 7.3, evidenciaron que
todos los animales de ambos lotes, testigos y tratados, se
infectaron, con un registro del 100 % de excrecidon de
yersinias en heces desde que se iniciaron los coprocultivos
tres dias después del desafio. Durante el primer mes
postinfeccidon no se observaron diferencias apreciables en los
coprocultivos de ambos lotes. Sin embargo, ya a los 35 dias
los recuentos de yersinias de los animales tratados con D3
fueron inferiores a los de los testigos, y a partir del dia 50,
todos los animales tratados tuvieron coprocultivos negativos,
mientras que la negativizacién total del grupo testigo se
alcanzd en el dia 70. Aunque el test no paramétrico de Mann-
Whitney no alcanzd significacion estadistica, debido a que en
ambos grupos las negativizaciones empezaron de forma
simultdnea, resulta evidente que en el grupo no tratado el 60
% de los animales persistia infectado en el dia 50, cuando
ningun animal tratado excretaba vyersinias en niveles

detectables en heces.
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(En la pagina anterior) Figura 7.3. Efecto de D3 sobre la
infeccion experimental con Y. enterocolitica 09. (A), niveles
de excrecion fecal de yersinias en los animales con
coprocultivo positivo. (B), nimero de animales con

coprocultivo positivo (n = 5 para cada grupo).

Y. enterocolitica O9 es un patégeno muy bien adaptado al
ambiente intestinal, como se evidencia por su capacidad para
colonizar el intestino, tanto en seres humanos como en el
modelo experimental murino, durante largos periodos de
tiempo sin manifestar una sintomatologia significativa. El
hecho de que el tratamiento con D3 consiguiese acortar el
periodo de infeccién, monitorizado por la excrecidon fecal de
yersinias, es una manifestacion notable del efecto potenciador
de la resistencia frente a la infeccidn intestinal, que no se ha
conseguido con otras cepas probidticas con capacidad para
estimular la inmunidad mucosal (De Montijo et al., 2015). El
mismo hecho de que el efecto protector se manifieste a largo
plazo, sugiere que se debe a un mecanismo de
inmunomodulaciéon, ya que las posibles interacciones fisicas
entre ambas bacterias (antibiosis, competencia por
receptores en la mucosa, competencia por nutrientes)
hubieran debido manifestarse desde el inicio de la infeccion.
Dado el efecto potenciador de D3 sobre la capacidad de
respuesta de los linfocitos B (seccion 6.7), responsables de
las respuestas de anticuerpos, y el hecho de que la respuesta

de anticuerpos de clase IgA, presentes en las secreciones
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mucosales, es importante en la eliminacién de las yersinias
de la mucosa intestinal (Sugiura et al., 2013), es razonable
proponer que sea este un mecanismo responsable del
acortamiento de la infeccién en los animales tratados con D3.
Esta hipotesis debiera contrastarse mediante experimentos en
los que se mida la inmunidad mucosal especifica frente a Y.

enterocolitica en animales testigos y tratados con D3.

7.4.2. Infecciéon con L. monocytogenes.

Los resultados mostrados en la Figura 7.4 revelan que los
niveles de listerias en los higados de los animales testigos se
incrementaron significativamente (mds de 5 unidades
logaritmicas) entre los dias 3 y 6 después de la infeccion,
como cabria esperar de una bacteria de alta patogenicidad
capaz de proliferar en el higado. Sin embargo, el
pretratamiento con D3 frend espectacularmente esta
proliferacion; las diferencias entre los recuentos de listerias
entre animales testigos y tratados, en el dia 6, fueron

significativas.
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B Tratados
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N° de listerias viables por higado (Log ()

Dia 3 Dia 6

Dias post-infeccidon

Figura 7.4. Efecto del tratamiento con D3 sobre los recuentos
de listerias en higado. La significaciéon (P < 0,05) se obtuvo

mediante el test de Student.

La Figura 7.5 presenta los resultados de los recuentos de
listerias en bazo. En este caso, la tendencia fue de reduccidn
a lo largo del tiempo, aunque sin alcanzar la significacion
estadistica en los animales testigos pese a que en la mitad de

ellos los recuentos fueron indetectables a los 6 dias (lo que
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explica el alto valor de la desviacion estandar). El
pretratamiento con D3 consiguié que en la totalidad de los

animales los recuentos a los 6 dias fueran indetectables.

OTestigos
S W Tratados

N° de listerias viables por bazo (Log()
w

Dia 3 Dia 6

Dias post-infeccion

Figura 7.5. Efecto del tratamiento con D3 sobre los recuentos

de listerias en bazo.
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La rapidez del proceso de depuracion sugiere que se debe a
mecanismos de la inmunidad innata, ya que la respuesta de
células Thl y células T citotoxicas especificas, que es
importante en la inmunidad adquirida frente a esta bacteria
(Williams et al., 2012), tardaria mas tiempo en aparecer. Los
macréfagos fijos de bazo e higado son capaces de depurar
eficazmente a las listerias (Portnoy et al., 2002), y la
produccion de IFN-y, potenciada por D3, puede coadyuvar
muy eficazmente a este proceso, mediante la activaciéon de
macrofagos. En este caso, la produccién de IFN-y podria
atribuirse a células de la inmunidad innata, como las células
NK, mas que a linfocitos T. Estos posibles mecanismos

debieran ser confirmados en ensayos ulteriores.
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8. BIOSEGURIDAD.

8.1. Criterios de bioseguridad.

El concepto de probidtico establece de forma explicita que
tales microorganismos se administran vivos, y ello plantea de
inmediato la necesidad de garantizar la ausencia de riesgos
para el consumidor. El precedente de consumo, desde
tiempos casi inmemoriales, de microorganismos vivos en
productos fermentados, especialmente derivados lacteos
como yogures, kéfir, koumis, filmjolk, crema agria, etc., les
ha adjudicado la consideracion de microorganismos seguros,
sin embargo, la introduccién de nuevas cepas como agentes
probiodticos destinados al consumo humano exige verificar que
la consideracidn de seguridad puede extenderse a ellas. Los
criterios de bioseguridad se refieren en principio a la ausencia
de patogenicidad en las bacterias y de toxicidad en sus
productos metabdlicos, pero la preocupacion por el creciente
problema de la adquisicion de resistencias frente a los
agentes antimicrobianos de uso clinico llevé pronto a incluir
también entre los requisitos de bioseguridad la ausencia de
genes de resistencia transmisibles (Donohue y Salminen,
1995). El informe conjunto de expertos FAO/WHO de 2001
partia de la aceptacidén inicial de que larga historia de
consumo de lactobacilos, bifidobacterias y lactococos sin

riesgo establecido para los seres humanos, unida a la
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ausencia de patogenicidad, era la mejor prueba de su
seguridad, pero reconocia también la existencia de algunos
raros casos de bacteriemia asociados a lactobacilos v,
especialmente, insistia en la importancia de comprobar que
las cepas usadas como probidticos careciesen de genes
trasmisibles responsables de resistencias a antimicrobianos
(Joint FAO/WHO Expert, 2001). Un afio después, los expertos
FAO/WHO insistieron en que estos grupos de bacterias son
tradicionalmente seguros, recogiendo el concepto de
microorganismos “Generally Recognized as Safe” (GRAS),
pero recomendaron una serie de pruebas a realizar con las
cepas utilizadas como probidticos: (1) determinacién de los
patrones de resistencia a antimicrobianos; (2) evaluacién de
ciertas actividades metabdlicas (por ejemplo, la produccién
de D-lactato y la desconjugacion de sales biliares); (3)
evaluacion de los efectos secundarios en estudios en
humanos; (4) vigilancia epidemioldgica post-mercado de
incidentes adversos en los consumidores; (5) en cepas
pertenecientes a una especie toxicogénica, ensayos de
produccion de toxina; (6) si la cepa pertenece a una especie
con potencial hemolitico conocido, determinacion de Ia
actividad hemolitica; adicionalmente, recomendaban evaluar
la ausencia de infectividad en animales
inmunocomprometidos (Joint FAO/WHO Working Group,
2002).

Buscando introducir en el ambito europeo un sistema similar

a la definicion de “Generally Recognised As Safe” (GRAS)
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utilizada en USA, la European Food Safety Authority (EFSA)
introdujo el concepto de “Qualified Presumption of Safety
(QPS)” para referirse a taxones (géneros o grupos de
especies) de microorganismos para los que es asumible que
son seguros en base a una evidencia razonable, y que por lo
mismo estarian exentos de la necesidad de una evaluacion
especifica de la seguridad; lo cual conlleva que, para los
microorganismos que no se incluyan en el status QPS, seria
necesaria una evaluacién completa de la seguridad antes de
aceptarlos como componentes de alimentos destinados al
consumo humano (Barlow et al., 2007). El status QPS se
adjudica a microorganismos que “tienen un largo historial de
uso aparentemente seguro”, en contraposicion a otros que
“son menos conocidos y pueden representar un riesgo para
los consumidores” (EFSA Panel on Biological Hazards, 2013).
En el primer listado elaborado en 2007 figuraban 33 especies
de Lactobacillus, entre ellas L. fermentum, cuya inclusiéon ha
sido ratificada en los posteriores listados (EFSA Panel on
Biological Hazards, 2013). El status QPS ha sido introducido
en la legislacion de la Unién Europea con la publicacién de la
“"Commission Implementing Regulation (EU) No 562/2012". El
EFSA Panel on Biological Hazards (2013) reconoce que se han
producido varios informes de infecciones por lactobacilos en
hospedadores inmunocomprometidos, en especial atribuidos a
L. rhamnosus, que se considera la especie de mayor
prevalencia en infecciones humanas asociadas a lactobacilos.
En la mencionada publicacién se recogen varios reportes de

infecciones en inmunocomprometidos atribuidas a
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lactobacilos, ninguna de las cuales implica a L. fermentum. El
Panel de EFSA concluye que no hay necesidad de cambiar la
recomendacion QPS de las especies de Lactobacillus
recomendadas anteriormente, pero insiste en que deben
vigilarse estrechamente las infecciones clinicas asociadas a
especies de lactobacilos, especialmente L. rhamnosus (EFSA

Panel on Biological Hazards, 2013).

Para acogerse al status QPS, es crucial la correcta
identificacion de las cepas. PROSAFE, una organizacién
profesional sin fines de lucro cuyo objetivo principal es
mejorar la seguridad de los usuarios de productos y servicios
en Europa, ha prestado atencion a esta exigencia,
recomendando que los métodos biogquimicos convencionales
se complementen con métodos moleculares realizados en un
centro cualificado (Vankerckhoven et al., 2008). El Proyecto
PROSAFE se ha centrado en definir los criterios, las normas y
directrices que se requieren establecer la bioseguridad de
estas cepas. PROSAFE ha dedicado especial atencidn al riesgo
de transmisién de resistencias a antimicrobianos desde cepas
probidticas a microorganismos potencialmente patégenos. En
consecuencia, se han propuesto nuevos medios vy
procedimientos para investigar la sensibilidad de bacterias
lacticas y se han realizado algunas recomendaciones al
respecto: por ejemplo, evitar aquellas cepas cuyo espectro de
sensibilidad a antimicrobianos difiera del caracteristico de su
taxon, cabe interpretar que por la sospecha razonable de que

las resistencias inusuales se hayan adquirido por
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transferencia lateral de genes y por tanto conserven su
capacidad de movilidad. Paralelamente, se recomendd evitar
el uso de cepas que alberguen genes de virulencia conocidos
y confirmados. Para la evaluacién in vivo de la seguridad
mediante la investigacién de patogenicidad de la cepa en
modelos animales, se ha propuesto el modelo de endocarditis
como el modelo mas fiable probado en el proyecto PROSAFE.
Ademas, se llegd a un consenso para la aprobaciéon de la
necesidad de un estudio de la colonizacién humana en un
disefio aleatorizado, doble ciego y controlado con placebo; sin
embargo, se necesitan mas discusiones sobre los detalles del
estudio (Vankerckhoven et al., 2008).

Diversos autores se han ocupado de discutir criterios de
bioseguridad para probiéticos, y, en general, hay coincidencia
en todos ellos, aunque algunos parecen excesivos: asi,
Saarela et al. (2000) se refieren al origen de las cepas, que
segun ellos debe ser el tracto gastrointestinal humano sano,
lo que excluiria cepas de otros origenes (por ejemplo, leche
de ganado, vegetales, etc.) que pueden reunir propiedades
perfectamente asumibles para probidticos destinados al
consumo humano. Para asegurar la exclusidon de cepas
portadoras de genes indeseables, ya sea por codificar factores
de virulencia o resistencias trasmisibles, se ha propuesto la
obtencién de secuencias completas del genoma de las
bacterias candidatas (Wassenaar y Klein, 2008; Wei et al.,
2012); en la mayoria de los casos, este recurso parece

desproporcionado, ya que los estudios basados en técnicas
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convencionales pueden contrastar la bioseguridad de forma

razonablemente fiable.

En esta Tesis se ha abordado el estudio de la bioseguridad de
las nuevas cepas aisladas como candidatas a probidticos, en
tres tipos de ensayos: (1) la ausencia de enzimas
indeseables, relacionados con la produccién de carcinégenos;
(2) la ausencia de resistencias transmisibles frente agentes
antimicrobianos de relevancia en clinica humana; y (3) la
ausencia de patogenicidad en modelos experimentales de

animales inmunocomprometidos.

8.2. Deteccion de enzimas indeseables.

Se ha demostrado que algunos microorganismos definidos
como probidticos producen actividades enzimaticas que
pueden ser perjudiciales para el organismo. Ciertos autores
(Parodi, 1999) apuntan a algunas enzimas como la a-
quimiotripsina, la B-glucoronidasa, B-glucosidasa y N-acetil-
B-glucosaminidasa implicadas en la aparicién de

determinados canceres de colon.

La capacidad de produccion de enzimas indeseables se ha
determinado utilizando el kit comercial API® ZYM de la casa
comercial BioMérieux, Francia. El kit API® ZYM es un
micrométodo semicuantitativo de investigacién de actividades

enzimaticas aplicable a diferentes tipos de muestra, que
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permite estudiar rapida y simultaneamente 19 actividades
enzimaticas (Tabla 8.1) a partir de pequefias cantidades de
muestra. La galeria consta de 20 microtubos cuyo fondo esta
constituido por un soporte que contiene un substrato
enzimatico con su tampdn. Este soporte estd destinado a
favorecer el contacto entre el enzima y el substrato
generalmente insoluble. La interpretacidén de los resultados se
basa en la observacién de las coloraciones desarrolladas en

los distintos microtubos.

Tabla 8.1. Actividades enzimaticas ensayadas en el Kit API® ZYM.

ACTIVIDADES ENZIMATICAS

1. Control 11. Fosfatasa acida

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

4. Esterasa Lipasa (C8) 14. B-galactosidasa

5. Lipasa (14) 15. B-glucoronidasa

6. Leucina arilamidasa 16. a-glucosidasa

7. Valina arilamidasa 17. B-glucosidasa

8. Cisteinaarilamidasa 18. N-acetil-glucosaminidasa
9. Tripsina 19. a-mannosidasa
10.a-quimiotripsina 20. a-fucosidasa
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Cada uno de los microtubos del sistema se inocula con una
suspensidn bacteriana con una concentraciéon de 10® UFC/mL,
procedente de un cultivo puro de la bacteria estudiada.
Posteriormente se incuba a 370°C durante 4h
aproximadamente.

Tras finalizar el periodo de incubacién y el posterior revelado
con el uso de reactivos especificos (ZYM A y ZYM B), se
desarrolla en cada microtubo una coloracidn caracteristica
que pone de manifiesto los resultados.

La lectura de los resultados se realiza mediante comparacién

colorimétrica con una tabla de lectura (Figura 8.1).
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Figura 8.1. Tabla de lectura de resultados del sistema API® ZYM.
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8.3. Prueba de sensibilidad a antimicrobianos.

Existen estudios de bioseguridad que pueden permitir un
mejor entendimiento del proceso de transferencia horizontal
de resistencia a antibiéticos de microorganismos iniciadores
de productos lacteos a otros microorganismos. Asi, la forma
de trasmitir los genes de resistencia a antibidticos es
mediante plasmidos conjugativos y transposones. Se han
descrito (Shalini et al., 2005) como minimo 25 especies de
Lactobacillus que contienen plasmidos nativos y a menudo en
multiples copias (entre 1 y 6) en una cepa Unica. Asi, se han
encontrado pldsmidos de resistencia (R-plasmidos) a
tetraciclina, eritromicina, cloranfenicol y macrdlidos en
Lactobacillus fermentum aislados de carne y heces. La posible
transferencia de plasmidos o transposones desde
microorganismos del Aacido lactico a microorganismos
patdgenos ha sido descrita en varias ocasiones (Shalini et al.,
2005; Mohammed et al., 2007). En este contexto, se ha
demostrado que un plasmido aislado en L. fermentum con
resistencia a eritromicina (erm gen) presenta un 98,2% de
similitud con un transposén de una cepa de Enterococcus.
Ademas se ha detectado que el gen que codifica la
resistencia a tetraciclina en diversas cepas de Lactobacillus,
se encuentra en un plasmido-R también detectado en cepas
de Staphylococcus aureus y Neisseria meningitidis. Todos
estos resultados, pueden sugerir la posible capacidad de
transferencia de plasmidos de bacteria BAL a otras bacterias,

incluidas algunas patdgenas.
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Se procedido al estudio del perfil de sensibilidad de la cepa
D3 a diversos antimicrobianos. Como microorganismos
controles, hemos incluido a cepa de L. fermentum 4007
obtenida de la Coleccion Espafiola de cultivos tipo (CECT) y
una cepa de Bacillus subtilis. Esta ultima se ha utilizado como
control positivo de la prueba de sensibilidad por ser una

bacteria muy sensible a la mayoria de los antibioticos.

Estos ensayos se realizaron mediante tres técnicas:
1. Antibiograma.
2. Determinacién de la concentracion minima inhibitoria
(CMI).
3. Determinacién de la concentracién minima bactericida
(CMB).

8.3.1. Antibiograma.

Para la realizacién de esta técnica se utilizé el método
conocido como de Kirby-Bauer, basada en la difusion en agar
a partir de discos comerciales estandar con concentraciones

prefijadas de los antimicrobianos a ensayar (Crespo, 2005).

Se sembraron las cepas D3 y CECT4007 en caldo MRS sin
agitacion a 30°C durante 24 horas y la cepa de
Bacillussubtilisen caldo TSB (Oxoid, U.K). Pasado el tiempo de
incubacidn, se sembraron en superficie una alicuota del

cultivo de cada una de las cepas a ensayar sobre placas de
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Petri conteniendo agar Mueller Hinton (Hi Media, Scharlau,
Espafia). Los antibidticos se presentan en discos comerciales
(Biorad, Espafia) de 0,6 mm de didmetro, colocandose con
ayuda de pinzas estériles sobre la superficie de las placas
inoculadas. Seguidamente, las placas se incubaron en
aerobiosis a 37°C durante 48 horas, midiéndose también a

las 24 horas, el didametro de la zona de inhibicidon.

Los resultados mostraron que este método no fue efectivo
para estudiar la sensibilidad de las cepas de L. fermentum D3
y CECT 400, debido a que no se produjo un correcto
crecimiento de los microorganismos en el medio Mueller
Hinton, posiblemente debido a los requerimientos especiales

de estas bacterias lacticas.

El método de Kirby-Bauer estd estandarizado para clinica
(microorganismos patdgenos) y al no dar buenos resultados,
fue necesario desarrollar un método alternativo. Asi, se
modificd el método de KIRBY-BAUER, utilizando placas de
Petri con medio MRS agar para las cepas de lactobacilos y
agar TSA para la cepa de B. subtilis. El procedimiento seguido
fue el mismo que el descrito anteriormente, con la Unica

salvedad de los medios de cultivo utilizados.
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8.3.2. Concentracion minima inhibitoria (CMI) vy

concentracion minima bactericida (CMB).

Se realizaron las determinaciones de la minima concentracion
inhibitoria (CMI) y la minima concentracién bactericida (CMB)
para eritromicina, tetraciclina y vancomicina, elegidos por

haberse descrito resistencias trasmisibles para ellos.

La CMI de un agente antimicrobiano es la minima
concentracién que inhibe la multiplicaciéon y produccion de un
crecimiento visible de una cepa bacteriana dada tras un
periodo de incubacién, mientras que la CMB se define como la
minima concentracidn de agente antimicrobiano que mata a
mas del 99,9% de los microorganismos viables después de un

tiempo determinado de incubacion.

Para la realizacién de la determinacién de la CMI y la CMB se
ha seguido la técnica de microdilucidn en caldo nutritivo

(Crespo, 2005), que se describe a continuacién:

Se partid de un cultivo puro de 18-24 h de la cepa D3 y de L.
fermentum CECT 4007, tiempo necesario para que se haya
alcanzado la fase exponencial de crecimiento.

La experiencia se realizd en placas microtitter donde se
disponen los antibidticos (eritromicina, tetraciclina vy
vancomicina) a distintas concentraciones y medios de cultivo
adecuado (MRS caldo), de forma que se consigue preparar

una bateria de diluciones decreciente de antibidticos.
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Posteriormente, se afadié un indculo de volumen conocido de
cultivo puro en cada uno de los pocillos correspondientes, de
acuerdo a las indicaciones descritas por Crespo (2005).

Una vez preparada las placas microtitter se sellaron con papel
de parafina (Parafim®M) y se incubaron durante 24 h a
300°C.

Transcurrido el tiempo de incubacidn, se realizd la lectura de
absorbancia con la ayuda de un lector multipocillo (ELISA) a

una longitud de onda de 620 nm.

8. 4. Ensayo de inocuidad en un modelo experimental

de inmunosupresion con ciclofosfamida.

Para comprobar la ausencia de patogenicidad de la cepa D3,
se utilizaron 20 ratones BALB/c hembras de alrededor de 20
g de peso (ver la seccidon 6.2), de los cuales la mitad se
mantuvieron inmunolégicamente intactos, y la otra mitad se
sometié a un régimen de inmunosupresién con ciclofosfamida
descrito por Sanati et al. (1997), establecido en nuestro
laboratorio (Jiménez-Valera et al., 2003) y aplicado al estudio
de la actividad inmunorrestauradora de una bacteria
probiodtica (Bujalance et al., 2007). Cada animal recibié por
via intraperitoneal dos dosis de ciclofosfamida (Genoxal) de
150 y 100 mg/Kg, con un intervalo de tres dias entre ambas.
Este tratamiento asegura una leucopenia durante al menos

cinco dias tras la ultima inyeccidn, junto con una reduccion
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del bazo, que a partir de unos siete dias evoluciona hacia una

acusada esplenomegalia.

Los animales se inocularon por inyeccion en el plexo venoso
retroorbital con un volumen de 100 pl por ratén, de una
suspensidn en PBS estéril conteniendo aproximadamente 108
lactobacilos viables por ml. Los animales se sacrificaron, a
tiempos determinados (dia 1, 2 y 3) por dislocamiento
cervical. Se procedié a la extraccién del bazo en condiciones
de esterilidad y a su homogenizacién en PBS estéril. De esta
suspensién se realizaron diluciones decimales y se sembraron
en MRS. Las placas fueron incubadas a 37°C durante 24°C.
Tras la incubacidon se realizd6 el recuento de colonias,

expresado como bacterias viables por érgano.

8.5. Resultados y discusion.

8.5.1. Deteccion de enzimas indeseables.

Los resultados obtenidos con L. fermentum D3, en relacién a

su capacidad de produccion de enzimas indeseables, se

muestran en la Figura 8.2
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Figura.8.2. Fotografia de los resultados de la galeria API®

ZYM de la cepa L. fermentum D3.

Como se puede observar la cepa D3 presenta resultados
negativos ante la presencia de enzimas indeseables: a-
quimiotripsina (microtubo n© 10), B-glucoronidasa (microtubo
n° 15), B-glucosidasa (microtubo n°® 17), vy N-acetil- B-
glucosaminidasa (microtubo n© 18). Por ello se puede concluir
que el L. fermentum D3 es un microorganismo bioseguro con

respecto a la produccion de actividad enzimatica perjudicial.

La cepa B16 también mostré resultados negativos en los
ensayos de presencia de las enzimas indeseables a-
quimiotripsina (microtubo n° 10), B-glucoronidasa (microtubo
n® 15), B-glucosidasa (microtubo n® 17), vy N-acetil- B-
glucosaminidasa (microtubo n© 18). Por lo que se puede
concluir que el L. fermentum B16 es un microorganismo
bioseguro con respecto a la presencia de actividad enzimatica

perjudicial.

285



Bioseguridad

8.5.2. Sensibilidad a antimicrobianos.

La Tabla 8.2 presenta los resultados numéricos de un
antibiograma representativo de los realizados a la cepa D3,
junto con las cepas control. La cepa D3 fue resistente a
algunas cefalosporinas, a todas las fluoroquinolonas
ensayadas y a algunos aminoglicésidos. Como no existen
valores estandarizados para la interpretacién de la
susceptibilidad de lactobacilos, se interpretaron de acuerdo a
los estandares de diametros de inhibicion de Enterococcus
spp., dada su relacién filogenética con los lactobacilos y se
clasificaron como sensible, resistente o intermedio de acuerdo
a las tablas publicadas por el Comité Nacional de Estandar de
Laboratorios Clinicos de los Estados Unidos de Norteamérica
(Nacional Committee for Clinical Laboratorios Standards)
segun la edicién de Enero de 2013. Con esta informacién, se
clasificéd el efecto del antibidtico en Resistente (R), Intermedio
(I) y Sensible (S).

De todos los antibidticos ensayados la eritromicina y Ia
tetraciclina son los que mas interés tienen en este estudio ya
que son los que se han demostrado por otros autores que se
presentan en plasmidos que pueden ser transferidos a
Enterococcus. Nuestros resultados demuestran que la cepa
D3 fue sensible a estos antibidticos, con lo que se puede
sugerir que es un excelente candidato para ser utilizado como
microorganismo probiético en productos destinados al

consumo humano.
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Los resultados de CMI y CMB mediante la lectura del ELISA se

muestran a continuacion en la Tabla 8.3.

Tabla 8.3. Valores de CMI y CMB de las cepas L. fermentum
D3 y CECT 4007 para eritromicina, tetraciclinay

vancomicina.

) Concentracion Cepa CECT
Antibiotico Cepa D3
(Hg/ml) 4007
CMI 0,78 1,56
Eritromicina
CMB 1,5 12,5
CMI 15,68 31,25
Tetraciclina
CMB 125 250
CMI >1000 >1000
Vancomicina
CMB >1000 >1000

Con los resultados de la CMI y CMB se corroboraron los
resultado del antibiograma, en el sentido de que la cepa
control L. fermentum CECT 4007 presenta mayor resistencia

a los antibioticos eritromicina y tetraciclina que la cepa D3.

Si comparamos nuestros resultados con investigaciones
realizadas por otros autores (Chin et al., 2005) con diferentes
cepas de L. fermentum, los valores de CMI y la CMB de la

cepa D3 fueron sensiblemente mas bajos que otras cepas, es
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decir, la cepa D3 es mas sensible a los antibidticos
eritromicina y tetraciclina que otras cepas de la misma

especie.
Los resultados de la realizacidon de antibiogramas con la cepa

B16 se recogen en la Tabla 8.4. Se mantuvo la sensibilidad a

eritromicina y tetraciclina.

Tabla 8.4. Resultado del antibiograma para la cepa

B16.
i Cepa B16
Antibidtico Concentracion Didmetro de
(H9) Interpretacion
halo (mm)
ﬁggﬁfﬁ'ﬁﬁico (AMC) 20/10 42 Sensible
AMOXICILINA (AML) 25 29 Sensible
CIPROFLOXACINO (CIP) 5 10 Resistente
CEFUROXIMA (CXM) 30 30 Sensible
AZITROMICINA (AZM) 15 22 Sensible
CLARITROMICINA (CLR) 15 29 Sensible
LEVOFLOXACINO ( LEV) 5 12 Resistente
MOXIFLOXACINO (MXF) 5 17 Resistente
NORFLOXACINO (NOR) 10 0 Resistente
CEFEPIME (FEP) 30 38 Sensible
AMPICILINA (AMP) 10 29 Sensible
CEFAZOLINA (KZ) 30 29 Sensible
ERITROMICINA (E) 15 27 Sensible
FOSFOMICINA (FOF) 200 0 Resistente
GENTAMICINA (CN) 10 7 Resistente
METRONIDAZOL (MTZ) 50 0 Resistente
TOBRAMICINA (TOB) 15/10 0 Resistente
VANCOMICINA (VA) 30 0 Resistente
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CEFTAZIDIMA (CAZ) 30 28 Sensible
ACIDO PIPEMIDICO (PIP) 20 0 Resistente
CEFIXIMA (CFM) 5 20 Sensible
ESTREPTOMICINA (S) 10 16 Intermedio
AMIKACINA (AK) 30 10 Resistente
MINOCICLINA (MH) 30 32 Sensible
TETRACICLINA (TE) 30 20 Sensible

8.5.3. Ensayo de patogenicidad en raton.

Los resultados de los recuentos de lactobacilos en el bazo de

los animales inoculados por via intravenosa se recogen en la

Figuras 8.3. y Figu

ra 8.4.

Ratonesinmunocompetentes
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Figura 8.3. Infectividad de la bacteria en ratones BALB/c

inmunocompetentes.
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Ratones inmunocomprometidos
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Figura 8.4. Infectividad de la bacteria en ratones BALB/c

inmunocomprometidos.

A la vista de los resultados podemos afirmar que la
depuracion de lactobacilos en el bazo no se vid afectada por
la inmunosupresién con ciclofosfamida, una de cuyas
consecuencias es la neutropenia severa: los ratones
inmunocomprometidos no tuvieron dificultades en eliminar la
bacteria de forma similar a los inmunocompetentes, siendo en
ambos casos indetectables en bazo a los 4 dias post-
infeccion. Hay que considerar que se trata de un modelo

exigente, ya que se introdujo directamente en sangre un
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numero considerable de bacterias. Se concluye que la cepa
D3 podria administrarse sin riesgo a individuos con defensas
deterioradas por la edad o} por tratamientos

inmunosupresores.
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9. CONCLUSIONES.

Primera: La aplicacién de criterios de seleccion ha permitido
caracterizar, a partir de 57 aislados de lactobacilos
procedentes de diversas muestras, dos cepas de Lactobacillus
fermentum, designadas como D3 y B16, que poseen las
caracteristicas basicas para considerarlas candidatas a

microorganismos probidticos.

Segunda: Los estudios de antibiosis, comunmente incluidos
entre las pruebas de cribado de nuevas cepas probidticas,
tienen un valor limitado, ya que, cuando la bacteria candidata
crece en medios con alto contenido en dextrosa, la inhibicion
de bacterias de prueba ocurre por efecto del descenso de pH
causado por la produccion de acidos, que es poco probable
que opere in vivo y puede enmascarar otros mecanismos de

antibiosis.

Tercera: La administraciéon continuada de la cepa D3 a
ratones por via intragastrica incrementa la capacidad de
respuesta de los linfocitos esplénicos y modula la produccién
de citoquinas, potenciando la produccidn de la citoquina
antiinflamatoria interleukina 10 y del interferén gamma,
mediador crucial de la inmunidad celular efectiva frente a

patdgenos intracelulares.
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Cuarta: La administracién continuada de la cepa D3 a
ratones por via intragdastrica incrementa la resistencia a la
infecciéon experimental por el patdgeno intestinal extracelular
Yersinia enterocolitica y por el patdégeno intracelular Listeria

monocytogenes.

Quinta: Las cepas D3 y B16 mostraron buenos perfiles de
bioseguridad, ya que ninguna de las dos expresdé enzimas
indeseables ni resistencias documentadas como transmisibles
dentro del género Lactobacillus. Adicionalmente, D3,
inoculada a ratones inmunocomprometidos, fue depurada con

la misma cinética que en ratones inmunocompetentes.
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9. CONCLUSIONS.

First: The application of selection criteria on 57 lactobacilli
isolated in a variety of samples, allowed for the
characterization of two Lactobacillus fermentum strains,
designated D3 and B16 that possess the basic characteristics

to be considered candidates to probiotic microorganisms.

Second: Antibiosis assays, usually included in the screening
of new probiotic strains, have a limited value given that the
growth of the candidate bacteria in high dextrose
concentration media leads to the inhibition of test bacteria
due to the pH decrease occurred as a consequence of the acid
production that would unlikely happen in vivo, masking other

antibiosis mechanisms.

Third: Continuous administration of strain D3 through
intragastric route on mice increases the response ability in
splenic lymphocytes and modulates cytokines production,
enhancing the production of the anti-inflammatory interleukin
10 and gamma interferon, a crucial mediator of the cellular
immune response that is effective against intracellular

pathogens.

Fourth: The continuous administration of strain D3 through

intragastric route on mice increases resistance to the
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experimental infection with the extracellular enteropathogen
Yersinia enterocolitica and with the intracellular pathogen

Listeria monocytogenes.

Fifth: Strains D3 and B16 showed good biosafety profiles,
since none of them expressed undesirable enzymes or
resistances reported as transferable among genus
Lactobacillus. Furthermore, strain D3 inoculated in
immunocompromised mice was cleared with the same

kinetics as in immunocompetent mice.
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