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RESUMEN

El usa de los lactobacilos como probiéticos se ha incrementado debido a sus propiedades benéficas para
la salud animal y humana. Con el objetivo de identificar y cbtener eepas nativas de lactabacilos para ser
utilizadas como probidticos, se seleccionaron 9 lactobacilos aislados de diferentes fuenles naturales. Las
especies de Lactobucillus fueron identificadas por el perfil de fermentacién de carbohidratos y por Ja Reacdién
en Cadena de la Polimerasa utilizando cebadores especificos disefiados & partir de los espaciadores intergénicos
de los genes ribosémicos 165-235. Los lactabacilos seleccionados pertenecen a las especies: Lactobaciilus
plantarum, Lb. acidophilus, Lb. casei y Lb. fermentum correspondiendo en némero de cepas por especie 3, 3,
2 y 1 respectivamente. El potencial probidtico de estos microorganismes se determing per su estabilidad frente
a pH 4cido, su tolerancia a Ia bilis y a su actividad antimicrobiana contra los patdgenos entéricos Listerin
monacylogenes y Escherichia coli. S enconteé que Lb. acidgphilus 4P-1 presenta las mejores caracteristicas
probidticas por resistir ms de 24 horas a pH 3.5 e inhibir a los patégencs ensayados.

Palabras clave: Laciobacilius, Lb. acidophilus, probiético, PCR, espaciadores intergénicos 165~ 235, Listeria
monocytogenes,

ABSTRACT

The use of the lactohacilos as probioties has been increased due to its beneficial properties for the human
and animal health. With the objective to identify and to obtain native strains of lactobacilos to be used as
probiotics, 9 isolated lactobacilos from different natural sources were selected. The Lactobacillys species were
identitied by carbohydrate fermentation patterns and by the Polymerase Chain Reaction using specific primers
designed from 165-235 rDNA intergenic spacer regions. The selected lactobacilos belong to the following
species: Lactobacillus plantarum, Lb. acidophilus, Lb. casei and Lb. fermentum corresponding in number of
strains by species 3, 3, 2 and 1 respectively. The probiotic potential of these microorganisms was determined by
low pH stability, tolerance to bile and their antimicrobial activity against the enteric pathogens Listeria
monocytogenes and Escherichia coli. Lb. acidophilus 4P-1 showed the best probiotic characteristics to resist
more than 24 howrs at pH 3,5 and to inhibit pathogens mentioned above,
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INTRODUCCION

El interés por el uso de los Iactobacilos como
probiético en el tratamiento y prevencion de enfer-
medades se ha incrementado de forma considera-
ble enlas tltimos afios; y se fundamenta en utilizar
micreorganismos productores de metabolitos bené-
ficosy de agentes antimicrobianos para el control
de patdgenos, Los probidticos han sido utilizados
en el tratamiento de artritis reumatoide,
carcinogeénesis, intolerancia a la lactosa, enferme-

dad de Crohn, diarrea, candidiasis, infecciones del
tracto urinario, asi también como a gentes
inmunomoduladores y reguladores de los niveles
de colesterol (1,2,3,4) . Numerosos estudios demues-
tran que la administracién de lactobacilos por via
oral disminuyen significativamente la presencia de
enteropatdgenos en el intestino de pollos, cerdos y
humanos y reestablece el balance apropiado de la
flora intestinal. Los lactobacilos son considerados
excelentes probiéticos por ser de cardcter no
patogénico, inocuos, estables y viables, por resistir
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al cambio de pH y tener la capacidad de transformar
numerosos carbohidratos. Las cepas utilizadas como
probidtico deben reunir las siguientes caracteristi-
cas: I} no ser patégenas, especialmente para perso-
nas inmunodeficientes, ni estar asociadas con en-
fermedades, II) resistir a enzimas proteoliticas, IIl)
ser capaces de sobrevivir en el transito gastrico, IV)
ser estables frente a los 4cidos, bilis y no conjugarse
con las sales biliares, V) tener capacidad de adhe-
sidn a las células epiteliales intestinales, VI) sobrevi-
vir en el ecosisterna intestinal, VII) producir agentes
antimicrobianos, VIII) presentar estabilidad duran-
te su empleo, IX) crecer rapido en condiciones del
ciego y X) tener capacidad de inmunoestimulacién
sin efectos antiinflamatorios (4,5).

Las especies de Lactobacillus cuyos efectos
probi6ticos han sido probados con éxito in vitroe in
vivo son: Lb. rhamnosus, Lb. acidophilus, Lb. casei,
Lb. reuteri, Lb. fermentum y Lb. plantarum (2,5). En
el presente estudio, se utilizaron cepas de
lactobacilos aislados de diferentes fuentes y que fue-
ron seleccionadas por sus propiedades probiéticas
ensayadas en la inhibicién de patégenos entéricos.
Los aislados fueron previamente identificados por
pruebas bioquimicas de fermentacién de
carbohidratos y por la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) utilizando cebadores especificos
disefiados a partir de los espaciadores intergénicos
entre los genes ribosdmicos 165-235 (7,8,9).

MATERIAL Y METODOS

Condiciones de cultivo e identificacién
bioquimica

Lactobacilos de diferentes origenes (10), asi
como las cepas de coleccién: Lb plantarum CECT
748, Lb casei CECT 475, Lb acidophilus CECT 362 y
Lb. fermentum CECT 4007, se sembraron en medio
sélido especifico Man Rogosa Sharpe (MRS} a 30 °C
por 48 h en microanerobiosis. Para la prueba de
termentacién de carbohidratos, se inoculd 100 pl del
cultivo fresco en caldo MRS modificado (11)adicio-
nando rojo de clorofenol al 0.004 %, y el carbohidra-
to (fructosa, manitol, xilosa, maltosa, sorbitol,
sucrosa, manosa) al 0.05 %, se incubd a 30 «C por 48
horas y se procedio a la lectura de los resultados.

Identificacién molecular

Se utilizé la PCR con cebadores especificos
disefiados a partir de los espaciadores intergénicos
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de los genes ribosémicos 165-235 y del 165, cuyas
caracteristicas se presentan en la tabla 1. La mezcla
de reaccién consistié en un volumen final de 50 ul
que contenia aproximadamente 50 ng del ADN
gendémico, ANTP 200 uM, de cada cebador 25 pmol,
MgCl, 1.5 mM y Tag DNA polimerasa 1 U. Las con-
diciones de reaccién fueron un ciclo de
desnaturalizacién a 95 °C por 3 minutos, 30 ciclos
con las siguientes etapas: Desnaturalizacién 94 °C
por 3 segundos, alineamiento segtin cebador (tabia
1) por 30 segundos, polimerizacién a 72 °C por 45
segundos y un ciclo final de polimerizacién a 72 °C
por 2 minutos. El producto de PCR se separé por
electroforesis en geles de agarosa al 1.2 % con buffer
TBE 1X a 80V.

Ensayo de la actividad antimicrobiana

Se utilizé un cultivo en caldo MRS de 48 horas
¥y se concentraron las células por centrifugacién a
3500 rpm por 30 minutos. 100 ul del sobrenadante,
que contenia las sustancias liberadas, se colocé en
los pocillos que se formaron por torres de acero
inoxidable en el agar Mueller Hinton; previamente
se inoculd a placas distintas aproximadamente 3 x
10* Unidades Formadoras de Colonia (UFC) de
Listeria monocitogenes ATCC 19118 o E. coli ATCC
43887. Se incubé a 30 °C por 24 horas y se midié el
didmetro de cada halo de inhibicién.

Determinacién de la capacidad de crecimiento a
diferente pH

Esta prueba se realiz6 en matraces de 250 mL
de capacidad que contenian 30 ml de caldo MRS; el
pH inicial de cada caldo se ajust a 6.2, 4.0, 3.5, 3.0
y 2.5, seesteriliz6 a 121 °C por 15 minutos. Se inocu-
16 107 UFC/mL de cada cepa con 24 horas de creci-
miento. Los cultivos se incubaron en micro-
anareobiosis a37°C durante 24 horas y se tomaron
muesiras a las 0, 12 y 24 horas para el recuento de
células viables por siembra en agar MRS.

Determinacitn de [a capacidad de crecimiento a
0.15 % de bilis

Almedio MRS se le ajusté el pHiniciala5.5y
se inoculé con 107 UFC/mL e incubé a 37 °C en
microanareobiosis; en seguida se lormaron muestras
a las 0, 12 y 24 horas para el recuento de células
viables por siembra en agar MRS.
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RESULTADOS -

Alos 9lactobacilos aislades de diferentes fuen-
tes naturales, primero se les identificé a qué especie
pertenecen, mediante las pruebas de fermentacién
de carbohidratos. En la lectura e interpretacién de

los perfiles bioquimicos correspondientes a las es- |

pecies de Lactobacillus, se utilizaron las tablas des-
critas en el manual Bergey, asi como los mostrados
por las cepas de coleccién: Lb. planfarum CECT
1234, Lb. casei CECT 4678, Lb. acidophilus CECT
3895, Lb. fermentun CECT 3678.

La capacidad de degradacion de los aziicares
por los diferentes aislados se presenta enla tabla 1.
En esta se observa que cada lactobacilomuestraun
perfil metabdlico caracteristico que no permite una
identificacidn precisa al compararlo con los descri-
tos en el Manual Bergey; ejemplo de estos casos se
presenta con los aislades Y-7, 017-2, Q2-3 y 5P-2.

La prueba de PCR utilizando cebadores espe-
cificos a partir de las zonas conservadas de las re-
giones intergénicas de los genes ribdsomicos 165
238, permitid identificar los 9 lactobacilos obteni-
dos de diferentes muestras naturales. En la tabla 2
se presenta el niimero de cepas por especie identifi-
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cada, las caracteristicas de los cebadores utilizad os
y los tamafics de los productos amplificados. Los
cebadores dan origen a productos de PCR de dife-
rentes tamafios, siendo estos de 52, 500, 450 y 420
pb para las especies Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb.
plantarum y Lb. fermentum respectivamente,

La actividad antibacteriana se determind mi-
diendo el halo de inhibicién de cada cepa frente a
los enteropatogenos Listeria monocytogenes y
Escherichia coli; - siendo uno Gram positivo, y el
otro, Gram negativo. Estos microorganismos se eli-
gieron por estar disponibles en el laboratoria, ser
diferentes y tener un alto riesgo para la salud. Los
halos de inhibicién variaron entre 2 a > 8 mm sien-
do las cepas Q17-2, 4P-1 y Y-7 las que mostraron un
mayor halo de inhibicién {tabla 3). Asimismo, se
evaliud la resistencia a pH 4cido tolerancia a bilis
por considerarse estos parimetros fundamentales
para ser seleccionado como probidlico. La cepa 4p-
1, aislada del tracto gastrointestinal de pollo mos-
tr6 las mejores caracteristicas probidticas por resis-
tira pH 3.5 presentando un buen crecimiento, sien-
doeste de 10°UFC/mLadecuadas para este lipo de
preparados (fig.1) y mantenerse viable al 0.15% de
bilis, asi como presentar un mayor halo de inhibi-
cién frente a los patégenos ensayados (tabla 3).

Tabla 1. Fermentacién de carbohidratos de los lactobacilos aislados de diferentes fuentes naturales
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Aislados & g g | g S | g é B & 5 g I e
6 |6 |2 |8 |8 |2 2 |28 |8 |3 |& |x
Q23 + + - + - + + + - - + + -
Q73 - + + + - + + + - + + +
LAB-8 + - + - - + + + - + + - -
Q72 + - + + - d + + - + + - -
2P-1 + | - - + - + + + - * + - -
4P-1 - + - + + + - - - - + + -
5P-2 - + - + + + - + - - + - -
Y-5 - + - + - + d + - - + - -
Y-7 - + - - + + - + - * * - -

{-), nc fermenta; (+}, fermenta; {d), no determinado
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Tabla 2. Oligonucleétidos especificos para identificar las especies de Lactobacillus por PCR

Caracteristicas del
N - Tm Producto de PCR
ligonucledtido Nombre Secuencia ( 53 )* o
{'C) (pb)
Especie —_—
Pri CAGACTGAAAGTCTGACGG
Lactobacifus casel : 55 500
Castll GCGATGCGAATTTCTTTITC. 7
] Lipr GCCGCCTAAGGTGGGACAGAT
Laciobacillus plantarum 55 450
Planil TTACCTAACGGTAAATGCGA
] . . Aci 1651 | AGCTGAACCAACAGATTCAC
Lactobacilus acidophiius 62 520
16SH ACTACCAGGGTATCTAATCC
) Lpif GCCGCCTAAGGTGGGACAGAT
Lactobacifius fermentum 55 420
Fermil| CTGATCGTAGATCAGTCAAG

* informacidn obtenida de Walter y col. (2000)

Tabla 3. Especies de Lactobacillus segiin arigen de procedencia y actividad antibacteriana

Actividad antibacteriana
Especie Cepa Origen de procedencia
Listeria . .
Escherichia coli
moenocytogenas
Lb. plantarum Lab-6 Behida fermentada + +
Lb. casei Q2-3 Queso artesanal + +
Lb. casei Q73 Queso artesanal ++ +
Lb. plantarum Q17-2 Queso arlesanal ++ +
Lb. plantarum 2p-2 Tracte Gl de pollo + +
Lb. acidophilus 4p-1 Tracto Gi de pollo ++ ++
Lb. acidphilus 5p-2 Tracte Gl de pollo +
Lb. acidofhilus y-6 Yogurt natural -
Lb fermentun Y7 Yogurt natural ++ +
Halo de inhibicién: (+), entre 2 y 5 mm; (++), >5 mm; (-)<imm.
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Figura 1. Curva de crecimiento del aislado 4P1(-) y Lb.acidophilus CECT 362 (m)a pH 3.5.
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DISCUSION

Las bacterias del gérero. Lactobacillus deno-
minadas como seguros o GRAS (Generally
Recognized as Safe} son microorganismos Gram
positivos, catalasa negativo, no esporulados, inmd-

viles y fermentadores; estas caracteristicas permi-
tieron seleccionar 9 lactobacilos de diferentes orige-

nes descritos en trabajos previos (4; 10, 12).

Los lactobacilos seleccionados comparten
muchas caracteristicas metabélicas, que no permi-
ten identificar con certeza a la especie que pertene-
cen. Asi, los aislados (Q2-3 y Q7-3 tienen diferentes
perfiles de fermentacidn para arabinosa, manitol,
ramnosa y xilosa (tabla 1), que si comparamos su
lechura con los del manual Bergey indicaria que son
especies distintas sisolo se consideran estas prue-
bas metabélicas. Sin embargo, cuando se utilizaron
las pruebas biomoleculares, los dos aislados perte-
necen a una misma especie; estas diferencias indi-
can que las caracterfsticas fenotipicas generalmen-
te no se relacionan con las genotipicas.

La zona intergénica enire los genes
ribosémicos 165 y 23S es altamente conservada para
cada especie del género Lactobacillus, a su vez muy
polimérfica en secuencia y tamafio entre las espe-
cies del mismo género. Estas caracteristicas han
permitido disefiar cebadores universales para iden-
tificar y caracterizar diferentes especies y cepas

bacterianas (7,8,9). Eluso de cebadores especificos

para los espaciadores intergénicos 165-235 v genes
ribosdmicos 165 (tabla 2) en la técnica de la PCR

permitieron deferminar la especie de los lactobacilos

aislados de diferentes origenes.

La mayor dificultad que presentan los
lactobacillus utilizados hoy en dia para la elabora-
ci6n de un gran nimero de productos alimenticios
convencionales radica en su baja capacidad de su-
pervivencia durante su pase por el estémago v el
duodeno, ya que para lograr un efecto positivo de
estos microorganismos sobre la flora intestinal es
esencial que sean capaces de adaptarse en el intes-
tino y competir con Ia flora nativa existente (7). La
mayoria de lactobacilos estudiados presentan gran
estabilidad a los 4cidos y bilis, y producen sustan-
cias antimicrobianas que inhiben Ia flora patégena
por efecto competitivo (1,3,6). La supervivencia a
altas concentraciones de &cido es fundamental para
el buen funcionamiento del microorganismo como
probictico, ya que el mismo puede estar sometido
en su paso a través del estdrnago v el intestino a

pHs que pueden alcanzar valeres de 3.0, o menares
(6). En este sentido Lb. acidophilus 4P1 presentd las
mejores caracteristicas de estabilidad frente a dci-
dos y bilis; este microorganismo podria ser utiliza-
do como productor de antimicrobianos en Ia indus-
tria lactica para disminuir el niimero de casos de
intoxicacién alimentaria por L. monocytogenes, un
patogeno emergente y de alto riesgo.

Las caracteristicas de tolerancia a pH, bilis y
actividad antimicrobiana presentadas por las ce-

. pas estudiadas requieren ser complementadas con 7

la prueba de adherencia en la linea celular Caco-2
antes de explorar sus bondades probiéticas en la
industria alimentaria.
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