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RESUMEN

Las Bacterias Ácido Lácticas (BAL) son un grupo de microorganismos representadas por
varios géneros con características morfológicas, fisiológicas y metabólicas en común.
Están ampliamente distribuidas en la naturaleza y han sido aisladas de diversos alimentos,
tierra, plantas verdes, así como también del tracto digestivo de mamíferos. Para su
multiplicación requieren de azúcares como glucosa y lactosa, además de aminoácidos,
vitaminas y otros factores de crecimiento.

El objetivo de este proyecto fue desarrollar la metodología para la aplicación de la reacción
en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando iniciadores especie específicos con el fin de
realizar la caracterización molecular de cepas de Bacterias Ácido Lácticas (BAL),
identificando género y especie de cada una. Debido a que diversas BAL tienen
requerimientos similares de nutrición y de crecimiento, es generalmente difícil usar
métodos microbiológicos para identificar su género y especie.

Es por eso que numerosas investigaciones se han enfocado en estudiar técnicas de Biología
molecular para la detección y diferenciación rápida de las BAL.
Para su caracterización en este proyecto, fue necesario el uso de iniciadores que tienen
como punto de aplicación genes que codifican el rRNA. Debido a que hay una gran
variabilidad en esta región, las secuencias codificadas con el gen 16S y el gen 23S del
rRNA, son los más utilizados en términos de identificación filogenética.

Se analizaron muestras de BAL extraídas de distintas porciones del tracto intestinal de
ratón lactante: duodeno, yeyuno y colon. Mediante programas Bioinformáticos se diseñaron
iniciadores específicos y se seleccionaron con base en la bibliografía para la detección y
caracterización de especies del género Lactobacillus del modelo murino.

La extracción del ADN se realizó con base en el protocolo descrito por Scariot et. al (2018)
con modificaciones experimentales. Se llevó a cabo la PCR para la identificación de las
cepas de las BAL, mientras que, los productos de la PCR se visualizaron en geles de
agarosa al 2% en un transiluminador de UV.

Los productos obtenidos, permitieron una evaluación de la especificidad de hibridación de
los iniciadores en la zona de interés en conjunto con las herramientas de bioinformática, las
cuales sirvieron para realizar un análisis de similitud y así poder establecer género y especie
de las cepas analizadas en el proyecto.
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INTRODUCCIÓN

Las Bacterias Ácido Lácticas (BAL) refieren a un gran grupo de bacterias benéficas que

tienen propiedades similares; todas producen ácido láctico como producto final del proceso

de fermentación. Se encuentran en la naturaleza y en los sistemas digestivos de animales,

en donde se tiene un balance entre bacterias patógenas y benéficas (Rajoka et al., 2018).

Además, son conocidas por su rol en la elaboración de productos alimenticios fermentados.

Algunas BAL, como las especies de Lactobacillus han sido propuestas y usadas como

probióticos, como suplemento alimenticio para beneficio de la salud humana, dando como

resultado un incremento en el balance de la microbiota del tracto intestinal (Belkacem et al.,

2009).

Las BAL son usadas extensamente en la industria alimentaria ya que tienen requerimientos

similares de nutrición y de crecimiento; es generalmente difícil usar métodos

microbiológicos para identificar su género y especie. Es por eso que numerosas

investigaciones se han enfocado en aplicar técnicas moleculares para la detección y

diferenciación rápida de las BAL (Belkacem et al., 2009).

Una típica BAL crece bajo condiciones estándar (concentración no limitada de glucosa,

factores de crecimiento y limitación de oxígeno); es Gram positiva, no esporulada, catalasa

negativa y aerotolerante (Rajoka et al., 2018).

En este proyecto se pretende conocer e identificar el género y especie de las BAL mediante

técnicas moleculares, con el fin de que una vez identificadas sus características genotípicas

se puedan seguir investigando para dar una propuesta alterna al uso de cepas de colección,

debido a su alto costo económico y, adicionalmente, poder utilizarlas como

bioconservadores de algún producto cárnico.

Para esta caracterización es necesario el uso de iniciadores que tienen como punto de

aplicación genes que codifican el rRNA. Debido a que hay una gran variabilidad en esta

región, las secuencias del rRNA codificadas en el gen 16S y el gen 23S rRNA son las más

utilizadas en términos de identificación filogenética (Goberta et al., 2018).

Estas cepas aisladas y caracterizadas serán investigadas posteriormente, para su posible

utilización como probióticos según los criterios de los organismos internacionales
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(Belkacem et al., 2009), así mismo, serán evaluadas en sus herramientas metabólicas

relacionadas con fenómenos de antagonismo que puedan servir en la conservación de los

alimentos o en pruebas de reto microbianos que ayuden a mitigar los riesgos sanitarios

frente a microorganismos patógenos.

Debido a las múltiples aplicaciones de las BAL que contribuyen a la vida útil y al

desarrollo de alimentos fermentados madurados como bioconservadores, y a su uso como

probióticos al favorecer un mejor estado de salud animal y humana, este proyecto busca

lograr el aislamiento de cepas de BAL y su caracterización molecular en términos de

género y especie, dada la complejidad técnica y económica que implica seguir utilizando

cepas de colección.

CAPÍTULO 1. MARCO TEÓRICO

1.1 Bacterias ácido lácticas

Las BAL son ampliamente utilizadas en la industria alimentaria por su capacidad de

conferir diferentes características sensoriales como textura, sabor y olor agradable a los

alimentos fermentados.

El conocimiento de cultivos lácticos se originó en el siglo XVIII, cuando agricultores de

África, Asia y Europa observaron el comportamiento de la leche cruda en los meses cálidos.

Las BAL vivas pueden estar contenidas en un grupo de microorganismos llamados cultivos

lácticos o iniciadores y se pueden emplear en productos que para su obtención requieren ser

fermentados.

Alimentos como yogurt y bebidas fermentadas, pueden ser vehículos importantes de

enormes cantidades de bacterias vivas, siendo utilizados biotecnológicamente como

cultivos iniciadores dentro del cuerpo humano (Huertas, 2010).
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Cuadro 1. Bacterias ácido lácticas utilizadas en la elaboración de productos lácteos

Fuente: Ramírez-Ramírez et al., 2011

En las últimas décadas se ha explorado el potencial de las BAL como bioconservadoras

naturales de productos lácteos (Cuadro 1), debido a la producción de diversos metabolitos

como el ácido láctico, peróxido de hidrógeno, diacetilo y dióxido de carbono (CO2)

(Leistner, 2000).

Estas bacterias no sólo contribuyen al desarrollo de las características organolépticas y

reológicas de los alimentos, sino que se generan en los mismos ambientes poco favorables

para el desarrollo de microorganismos patógenos debido a su marcada capacidad

antagonista, la cual favorece su proliferación en el alimento, en detrimento de cualquier

otro grupo microbiano presente en la materia prima (alimento crudo) o que contamine el

producto posteriormente.

Las BAL se encuentran en una amplia variedad de hábitats, especialmente aquellos ricos en

carbohidratos. Se encuentran en alimentos como productos cárnicos fermentados, derivados

lácteos, masa panadera, vegetales fermentados, bebidas y también en el tracto intestinal del

hombre y de animales (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Utilización de las principales BAL

Fuente: Ramírez-Ramírez et al., 2011

Estas bacterias pueden ser utilizadas en la prevención y el control de determinadas

enfermedades, así como en el mejoramiento de la calidad de conservación de ciertos

alimentos, por lo que su valor radica en tener a disposición sustancias procedentes de

microorganismos que sirvan como punto de partida para la obtención de productos

biotecnológicos aplicables a la solución de problemas de la salud tanto humana como

animal.

1.1.1 Características morfológicas y bioquímicas

Las bacterias lácticas (BAL) son un grupo de microorganismos representadas por varios

géneros con características morfológicas, fisiológicas y metabólicas en común. En general

las BAL son cocos o bacilos Gram positivos, no esporulados, no móviles, anaeróbicos,

microaerofílicos o aerotolerantes; oxidasa, catalasa y benzidina negativas, carecen de

citocromos, no reducen el nitrato a nitrito y producen ácido láctico como el único o
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principal producto de la fermentación de carbohidratos. Además, las BAL son ácido

tolerantes, pudiendo crecer algunas a valores de pH tan bajos como 3.2, otras a valores tan

altos como 9.6 y la mayoría crece a pH entre 4 y 4.5, permitiéndoles sobrevivir

naturalmente en medios donde otras bacterias no soportarían la alta actividad producida por

los ácidos orgánicos.

Son quimoorganotróficos y solamente crecen en medios complejos. Las BAL pueden

producir una serie de sustancias conocidas como metabolitos, los cuales, pueden cumplir

funciones en los alimentos.

Los carbohidratos fermentables y alcoholes pueden ser empleados como fuentes de energía

para formar principalmente ácido láctico, a través de la degradación de hexosas a lactato

(homofermentativas) y productos adicionales como acetato, etanol, CO2

(heterofermentativas) (Huertas, 2010).

También, las BAL producen pequeñas cantidades de acetaldehído y diacetilo por la

formación de citratos, otorgando a los alimentos sabor y aroma agradable. Además de

poseer una actividad metabólica sobre proteínas, azúcares y lípidos, contribuyendo a la

digestibilidad de alimentos y preservación del producto final.

Además, producen varios componentes antimicrobianos, los cuales inhiben el crecimiento

de ciertos organismos. La inhibición de B. cereus por BAL ha sido estudiada en algunos

alimentos fermentados como productos lácteos, productos basados en cereales y productos

de semilla de soya (Huertas, 2010).

El peróxido de hidrógeno es otro metabolito producido por el grupo Lactococcus a través

de la acción de NADH por oxígeno molecular. Es importante mencionar que el sistema

lactoperoxidasa es un sistema antimicrobiano natural que se encuentra en la leche y ha sido

utilizado para extender la vida útil de la misma; inhibiendo microorganismos como

Pseudomonas y Staphylococcus aureus.

Las bacteriocinas son componentes proteínicos que son producidos por las BAL, son

péptidos bioactivos con efecto bactericida o bacteriostático. Las bacteriocinas típicamente



18

tienen un estrecho espectro antibacterial. Por lo que, algunas bacteriocinas pueden inhibir el

crecimiento de Gram-positivas patogénicas y bacterias dañinas como también levaduras y

especies Gram-negativas. Entre las moléculas que presentan actividad antimicrobiana están

ácido láctico y acético, etanol, diacetilo y 2-3 butanodiol.

Finalmente, se tienen a los exopolisacáridos (EPS) como metabolitos de las BAL. Los

cuales, son polisacáridos de cadena larga consistentes de ramificaciones de unidades

repitentes de azúcares. Muchas de las especies de BAL tienen el status de GRAS

“Generally Recognized As Safe” según la Administración Norteamericana de Alimentos y

Drogas (FDA) o QPS “Qualified Presumption of Safety” según la Autoridad Europea de

Seguridad Alimentaria (EFSA) lo que facilita su aplicación en alimentos y, por tanto,

suscita su interés industrial. Las BAL son capaces de desviar una pequeña proporción de

azúcares fermentables hacia la biosíntesis de EPS, los cuales, desempeñan un papel

industrial en la producción de emulsificantes y suspensiones estabilizantes; su aporte

contribuye a la textura, reología, sabor y estabilidad del producto. Entre los efectos

benéficos que se atribuyen, se encuentran la capacidad de reducir los niveles de colesterol

sérico, así como de estimular el crecimiento de la microbiota intestinal. Además, por el

hecho de encontrarse asociados a la superficie de las bacterias, pueden contribuir a su

potencial como probióticos posibilitando el uso de éstas en la elaboración de alimentos

funcionales (Vázquez et al., 2018)

1.1.2 Clasificación de las Bacterias ácido lácticas

En 1919 se dio inicio a la clasificación de BAL por Orla-Jensen utilizando los siguientes

criterios: morfología celular, el modo de fermentación de la glucosa, el rango de

temperatura de crecimiento y los patrones de utilización de azúcar. Dentro de las BAL se

encuentra un diverso grupo de organismos cocos y bacilos de longitud variable y de un

grosor aproximado de 0.5-0.8 µm. Las BAL son un grupo de bacterias fisiológicamente

uniforme, de pared Gram-positiva, anaerobias facultativas, catalasa negativa y no

formadoras de esporas (Huertas, 2010).
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La clasificación de las BAL en diferentes géneros se basa en su morfología, el modo de

fermentación de la glucosa (homofermentativas y heterofermentativas), el crecimiento a

diferentes temperaturas (mesófilos que van de 20-25°C, mientras que las termófilas de 40-

45°C), la configuración del ácido láctico producido (L, D o LD), habilidad para crecer a

alta concentración de sal y tolerancia ácida o alcalina (Ramírez et al., 2011).

Los géneros con morfología celular esférica, o cocoide “cocos” son entre otros,

Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus o Streptococcus, con número de

especies limitado, y el género que reúne mayor número de especies, Lactobacillus, se

caracteriza por la forma de bastoncillo “bacilos” (Figura 1).

En la actualidad son más de 100 las especies que han sido descritas como pertenecientes al

género Lactobacillus y se encuentran en continuo aumento. La principal característica del

metabolismo de las bacterias lácticas es la fermentación de los azúcares, siendo su producto

final, en la mayor parte de los casos, el ácido láctico. Es empleado en la industria

principalmente por su capacidad como regulador de la acidez y en la industria cárnica como

un agente antimicrobiano que evita el desarrollo de patógenos en los productos además de

ayudar al perfil de sabor y reducir la presencia de sodio.

Además se ha clasificado como GRAS para su aplicación como aditivio alimenticio por la

FDA (Administración de Drogas y Alimentos de los E.U.A). Este ácido es uno de los más

importantes producidos por las BAL. Dentro de los microorganismos productores pueden

citarse a los Lactobacilos, siendo el Lactobacillus delbrueckii el microorganismo más

utilizado. Este es el primer ácido orgánico funcionalmente versátil producido

biotecnológicamente teniendo un amplio rango de aplicaciones. Es utilizado como

acidulante/agente buffer de pH o inhibidor de esporas de bacterias en una amplia variedad

de alimentos procesados (Huertas, 2010).
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Figura 1. Árbol filogenético de los géneros de Bacterias ácido lácticas, basado en la
secuencia del gen del ARNr 16S

Fuente: Olivera, J. (2011). Caracterización tecnológica de cepas de bacterias ácido lácteas
aisladas de la leche

Pueden fermentar hexosas como glucosa, manosa, galactosa o fructosa utilizando la

llamada "vía homofermentativa", en la que el único producto final es ácido láctico, o la "vía

heterofermentativa" en la que usan la vía de las pentosas fosfato produciendo cantidades

equimolares de ácido láctico, dióxido de carbono (CO2) y etanol (o ácido acético) como
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productos principales, mientras que a su vez se generan productos minoritarios (acetato,

formiato y glicerol) a partir de rutas alternativas.

1.1.2.1 El género Lactobacillus

El género Lactobacillus (lactis-leche; bacillus-pequeños bacilos) se caracteriza por

presentar células en forma de bacilos largos y extendidos, aunque con frecuencia pueden

observarse bacilos cortos o coco-bacilos lo cual hace que se puedan confundir con géneros

aislados habitualmente de materiales clínicos.

Estos bacilos se presentan comúnmente formando cadenas y en general son no mótiles,

pero cuando tienen motilidad es por la presencia de flagelos peritricos. Son Gram positivos

y sólo las células muertas pueden dar resultados variables a la tinción de Gram. Además, no

esporulan y algunas cepas presentan cuerpos bipolares que probablemente contengan

polifosfato. Los grandes bacilos homofermentativos presentan gránulos internos revelados

por tinción de Gram o por tinción con azul de metileno.

La pared celular de los lactobacilos, observada al microscopio electrónico es típicamente

Gram positiva y contiene peptidoglicanos (mureínas) de varios quimiotipos, de ahí que el

peptidoglicano del tipo Lisina - D-Asparagina sea el más ampliamente distribuido. Esta

pared también contiene polisacáridos unidos al peptidoglicano mediante enlaces

fosfodiéster, pero sólo presenta ácidos teicoicos relacionados con ella en algunas especies.

También pueden apreciarse al microscopio electrónico grandes mesosomas que

caracterizan a este género.

Las colonias de Lactobacillus en medios sólidos son pequeñas (2-5 mm), convexas, suaves,

con márgenes enteros, opacas y sin pigmentos. Sólo en algunos casos presentan coloración

amarillenta o rojiza.
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1.1.3 Beneficios y Aplicaciones

Los productos derivados del metabolismo de las BAL tienen un papel decisivo, les

confieren una acción conservadora a una gran variedad de alimentos tales como yogur,

queso y otros productos lácteos fermentados y encurtidos, entre otros. Esta acción es debida

a la inhibición de un gran número de microorganismo patógenos y dañinos. Es la formación

de ácidos orgánicos, principalmente ácido láctico a una velocidad conveniente lo que

permite una fermentación consistente y exitosa. Además, la acumulación de ácido láctico y

otros ácidos orgánicos producidos por las BAL, reduce el pH del ambiente con un efecto

inhibitorio de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Huertas, 2010).

En ese sentido, la forma no disociada del ácido láctico puede penetrar con mayor facilidad

la pared celular microbiana donde el pH más alto del contenido celular promueve la

disociación, dando lugar a la liberación de iones de hidrógeno y el anión correspondiente,

de modo que, ambos iones interfieren en el metabolismo e inhiben el crecimiento celular

(Ramírez et al., 2011).

Estos productos resultantes del metabolismo de las BAL, en ocasiones son responsables de

la alteración del producto como por ejemplo la formación de CO2 en productos cárnicos

envasados al vacío que lleva a la hinchazón del envase, la producción de ácidos orgánicos

como acético o fórmico que dan lugar a malos olores o la formación de limos que confieren

viscosidad en productos cárnicos y en bebidas.

Además, las BAL disminuyen la lipólisis, lo cual evita o retarda la rancidez en los

productos lácteos (Ramírez et al, 2011) y son utilizadas en otros productos (Cuadro 3).

A comienzos del siglo XX, Metchnikoff propuso su teoría sobre la “Fagocitosis” en la que

explicaba que el consumo de BAL presentes en leches fermentadas (yogur) mejoraba la

salud. Japón fue el primer país en etiquetar productos como alimentos funcionales y entre

ellos, los probióticos constituyen uno de los subgrupos más destacados. Posteriormente,
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Shirota continuó esta línea y aisló la cepa de Lactobacillus casei Shirota que comenzó a

comercializarse como Yakult.

El potencial probiótico de esta cepa, se demostró a partir de los estudios de Matsuzaki en

1998, ya que éste estimula respuestas inmunológicas, previniendo las infecciones por cepas

de la familia Enterobacteriaceae (Isolauri et al., 1995). Este fue el punto de partida del

reconocimiento de las propiedades probióticas de algunas cepas de bacterias lácticas.

Cuadro 3. BAL utilizadas en la elaboración de productos lácteos

Fuente: Ramírez-Ramírez, et al., 2011

Actualmente ésta es una de las áreas más activas en investigación básica, tanto en el campo

de las bacterias lácticas como en el campo de tecnología de alimentos, llevando al

desarrollo de nuevos alimentos con componentes que mejoran la salud del consumidor

(alimentos funcionales).
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1.2 Antibióticos como promotores del crecimiento

Desde hace tiempo se ha instalado una discusión internacional sobre la conveniencia y la

factibilidad de dejar de utilizar antibióticos con fines de promoción del crecimiento. Estos

medicamentos son utilizados en dosificaciones bajas, subterapéuticas, en alimentos para

animales, a efectos de mejorar la calidad del producto final (una menor proporción de grasa

y una mayor proporción de proteínas). Otro beneficio de la utilización de estas drogas en la

dieta es el control de patógenos zoonóticos, como Salmonella, Campylobacter, E. coli y

enterococos. Por otra parte, hay quienes argumentan que la utilización de cualquier

antibiótico en estas condiciones favorece la selección de resistencia en bacterias patógenas,

limitando, en consecuencia, su utilización en casos clínicos (Cuadro 4).

Cuadro 4. Efectos positivos y negativos de los promotores de crecimiento en distintos
campos relacionados con la producción animal

Fuente: Briz, 2006
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Muchas han sido las teorías que tratan de explicar el efecto de los antibióticos como

promotores del crecimiento. Lo que es indudable es que su efecto está vinculado a la

intensificación de la explotación productiva.

La Organización Mundial de la Salud (OMS) ha pedido que los animales para consumo

humano no reciban antibióticos para estimular su crecimiento o prevenir enfermedades ya

que pueden provocar el desarrollo de bacterias resistentes que son transmitidas a las

personas. El uso desregulado de esos medicamentos constituye una grave amenaza

relacionada con la resistencia de las bacterias a los antibióticos, que la OMS considera uno

de los mayores desafíos sanitarios de la actualidad.

Algunas bacterias causantes de infecciones severas en las personas ya han desarrollado

resistencia a la mayoría o a todos los tratamientos conocidos, mientras que las alternativas

que se investigan son muy escasas. Estudios realizados al respecto y en conjunto con la

recomendación de la OMS indican que la restricción en el uso de los antibióticos en

animales para el consumo humano reduce el desarrollo de la resistencia hasta en un 39 %.

Se ha descubierto que en algunos países hasta el 80 % de antibióticos importantes se

utilizan en el sector animal, principalmente para estimular el crecimiento de ejemplares

sanos (Torres, 2002)

Por ejemplo, se tienen casos como en la avicultura moderna, caracterizada por la sobre

explotación de la producción en la que influyen distintos factores. La alta densidad de la

población, vacunación, altas o bajas temperaturas, humedad inadecuada, incidencia de

gases tóxicos, alta carga de microorganismos patógenos, son algunas de las problemáticas

causantes de altos niveles de estrés en las aves. Estas situaciones traen consigo la aparición

frecuente de diversas enfermedades y la disminución de los niveles de producción de las

aves (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Efectos de los promotores de crecimiento en nutrición animal

Fuente: Briz, 2006

De ahí la importancia de investigar dentro de las prácticas de alimentación de los animales,

la introducción de diferentes productos biológicos que contrarresten los distintos efectos

ligados al estrés.

Entre los promotores de salud sugeridos se encuentran los probióticos, coadyuvantes

dietéticos de origen microbiano que benefician la fisiología del hospedante al ir

modificando la inmunidad de la mucosa, dando como resultado una mejora en el balance

nutricional y microbiano en el tracto gastrointestinal.

Muchos antibióticos utilizados en animales son idénticos o muy parecidos a los

administrados al ser humano. Esto genera el peligro de la aparición de bacterias resistentes

que después pasan a las personas a través de los alimentos, del medio ambiente o de otras

vías. Es importante no dejar de lado que hay alternativas al uso de los antibióticos para

prevenir enfermedades, como la mejora de las condiciones de higiene, el mejor uso de las

vacunas y cambios en las prácticas ganaderas (Rondón et al., 2008).
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1.2.1 Probióticos y alimentos funcionales

Según el ILSI (International Life Sciences Institute por sus siglas en inglés), se describe

alimento funcional como el que “logra demostrar satisfactoriamente que posee un efecto

beneficioso sobre una o más funciones específicas en el organismo, más allá de los efectos

nutricionales habituales, mejora el estado de salud y el bienestar, o bien reduce el riesgo de

enfermedad” (Diplock et al., 1998).

El término probiótico es una palabra relativamente nueva que significa “a favor de la vida”

y actualmente se utiliza para designar las bacterias que tienen efectos beneficiosos para los

seres humanos y los animales. La observación original de la función positiva desempeñada

por algunas bacterias se atribuye a Eli Metchnikoff, ruso galardonado con el premio Nobel

por sus trabajos en el Instituto Pasteur a comienzos del siglo pasado, que afirmó que "la

dependencia de los microbios intestinales con respecto a los alimentos hace posible adoptar

medidas para modificar la flora de nuestro organismo y sustituir los microbios nocivos por

microbios útiles" (Liu, 2018).

De igual forma, a principios del siglo pasado, el pediatra francés Henry Tissier observó que

los niños con diarrea tenían en sus heces un escaso número de bacterias caracterizadas por

una morfología peculiar en forma de Y. Estas bacterias “bífidas” eran, por el contrario,

abundantes en los niños sanos (Liu, 2018). Sugirió la posibilidad de administrar estas

bacterias a pacientes con diarrea para facilitar el restablecimiento de una flora intestinal

sana. Las obras de Metchnikoff y Tissier fueron las primeras en las que se hicieron

propuestas científicas con respecto a la utilización probiótica de bacterias.

En el mundo actualmente, se reconocen más de 20 especies diferentes de microorganismos

probióticos, los cuales pueden ser aislados de diferentes tipos de materiales: del tracto

intestinal humano y de animales, carnes, frutas y vegetales fermentados, entre otros

(Ramírez et al, 2011).
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Las BAL fueron referidas como probióticos en la década de los 60 y a finales de los 70 se

redefinieron como organismos y sustancias que contribuyen al balance microbiano

intestinal.

La FAO ha designado la definición de los probióticos como “microorganismos vivos los

cuales cuando son administrados en cantidades adecuadas confieren un beneficio saludable

en el huésped” (Huertas, 2010).

1.2.2 Función de los probióticos

El cuerpo humano posee microorganismos que desarrollan 3 tipos de funciones básicas:

metabólica (descomposición de alimentos), barrera (protección contra el exterior) e

interacción con el huésped (a través del sistema inmunológico).

La microbiota se va adquiriendo en distintas fases después del nacimiento. En una primera

fase, las cepas aerobias y anaerobias facultativas, colonizan el tubo digestivo y aunque cada

individuo posee cepas “propias” y específicas, las funciones metabólicas permanecen

relativamente constantes. Los factores limitantes del crecimiento de microorganismo en el

tracto gastrointestinal son fundamentalmente el tránsito intestinal del contenido y la

secreción de ácidos biliares y pancreáticos. En los últimos años se ha observado un

creciente interés tanto por la comunidad científica como por parte de la población por el

papel de los probióticos en la salud humana. La utilización de probióticos lleva a diversos

efectos en la salud. Hay datos que demuestran en diversos grados la verificación de tales

efectos, aunque se reconoció que hay informes que indican que ciertas cepas probióticas no

tienen efectos clínicos en situaciones específicas (Musikasang, 2009).

Sin embargo, los efectos fisiológicos relacionados con bacterias probióticas incluye

reducción de pH en el intestino, producción de algunas enzimas digestivas y vitaminas,

producción de sustancias antibacteriales como: ácidos orgánicos, bacteriocinas, peróxido de

hidrógeno, diacetilo, acetaldehído, sistema lactoperoxidasa, lactonas, reconstrucción y

construcción de microflora intestinal normal después de desórdenes causados por diarrea,
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terapia de antibióticos, reducción de colesterol en la sangre, suspensión de infecciones

bacteriales, mejoramiento de la absorción de calcio. (Huertas, 2010). También se

encuentran otros efectos benéficos como se muestra en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Beneficios en la salud atribuidos a probióticos

Fuente: Ramírez-Ramírez, 2011

Por otro lado, estudios moleculares han demostrado resultados alentadores, atribuidos

principalmente a los efectos antimicrobianos contra microorganismos productores de

carcinógenos, propiedades antimutagénicas y alteración de los procesos de diferenciación

celular en tumores (Ramírez et al, 2011).

Cuando se utilizan microorganismos probióticos a fin de conferir al huésped beneficios

para la salud deben indicarse los regímenes de dosificación y duración recomendados por el

fabricante de cada cepa o producto sobre la base de datos científicos y según lo aprobado en

el país donde se vende. La concentración sugerida de BAL está en el rango 106-107 UFC/g

de producto (Huertas, 2010). Aunque en la actualidad ésta no es la práctica habitual, se

debe indicar la cantidad mínima diaria de cada producto necesario a fin de que éste confiera

beneficios específicos para la salud. Estos datos deberían, siempre que sea posible, ser el

resultado de estudios in vitro, en animales (cuando sea pertinente) y en seres humanos.
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Los microorganismos probióticos utilizados en los alimentos deberían ser capaces no sólo

de sobrevivir al paso por el aparato digestivo, sino también de proliferar en el intestino.

Esto significa que deberían ser resistentes a los jugos gástricos y poder crecer en presencia

de bilis, en las condiciones existentes en los intestinos, o ser consumidos en un alimento que,

actuando como vehículo, les permita sobrevivir al paso por el estómago y a la exposición a

la bilis.

La flora intestinal humana y de los animales juega un papel muy importante en su estado de

salud y la presencia de enfermedades. En ambos casos los probióticos se utilizan para

mejorar la salud intestinal y estimular el sistema inmunológico (Ramírez et al, 2011).

Muchos productos probióticos son utilizados por consumidores que se consideran por lo

demás sanos. Lo hacen suponiendo que los probióticos les permiten mantener su salud y

bienestar y reducir posiblemente el riesgo de contraer a largo plazo enfermedades

intestinales, renales, respiratorias y cardíacas.

1.2.3 Cepas probióticas

El grupo de microorganismos denominados como probióticas está integrado por diversas

especies incluyendo géneros como Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,

Aerococcus, Bifidobacterium y Weissella. Otros grupos bacterianos han sido reconocidos y

aceptados como probióticos, entre los que destacan: Bacillus spp., Bifidobacterium spp.,

Propionibacterium spp. y Streptococcus spp (Figura 2).
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a) b)

Figura 2. Dos microorganismos típicos de las BAL: a) Lactobacillus Rhamnosus
b) Lactococcus Lactis. Fotografías al microscopio electrónico

Fuente: Ramírez-Ramírez, 2011

Dentro de las especies probióticas de mayor interés se encuentran los Lactobacilos,

ampliamente utilizados en la industria. Sin embargo, para utilizarlos, es necesario realizar

una adecuada evaluación de cepas de acuerdo con distintos criterios de selección, entre los

que destacan:

- No ser patógeno ni toxigénico.

- Mantenerse viable en medio ácido del estómago y en contacto con la bilis en el duodeno.

- Capacidad de adherencia a las células epiteliales del tracto gastrointestinal.

- Adaptarse al tracto gastrointestinal sin desplazar a la microbiota nativa.

- Producir sustancias antimicrobianas.

Es por eso, que el éxito de un probiótico depende en gran medida de realizar una buena

selección de cepas que posean la capacidad de sobrevivir y adherirse a la mucosa intestinal

(Sanz et al., 2003).

En el mundo se reconocen más de 20 especies diferentes de microorganismos probióticos,

los cuales pueden ser aislados de diferentes tipos de materiales: del tracto intestinal humano

y de animales, carnes, frutas y vegetales fermentados, entre otros. Como microorganismos

probióticos se utilizan sobretodo, aunque no exclusivamente, bacterias de los géneros
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Lactobacillus y Bifidobacterium, y el número de alimentos probióticos puestos a

disposición de los consumidores es cada vez mayor (Lorente, 2001). Para comprender la

importancia del concepto de alimento probiótico para la salud humana, son necesarias

algunas consideraciones ecológicas acerca de la microbiota intestinal (Cuadro 7).

Cuadro 7.Microorganismos usados como probióticos de mayor interés aplicativo

Fuente: Ramírez-Ramírez, 2011

La selección de cepas probióticas para su utilización en seres humanos se basa en que la

cepa de estudio pueda ejercer sus efectos beneficiosos en el huésped mediante su

crecimiento y/o actividad en el mismo (Musikasang, 2009). Sin embargo, lo que importa, es

la especificidad de la acción y no la fuente del microorganismo. En mayo de 2011 la FAO y

la OMS definieron conjuntamente nuevas guías para la evaluación de los probióticos; entre

los puntos destacables están:
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- Identificación de las cepas: mediante técnicas que incluyen métodos moleculares para

establecer fenotipo, genotipo, género y especie.

- Caracterización biológica, en donde se incluye ensayos in vivo en modelos animales

para conocer los mecanismos potenciales de acción.

- Garantizar que son microorganismos GRAS.

- La eficacia mediante estudios clínicos del efecto esperado de la cepa probiótica en seres

humanos.

Con el fin de averiguar si un probiótico determinado puede prevenir o tratar una infección

patógena específica, debe proyectarse un estudio clínico para verificar la exposición a dicho

patógeno (estudio preventivo), o si el microorganismo que causa la infección es ese

patógeno específico (estudio de tratamiento) (Cuadro 8). Es necesario perfeccionar los

ensayos in vitro para predecir la capacidad de los probióticos de funcionar en los seres

humanos. Los ensayos actualmente disponibles no son apropiados para predecir la

funcionalidad de los microorganismos probióticos en el intestino.

Si el objetivo es aplicar probióticos en general para prevenir o tratar una serie de

gastroenteritis infecciosas o afecciones urogenitales, el proyecto de estudio debe establecer

la presentación clínica y los síntomas y signos de la infección, e incluir controles adecuados.

Dado que las propiedades probióticas están relacionadas con las cepas, es necesario que la

identificación de las cepas (tipificación genética) se lleve a cabo utilizando métodos tales

como la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE). Se recomienda que se realicen

primero ensayos fenotípicos, seguidos de la identificación genética mediante métodos tales

como la hibridación de ADN con ADN, la determinación de secuencias del ARN 16S u

otros métodos reconocidos internacionalmente.
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Cuadro 8. Probióticos con efectos beneficiosos sobre la salud demostrada mediante
ensayos clínicos en humanos

Fuente: Sanz, et al., 2003

1.3 El ratón lactante como modelo biológico

Desde que diversas patologías humanas fueron reconocidas como resultado de un defecto

en la constitución genética de los individuos afectados, en forma paralela, se identificaron

modelos animales de distintas enfermedades humanas. Estos modelos ayudan al estudio de

la patogénesis de muchas enfermedades y favorecen el desarrollo de terapias que sustituyan

la función defectiva de un gen determinado.

El uso de animales de laboratorio en estudios de investigación biomédica y producción de

reactivos biológicos en general, requiere que éstos sean los apropiados para que

proporcionen la seguridad en los resultados esperados, para ello, se necesita animales de

calidad microbiológica y genéticamente definidos mantenidos bajo condiciones

estandarizadas de acuerdo con las normas internacionales.
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El ratón es un organismo modelo, al tratarse de un mamífero, en el que gran parte de sus

procesos bioquímicos son similares al hombre. Además, tienen un tiempo generacional

muy corto, son muy prolíficos y se adaptan fácilmente a la vida en los bioterios, lo que

permite controlar las variables ambientales durante las experimentaciones.

Comparte con el hombre el ser una de las especies de mamífero mejor estudiadas desde el

punto de vista genético. Actualmente, existe una gran cantidad de líneas genéticamente

definidas, como las consanguíneas y congénicas, además de cientos de mutaciones y un

gran número de rearreglos cromosómicos disponibles.

Es el único animal que posee sistemas eficientes de cultivo de células embrionarias

pluripotenciales (células ES).

Los modelos murinos disponibles se pueden clasificar según lo descrito por (Benavides et.,

al 2000) con base en su origen en:

- Modelos provenientes de mutaciones espontáneas o inducidas

- Modelos generados por transgénesis

- Modelos generados in vitro por manipulación de células ES.

Ventajas de su uso como animal de laboratorio:

- De fácil cuidado y mantenimiento, por su pequeño tamaño.

- Bajos costo de manutención.

- Cepa definida.

- Diversidad de características específicas que sirven como modelo

- Eficiencia reproductiva.

- Por su vida relativamente corta es excelente para su uso en ensayos crónicos de

toxicología, microbiología, virología, farmacología, etc.

- Corto tiempo de generación.
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Además, desde los comienzos del siglo XIX hasta la actualidad, los modelos murinos han

contribuido a la comprensión de la patogénesis de muchas enfermedades y al desarrollo de

nuevas terapias. La tendencia actual de las investigaciones biomédicas hace pensar que en

el futuro próximo la disponibilidad de modelos murinos incrementará debido a la gran

cantidad de manipulación genética y a proyectos de mutagénesis-química existentes

(Hinrichsen, 2010). El manejo de estos animales una vez terminada su función como

animal de estudio, debe ser preparado para proceder a la técnica de eutanasia. Esta debe ser

con el fin de no causar sufrimiento al ratón.

1.4 Pruebas de identificación del género y especie de las cepas de BAL

1.4.1 Pruebas primarias: Tinción de Gram

En el área de microbiología, el microscopio se utiliza de forma rutinaria, ya que

proporciona importante información para la identificación temprana y definitiva de los

microorganismos. En la valoración de las muestras, es trascendente el poder de resolución

del microscopio. Éste será el encargado de la calidad, claridad y nitidez detallada de la

imagen, y depende de la longitud de onda (λ) del haz de luz utilizado y de la apertura

numérica del objetivo empleado.

Para aprovechar la utilidad de los microscopios, se han desarrollado técnicas tintoriales que

destacan las características morfológicas de los microorganismos. Existe una gran variedad

de tinciones que pueden ser aplicadas en el campo de la microbiología.

Algunas técnicas tintoriales como Gram, requieren antes de su proceso la fijación de las

muestras, con la finalidad de preservar la arquitectura estructural y química de las células.

Existen dos tipos de fijadores: físicos y químicos. Entre los procesos de fijación físicos se

tienen los siguientes: desecación, calor seco, calor húmedo, ultrasonido y microondas

(López-Jácome et al., 2015).



37

Uno de los métodos físicos más utilizados es el calor seco, que consiste en la exposición

directa de la laminilla a la flama del mechero, logrando detener así los procesos vitales de

las células y los microorganismos. Es importante realizar con cuidado este proceso ya que

la sobreexposición, o la exposición incorrecta a la flama (zona fría, zona caliente y zona de

fusión) repercutirán en el efecto deseado; por lo que es común provocar alteraciones

morfológicas y destrucción celular.

Hoy en día, sigue siendo una de las tinciones más utilizadas universalmente debido a lo

económico, sencillo y eficaz que resulta. La tinción de Gram se basa en las características

de la pared celular de las bacterias, la cual confiere propiedades específicas a cada

microorganismo (Figura 3).

La pared de las bacterias Gram negativas está constituida por una capa fina de

peptidoglicano (confiere rigidez) y una membrana celular externa, compuesta de

fosfolípidos, lipopolisacáridos, y lipoproteínas. Sólo 10% - 20% de la pared de la célula

Gram-negativa es peptidoglicano.

Figura 3. Estructura de Bacterias Gram Positiva y Bacterias Gram Negativa
Fuente: López-Jácome et al., 2014

En cambio las bacterias Gram positivas, poseen una pared celular gruesa constituida por

peptidoglicano (generalmente un 80-90%) con la excepción de que no cuentan con
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membrana celular externa (López-Jácome et al., 2014). Es así que su comportamiento

durante la tinción está determinado con base en el contenido de peptidoglicano y la

composición química de este grupo de bacterias.

La tinción de Gram se basa en colocar como colorante primario cristal violeta, el cual tiene

afinidad con el peptidoglicano de la pared bacteriana. Posteriormente, se coloca lugol, el

cual impide la salida del cristal violeta-yodo que satura los espacios del peptidoglicano de

la pared bacteriana; después, se coloca una mezcla de alcohol-acetona, la cual deshidrata su

pared. Además, destruye la membrana externa de las bacterias Gram negativas debido a que

ésta es soluble a la acción de solventes orgánicos.

Finalmente, se coloca safranina, la cual funciona como un colorante secundario y sirve para

teñir las bacterias que no pudieron retener el complejo cristal violeta-yodo. La diferencia

esencial entre esos dos tipos de células está por tanto en su resistencia a la decoloración;

esta resistencia se debe probablemente al hecho que en el caso de bacterias gran-negativas,

la mezcla de alcohol/acetona es un solvente lipídico y disuelve la membrana exterior de la

pared de la célula (y también puede dañar la membrana citoplasmica a la que se une

peptidoglicano). La delgada capa de peptidoglicano es incapaz de retener el complejo

cristal violeta-yodo y la célula se decolora.

Las células Gram positivas, a causa de sus paredes celulares más espesas (tienen más

peptidoglicano y menos lípido), no son permeables al disolvente, provocando que el

complejo cristal violeta-yodo quede atrapado dentro de la pared celular. Después de la

decoloración, las células Gram positivas son todavía azules, pero las Gram negativas son

incoloras. Para poner de manifiesto las células Gram negativas se utiliza una coloración de

contraste (López-Jácome, et al., 2014). Habitualmente es un colorante de color rojo, como

la safranina o la fucsina básica.

Las bacterias Gram positivas se observan de color azul obscuro a morado, mientras que las

Gram negativas se observan de color rosa a rojo. Esta tinción es una herramienta elemental,

vigente y de uso universal que coadyuva para el diagnóstico microbiológico.
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1.4.2 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es una técnica “in vitro” de secuencias específicas de ADN que amplifica millones

de veces una secuencia específica de ADN durante varios ciclos repetidos, en los que la

secuencia blanco es copiada.

Se ha ampliado su uso no sólo en el campo de la genética molecular, sino en otras muchas

ciencias. Las siglas PCR significan “Polimerase Chain Reaction”, Reacción en Cadena de

la Polimerasa.

A menudo proclamada como uno de los avances científicos más importantes en la Biología

molecular, la PCR revolucionó el estudio del ADN en tal medida que su creador, Kary B.

Mullis, recibió el Premio Nobel de Química en 1993. Utilizó la PCR para la amplificación

del gen de la -globina humana y el diagnóstico prenatal de la anemia falciforme y fue,

desde entonces, que la PCR ha revolucionado todos los campos que estudian y manipulan

los ácido nucleicos. Para ello, la reacción aprovecha la actividad de la enzima ADN

polimerasa que tiene la capacidad de sintetizar naturalmente el ADN en las células.

En aquella época, Mullis se basó en la replicación del ADN en los organismos eucariotas

realizada por la DNA polimerasa. Esta enzima, es la encargada de realizar la síntesis de una

cadena complementaria de DNA en el sentido 5’3’ usando un molde de cadena sencilla,

pero a partir de una región de doble cadena. Para crear esta región de doble cadena se

utilizan cebadores (primers); los cuales son una pareja de oligonucleótidos sintetizados de

tal manera que sean complementarios a cada uno de los extremos 3’ del fragmento de DNA

que se desea amplificar (Mas et al., 2016).

Se conoce además que, una vez amplificado el ADN producido por la PCR puede usarse en

muchos procedimientos de laboratorio diferentes. Por ejemplo, la mayoría de las técnicas

de mapeo en el Proyecto del genoma humano (PGH) dependieron de la PCR.
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Esta reacción también es valiosa en varias técnicas de laboratorio y clínicas, incluida la

identificación de la huella genética, la detección de bacterias o virus (especialmente el del

sida) y el diagnóstico de trastornos genéticos.

1.4.2.1 Principios de la PCR

Los elementos importantes en esta reacción son el templado o molde (ADN o ADNc), la

enzima, los oligonucleótidos o primers, los desoxirribonucleótidos trifosfatados (dNTPs:

adenina, timina, citosina y guanina), el ion magnesio (Mg +), una solución amortiguadora o

buffer y H2O. Todos estos elementos interactúan en tres etapas principales de las que se

compone la PCR: desnaturalización, hibridación y extensión. Los equipos en donde se

realiza la reacción son llamados termocicladores, los cuales están diseñados para establecer

un sistema homogéneo en donde las condiciones de temperatura y tiempo necesarios no se

modifiquen en cada uno de los ciclos (Figura 4).

Figura 4. Formación del enlace fosfodiéster mediante la DNA polimerasa

Fuente: Basu, 2015
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La reacción de amplificación contempla la participación de dos iniciadores (primers o

cebadores), que se hibridan (se unen por complementariedad de bases) a cadenas opuestas

del segmento “blanco”; cada iniciador se orienta de forma tal que la elongación se lleva a

cabo a partir de su extremo 3'-OH, a través de la zona delimitada entre ambos iniciadores y

hasta la región homóloga al “otro iniciador”. Como cada producto de la amplificación

incluye la secuencia complementaria a la del “otro iniciador”, prácticamente todos los

productos de cada reacción sirven de molde para el siguiente ciclo del PCR.

El elemento principal en la PCR es el ADN, es una molécula biológica extremadamente

estable y de larga vida. Tiene la característica de ser específica de las especies, está

presente en la mayoría de las células de un organismo y todas ellas contienen la

información idéntica. Es más termoestable que muchas proteínas y puede proveer

potencialmente más información que muchas proteínas. Es importante recordar que la

molécula de ADN está formada por tres componentes: un azúcar (desoxirribosa), un grupo

fosfato y una base nitrogenada (adenina, timina, guanina o citosina) que es complementaria

con la base de otra cadena, de tal forma, que el ADN se estructura en una doble hélice

(Figura 5). La complementariedad entre las bases está dada por puentes de hidrógeno e

interacciones hidrofóbicas, generando estabilidad a la doble hélice, la carga eléctrica del

ADN es negativa y está dada por los grupos fosfato.

Figura 5.Molécula de ADN de doble cadena

Fuente: Tamay de Dios et al., 2013
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En la PCR, el templado son las cadenas de ADN que se separan y funcionan como molde

para que la enzima sintetice las nuevas cadenas que llevan la secuencia blanco de interés.

Por su parte, la ADN polimerasa se encarga de la catálisis de la reacción, sintetizando las

nuevas cadenas de ADN que llevan la secuencia blanco. La enzima más usada con

frecuencia se llama buffe ADN polimerasa, que proviene de una bacteria termófila la

llamada Thermus aquaticus, la cual vive en condiciones de temperatura muy altas y por eso

su ADN polimerasa es capaz de soportar ese tipo de temperaturas. El rasgo que distingue a

esta enzima bacteriana de otras ADN polimerasas de otros organismos es su capacidad para

mantener su funcionalidad a temperaturas altas (79°C a 85°C) por lo que se le considera

una enzima termoestable. La PCR utiliza altas temperaturas repetidamente para

desnaturalizar el molde de ADN o separar sus cadenas. También hay otras enzimas que se

utilizan como la Vent, obtenida de la bacteria Thermococcus litoralis. Para que la enzima

funcione con alta especificidad y la reacción transcurra exitosamente, se necesita de los

elementos ya mencionados como primers, dNTP, Mg+2, PCR y H2O.

Los primers son secuencias de oligonucleótidos que flanquean y delimitan la secuencia

blanco que se desea amplificar y son complementarios a ésta. Generalmente su tamaño

oscila entre 15-25 pares de bases y la cantidad de G-C no debe ser más del 55% de la

secuencia. Si no se respetan estas reglas, existe la posibilidad de la formación de dímeros

de primers, es decir, de productos inespecíficos. Esto repercutiría en el rendimiento de la

reacción, así como en la especificidad del producto esperado.

Son dos secuencias diferentes de primers las que se utilizan en la PCR, una denominada

«forward» o sentido y otra «reverse» o antisentido; ambas deben estar diseñadas para que

hibriden con el templado y las cadenas de ADN puedan ser extendidas por la Taq

polimerasa en dirección 5’-3’.

Con la finalidad de garantizar la formación de un complejo estable entre el templado y los

primers, hoy en día existen programas informáticos para diseñar primers con alta

especificidad, por lo que se evita la formación de productos inesperados.

Por su parte, los dNTP son los ladrillos o bases nitrogenadas con los que la Taq polimerasa

construye las nuevas cadenas de ADN. Son factores importantes que contribuyen a la



43

especificidad de la reacción, por ello es importante que su concentración sea la adecuada ya

que de lo contrario pueden afectar la función de la Taq polimerasa. Normalmente, se

utilizan a una concentración que oscila entre 0.2 a 1.0 mM. El buffer es la solución

amortiguadora que se usa en la reacción y generalmente está compuesta de Tris-HCL (pH =

8).

El Mg+2 es un cofactor enzimático que influye en la especificidad de la reacción, por eso se

debe tener una concentración adecuada para que no afecte el rendimiento de la Taq

polimerasa; regularmente su concentración oscila entre 0.5 y 2.5 mM. En ocasiones ya

viene incluido en el buffer, pero en otras se le tiene que agregar. El agua es el disolvente en

la reacción y se usa en su forma destilada libre de nucleasas, que son enzimas que degradan

a los ácidos nucleicos (Bessetti, 2007).

1.4.2.2 Etapas de la PCR

Se debe recordar que cada ciclo de la PCR se lleva a cabo en tres etapas principales:

desnaturalización, hibridación y extensión, las cuales se explican a continuación.

Desnaturalización. Se trata de una etapa crítica ya que es de suma importancia que el ADN

molde se desnaturalice completamente. En esta etapa, las cadenas de ADN son calentadas y

separadas a una temperatura de 95°C durante 20-30 segundos; el tiempo depende de la

secuencia del templado, es decir, si la cantidad de G-C es alta, será necesario más tiempo

para romper sus uniones debido a que el apareamiento de estas bases está formado por tres

enlaces, uno más que las bases de A-T. Además, depende de la velocidad con la que el

termociclador aumenta la temperatura, esto varía de acuerdo al modelo del equipo. Al final

de esta etapa se tienen las cadenas separadas que servirán como templado para la siguiente

etapa.

Generalmente, en la práctica, se suele añadir un período de desnaturalización antes de

comenzar los ciclos para asegurar que se produce a lo largo de toda la muestra de ADN.

Esta etapa suele ser de 5’ a 94°C.

Hibridación. En esta etapa, la temperatura y el tiempo van a depender de 3 factores

relacionados con los oligonucleótidos: la composición de bases, su tamaño y concentración.
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Los primers se alinean al extremo 3’ del templado previamente separado e hibridan con su

secuencia complementaria. Para que se forme el complejo templado-primers, es importante

que la temperatura de hibridación sea la óptima; ésta generalmente oscila entre 45 y 65°C,

durante un tiempo comprendido entre 30 segundos y 1 minuto. Si el diseño de los primers

es el correcto y la temperatura es la adecuada, la estabilidad y especificidad del complejo

será eficiente.

Elongación. En esta etapa, la Taq polimerasa actúa sobre el complejo templado-primers y

empieza su función catalítica a una velocidad muy rápida; agrega dNTP complementarios

para crear las cadenas completas de ADN. La extensión de las cadenas es en dirección de la

síntesis del ADN, es decir, de 5’ a 3’. La temperatura óptima para la reacción es de 72°C,

ya que a esa temperatura la enzima es funcional. El tiempo de extensión depende del

tamaño de la amplificación. En la práctica es común que al final de todos los ciclos se

realice una última elongación de 5’ a 72°C. Al final del ciclo, se habrán formado los

amplicones con un tamaño dictado por el número total de pares de bases (pb) que deberá

ser conocido por el investigador (Figura 6).

Figura 6.Molde con primers de PCR, alineación y dirección por la Taq polimerasa. La
longitud del amplicón es de 162 pares de bases incluyendo los primers

Fuente: Basu, 2015
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Es de gran relevancia, cuando se quiere optimizar una PCR, el número de ciclos que se

utilizan. El número de ciclos dependerá de la cantidad de ADN que existe en la muestra una

vez que el resto de factores han sido optimizados empíricamente (Figura 7).

Figura 7. Etapas de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Fuente: Mas et al., 2016
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1.4.2.3 Aplicaciones de la PCR

Las técnicas de biología molecular representan la herramienta diagnóstica más confiable, ya

que establecen con exactitud la presencia de los agentes etiológicos en los diversos

especímenes clínicos, con base en la detección de segmentos de DNA específicos de cada

microorganismo. Mediante el uso de la PCR, una secuencia de ADN se puede amplificar

millones o miles de millones de veces y producirá suficientes copias de ADN para que se

analicen mediante otras técnicas. Por ejemplo, el ADN se puede visualizar por

electroforesis en gel, enviar a secuenciar o digerir con enzimas de restricción y clonar en un

plásmido.

La PCR se utiliza en muchos laboratorios de investigación y también tiene aplicaciones

prácticas en medicina forense, pruebas genéticas y diagnósticas. Por ejemplo, la PCR se

utiliza para amplificar genes asociados con trastornos genéticos a partir del ADN de los

pacientes (o de ADN fetal, en el caso de pruebas prenatales). La PCR también puede

utilizarse para detectar el ADN de una bacteria o un virus en el cuerpo de un paciente: si el

patógeno está presente, es posible amplificar regiones de su ADN de una muestra de sangre

o tejido (Luque, 2006).

Es precisamente en este aspecto, que el reciente desarrollo de la “reacción en cadena de la

polimerasa (PCR)” ha venido a enriquecer la práctica diagnóstica molecular de las

enfermedades infecciosas en los laboratorios de todo el mundo: una vez recolectada y

preparada la muestra, ocurre en su seno la rápida multiplicación (amplificación) del DNA

perteneciente al agente causal, y los millones de copias obtenidas incrementan

notablemente la sensibilidad de cualquier otra técnica que se elija para lograr la detección

correspondiente (Doménech, 2004).
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1.4.2.4 Visualización de los productos de la PCR

Al final de la PCR, para saber si la reacción transcurrió eficientemente, los amplicones son

visualizados a través de una electroforesis en geles de agarosa. La electroforesis consiste en

la separación de grandes moléculas como los ácidos nucleicos a través de una matriz sólida

que funciona como un filtro para separar las moléculas en un campo eléctrico de acuerdo

con su tamaño y carga eléctrica. Esta separación se hace adicionando un buffer o tampón

que puede ser TAE (disolución tampón formada por Tris, acetato y EDTA) o TBE

(disolución tampón formada por Tris, borato y EDTA).

En el caso de los ácidos nucleicos, el grupo fosfato les proporciona la carga negativa, por lo

que durante la electroforesis migran hacia el polo positivo. Para ello, se prepara un gel

diluyendo una cantidad de agarosa en el buffer, se calienta hasta que la agarosa hierva lo

suficiente y posteriormente se vacía a un recipiente que sirve de base para que solidifique.

Generalmente el porcentaje al que se prepara el gel es al 1.2% aunque, dependiendo del

tamaño de las moléculas, puede ser de hasta el 2%.

Otro ingrediente que se agrega al gel es un compuesto conocido como bromuro de etidio,

una molécula intercalante capaz de unirse al ADN de doble cadena. Cuando es excitado con

luz ultra-violeta emite una señal que permite la visualización de los amplicones en forma de

bandas. Es importante manipular con mucho cuidado este compuesto porque se sabe que es

mutagénico y teratógeno.

Cuando los amplicones son corridos en el gel, éstos deben ser cargados junto con un

marcador molecular que contenga un número determinado de segmentos de ADN

conocidos, lo que facilita la identificación de los amplicones y si su tamaño corresponde

con el esperado. El tamaño está dado por el número de pares de bases del amplicón. El

marcador de peso molecular es fácilmente adquirido en el mercado, ya que se ofrece una

gama de marcadores con distintos pesos moleculares para elegir el de nuestro interés.

Finalmente, la visualización de los amplicones se lleva a cabo tomando una foto digital al

gel de agarosa expuesto a luz UV; adicionalmente un procesador de imágenes se encarga de
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analizar las bandas observadas. La combinación adecuada de todos los elementos químicos

mencionados, hacen posible la síntesis in vitro del ADN utilizando la PCR (Figura 8).

Figura 8. Ejemplificación de un gel de agarosa con el resultado de la PCR

Fuente: Tamay de Dios et al., 2013

1.5 Herramientas de Bioinformática

Durante la última década del siglo XX, los avances de la Ingeniería genética y las

nuevas tecnologías de la información, condicionaron el surgimiento de una disciplina

que creó vínculos indisolubles entre la Informática y las ciencias biológicas: la

Bioinformática. Además, ha atraído la conjugación de varias disciplinas, entre las que

se encuentran la estadística, la química, la informática y las ciencias biológicas. El

término Bioinformática es relativamente reciente, y apareció en la literatura a principios

de 1990, cuando comenzaba a estructurarse el llamado “Proyecto Genoma Humano”

(Querts, 2013).

Por su parte, la Bioinformática tiene como reto principal ofrecer una respuesta a los

precedentes de la Genómica. Consultar la secuencia del genoma de una especie en

particular o de varias ha sido posible gracias a las bases de datos y técnicas de
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visualización para almacenar los resultados de diversos experimentos, y a su vez, lograr

su distribución a través de agentes privados, públicos e internacionales.

1.5.1 Fundamento

La Bioinformática proporciona una manera alternativa de obtener de forma muy

eficiente y precisa información genómica para su posterior análisis. Dentro de los

objetivos de la Bioinformática está el facilitar entender las correlaciones, las estructuras

y los patrones en los datos biológicos. También se encuentra la creación de métodos

computacionales para manipular, ordenar y analizar la información generada mediante

experimentos y la aplicación de estos métodos para resolver problemas de índole

biológico y así generar nuevo conocimiento (Martí, 2009).

La Bioinformática ha contribuido al boom de la biología molecular mediante el

desarrollo de algoritmos para el análisis, clasificación y determinación de secuencias de

ADN y proteínas.

1.5.2 Base de datos y sus aplicaciones

La bioinformática es actualmente utilizada en diversos campos de la ciencia, basándose

en las distintas herramientas electrónicas para asegurar un nuevo conocimiento más

eficiente y preciso.

Con base en su contenido, las bases de datos biológicos se pueden dividir en tres

categorías:

- Base de datos primarias; son archivos de secuencia en bruto o datos

estructurales (por ejemplo: Gen Bank y Protein Data Bank).

- Base de datos secundarias; contienen información procesada

computacionalmente con base en datos primarios (por ejemplo: Swiss-Prot y

PIR).
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- Base de datos especializadas; son aquellas que están enfocadas en un campo

específico de una investigación, se especializan en un organismo en particular o

contienen un determinado tipo de datos (por ejemplo: Flybase y la Ribosomal

Database Project y la Base de datos de secuencias de VIH) (Escobar et al, 2011).

Las herramientas de software también pueden clasificarse de acuerdo con su función en

las siguientes clases:

- Recuperación de datos, por ejemplo: Entrez, sistema integrado de datos de

recuperación desarrollado por la NCBI (National Center for Biotechnology

Information) que proporciona un acceso a secuencias, nucleótidos, proteínas y

genomas.

- Comparación de la secuencia y las herramientas de alineación, por ejemplo:

BLAST, que realiza búsquedas completas a altas velocidades. También se

encuentran GenBank y EMBL (European Molecular Biology Laboratory), y

para alineación de secuencias múltiples está ClustalW.

- Descubrimiento de patrones, por ejemplo: Cluster y GeneQuiz utilizadas como

un sistema integrado para el análisis de secuencias de ADN y proteínas.

- De visualización, permiten una visualización gráfica e interactiva de los datos

genómicos, por ejemplo: Protein Explorer y TreeView. (Escobar et al., 2011).

Además de las bases de datos antes mencionadas, se encuentran las siguientes que se

utilizan con gran frecuencia:

- ExPASY (Expert Protein Analysis System)

- EMBL-EBI (European Bioinformatics Institute)

- NTSYS (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System)

- PopGene (Population Genetic Analysis)

- Kyazma-Join Map

- WebLogo 3

- OligoAnalyzer
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El uso de estas herramientas computacionales, facilita la tarea del investigador y le

permiten entonces enfocar su estudio al desarrollo de proyectos que estén relacionados con

medicina molecular, biotecnología, descubrimiento de fármacos, análisis del genoma,

control biológico y ayudar al mejor entendimiento de los seres vivos.

1.5.3 Selección de primers especie específicos en la verificación de géneroy
especie de cepas

Un primer también conocido como marcador molecular u oligonucleótido, es una molécula

sintética de longitud generalmente entre 18 a 30 nucleótidos que deben ser

complementarias al extremo 3’ de cada una de las hebras sencillas del fragmento de ADN.

Tales fragmentos pueden encontrarse cerca de un gen que codifica una característica de

interés o en regiones que sin ser codificantes, contienen características estructurales

particulares (Rocha, 2003).

Otra de sus características es que por la información que brindan, son más complejos, no se

aprecian en el fenotipo de los individuos lo que significa que no se observan a simple vista

y el grado de polimorfismo (variantes) es enorme si se compara con otro tipo de marcadores.

La selección de oligonucleótidos es muy importante en la PCR, de este paso depende el

éxito en el laboratorio. Si se tienen altas concentraciones de los primers se puede promover

un cebado incorrecto y acumulación de producto no específico y puede incrementar la

probabilidad de generar un templado independiente llamado dímero de primer. Los

productos no específicos y los dímeros de primers son por si mismos sustratos para PCR y

compiten con el producto deseado por la enzima, dNTP y primers, resultando en un bajo

rendimiento del producto deseado.

Se deben tener en cuenta ciertos parámetros para su diseño como se muestra en el Cuadro 9.
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Cuadro 9. Parámetros a considerar para el diseño de primers

Fuente: Adaptación de Sambrook et al., 2001

1.5.4 Secuenciación

Durante los últimos diez años, la secuenciación de ADN se ha automatizado, permitiendo la

obtención de secuencias a gran escala en tiempos relativamente cortos. El análisis

estadístico y genético de los miles de puntos de información generados mediante los

primers, ha ido evolucionando junto con las distintas herramientas que actualmente existen

dentro de la Bioinformática.
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La secuenciación del ADN significa determinar el orden de los cuatro componentes básicos

químicos, llamados “bases”, que forman la molécula de ADN. La secuencia informa al

investigador la clase de información genética que se transporta en un segmento específico

de ADN. Esto puede hacerse comparando las secuencias nuevas (desconocidas) con las

secuencias bien estudiadas y anotadas (conocidas) (Escobar, et al., 2011).

Este análisis incluye la alineación de secuencias, la búsqueda en la base de datos de

secuencias, el descubrimiento de patrones, la reconstrucción de las relaciones evolutivas y

la formación y comparación del genoma.

ADN, ARN y proteínas, forman el orden del flujo de la información genética en todas las

células, todos ellos identificados como polímeros lineales.

El objetivo de la secuenciación es conocer exactamente el orden de sus monómeros; del

orden de los nucleótidos en el ADN y ARN se puede inferir su evolución y su función.

En la doble hélice de ADN, las cuatro bases químicas se unen siempre con la misma pareja

para formar “pares de bases”. Adenina (A) siempre forma pareja con timina (T); citosina (C)

siempre forma pareja con guanina (G). Este emparejamiento es la base para el mecanismo

mediante el que las moléculas de ADN se copian cuando las moléculas se dividen.

El ARN ribosómico (ARNr) 16S es la macromolécula más ampliamente utilizada en

estudios de filogenia y taxonomía bacterianas. Desde la década de los 70s, el análisis de los

ARNr 16S se ha utilizado ampliamente para establecer relaciones filogenéticas. Es un

polirribonucleótido de aproximadamente 1.500 nt, codificado por el gen rrs, también

denominado ADN ribosomal 16S (ADNr 16S).

El análisis de la secuencia de los ARNr 16S de distintos grupo filogenéticos reveló la

presencia de oligonucleótidos firma. Se trata de secuencias específicas cortas que aparecen

en todos o en la mayor parte de los miembros de un grupo filogenéticos y raramente están

presentes otros grupos. Por ello, los oligonucleótidos firma pueden utilizarse para ubicar

cada bacteria dentro de su propio grupo (del Rosario, 2004).
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Se trata de una molécula muy antigua, presente en todas las bacterias actuales. Constituye,

por tanto, una diana universal para su identificación. Su estructura y función han

permanecido constantes durante un tiempo muy prolongado, de modo que las alteraciones

en la secuencia reflejan probablemente cambios aleatorios. Y dado que resulta

relativamente fácil secuenciar los ADNr 16S existen bases de datos amplias.

Una vez determinada la secuencia de nucleótidos y establecidas las comparaciones, será el

grado de similitud entre las secuencias de los ADNr 16S de dos bacterias lo que indique su

relación evolutiva (Escobar, et al., 2011).

El método molecular de identificación bacteriana mediante secuenciación del ADN 16S

incluye tres etapas: a) amplificación del gen a partir de la muestra apropiada; b)

determinación de la secuencia de nucleótidos del amplicón, y c) análisis de la secuencia

(Figura 9).
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Figura 9. Etapas a seguir en el proceso de identificación bacterina mediante secuenciación
del ADNr 16S

Fuente: del Rosario, 2004

1.5.5 Análisis de Similitud

El término de homología molecular es definido como la correspondencia de similitud a

varios niveles (nucleótido, gen y genoma), lo que se debe verificar mediante un análisis de

congruencia entre caracteres. Este concepto es uno de los más importantes en sistemáticas y

biología comparativa, pero también uno de los más controversiales.
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La existencia de homología se da en función de dos tipos de procesos: los del desarrollo,

que generan estructuras específicas y los que mantienen o conservan estructuras ya

generadas (Luna, 2010).

Los científicos han encontrado que dos secuencias similares poseen el mismo papel

funcional. La comparación se puede hacer desde aspectos de comportamiento bioquímico o

de acuerdo con la estructura de la proteína. Si dos secuencias de diferentes organismos son

similares, se dice que son secuencias homólogas.

La alineación de secuencias, es el proceso por el cual, se comparan las secuencias mediante

la búsqueda de patrones de caracteres comunes y el establecimiento de los residuos de

correspondencia entre las secuencias relacionadas. El alineamiento de pares de secuencias

es fundamental en la búsqueda de similitudes dentro de la base de datos y el alineamiento

de secuencias múltiples (Escobar, 2011).

Cuando dos secuencias son descendientes de un origen evolutivo común, se dice que tienen

una relación homóloga u homología.

JUSTIFICACIÓN DEL PROYECTO

Debido a las distintas aplicaciones de las Bacterias Ácido Lácticas entre ellas en los

alimentos, durante siglos han contribuido a la vida útil y al desarrollo de alimentos

fermentados madurados actuando como bioconservadores. Han modificado

significativamente el sabor, olor, textura, características sensoriales y valor nutricional de

los productos alimentarios gracias a sus propiedades metabólicas. Las BAL también

desempeñan un papel en el desarrollo e innovación de productos alimentarios con base en

probióticos, favoreciendo un mejor estado de salud animal y humano (Huertas, 2010).

Las BAL han estado presentes en el desarrollo de las civilizaciones desde la antigüedad, y

en la actualidad presentan una gran utilidad biotecnológica en la industria alimentaria. Es

por eso que las tendencias futuras abren una gran diversidad de líneas de investigación, en

el estudio de su caracterización filogenética, su actividad metabólica y fenómeno de
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antagonismo, para el control de microorganismos como Salmonella y E. coli, responsables

de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), en la búsqueda de estrategias

biológicas que promuevan alimentos inocuos. Así mismo, en el control de otras bacterias

relacionadas, responsables de la alteración de los alimentos, logrando procesos más estables

desde el punto de vista tecnológico y mayor innovación y hallazgos benéficos

nutricionalmente hablando, en favor de la salud y de la conservación de los alimentos.

Actualmente, se ha incrementado notablemente la demanda de mercado en relación con

nuevas cepas microbianas que posean capacidad como probióticos, debido a que

constantemente se requieren cepas mejoradas en relación con las cepas probióticas ya

comercializadas. Por lo tanto, este proyecto busca lograr mediante el aislamiento de cepas

de BAL su caracterización molecular en términos de género y especie, dada la complejidad

técnica y económica que implica continuar utilizando cepas comerciales de colección.

Además, con base en los resultados obtenidos en este proyecto, se abren nuevas líneas de

investigación en las que se consideren como objetos de estudio: el proceso de preparación y

conservación de los probióticos, realización de ensayos clínicos, la viabilidad de las cepas a

emplear, o de una mezcla de cepas probióticas, en condiciones de tracto gastrointestinal de

los huéspedes, la dosificación específica, así como los efectos en la salud general debido al

uso de los probióticos.

Hipótesis: Al comparar las secuencias de los genes del ARNr 16S, de los productos de

PCR obtenidos y purificados, se podrán establecer las relaciones filogenéticas que permitan

identificar género y especie de las cepas de las bacterias ácido lácticas aisladas del tracto

intestinal del ratón.

Objetivo general: Establecer la metodología para realizar el aislamiento y purificación de

bacterias ácido lácticas (BAL), a partir del tracto intestinal de ratón, para su identificación

molecular por género y especie.
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Objetivo particular 1: Establecer la metodología para el aislamiento de cepas de BAL

para su caracterización microbiológica en medios selectivos y diferenciales en condiciones

anaerobias y pruebas primarias, para la verificación de su pureza.

Objetivo particular 2: Establecer la metodología para la extracción, cuantificación y

evaluación de la integridad del ADN, proveniente de las cepas de BAL, obtenidas del tracto

intestinal de ratón, para el aseguramiento de su pureza.

Objetivo particular 3: Identificar las especies de Lactobacillus encontradas en el modelo

murino, mediante la búsqueda en herramientas bioinformáticas, para la selección de

iniciadores especie-específicos de las cepas de BAL aisladas, para su caracterización de

género y especie.

Objetivo particular 4: Seleccionar las condiciones específicas para el desarrollo de la

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) mediante ensayos previos de la técnica, que

permitan la caracterización molecular de las BAL de tracto intestinal de ratón para la

estandarización de la misma.

Objetivo particular 5: Establecer la metodología para la purificación de los productos de

la técnica de PCR para su secuenciación.

Objetivo particular 6: Verificar el género y especie de las BAL, mediante el análisis de

similitud de secuencias a partir de los productos obtenidos de la PCR utilizando programas

de bioinformática.
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CAPÍTULO 2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1 Esquema de investigación

Figura 10. Esquema de investigación
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2.1.1 Descripción de la secuencia experimental

Preparación de medios de cultivo

Se prepararon 2 medios de cultivo MRS; uno sólido con agar al 1% y el segundo líquido

sólo con MRS.

Para la preparación del MRS al 1% de agar (sólido), se llevó a un volumen de 300 mL. Se

pesaron 16.5 g MRS y 3 g de agar. Posteriormente, para el agar (sólido) se agregaron 70

mL de agua destilada en un frasco de laboratorio Autoclavable de 500 mL. Se vertieron el

MRS y el agar y se llevó a un volumen aproximadamente de 300 mL y se agitó hasta

suspender el agar.

Para el MRS líquido, se repitió el procedimiento anterior. Se llevó a un volumen de 200 mL

de agua destilada, se pesaron 11 g de MRS y 2 g de agar.

Finalmente se colocaron ambos medios dentro de la autoclave, así como las cajas Petri y los

tubos de vidrio. Se esterilizaron durante 15 min a 121°C a una presión de 15 libras.

Aislamiento de cepas de BAL

Para poder realizar lo establecido en el cuadro metodológico (2.1) se requirió de diversas

muestras biológicas. Se utilizaron ratones de 1-4 semanas de nacidos de la cepa CD-1, cada

uno de ellos proporcionado por el Bioterio ubicado en las instalaciones de la UIM. Se

seleccionó el ratón de 4 semanas de nacido considerando que su microbiota natural proveía

BAL que una vez aisladas continuarían con su crecimiento. Se procedió a dar eutanasia por

medio de CO2 según lo establecido en la NOM-ZOO-062-1999, Especificaciones técnicas

para la producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio. En el laboratorio 7 de la

UIM, se encendió la campana de flujo laminar y se limpiaron con alcohol al 70% las tijeras

y pinzas de acero inoxidable.

Una vez que el material de disección se encontró limpio, se colocó junto con 2 cajas Petri y

3 tubos de cultivo MRS líquido.
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Cada uno de los ratones modelo se colocaron en la campana de flujo laminar y con alcohol

al 70% se limpió su abdomen. Posteriormente se colocaron en cajas Petri para su

manipulación.

Se les realizó un corte en su abdomen para la extracción del intestino delgado y el colon. Se

identificaron y se separaron cada una de las porciones intestinales: duodeno, yeyuno, íleon

y colon. Se lavaron cada una de las porciones con agua peptonada estéril, haciéndola pasar

por la luz intestinal, con ayuda de puntas estériles, para colectar la microbiota presente en

cada porción de intestino. Se tomó una asada de la muestra del lavado y se vertió en 15 mL

de MRS líquido y se incubaron a 30 ± 2°C durante 48 h en condiciones anaerobias en

cámara de anaerobiosis con un sobre de Gas-Pack BD™.

Para la verificación de la pureza de las cepas empleadas, se sembró por estría en placa con

agar MRS y se incubó a 30 ± 2°C durante 48 h y se identificó la morfología de las colonias

mediante la tinción de Gram.

Para esta tinción se tomó una impronta de células de cultivo fresco y se colocó en un

portaobjetos. Se colocó una gota de agua estéril y se dejó secar al aire durante 1 min, se

cubrió la muestra una vez seca con solución Cristal violeta (Cristal violeta, etanol al 95% y

agua destilada). Se eliminó el exceso de las soluciones con agua destilada, se agregó una

gota de solución de lugol (Yodo, KI, polivinil pirrolidona, agua destilada) dejando actuar 1

minuto. Cada uno de los reactivos utilizados fue B-DTMGram Strain Kit.

Se dejó secar la muestra a temperatura ambiente (± 22°C) y se observó al microscopio

óptico (Olympus CX31 Tokyo, Japón) con el objetivo 100x para identificar bacterias Gram

positivas o negativas. La tinción se realizó con el objetivo de proveer una identificación y

clasificación con base a la morfología celular bacteriana (cocos y bacilos), resultando un

valoración inicial en el análisis bacteriológico.

La extracción de ADN de muestras de las Bacteria ácido lácticas aisladas del ratón lactante

se llevó a cabo basada en el protocolo descrito por ratonesok (2001) y Cheng et al. (2003)

con modificaciones en ambas metodologías. Para obtener el paquete celular, se agregó

fenol/cloroformo y se centrifugó. Para la evaluación de la integridad del ADN se

visualizaron las muestras en geles de agarosa al 2% a 90 V por 30 minutos, determinando
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previamente las condiciones idóneas en las que la integridad del mismo prevalecía en

conjunto con estas dos variables.

Los primers fueron diseñados mediante el programa Primerquest Tool. Se buscaron y

corroboraron las secuencias de los primers en el GenBank y BLAST. Se utilizó el gen 16S

rRNA para identificar secuencias altamente conservadas entre las distintas especies de

Lactobacilos. Se eligieron los primers con una temperatura de hibridación igual o que no

difiriera entre más de 2°C y con un contenido de G-C del 50%. Finalmente, se llevó a cabo

la técnica de PCR para verificar que los primers amplifiquen la zona de interés de acuerdo

con su temperatura de hibridación.

Se inició con una desnaturalización de las muestras de ADN de las cepas de estudio a 95°C

durante 5 min, seguida de 30 ciclos de desnaturalización por 30 seg a 95°C; el ciclo de

alineación, se llevó a cabo por 30 s Posteriormente, se llevó a cabo el ciclo de elongación a

72°C por 30 s para llevar a cabo el ciclo de extensión final a 72°C por 5 min. Estas

condiciones de tiempo y temperatura, se lograron determinar mediante diversos ensayos en

los que el tiempo varió de 5-7 minutos y el número de ciclos oscilaba de 30 a 40 ciclos.

Finalmente, se determinaron estas condiciones en las cuales mediante la PCR se llevó a

cabo correctamente, logrando obtener los productos en su total integridad.

Se visualizaron los productos de la PCR, mediante la técnica de electroforesis. Se preparó

el gel de agarosa al 2%, pesando 0.6 g de agarosa en la balanza digital y se colocó en un

matraz bola y posteriormente se vertieron 30 mL de TBE.

Se colocó el matraz dentro del microondas y cada 10 s se checó si la agarosa ya se había

disuelto.

Se tomaron 4 μL de Bromuro de Etidio con una micropipeta y se vertieron en el matraz

bola y se agitó.

Se armó la celda de electroforesis colocando masking tape en sus bordes para evitar la

salida del gel.
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Una vez que se armó la celda, se vertió la solución del matraz bola y se colocó el “peine”.

Posteriormente, se dejó reposar la solución durante 10 minutos hasta que gelificó.

Con una micropipeta se tomaron 5 μL de buffer de carga y se colocaron sobre un trozo de

papel Parafilm. Se tomaron con la micopipeta 7 μL de la muestra de DNA y se agregaron a

la cantidad previamente colocada de buffer de carga.

Dentro del gel se colocaron en el primer pozo 5 μL de marcador de 100 bp PLUS TM DNA

Ladder. En los pozos subsecuentes, se tomaron 8 μL de cada una de las muestras colocadas

en el Papel Parafilm y se cargaron en el pozo respectivo según las cepas y los

microorganismos de control empleados en cada unidad experimental.

La electroforesis se desarrolló en dos ciclos, el primero a 70 V por 15 min y, después, 90 V

por 20 minutos. El gel se visualizó y se fotografió bajo luz UV en el transiluminador.

Los resultados se obtuvieron con el análisis de la secuencia obtenida de los productos de la

PCR y mediante el uso de programas de Bioinformática.

Para el establecimiento del género y especie de las bacterias de estudio, se evalúo la

especificidad de hibridación de los primers en la zona de interés utilizando las diversas

herramientas de la Bioinformática. Así para el análisis de similitud, se consideraron las

condiciones de pureza y concentración de los productos de la PCR para así finalmente

obtener una secuencia que lograra ser homóloga a alguna secuencia bibliográfica para

verificar si el diseño de primers fue el adecuado así como las condiciones de la reacción

fueron las idóneas.

De esta manera poder establecer género y especie de las cepas empleadas en este estudio.
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2.2.1 Material biológico Microorganismos

Para la realización de este proyecto fueron requeridas diversas muestras biológicas, así

como distintos microorganismos:

- Bacterias ácido lácticas: Para el desarrollo del proyecto se utilizaron las cepas

aisladas del tracto gastro-intestinal obtenidas del ratón lactante (4 semanas de edad).

- Microorganismos de referencia (control): Se utilizaron las cepas liofilizadas de

Lactobacillus rhamnosus, Lactococcus lactics y Lactobacillus plantarum, de la

colección ATCC con números de catálogo 53103, 11454 y 22586 respectivamente

(Figuras 11 y 12).

-

Figura 11. Cepa liofilizada de L. rhamnosus

Figura 12. Cepa liofilizada de L. lactis
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Todas las cepas fueron proporcionadas por la Dra. Adriana Llorente Bousquets del

Laboratorio de Bioconservación de la Unidad de Investigación Multidisciplinaria (UIM), en

la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán (FESC), las cuales fueron obtenidas del

ATCC.

2.2.1.2 Reactivación de las cepas de referencia liofilizadas

Se reactivaron las cepas de Lactobacillus rhamnosus y Lactococcus lactis, para conservar

su viabilidad durante el periodo de almacenamiento de la siguiente manera:

Se tomó con pinzas estériles un pellet y se depositó en un tubo cónico con caldo de cultivo

MRS líquido (5 mL) y se incubó a 30 ± 2°C durante 18 h. Para su crecimiento, se tomó una

asada del tubo cónico que contenía Lactobacillus rhamnosus y se sembró en caja (Agar) y

se incubó a 30 ± 2°C durante 18 h (Figura 13).

Figura 13. Reactivación de las cepas liofilizadas

Para verificar la pureza de la cepa se realizó la tinción de Gram (Gram Stain Kit B-D™)
para observar las características microscópicas de las cepas.
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2.2.2 Medios de cultivo

2.2.2.1 Medio MRS para el cultivo de Bacterias Ácido Lácticas

Se utilizaron caldo MRS y agar nutritivo y se prepararon según las instrucciones de los

proveedores. Se prepararon 500 mL de caldo MRS líquido, se tomaron alícuotas de 10 mL

y se colocaron en tubos cónicos de plástico.

Para los medios sólidos, se esterilizaron a 121°C durante 15 minutos en autoclave marca

Hirayama HV-50 (California, USA) y se dejaron enfriar hasta aproximadamente 45°C y se

vertieron en cajas Petri estériles agregando aproximadamente 20 mL a cada caja. Se

verificó la esterilidad de los medios tras incubar las cajas invertidas a 30 ± 2°C durante 18 h

(Figura 14).

Figura 14. Procedimiento para la preparación de medios de cultivo
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2.2.3. Aislamiento de Bacterias Ácido Lácticas

El animal de laboratorio utilizado fue un ratón lactante de la cepa CD-1 de 4 semanas de

nacido (Figura 15) del Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán.

Figura 15. Ratón lactante de 4 semanas de edad

Se procedió a practicar eutanasia, en la que se eligió un método que no causara sufrimiento

al ratón. Se eligió un método químico con un agente inhalatorio por medio de CO2. Se

trasladó al ratón a la campana de extracción en donde se distribuyó el agente, asegurando la

distribución uniforme del gas y la rápida exposición del ratón a una concentración alta del

agente. El manejo de los ratones lactantes se realizó con base a lo establecido a la Norma

Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999, la cual indica especificaciones para el uso de

animales de laboratorio.

Posteriormente, se limpió la zona abdominal del ratón con alcohol al 70% y se extrajo el

intestino delgado y el colon con ayuda de pinzas y tijeras para disección.

Se identificaron las siguientes porciones intestinales: duodeno, yeyuno y colon (Cuadro 10).

Se procedió a lavar cada porción con caldo de cultivo MRS líquido y se vertió el enjuague

en tubos cónicos con MRS líquido. Se almacenaron cada uno de los tubos en la incubadora

a 30 ± 2°C durante 18 h (Figura 16 y 17). La estandarización del procedimiento para la
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obtención de microbiota de tracto intestinal de ratones lactantes se realizó con base a la

metodología descrita por Sagrario,J., & Ríos, Y. (2019).

Cuadro 10. Identificación de cepas de Bacterias ácido lácticas en el tracto intestinal del
ratón lactante

Figura 16. Identificar en la figura las placas A, B, C y E
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Figura 17. Identificar en la figura las placas G, H e I

2.2.4 Verificación de la pureza de las cepas por pruebas primarias

Para la verificación de la pureza de cada una de las cepas empleadas en este proyecto, se

realizaron pruebas de catalasa y oxidasa; así como Tinción de Gram mediante la

observación a microscopio del tamaño y morfología de las colonias.

2.2.4.1. Tinción de Gram

Para la tinción de Gram de cada una de las cepas, se utilizó el B-D™ Gram Stain Kit, se

tomó una asada del cultivo de cada una de las cepas, se colocó en un portaobjetos y se fijó a

la flama. Se procedió a teñir la muestra con cristal violeta durante 1 minuto, se lavó con

agua destilada, se cubrió con lugol (solución yodo-yoduro al 4%) durante 1 minuto,

posteriormente se decoloró con una solución de alcohol-acetona y se lavó con agua

destilada. Finalmente se tiñó con safranina durante 1 minuto y se realizó un último lavado

con agua destilada (Figura 18). Cada uno de los frotis, se dejó secar a temperatura ambiente

y se observaron al miscroscopio Olympus CX31 (Tokyo, Japón) a 100x. Se observó de
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acuerdo a la tinción a qué grupo pertenecía cada una de las cepas (bacterias Gram negativas

y bacterias Gram positivas) de acuerdo a las características de la pared celular de las cepas,

la cual le confiere propiedades determinantes a cada microorganismo.

Figura 18. Procedimiento de la Tinción de Gram

2.2.5 Extracción de ADN cromosomal

La extracción de ADN de las muestras de Bacterias ácido lácticas se llevó a cabo basada en

el protocolo de Scariot et al. (2018).

Se utilizaron los inóculos de Bacterias Ácido Lácticas aisladas del tracto intestinal (duodeno,

yeyuno y colon) del ratón lactante conservadas a 4°C. Se resuspendieron las muestras en un

volumen 1:10 en Tubos Eppendorf-1.5 mL. Posteriormente se centrifugaron en la centrífuga

marca HERMLE Z 400 K (Baden-Württemberg, Alemania), se agregaron 400 μL de

regulador de lisis (Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 20 mM, EDTA 1Mm, SDS 0.0312%) y se

marceraron con lanceta hasta que se logró la disgregación de la pared celular. Se agregó un

volumen de fenol/cloroformo igual al volumen inicial de la solución, para
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después mezclar las fases con movimientos repetidos de inversión durante 10 s

Posteriormente, se separaron las fases en la microcentrífuga a 12000 rpm por 2 min y se

tomó con una micropipeta la fase acuosa. Después se colocó esta fase en un tubo Eppendorf

nuevo.

Para la precipitación del ADN, se agregó 1/10 del volumen total recuperado de Acetato de

Sodio 3 M, pH 5.2 y 375 µL de etanol al 100%. Se mezcló utilizando el vortex por 30 seg y

se incubaron en hielo por 10 min.

Se precipitó el ADN por centrifugación a 14000 rpm durante10 min, se eliminó el

sobrenadante y el ADN se dejó a temperatura ambiente hasta la evaporación total del etanol.

Finalmente, el ADN se resuspendió en 25 µL de amortiguador TE y se almacenó a 4ºC

hasta su uso (Figura 19).

Figura 19. Extracción del ADN de muestra de Bacteria ácido láctica aislada del tracto
intestinal de ratón lactante

2.2.6.1. Cuantificación de la concentración y pureza del ADN

Una vez obtenido el material genético, es importante determinar el rendimiento mediante

espectrofotometría. Los ácidos nucleicos absorben eficientemente luz ultravioleta a 260 nm

debido a la presencia de bases aromáticas nitrogenadas a lo largo de las cadenas de DNA.
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Cuando la longitud de la celda en que se disuelve el ADN, es de 1 cm, la absorbancia es

igual a la densidad óptica (DO).

En el caso de ADN genómico o de doble cadena una densidad óptica equivale a 50 ug/ml.

Se debe considerar el factor de dilución para obtener la concentración en

nanogramos/microlitro (ng/ul). Para una reacción de PCR se requieren de 10 a 200 ng se

debe obtener al menos, 5 ng/ul de ADN en cada muestra.

Para el análisis de las cepas de estudio, se realizó una dilución 1:50 con el ADN

previamente obtenido, se mezcló suavemente.

Se obtuvo la lectura de la solución blanco (100 µL de agua bidestilada), después se colocó

la muestra en el espectrofotómetro y se leyó la densidad óptica a una longitud de onda de

260 nm. Se consideró para los cálculos correspondientes que 1UA260 = 50µg/µL de ADN;

considerando el número total de muestras por ensayo y el factor de dilución 1:50.

Para la evaluación de la muestra, se tomó una segunda lectura a 280 nm y se determinó la

razón de las lecturas obtenidas a 260/280 nm. Si la proporción es mayor a 1.75,

corresponderá a ácidos nucleicos; aunque si esta proporción es menor a 1.6 es posible que

se encuentre proteína y otros contaminantes (Figura 20).

Figura 20. Cuantificación de la concentración del ADN en el espectrofotómetro



73

2.2.7 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la preparación de la reacción es fundamental la estandarización de las concentraciones

de los componentes (primers y ADN).

2.2.7.1 Características de los primers

La determinación del diseño de los primers es la parte más importante de la etapa

experimental para la realización de la técnica de la PCR. Cuando el objetivo a amplificar es

un locus, la posición de los iniciadores debe ser relativa a los codones de inicio y

terminación (Malvárez, 2001). A continuación se describen las propiedades de los primers

(forward y reverse) utilizados para la identificación de género y especie de las cepas de

bacterias ácido lácticas, se muestra la secuencia 5’  3’ para el género Lactobacillus que

corresponde a la secuencia terminal del gen 16S ARNr en el caso de L. plantarum, su

temperatura de fusión (TM) y su longitud. Cada uno de los primers se solubilizó a una

concentración de 25 mM. Es importante que el fragmento a secuenciar no sea muy grande,

debido a que los errores de lectura de secuencia aumentan. Los oligonucleótidos que se

utilizaron fueron diseñados por el programa de Bioinformática Primer Blast (Cuadro 11).

Cuadro 11. Primers utilizados en la experimentación

Fuente: Dubernet, et al., 2002
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Para este proyecto, se eligieron los primers de modo que tuvieran una secuencia única

dentro del DNA que sería amplificado. Se utilizaron las cepas L. plantarum ATCC 8014 y L.

Rhamnosus (Mora et al., 1997). Para su identificación se recurrió a la base de datos del

GenBank.

Las condiciones empleadas en el proceso de amplificación para L. plantarum se

establecieron después de diversas pruebas de laboratorio para tener la mejor relación de

temperatura, tiempo y número de ciclos con respecto a los productos de la PCR.

Por tanto, comenzó con una desnaturalización inicial a 94°C por 5 min, seguido de 35

ciclos consistentes en replicación a 94°C durante 45 s, alineación a 55°C por 30 s,

extensión a 72°C por 30 s y una extensión final a 72°C por 10 min en termociclador

(Axigen® MaxyGene™ II).

La preparación de la reacción de la PCR se realizó en un tubo Eppendorf y se agregaron los

siguientes componentes: Kit Master Mix 12.5 µL, 0.5 µL para el primer reverse, 0.5 µL

para el primer forward, ADN y 12 µL de agua libre de nucleasas (Dubernet et al., 2002).

Posteriormente, se mezclaron los tubos en la centrífuga y se llevaron al Termociclador

(Cuadro 12). Finalmente, tener los productos de la PCR y verificar si la concentración y las

condiciones establecidas anteriormente para los primers fueron las idóneas para visualizar

las muestras en el transiluminador de UV mediante la técnica de electroforesis.

Cuadro 12. Componentes para la preparación de la reacción de PCR
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La preparación de la reacción se realizó en un tubo Eppendorf esterilizado utilizando los

componentes del cuadro 2 dentro de la campana de extracción. Se consideró que la

proporción es por muestra, por lo que fue necesario multiplicar cada uno de los valores por

el número de muestras a preparar (Figura 21).

Figura 21. Preparación de la reacción para la PCR

Al tener preparada la reacción se colocó en una microcentrífuga durante 30 s y se dividió el

volumen final, tomando 24 μL de la preparación y se colocaron en cada uno de los tubos

Eppendorf previamente seleccionados.

A cada tubo se le agregó 1 μL del ADN correspondiente a la cepa a trabajar. Finalmente se

mezclaron cada uno de los tubos en la microcentrífuga para después colocarlos dentro del

Termociclador (Figura 22).
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Figura 22.Minicentríguga con los tubos Eppendorf a 3000 RPM

2.2.7.2 Etapas y ciclos de la PCR (Su-Yeon et al., 2007)

Para la determinación de las condiciones de la PCR fue necesario una serie de ensayos

previos, considerando diferentes pruebas de ADN provenientes de las cepas de estudio. Se

varió la temperatura, el número de ciclos y el tiempo en cada etapa de la reacción.

Se inició con una desnaturalización inicial a 95°C durante 5 min, seguido de 30 ciclos de

desnaturalización por 30 seg a 95°C. Para el ciclo de alineación, se llevó a cabo a 63°C por

30 s Posteriormente, se llevó a cabo el ciclo de enlogación a 72°C por 30 seg para

finalmente llevar a cabo el ciclo de extensión final a 72°C por 5 min en un Termociclador

(Axigen® MaxyGene™ II) (Figura 23).
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Figura 23. Termociclador en el que se realizó la PCR

2.2.7.3 Electroforesis de los productos amplificados (Fibi et al., 2016)

Una vez que se realizó la PCR, se preparó el gel de agarosa con 50 mL de TAE 1x, para su

disolución se calentó en un horno de microondas durante 1 min por pequeños intervalos. Se

dejó enfriar a temperatura ambiente y se añadieron 5 µL de Bromuro de Etidio.

Posteriormente, se vertió la mezcla en la cámara de electroforesis y se agregó buffer TAE

1x hasta que el gel quedó cubierto.

Para llevar a cabo la carga del gel, se colocaron en un trozo de Parafilm 3 µL de Bromuro

de Etidio, 3 µL de colorante azul/naranja y 5 µL de los productos resultantes de la PCR.

Con una micropipeta, se mezclaron todos los elementos y se tomaron cada una de las muestras

para colocarlas en los pocillos correspondientes. En el primer pocillo se colocaron3 µL de marcador

de peso molecular (Figura 24). La electroforesis se desarrolló a 80 voltios durante 1 h

(Figura 25). Finalmente, los geles se visualizaron y se fotografiaron bajo luz UV en

transiluminador (Gel LLógica1500, Imaging System).
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Figura 24. Procedimiento de armado de la celda de electroforesis horizontal

Figura 25. Corrida de dos geles de agarosa al 2%, a 90 v por 30 min
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2.2.7.4 Secuenciación

Se amplificaron nuevamente los diferentes amplicones con el fin de obtener la

concentración necesaria para realizar la secuenciación de los productos de la PCR, fueron

purificados con el reactivo Exo SAP-IT PCR product cleanup (Thermo Fisher, cat. 78200)

y enviados a secuenciar al Servicio de Secuenciación y Análisis de Fragmentos de ADN,

Laboratorio de Bioquímica Molecular UBIPRO, FES Iztacala, UNAM. Las secuencias

reportadas fueron utilizadas para realizar un alineamiento básico en el programa Blast del

NCBI.

CAPÍTULO 3. ANÁLISIS Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS

3.1 Tinción de Gram

Una vez que se realizó la Tinción de Gram para cada una de las cepas de las bacterias ácido

lácticas; se propuso para este proyecto una clasificación alfanumérica como se muestra a

continuación.

Figura 26. Cepa identificada como A2 Figura 27. Cepa identificada como B1
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Figura 28. Cepa identificada como C2 Figura 29. Cepa identificada como E3

Figura 30. Cepa identificada como G1 Figura 31. Cepa identificada como H2

Figura 32. Cepa identificada como I1
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Cuadro 13. Clasificación de las cepas de acuerdo con la Tinción de Gram

La pureza de las cepas fue verificada mediante cultivo en agar MRS, en donde se

observaron colonias redondas, lisas, de apariencia cremosa de color blanco y de diámetro

aproximado de 1 a 2 mm. Las cepas resultaron ser de morfología Bacilos y Gram positivas

(Cuadro 12). Este grupo de bacterias posee una gruesa capa de peptidoglicano y presentan

ácidos teicoicos en su superficie, por lo cual tiñeron como Gram positivos.

3.2 Cuantificación de la concentración y pureza del ADN

Se extrajo el ADN de las 7 muestras de Bacterias ácido lácticas aisladas del tracto intestinal

de ratón lactante, así como del control negativo (Lactococcus lactis) identificada como “M”.

Se cuantificó el ADN mediante el espectrofotómetro marca Genova Bio (Cuadro 13)

obteniendo concentraciones de ADN de 250 μg/mL a 5200 μg/mL, dado que dentro de

estas muestras hubo concentraciones altas para la PCR se realizaron una serie de diluciones

que permitieron tener la concentración adecuada. Los valores obtenidos en la relación

260/280 indican, a excepción de la muestra I1, que es posible que exista una contaminación

significativa y que se encuentren proteínas y otros contaminantes. Teniendo los datos de la

cuantificación de las muestras concentradas y diluidas, se elaboró el gel de integridad por

medio de electroforesis, obteniendo que en las muestras diluidas se presenta un poco de

degradación en el ADN a comparación de las muestras más concentradas en las cuales el
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ADN se presenta íntegro. Estableciendo así que el ADN es óptimo por medio del rango de

valores de pureza y concentración para realizar la PCR.

Cuadro 14. Concentración y pureza de ADN de bacterias ácido lácticas aisladas del tracto
intestinal de ratón lactante

3.3 Visualización de los productos de la PCR

En la figura 33 se puede observar una banda correspondiente a la amplificación del contol

positivo identificado como Lactobacillus rhamnosus, mientras que el control negativo

identificado como Lactococcus lactis no amplificó.
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Figura 33. Gel de agarosa al 2%. Visualización de banda de Lactobacillus rhamnosus.

Carriles: 1) (MP) Marcador de pares de bases 100pb; 2) (T1) Lactobacillus rhamnosus
como control positivo; 3) (T2) Lactococcus lactis como control negativo; 4) (B) Blanco

Figura 34. Gel de agarosa al 2%. Visualización de banda de Lactobacillus rhamnosus.

Carriles: 1) (MPB) Marcador de pares de bases 100pb; (T1) Lactobacillus rhamnosus como
control positivo; (T2) Lactococcus lactis como control negativo; (A2); (B1) y (C2)
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En la figura 34 se pueden observar 3 bandas de las muestras de las Bacterias ácido lácticas

y una más para el control positivo. Se ven tenuemente cada una de las bandas, puede ser

debido a la concentración de ADN de cada una de las muestras. Se amplificaron las

muestras a un tamaño de 250 pb como se esperaba de acuerdo con lo propuesto por (Mora

et al., 1997) y (Torriani et al., 2001).

Figura 35. Gel de agarosa al 2%. Visualización de banda de Lactobacillus rhamnosus.

Carriles: 1) (MPB) Marcador de pares de bases 100pb; (T1) Lactobacillus rhamnosus
como control positivo; (T2) Lactococcus lactis como control negativo; (G1); (H2) y (I1)

En la figura 35 se pueden observar 4 bandas de amplificación muy tenues que corresponden

a las 3 muestras de las Bacterias ácido lácticas y también se ve ligeramente el control

negativo (T2), lo que puede deberse a un mal manejo de la muestra. Las bandas de

amplificación se encuentran en 250 pb como se esperaba. Ambos primers para estas cepas

funcionaron correctamente como base para la visualización de las cepas. Sin embargo, es

muy probable que la concentración del ADN de cada una de las cepas no haya sido

suficiente como lo demuestra el gel de agarosa.
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Figura 36. Gel de agarosa al 2%. Visualización de banda de Lactobacillus plantarum.

Carriles: 1) (MPB) Marcador de pares de bases 100pb; (E3), (G1), (I1), (T1) Lactobacillus
plantarum como control positivo y (T2) Lactococcus lactis como control negativo

En la figura 36 se pueden observar 4 bandas de amplificación correspondientes a las 3

muestras de las cepas previamente seleccionadas, así como la banda del control positivo.

Estas bandas fueron mejor amplificadas en comparación de las anteriores, debido a la

utilización de un nuevo PCR Master Mix, 2x. De esta manera se aseguró que todos los

componentes de la reacción no estuvieran contaminados, por lo que el control negativo no

se vislumbró en el gel a diferencia de los geles anteriores. En este gel, se quedó l mayor

concentración de las cepas en la parte superior del gel por lo que es probable que haya sido

necesario incrementar el número de ciclos y voltios al inicio de la electroforesis y así lograr

que cada muestra se vislumbrara adecuadamente.
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1 A2 B1 C2 T1 T2

Figura 37. Gel de agarosa al 2%. Visualización de banda de Lactobacillus plantarum.

Carriles: 1) STD de número de bases. 1 DNA Ladder TM.; 2) (A2), 3) (B1), 4) (C2), 5) (T1)
Lactobacillus plantarum como control positivo y 6) (T2) Lactococcus lactis como control
negativo

En la figura 37 se pueden observar 3 bandas de amplificación correspondientes a las

muestras de las cepas: B1, C2 y el control positivo.

En el carril número uno, se intentó visualizar los productos sólo con STD de número de

bases. 1 DNA Ladder TM para visualizar si existía alguna contaminación y debido a que el

carril uno parece tener una banda es posible que hayan quedado restos de marcador en el

manejo de los materiales y por este motivo se pueda observar una franja.

Los primers se vislumbraron correctamente, por lo que su concentración dentro de esta

PCR fue la adecuada. Caso contrario a las cepas de estudio en este gel, es posible que la

concentración de cada una no haya sido la suficiente, ya que en el gel correspondiente a la

figura 34 se lograron visualizar.
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Figura 38. Gel de agarosa al 2%. Visualización de banda de Lactobacillus plantarum.

Carril: 1) STD de número de bases. 1 DNA Ladder TM ; 2) (E3), 3) (G1), 4) (I1), 5) (T1)
Lactobacillus plantarum como control positivo y 6) (T2) Lactococcus lactis como control
negativo

En la figura 38 se pueden observar 3 bandas de amplificación correspondientes a las

muestras de las cepas: I1, control positivo y control negativo.

Se realizó el mismo procedimiento que en la figura 37 con el objetivo de ver si había

contaminación y al ver el carril número1 se comprobó que efectivamente había un mal

manejo de los materiales. A pesar de que el control positivo si se logró visualizar en el gel,

sólo la muestra de la cepa identificada como I1 mostró una franja muy tenue. Ninguna de

las otras dos cepas se vieron; por lo que se pudo deber a una baja concentración de cada una

de las muestras al llevar a cabo la reacción de PCR.
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Figura 39. Gel de agarosa al 2%. Visualización de banda Lactobacillus plantarum.

Carriles: 1) (MP) Marcador de pares de bases 100pb; 2) (A2), 3) (B1), 4) (C2), 5) (T1)
Lactobacillus plantarum como control positivo y 6) (T2) Lactococcus lactis como control
negativo

En la figura 39 se pueden observar 3 bandas de amplificación correspondientes a las

muestras de las cepas: B1 y C2, además la banda del control positivo.

Estas bandas fueron mejor amplificadas en comparación de las anteriores, debido a la

utilización de un nuevo PCR Master Mix, 2x. Aunque posiblemente la concentración de la

dilución de la cepa A2 no fue suficiente y por tanto no se logró visualizar en el gel. Sin

embargo, la mayor concentración de estas muestras se localiza en el lado superior del gel,

por lo que un tiempo myor durante la electroforesis pudo haber favorecido a que cada una

de las bandas del gel fuera más uniforme.
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CONCLUSIONES

-El uso de la técnica de PCR para la identificación de género y especie de bacterias ácido

lácticas, es altamente confiable y específica ya que se requiere del uso del material genético

del género y del uso de primers especie-específicos.

-Se logró el aislamiento del nicho apropiado (Tracto intestinal de ratón) de cepas de BAL y

se caracterizaron microbiológicamente resultando con una morfología de bacilos Gram

positivas.

-Se logró extraer el ADN de las 7 muestras de cepas aisladas del tracto intestinal del ratón

lactante por el método de Sambrook, obteniendo así el ADN íntegro y en cantidad

apropiada para la ejecución del análisis con la PCR y de este modo se aseguró su pureza.

-La relación 260/280 de cada una de las muestras, no resultó idónea, sin embargo, no

perjudicó el desarrollo de la PCR ya que se logró obtener el amplificado buscado en las

muestras.

-El diseño de primers para la detección del género Lactobacillus del modelo murino

mediante programas bioinformáticos, según Dubernet et al., 20002 y Torriani et al., 2001 se

realizó de manera apropiada al obtener los amplificados de 250 pb aproximadamente y

podrán utilizarse en trabajos posteriores con las condiciones de PCR establecidas.

-Se lograron establecer las condiciones específicas para el desarrollo de la PCR:

concentración de ADN y primers, temperatura de alineación y número de ciclos.

-Se logró establecer la metodología para la visualización de los productos de la PCR, se

debe cuidar el manejo de las muestras para evitar contaminación.

-El presente proyecto se desarrolló como una herramienta para la caracterización de

especies de Bacterias ácido lácticas, del género Lactobacillus, adicionando parámetros más
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estrictos a los estipulados en la bibliografía con el fin de obtener resultados más exactos y

de mayor especificidad.

-El establecimiento de esta metodología permitirá una herramienta sólida para la selección,

caracterización e identificación de cepas de bacterias ácido lácticas específicas, con objeto

de contar con cepas propias para ser utilizadas como probióticos y que puedan ser una

alternativa viable al uso de cepas de colección.

RECOMENDACIONES

- Se recomienda aumentar el número de muestras biológicas a analizar, esto con la

finalidad de proporcionar una respuesta más amplia y concreta respecto a la

especificidad de los primers ya que en algunos geles faltó una concentración mayor

de muestra para poder ver los amplificados de la PCR con mayor facilidad.
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ANEXOS

Anexo 1. Diseño de Primers de Lactobacillus del modelo murino

EJEMPLO:

1. Utilizando el buscador (Google) ingresar a NCBI

2. Colocar en la página el nombre científico de la especie de interés, para buscar una
secuencia de ADN indicar la opción de “Nucleotide”. Se arrojarán distintos resultados,
elegir el que corresponda al gen 16 rRNA, e identificar el GI.
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3. Se ingresa el número del GI al programa Primerquest Tool.
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4. Se ingresa el GI en la página de Primer Quest Tool.

5. Dar click en “PCR 2 primers”

6. Seleccionar el primer que cuenta con las propiedades adecuadas de Tm y del %de GC.
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7. Comprobar las temperaturas, el % de GC y que efectivamente amplifique para la especie
de interés.

8. Verificar los primers con Mitomap.org para comprobar que realmente
amplifiquen para la especie de interés.
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