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RESUMEN

Las Bacterias Acido Lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos representadas por
varios géneros con caracteristicas morfologicas, fisioldgicas y metabdlicas en comun.

Estan ampliamente distribuidas en la naturaleza y han sido aisladas de diversos alimentos,
tierra, plantas verdes, asi como también del tracto digestivo de mamiferos. Para su
multiplicacion requieren de azlcares como glucosa y lactosa, ademds de aminodcidos,
vitaminas y otros factores de crecimiento.

El objetivo de este proyecto fue desarrollar la metodologia para la aplicacion de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando iniciadores especie especificos con el fin de
realizar la caracterizacion molecular de cepas de Bacterias Acido Lacticas (BAL),
identificando género y especie de cada una. Debido a que diversas BAL tienen
requerimientos similares de nutricion y de crecimiento, es generalmente dificil usar
métodos microbioldgicos para identificar su género y especie.

Es por eso que numerosas investigaciones se han enfocado en estudiar técnicas de Biologia
molecular para la deteccion y diferenciacion rapida de las BAL.

Para su caracterizacion en este proyecto, fue necesario el uso de iniciadores que tienen
como punto de aplicacion genes que codifican el rRNA. Debido a que hay una gran
variabilidad en esta region, las secuencias codificadas con el gen 16S y el gen 23S del
rRNA, son los mas utilizados en términos de identificacion filogenética.

Se analizaron muestras de BAL extraidas de distintas porciones del tracto intestinal de
raton lactante: duodeno, yeyuno y colon. Mediante programas Bioinformaticos se disefiaron
iniciadores especificos y se seleccionaron con base en la bibliografia para la deteccion y
caracterizacion de especies del género Lactobacillus del modelo murino.

La extraccion del ADN se realizo con base en el protocolo descrito por Scariot et. al (2018)
con modificaciones experimentales. Se llevo a cabo la PCR para la identificacion 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 evaluacion de la especificidad de hibridacion de
los iniciadores en la zona de interés en conjunto con las herramientas de bioinformatica, las
cuales sirvieron para realizar un analisis de similitud y asi poder establecer género y especie
de las cepas analizadas en el proyecto.
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INTRODUCCION

Las Bacterias Acido Lacticas (BAL) refieren a un gran grupo de bacterias benéficas que
tienen propiedades similares; todas producen acido lactico como producto final del proceso
de fermentacion. Se encuentran en la naturaleza y en los sistemas digestivos de animales,
en donde se tiene un balance entre bacterias patégenas y benéficas (Rajoka et al., 2018).
Ademas, son conocidas por su rol en la elaboracion de productos alimenticios fermentados.
Algunas BAL, como las especies de Lactobacillus han sido propuestas y usadas como
probidticos, 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 nutricion y de crecimiento; es generalmente dificil usar métodos
microbiologicos para identificar su género y especie. Es por eso que numerosas
investigaciones se han enfocado en aplicar técnicas moleculares para la deteccion y

diferenciacion rapida de las BAL (Belkacem et al., 2009).

Una tipica BAL crece bajo condiciones estandar (concentracién no limitada de glucosa,
factores de crecimiento y limitacion de oxigeno); 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 caracteristicas genotipicas
se puedan seguir investigando para dar una propuesta alterna al uso de cepas de coleccion,
debido a su alto costo econdmico vy, adicionalmente, poder utilizarlas como

bioconservadores de algin producto carnico.

Para esta caracterizacion es necesario el uso de iniciadores que tienen como punto de
aplicacion genes que codifican el rRNA. Debido a que hay una gran variabilidad en esta
region, las secuencias del rRNA codificadas en el gen 16S y el gen 23S rRNA son las mas

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

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

utilizaciéon como probidticos segln los criterios de los organismos internacionales
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(Belkacem et al., 2009), asi mismo, seran evaluadas en sus herramientas metabdlicas
relacionadas con fenomenos de antagonismo que puedan servir en la conservacion de los
alimentos o en pruebas de reto microbianos que ayuden a mitigar los riesgos sanitarios

frente a microorganismos patdogenos.

Debido a las multiples aplicaciones de las BAL que contribuyen a la vida util y al
desarrollo de alimentos fermentados madurados como bioconservadores, y a su uso como
probidticos al favorecer un mejor estado de salud animal y humana, este proyecto busca
lograr el aislamiento de cepas de BAL y su caracterizacion molecular en términos de
género y especie, dada la complejidad técnica y econémica que implica seguir utilizando

cepas de coleccion.

CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1.1 Bacterias dcido lacticas

Las BAL son ampliamente utilizadas en la industria alimentaria por su capacidad de
conferir diferentes caracteristicas sensoriales como textura, sabor y olor agradable a los
alimentos fermentados.

El conocimiento de cultivos lacticos se origind en el siglo XVIII, cuando agricultores de
Africa, Asia y Europa observaron el comportamiento de la leche cruda en los meses calidos.
Las BAL vivas pueden estar contenidas en un grupo de microorganismos llamados cultivos
lacticos o iniciadores y se pueden emplear en productos que para su obtencion requieren ser
fermentados.

Alimentos como yogurt y bebidas fermentadas, pueden ser vehiculos importantes de
enormes cantidades de bacterias vivas, siendo utilizados biotecnologicamente como

cultivos iniciadores dentro del cuerpo humano (Huertas, 2010).
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Cuadro 1. Bacterias acido lacticas utilizadas en la elaboracion de productos lacteos

Productos Bacterias principales Usos

Yogurt Lactabacillus bulgaricus, Proves sabor, gusto suave y
Loctobacilius cosel, delicadn y promueve In cuajada,
Lactobacillus acidophiius, mejors |a digestidn, sbsorcién,

Streptococcus thermophiius, contribuye a promaover ia salud

Bebiclas fermentadas a | Strepfococcus  loctls,  Streprococcus | Adiciona  sabor, contribuye 8

base de |eche cremoris, Loctobooilius herveticus promevr s salud
Quesos Streprococcus \actis, Promueve e cuajade, proves
Streptococcus dincetioctis arama y sabor
Mantequilla maduracda Loctobacillus loctis, Fromumve moderado sabor agrio
Streprococcus digeetioctis Y roma
Crema acida Streprococcus loctis, Promaver sabor caracteristico
Streprococcus cremaoris [pequedas cantidades da
Leuconastoc cremoris acetaldehido ¥ Erandes
Streptococcus lactis ssp. diacetyiactis cantidades de diacetilo)
Yakult Lactobocilius cosel Fromueve moderade sabor agrio
¥ Broma, Contnbuye & promover
la salud

Fuente: Ramirez-Ramirez et al., 2011

En las ultimas décadas se ha explorado el potencial de las BAL como bioconservadoras
naturales de productos lacteos (Cuadro 1), debido a la produccion de diversos metabolitos
como el acido lactico, peroxido de hidrogeno, diacetilo y didxido de carbono (COz)

(Leistner, 2000).

Estas bacterias no solo contribuyen al desarrollo de las caracteristicas organolépticas y
reoldgicas de los alimentos, sino que se generan en los mismos ambientes poco favorables
para el desarrollo de microorganismos patdogenos debido a su marcada capacidad
antagonista, la cual favorece su proliferacion 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 habitats, especialmente aquellos ricos en
carbohidratos. Se encuentran en alimentos como productos carnicos fermentados, derivados
lacteos, masa panadera, vegetales fermentados, bebidas y también en el tracto intestinal del

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

Género

Principales especies y aplicaciones

Streptococcus

5. lactis, 5. cremoris. Mantequilla, guesa, yogurt
5. thermophilus. Yogurt, gueso.

Pedioooccus

P. cerevisioe. Cerveza, carne procesada.
P holophilus, Salsa de sova

Lewconostoc

L mesenteroides. L citrovarum. Alimentos fermentados, produccion de
dextran,

Lactobacillus

L bulgaricus. Yogurt, bebidas fermentadas a base de leche,

L helveticus. Queso, yogurt, bebidas a base de leche fermentada.

L ocidaphifus. Yogurt, bebidas a base de leche fermentada, preparacion de
Lactobacilius,

L cosel. Quesos, leche refinada, bebidas a base de leche fermentada,
preparacion de Loctobocilius.

L plontarum. Diversos alimentos fermentados, ensilajes.

L fermenti, L. brewis. Productos fermentados.

Bifidabacterivm

8. bifidum, B. infontis, B. longum, 8. odolescents. Leche fermentada,
preparacion de bacterias |acticas. El intestine de infantes y adultos,
8. thermophilum, 8. Pseudolonginm. El intestino de animales

Fuente: Ramirez-Ramirez et al., 2011

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

enfermedades, asi como en el mejoramiento de la calidad de conservacion de ciertos

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

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

biotecnolégicos aplicables a la solucion de problemas de la salud tanto humana como

animal.

1.1.1 Caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas

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

géneros con caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas y metabolicas en comin. En general

las BAL son cocos o bacilos Gram positivos, no esporulados, no mdviles, anaerobicos,

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

citocromos, no reducen el nitrato a nitrito y producen acido lactico como el tinico o
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principal producto de la fermentacion de carbohidratos. Ademas, las BAL son acido
tolerantes, pudiendo crecer algunas a valores de pH tan bajos como 3.2, otras a valores tan
altos como 9.6 y la mayoria crece a pH entre 4 y 4.5, permitiéndoles sobrevivir
naturalmente en medios donde otras bacterias no soportarian la alta actividad producida por
los acidos orgénicos.

Son quimoorganotroficos 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 energia
para formar principalmente acido lactico, a través de la degradacion de hexosas a lactato
(homofermentativas) 'y  productos adicionales como acetato, etanol, CO:

(heterofermentativas) (Huertas, 2010).

También, las BAL producen pequenias cantidades de acetaldehido y diacetilo por la
formacion de citratos, otorgando a los alimentos sabor y aroma agradable. Ademas de
poseer una actividad metabdlica sobre proteinas, azicares y lipidos, contribuyendo a la

digestibilidad de alimentos y preservacion del producto final.

Ademas, producen varios componentes antimicrobianos, los cuales inhiben el crecimiento
de ciertos organismos. La inhibicion de B. cereus por BAL ha sido estudiada en algunos
alimentos fermentados como productos lacteos, productos basados en cereales y productos

de semilla de soya (Huertas, 2010).

El peroxido de hidrégeno es otro metabolito producido por el grupo Lactococcus a través
de la acciéon de NADH por oxigeno 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 1til de la misma; inhibiendo microorganismos como

Pseudomonas y Staphylococcus aureus.

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

péptidos bioactivos con efecto bactericida o bacteriostatico. Las bacteriocinas tipicamente
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tienen un estrecho espectro antibacterial. Por lo que, algunas bacteriocinas pueden inhibir el
crecimiento de Gram-positivas patogénicas y bacterias dafiinas como también levaduras y
especies Gram-negativas. Entre las moléculas que presentan actividad antimicrobiana estan

acido lactico y acético, etanol, diacetilo y 2-3 butanodiol.

Finalmente, se tienen a los exopolisacaridos (EPS) como metabolitos de las BAL. Los
cuales, son polisacaridos de cadena larga consistentes de ramificaciones de unidades
repitentes de azucares. Muchas de las especies de BAL tienen el status de GRAS
“Generally Recognized As Safe” segin la Administracion Norteamericana de Alimentos y
Drogas (FDA) o QPS “Qualified Presumption of Safety” segin la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) lo que facilita su aplicaciéon en alimentos y, por tanto,
suscita su interés industrial. Las BAL son capaces de desviar una pequefa proporcion de
azcares fermentables hacia la biosintesis de EPS, los cuales, desempefian un papel
industrial en la produccion de emulsificantes y suspensiones estabilizantes; su aporte
contribuye a la textura, reologia, sabor y estabilidad del producto. Entre los efectos
benéficos que se atribuyen, se encuentran la capacidad de reducir los niveles de colesterol
sérico, asi como de estimular el crecimiento de la microbiota intestinal. Ademas, por el
hecho de encontrarse asociados a la superficie de las bacterias, pueden contribuir a su
potencial como probioticos posibilitando el uso de éstas en la elaboracion de alimentos

funcionales (Vazquez et al., 2018)

1.1.2 Clasificacion de las Bacterias acido lacticas

En 1919 se dio inicio a la clasificacion de BAL por Orla-Jensen utilizando los siguientes
criterios: morfologia celular, el modo de fermentacion de la glucosa, el rango de
temperatura de crecimiento y los patrones de utilizacion de azicar. 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 um. Las BAL son un grupo de bacterias fisioldgicamente
uniforme, de pared Gram-positiva, anaerobias facultativas, catalasa negativa y no

formadoras de esporas (Huertas, 2010).
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La clasificacion de las BAL en diferentes géneros se basa en su morfologia, el modo de
fermentacion de la glucosa (homofermentativas y heterofermentativas), el crecimiento a
diferentes temperaturas (mesofilos que van de 20-25°C, mientras que las termofilas de 40-
45°C), la configuracion del acido lactico producido (L, D o LD), habilidad para crecer a

alta concentracion de sal y tolerancia dcida o alcalina (Ramirez et al., 2011).

Los géneros con morfologia celular esférica, o cocoide ‘“cocos” son entre otros,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus o Streptococcus, con numero de
especies limitado, y el género que reline mayor nimero de especies, Lactobacillus, se

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

En la actualidad son mas de 100 las especies que han sido descritas como pertenecientes al
género Lactobacillus y se encuentran en continuo aumento. La principal caracteristica del
metabolismo de las bacterias lacticas es la fermentacion de los azicares, siendo su producto
final, en la mayor parte de los casos, el acido lactico. Es empleado en la industria
principalmente por su capacidad como regulador de la acidez y en la industria carnica como
un agente antimicrobiano que evita el desarrollo de patogenos en los productos ademas de

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

Ademas se ha clasificado como GRAS para su aplicacion como aditivio alimenticio por la
FDA (Administracion de Drogas y Alimentos de los E.U.A). Este 4cido es uno de los mas
importantes producidos por las BAL. Dentro de los microorganismos productores pueden
citarse a los Lactobacilos, siendo el Lactobacillus delbrueckii el microorganismo mas
utilizado. Este es el primer &cido organico funcionalmente versatil producido
biotecnoldgicamente 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. Arbol filogenético de los géneros de Bacterias 4acido lacticas, basado en la
secuencia del gen del ARNr 16S

Fuente: Olivera, J. (2011). Caracterizacion tecnoldgica de cepas de bacterias acido lacteas
aisladas de la leche

Pueden fermentar hexosas como glucosa, manosa, galactosa o fructosa utilizando la
llamada "via homofermentativa", en la que el tnico producto final es &cido lactico, o la "via
heterofermentativa" en la que usan la via de las pentosas fosfato produciendo cantidades

equimolares de acido lactico, diéxido de carbono (CO>) y etanol (o acido 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-pequetios 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 clinicos.

Estos bacilos se presentan cominmente formando cadenas y en general son no motiles,
pero cuando tienen motilidad es por la presencia de flagelos peritricos. Son Gram positivos
y solo las células muertas pueden dar resultados variables a la tincion de Gram. Ademads, no
esporulan y algunas cepas presentan cuerpos bipolares que probablemente contengan
polifosfato. Los grandes bacilos homofermentativos presentan granulos internos revelados

por tincidon de Gram o por tincion con azul de metileno.

La pared celular de los lactobacilos, observada al microscopio electronico es tipicamente
Gram positiva y contiene peptidoglicanos (mureinas) de varios quimiotipos, de ahi que el
peptidoglicano del tipo Lisina - D-Asparagina sea el mas ampliamente distribuido. Esta
pared también contiene polisacaridos unidos al peptidoglicano mediante enlaces
fosfodiéster, pero s6lo presenta 4cidos teicoicos relacionados con ella en algunas especies.
También pueden apreciarse al microscopio electronico grandes mesosomas que
caracterizan a este género.

Las colonias de Lactobacillus en medios sélidos son pequenas (2-5 mm), convexas, suaves,
con margenes enteros, opacas y sin pigmentos. S6lo en algunos casos presentan coloracion

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 accidén conservadora a una gran variedad de alimentos tales como yogur,
queso y otros productos lacteos fermentados y encurtidos, entre otros. Esta accion es debida
a la inhibicién de un gran niimero de microorganismo patégenos y dafiinos. Es la formacion
de 4cidos organicos, principalmente acido lactico a una velocidad conveniente lo que
permite una fermentacidén consistente y exitosa. Ademas, la acumulacion de acido lactico y
otros acidos organicos 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 acido lactico puede penetrar con mayor facilidad
la pared celular microbiana donde el pH mas alto del contenido celular promueve la
disociacion, dando lugar a la liberacién de iones de hidrogeno y el anion correspondiente,
de modo que, ambos iones interfieren en el metabolismo e inhiben el crecimiento celular

(Ramirez et al., 2011).

Estos productos resultantes del metabolismo de las BAL, en ocasiones son responsables de
la alteracion del producto como por ejemplo la formaciéon de CO2 en productos carnicos
envasados al vacio que lleva a la hinchazon del envase, la produccion de 4cidos orgénicos
como acético o formico que dan lugar a malos olores o la formacion de limos que confieren

viscosidad en productos carnicos y en bebidas.

Ademas, las BAL disminuyen la lipolisis, lo cual evita o retarda la rancidez en los

productos lacteos (Ramirez et al, 2011) y son utilizadas en otros productos (Cuadro 3).

A comienzos del siglo XX, Metchnikoff propuso su teoria sobre la “Fagocitosis” en la que
explicaba que el consumo de BAL presentes en leches fermentadas (yogur) mejoraba la
salud. Japon fue el primer pais en etiquetar productos como alimentos funcionales y entre

ellos, los probidticos constituyen uno de los subgrupos mas destacados. Posteriormente,
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Shirota continud esta linea y aislo la cepa de Lactobacillus casei Shirota que comenzd a

comercializarse como Yakult.

El potencial probidtico de esta cepa, se demostrd a partir de los estudios de Matsuzaki en

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

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

reconocimiento de las propiedades probiodticas de algunas cepas de bacterias lacticas.

Cuadro 3. BAL utilizadas en la elaboracion de productos lacteos

Productos Bacterias principales

Usos

Yogurt Loctobocilivs buigancus,
Loctobacilius cose),
Loctobacilivs aeidephilus,
Stréprococcus thermophilus,

Provea sabor, Eusto susve v
delicado v promueve la cuajada,
maejora la digestidn, absorclén,
contribuye a promaover la salud

Bebidas fermentadas a | Streprococcus lactis, SErEprOCOCusS

adiciona sabor, contribuye @

Straprococcus oceis 5sp. diocetyloct's

base de leche cremaoris, Loctobacilius herveticus promaover |a sakud

Quesos Streprococcus (Gceis, Fromuave &l cuajado, proves
Streprococcus diocetiioctis aroma y sabor

Mantegullia madurada Loctabaciliug lactis, Fromuave moderado sabor agrio
Streprococcus diocetioctis Y aroma

Crama acida Svreprococcus (octis, Fromover sabor caracteristico
Streptococcus cremoris |p|qutﬁul cantidades de
Leuconastac cremoris acetaldehido ¥ grandas

cantidades de diacetila)

Yakult Loctobaciliuy casel

Fromusve modarado sabor agrio
y aroma. Contribuye & promover
In s@lud

Fuente: Ramirez-Ramirez, et al., 2011

Actualmente ésta es una de las areas mas activas en investigacion basica, tanto en el campo

de las bacterias lacticas como en el campo de tecnologia de alimentos, llevando al

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

(alimentos funcionales).
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1.2 Antibioticos como promotores del crecimiento

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

factibilidad de dejar de utilizar antibidticos con fines de promocion 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 proporcion de grasa

y una mayor proporcion de proteinas). Otro beneficio de la utilizacion de estas drogas en la

dieta es el control de patdogenos zoonoéticos, como Salmonella, Campylobacter, E. coli y

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

antibiotico en estas condiciones favorece la seleccion de resistencia en bacterias patdgenas,

limitando, en consecuencia, su utilizacion en casos clinicos (Cuadro 4).

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

Campo de accidn

Efectos positivos

Efectos negativos

Pianso Minguno Enmascaran mala calidad pienso
Dificultan mejoras en formulacion y
desarrollo de alternativas
Manejo Mexjoran produccidn v productvidad Estimulan una mayor intensificacidn

Sislema produccion

Reducen necesidad mano de obra al
parmitir sislemas mas intenshvos

Limitan desarmolio sistemas altemativas

Salud animal

Algunas enfermedades (enléricas)
pusden confrolarse hasta clerto punto

Limitan posibilidades erapéuticas por
desarrollo de resistencias

Ocultan enfermadades subclinicas
Menos incantivas para mejorar higiene

Biznesiar anmal

Alivian y signos de enfermadad

Ocultan estrés por mal manejo
Parmitan mayores densidades da cria

Impacts amblental

Mejor utilizacién del pienso
Manos estiéreol

Aumentan pool ambiental de genes RA
Residuas de antibidlicos

Salud humana

Minguno

Transferencia de resislencias a humanos
Acortan la vida de antibidicos mddicos

Riesgos laborales por aerosoles y polvo
contaminados con antibibticos

Fuente: Briz, 2006
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Muchas han sido las teorias que tratan de explicar el efecto de los antibidticos como
promotores del crecimiento. Lo que es indudable es que su efecto estd vinculado a la

intensificacion de la explotacion productiva.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha pedido que los animales para consumo
humano no reciban antibidticos 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 antibidticos, que la OMS considera uno
de los mayores desafios sanitarios de la actualidad.

Algunas bacterias causantes de infecciones severas en las personas ya han desarrollado
resistencia a la mayoria 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
recomendacion de la OMS indican que la restriccion en el uso de los antibidticos en
animales para el consumo humano reduce el desarrollo de la resistencia hasta en un 39 %.

Se ha descubierto que en algunos paises hasta el 80 % de antibidticos 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
explotacion de la produccion en la que influyen distintos factores. La alta densidad de la
poblacion, vacunacidn, altas o bajas temperaturas, humedad inadecuada, incidencia de
gases toxicos, alta carga de microorganismos patdgenos, son algunas de las problematicas
causantes de altos niveles de estrés en las aves. Estas situaciones traen consigo la aparicion
frecuente de diversas enfermedades y la disminucién de los niveles de produccion de las

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

Efecios Fisicldgicos Mufricionales Metabdlicos
Absorcion de nutrientes Retencion de energlay | Sintesis hepatica proleinas
Consuma de piensa nitrogendo Fosfatasa alcalina en
Aumentan Absorcidn glucosa, acidos intesting
grasos, calcio, vitaminas,
microelemeantos
Mutrientes en plasma
Tiempo trangito intestinal Pérdida de energia en Produccion amoniaco y
Pesa, longitud y didmetra de la irtesting aninas toxicas
Disminuyen pared intestinal Sintesis de vitaminas Fenoles aromaticos
Multiplicacidn células mucosa Prod. degradacian biliar
Humedad en heces Oxidacian acidos grasos
Excracion grasa en hecas
Ureasa microbiana intestinal

Fuente: Briz, 2006

De ahi la importancia de investigar dentro de las practicas de alimentacion de los animales,
la introduccién de diferentes productos biologicos que contrarresten los distintos efectos

ligados al estrés.

Entre los promotores de salud sugeridos se encuentran los probidticos, coadyuvantes
dietéticos de origen microbiano que benefician la fisiologia 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 antibidticos utilizados en animales son idénticos o muy parecidos a los
administrados al ser humano. Esto genera el peligro de la aparicion de bacterias resistentes
que después pasan a las personas a través de los alimentos, del medio ambiente o de otras
vias. Es importante no dejar de lado que hay alternativas al uso de los antibioticos para
prevenir enfermedades, como la mejora de las condiciones de higiene, el mejor uso de las

vacunas y cambios en las practicas ganaderas (Rondon et al., 2008).
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1.2.1 Probioticos y alimentos funcionales

Segun 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 mas funciones especificas en el organismo, mas alla 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 probidtico 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 observacion original de la funcion positiva desempefada
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 afirmé 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 utiles" (Liu, 2018).

De igual forma, a principios del siglo pasado, el pediatra francés Henry Tissier observo que
los nifios con diarrea tenian en sus heces un escaso niumero de bacterias caracterizadas por
una morfologia peculiar en forma de Y. Estas bacterias “bifidas” eran, por el contrario,
abundantes en los nifios sanos (Liu, 2018). Sugirié 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 cientificas con respecto a la utilizacion probidtica de bacterias.

En el mundo actualmente, se reconocen mas de 20 especies diferentes de microorganismos
probioticos, los cuales pueden ser aislados de diferentes tipos de materiales: del tracto
intestinal humano y de animales, carnes, frutas y vegetales fermentados, entre otros

(Ramirez et al, 2011).
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Las BAL fueron referidas como probidticos 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 definicion de los probidticos como “microorganismos vivos los
cuales cuando son administrados en cantidades adecuadas confieren un beneficio saludable

en el huésped” (Huertas, 2010).

1.2.2 Funcion de los probiodticos

El cuerpo humano posee microorganismos que desarrollan 3 tipos de funciones basicas:
metabolica (descomposicion de alimentos), barrera (proteccion contra el exterior) e

interaccion con el huésped (a través del sistema inmunologico).

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 especificas, las funciones metabolicas permanecen
relativamente constantes. Los factores limitantes del crecimiento de microorganismo en el
tracto gastrointestinal son fundamentalmente el transito intestinal del contenido y la
secrecion de acidos biliares y pancreaticos. En los ultimos afios se ha observado un
creciente interés tanto por la comunidad cientifica como por parte de la poblacién por el
papel de los probidticos en la salud humana. La utilizacion de probioticos lleva a diversos
efectos en la salud. Hay datos que demuestran en diversos grados la verificacion de tales
efectos, aunque se reconocid que hay informes que indican que ciertas cepas probidticas no

tienen efectos clinicos en situaciones especificas (Musikasang, 2009).

Sin embargo, los efectos fisioldgicos relacionados con bacterias probidticas incluye
reduccion de pH en el intestino, produccion de algunas enzimas digestivas y vitaminas,
produccion de sustancias antibacteriales como: acidos orgénicos, bacteriocinas, perdxido de
hidrogeno, diacetilo, acetaldehido, sistema lactoperoxidasa, lactonas, reconstruccién y

construccion de microflora intestinal normal después de desordenes causados por diarrea,
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terapia de antibioticos, reduccion de colesterol en la sangre, suspension de infecciones
bacteriales, mejoramiento de la absorcion 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 probioticos

A: Para combatir: Desarrollo de microflora nativa en el intestino.
Control de infecciones en el intestino por
patdgenos entéricos.

Control de infecciones en el tracto urogenital.

Intolerancia a la lactosa.

B: Para reducir: Incidencia de diarreas.
Tumares de cancer en colon {y otros drganos).

Colesterol sérico y enfermedades cardiacas.

C: Para estimular: Sisterna inmune.

Movimiento intestinal.

Fuente: Ramirez-Ramirez, 2011

Por otro lado, estudios moleculares han demostrado resultados alentadores, atribuidos
principalmente a los efectos antimicrobianos contra microorganismos productores de
carcinogenos, propiedades antimutagénicas y alteracion de los procesos de diferenciacion

celular en tumores (Ramirez et al, 2011).

Cuando se utilizan microorganismos probidticos a fin de conferir al huésped beneficios
para la salud deben indicarse los regimenes de dosificacion y duracion recomendados por el
fabricante de cada cepa o producto sobre la base de datos cientificos y segun lo aprobado en
el pais donde se vende. La concentracion sugerida de BAL esta en el rango 10%-10” UFC/g
de producto (Huertas, 2010). Aunque en la actualidad ésta no es la practica habitual, se
debe indicar la cantidad minima diaria de cada producto necesario a fin de que éste confiera
beneficios especificos para la salud. Estos datos deberian, 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 probidticos utilizados en los alimentos deberian ser capaces no sélo
de sobrevivir al paso por el aparato digestivo, sino también de proliferar en el intestino.
Esto significa que deberian ser resistentes a los jugos géstricos y poder crecer en presencia
de bilis, en las condiciones existentes en los intestinos, o ser consumidos en un alimento que,
actuando como vehiculo, les permita sobrevivir al paso por el estbmago y a la exposicion 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 probidticos se utilizan para
mejorar la salud intestinal y estimular el sistema inmunoldégico (Ramirez et al, 2011).

Muchos productos probiodticos son utilizados por consumidores que se consideran por lo
demads sanos. Lo hacen suponiendo que los probidticos les permiten mantener su salud y
bienestar y reducir posiblemente el riesgo de contraer a largo plazo enfermedades

intestinales, renales, respiratorias y cardiacas.

1.2.3 Cepas probioticas

El grupo de microorganismos denominados como probidticas esta integrado por diversas
especies incluyendo géneros como Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Aerococcus, Bifidobacterium 'y Weissella. Otros grupos bacterianos han sido reconocidos y
aceptados como probioticos, entre los que destacan: Bacillus spp., Bifidobacterium spp.,

Propionibacterium spp. y Streptococcus spp (Figura 2).
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Figura 2. Dos microorganismos tipicos de las BAL: a) Lactobacillus Rhamnosus
b) Lactococcus Lactis. Fotografias al microscopio electronico

Fuente: Ramirez-Ramirez, 2011

Dentro de las especies probidticas de mayor interés se encuentran los Lactobacilos,
ampliamente utilizados en la industria. Sin embargo, para utilizarlos, es necesario realizar
una adecuada evaluacion de cepas de acuerdo con distintos criterios de seleccion, entre los
que destacan:

- No ser patogeno ni toxigénico.

- Mantenerse viable en medio acido del estdbmago 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 probiotico depende en gran medida de realizar una buena
seleccion de cepas que posean la capacidad de sobrevivir y adherirse a la mucosa intestinal

(Sanz et al., 2003).

En el mundo se reconocen mas de 20 especies diferentes de microorganismos probioticos,
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

probiodticos se utilizan sobretodo, aunque no exclusivamente, bacterias de los géneros
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Lactobacillus 'y Bifidobacterium, y el numero de alimentos probidticos puestos a
disposicion de los consumidores es cada vez mayor (Lorente, 2001). Para comprender la
importancia del concepto de alimento probidtico para la salud humana, son necesarias

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

Cuadro 7. Microorganismos usados como probiodticos de mayor interés aplicativo

Microorganismos de mayor aplicacién como probidticos
Lacrobacillus acidophilus Lactobacillus casei subsp. casei
Lactobacillus casei subsp. paracasei Lactobacillus casei subsp. tolerans
Lactobacillus casei immunitis Lactobacillus fermentum
Lactobacillus johnsonii Lactobacillus paracasei
Lactobacillus plantarum Lactobacillus reuteri
Lactobacillus rhamnosus Lactobacillus salivarius
Lactobacillus lactis Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
Lactococcus spp. Bifidobacterium lactis
Lactobacillus spp. Bifidobacterium spp.
Bifidobacterivm longum Bifidobacterium breve
Bifidobacterium bifidum Streptococcus thermophilus
Bifidobacterium infantis Streptococcus spp.
Bacillus spp. Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces boulardii Saccharomyces spp.

Fuente: Ramirez-Ramirez, 2011

La seleccion de cepas probidticas para su utilizacion 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 accion y no la fuente del microorganismo. En mayo de 2011 la FAO y
la OMS definieron conjuntamente nuevas guias para la evaluacion de los probidticos; entre

los puntos destacables estan:
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- Identificacion de las cepas: mediante técnicas que incluyen métodos moleculares para
establecer fenotipo, genotipo, género y especie.

- Caracterizacion bioldgica, en donde se incluye ensayos in vivo en modelos animales
para conocer los mecanismos potenciales de accion.

- Garantizar que son microorganismos GRAS.

- La eficacia mediante estudios clinicos del efecto esperado de la cepa probiotica en seres

humanos.

Con el fin de averiguar si un probiodtico determinado puede prevenir o tratar una infeccion
patdgena especifica, debe proyectarse un estudio clinico para verificar la exposicion a dicho
patégeno (estudio preventivo), o si el microorganismo que causa la infeccién es ese
patogeno especifico (estudio de tratamiento) (Cuadro 8). Es necesario perfeccionar los
ensayos in vitro para predecir la capacidad de los probidticos de funcionar en los seres
humanos. Los ensayos actualmente disponibles no son apropiados para predecir la

funcionalidad de los microorganismos probioticos en el intestino.

Si el objetivo es aplicar probidticos en general para prevenir o tratar una serie de
gastroenteritis infecciosas o afecciones urogenitales, el proyecto de estudio debe establecer

la presentacion clinica y los sintomas y signos de la infeccion, e incluir controles adecuados.

Dado que las propiedades probidticas estan relacionadas con las cepas, es necesario que la
identificacion de las cepas (tipificacion genética) se lleve a cabo utilizando métodos tales
como la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE). Se recomienda que se realicen
primero ensayos fenotipicos, seguidos de la identificacion genética mediante métodos tales
como la hibridaciéon de ADN con ADN, la determinacién de secuencias del ARN 16S u

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

Probléticos con efectos beneficiosos sobre la salnd demostrados mediante ensayos

clinicos en humanos

(idnern Ezpecie Cepa
Bifidobacterium  breve
lowgum BB536
lactis Ebl2

Lactobacillus acidophilus  Lab
cisei Shirota

Jolensomii Lal
plantarum 200y

reuleri =021z
sy GG

saliparius ICCL18

Fuente: Sanz, et al., 2003

Efecto

Reduccidn de los sintomas del coldn rritable
Reduccidn de los sintomas del colén irritable
Tratamiento de la alergia

Reduccidn de la diamrea por Rolavirus v de la
incidencia de la diarrea del vigjero

Reduccidn de la diarrea asociada con antibidticos
Reduccidn de la diamrea por Rotavirus
Inmumomaodulaciin

Reduceidn de la colonizacidn por Helicobacter
piftori

Reduccidn de los sintomas del colén wrritable
Reduccidn del colesterol LDL

Reduccidn de la diamea por Rotaviris
Reduccidn de la diamea por Rotavirus
Inmunomaodulaciin

Reduccidn de la inflamacién por coldn irritable
Tratamiento ¥ prevencidn de las alergias
Reduccidn de los sintomas del colén irritable

1.3 El raton lactante como modelo bioldgico

Desde que diversas patologias humanas fueron reconocidas como resultado de un defecto
en la constitucion 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 funcion defectiva de un gen determinado.

El uso de animales de laboratorio en estudios de investigacién biomédica y produccion de
reactivos bioldgicos en general, requiere que ¢éstos sean los apropiados para que
proporcionen la seguridad en los resultados esperados, para ello, se necesita animales de
calidad microbioldgica y genéticamente definidos mantenidos bajo condiciones

estandarizadas de acuerdo con las normas internacionales.
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El ratéon es un organismo modelo, al tratarse de un mamifero, en el que gran parte de sus
procesos bioquimicos son similares al hombre. Ademas, tienen un tiempo generacional
muy corto, son muy prolificos y se adaptan facilmente 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 mamifero mejor estudiadas desde el
punto de vista genético. Actualmente, existe una gran cantidad de lineas genéticamente
definidas, como las consanguineas y congénicas, ademdas de cientos de mutaciones y un
gran nimero de rearreglos cromosomicos disponibles.

Es el unico animal que posee sistemas eficientes de cultivo de células embrionarias
pluripotenciales (células ES).

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

al 2000) con base en su origen en:

- Modelos provenientes de mutaciones espontaneas o inducidas
- Modelos generados por transgénesis

- Modelos generados in vitro por manipulacion de células ES.

Ventajas de su uso como animal de laboratorio:

- De facil cuidado y mantenimiento, por su pequefio tamafio.

- Bajos costo de manutencion.

- Cepa definida.

- Diversidad de caracteristicas especificas que sirven como modelo

- Eficiencia reproductiva.

- Por su vida relativamente corta es excelente para su uso en ensayos cronicos de
toxicologia, microbiologia, virologia, farmacologia, etc.

- Corto tiempo de generacion.
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Ademas, desde los comienzos del siglo XIX hasta la actualidad, los modelos murinos han
contribuido a la comprension 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 préximo la disponibilidad de modelos murinos incrementard debido a la gran
cantidad de manipulacién genética y a proyectos de mutagénesis-quimica existentes
(Hinrichsen, 2010). El manejo de estos animales una vez terminada su funcién 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 raton.

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

1.4.1 Pruebas primarias: Tincion de Gram

En el area de microbiologia, el microscopio se utiliza de forma rutinaria, ya que
proporciona importante informacion para la identificacion temprana y definitiva de los
microorganismos. En la valoracion de las muestras, es trascendente el poder de resolucion
del microscopio. Este sera el encargado de la calidad, claridad y nitidez detallada de la
imagen, y depende de la longitud de onda (A) 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 caracteristicas morfologicas de los microorganismos. Existe una gran variedad

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

Algunas técnicas tintoriales como Gram, requieren antes de su proceso la fijacion de las
muestras, con la finalidad de preservar la arquitectura estructural y quimica de las células.

Existen dos tipos de fijadores: fisicos y quimicos. Entre los procesos de fijacion fisicos se
tienen los siguientes: desecacion, calor seco, calor huimedo, ultrasonido y microondas

(Lopez-Jacome et al., 2015).
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Uno de los métodos fisicos mas utilizados es el calor seco, que consiste en la exposicion
directa de la laminilla a la flama del mechero, logrando detener asi los procesos vitales de
las células y los microorganismos. Es importante realizar con cuidado este proceso ya que
la sobreexposicion, o la exposicion incorrecta a la flama (zona fria, zona caliente y zona de
fusion) repercutiran en el efecto deseado; por lo que es comun provocar alteraciones

morfologicas y destruccion celular.

Hoy en dia, sigue siendo una de las tinciones mas utilizadas universalmente debido a lo
econdémico, sencillo y eficaz que resulta. La tincion de Gram se basa en las caracteristicas
de la pared celular de las bacterias, la cual confiere propiedades especificas a cada
microorganismo (Figura 3).

La pared de las bacterias Gram negativas estd constituida por una capa fina de
peptidoglicano (confiere rigidez) y una membrana celular externa, compuesta de
fosfolipidos, lipopolisacaridos, y lipoproteinas. S6lo 10% - 20% de la pared de la célula

Gram-negativa es peptidoglicano.
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Figura 3. Estructura de Bacterias Gram Positiva y Bacterias Gram Negativa
Fuente: Lopez-Jacome et al., 2014

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

peptidoglicano (generalmente un 80-90%) con la excepcidn de que no cuentan con
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membrana celular externa (Lopez-Jacome et al., 2014). Es asi que su comportamiento
durante la tincién esta determinado con base en el contenido de peptidoglicano y la
composicion quimica de este grupo de bacterias.

La tincién 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. Ademas, destruye la membrana externa de las bacterias Gram negativas debido a que

¢ésta es soluble a la accion de solventes orgénicos.

Finalmente, se coloca safranina, la cual funciona como un colorante secundario y sirve para
tefir las bacterias que no pudieron retener el complejo cristal violeta-yodo. La diferencia
esencial entre esos dos tipos de células estd por tanto en su resistencia a la decoloracion;
esta resistencia se debe probablemente al hecho que en el caso de bacterias gran-negativas,
la mezcla de alcohol/acetona es un solvente lipidico y disuelve la membrana exterior de la
pared de la célula (y también puede dafiar 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 mas espesas (tienen mas
peptidoglicano y menos lipido), no son permeables al disolvente, provocando que el
complejo cristal violeta-yodo quede atrapado dentro de la pared celular. Después de la
decoloracion, las células Gram positivas son todavia azules, pero las Gram negativas son
incoloras. Para poner de manifiesto las células Gram negativas se utiliza una coloracion de
contraste (Lopez-Jacome, et al., 2014). Habitualmente es un colorante de color rojo, como
la safranina o la fucsina bésica.

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 tincion es una herramienta elemental,

vigente y de uso universal que coadyuva para el diagndstico microbiologico.
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1.4.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es una técnica “in vitro” de secuencias especificas de ADN que amplifica millones
de veces una secuencia especifica de ADN durante varios ciclos repetidos, en los que la
secuencia blanco es copiada.

Se ha ampliado su uso no s6lo en el campo de la genética molecular, sino en otras muchas
ciencias. Las siglas PCR significan “Polimerase Chain Reaction”, Reaccion en Cadena de

la Polimerasa.

A menudo proclamada como uno de los avances cientificos mas importantes en la Biologia
molecular, la PCR revolucion6 el estudio del ADN en tal medida que su creador, Kary B.
Mullis, recibi6 el Premio Nobel de Quimica en 1993. Utilizé la PCR para la amplificacion
del gen de la B-globina humana y el diagndstico prenatal de la anemia falciforme y fue,
desde entonces, que la PCR ha revolucionado todos los campos que estudian y manipulan
los acido nucleicos. Para ello, la reaccion 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 baso en la replicacion del ADN en los organismos eucariotas
realizada por la DNA polimerasa. Esta enzima, es la encargada de realizar la sintesis de una
cadena complementaria de DNA en el sentido 5’23’ usando un molde de cadena sencilla,
pero a partir de una regiéon de doble cadena. Para crear esta region de doble cadena se
utilizan cebadores (primers); los cuales son una pareja de oligonucle6tidos 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 ademas que, una vez amplificado el ADN producido por la PCR puede usarse en

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

de mapeo en el Proyecto del genoma humano (PGH) dependieron de la PCR.
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Esta reaccion también es valiosa en varias técnicas de laboratorio y clinicas, incluida la
identificacion de la huella genética, la deteccion de bacterias o virus (especialmente el del

sida) y el diagndstico de trastornos genéticos.

1.4.2.1 Principios de la PCR

Los elementos importantes en esta reaccion son el templado o molde (ADN o ADNc), la
enzima, los oligonucleétidos o primers, los desoxirribonucleotidos trifosfatados (dNTPs:
adenina, timina, citosina y guanina), el ion magnesio (Mg +), una solucion amortiguadora o
buffer y H>O. Todos estos elementos interactuan en tres etapas principales de las que se
compone la PCR: desnaturalizacion, hibridacion y extension. Los equipos en donde se
realiza la reaccion son llamados termocicladores, los cuales estan disefiados 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).
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Figura 4. Formacion del enlace fosfodiéster mediante la DNA polimerasa

Fuente: Basu, 2015

40



La reaccion de amplificacion contempla la participacion 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 elongacion se lleva a
cabo a partir de su extremo 3'-OH, a través de la zona delimitada entre ambos iniciadores y
hasta la regiéon homologa al “otro iniciador”. Como cada producto de la amplificacion
incluye la secuencia complementaria a la del “otro iniciador”, practicamente todos los

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

El elemento principal en la PCR es el ADN, es una molécula bioldgica extremadamente
estable y de larga vida. Tiene la caracteristica de ser especifica de las especies, esta
presente en la mayoria de las células de un organismo y todas ellas contienen la
informacion idéntica. Es mds termoestable que muchas proteinas y puede proveer
potencialmente mdas informacion que muchas proteinas. Es importante recordar que la
molécula de ADN esta formada por tres componentes: un azucar (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 estd dada por puentes de hidrogeno e
interacciones hidrofobicas, generando estabilidad a la doble hélice, la carga eléctrica del

ADN es negativa y esta dada por los grupos fosfato.
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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 catalisis de la reaccion, sintetizando las
nuevas cadenas de ADN que llevan la secuencia blanco. La enzima mas usada con
frecuencia se llama buffe ADN polimerasa, que proviene de una bacteria termofila 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 reaccion transcurra exitosamente, se necesita de los

elementos ya mencionados como primers, dANTP, Mg*2, PCR y H>O.

Los primers son secuencias de oligonucleotidos que flanquean y delimitan la secuencia
blanco que se desea amplificar y son complementarios a ésta. Generalmente su tamaio
oscila entre 15-25 pares de bases y la cantidad de G-C no debe ser mas del 55% de la
secuencia. Si no se respetan estas reglas, existe la posibilidad de la formacion de dimeros
de primers, es decir, de productos inespecificos. Esto repercutiria en el rendimiento de la
reaccion, asi 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 disefiadas para que
hibriden con el templado y las cadenas de ADN puedan ser extendidas por la Taq
polimerasa en direcciéon 5°-3°.

Con la finalidad de garantizar la formacién de un complejo estable entre el templado y los
primers, hoy en dia existen programas informaticos para disefiar primers con alta

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

Por su parte, los ANTP 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
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especificidad de la reaccion, por ello es importante que su concentracion sea la adecuada ya
que de lo contrario pueden afectar la funcion de la Taq polimerasa. Normalmente, se
utilizan a una concentracién que oscila entre 0.2 a 1.0 mM. El buffer es la solucion

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

8).

El Mg es un cofactor enzimatico que influye en la especificidad de la reaccion, por eso se
debe tener una concentracion adecuada para que no afecte el rendimiento de la Taq
polimerasa; regularmente su concentracion 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 reaccion y se usa en su forma destilada libre de nucleasas, que son enzimas que degradan

a los 4cidos 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:
desnaturalizacion, hibridacion y extension, las cuales se explican a continuacion.
Desnaturalizacion. Se trata de una etapa critica 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, sera necesario mas tiempo
para romper sus uniones debido a que el apareamiento de estas bases estd formado por tres
enlaces, uno mas que las bases de A-T. Ademas, depende de la velocidad con la que el
termociclador aumenta la temperatura, esto varia de acuerdo al modelo del equipo. Al final
de esta etapa se tienen las cadenas separadas que servirdn como templado para la siguiente
etapa.

Generalmente, en la practica, se suele afiadir un periodo de desnaturalizacién 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.

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

relacionados con los oligonucledtidos: la composicion de bases, su tamafio y concentracion.
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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 hibridacion sea la dptima; ésta generalmente oscila entre 45 y 65°C,
durante un tiempo comprendido entre 30 segundos y 1 minuto. Si el disefio de los primers
es el correcto y la temperatura es la adecuada, la estabilidad y especificidad del complejo

sera eficiente.

Elongacion. En esta etapa, la Taq polimerasa actia sobre el complejo templado-primers y
empieza su funcidn catalitica a una velocidad muy répida; agrega dNTP complementarios
para crear las cadenas completas de ADN. La extension de las cadenas es en direccion de la
sintesis del ADN, es decir, de 5’ a 3’. La temperatura 6ptima para la reaccion es de 72°C,
ya que a esa temperatura la enzima es funcional. El tiempo de extension depende del
tamafio de la amplificacion. En la practica es comin que al final de todos los ciclos se
realice una ultima elongacion de 5° a 72°C. Al final del ciclo, se habran formado los
amplicones con un tamano dictado por el numero total de pares de bases (pb) que debera

ser conocido por el investigador (Figura 6).

Template 3'-GETGACGTGAAGTEA TGTTTAACTCTGGAACACAGTCT TTCTT-5"

Forward Primer cr J CTCTGACTE }LUA'J"!'MUACE'I"]'-‘J' TCAGAAAGE >

Taq

<-.: ATCGTTEA ,-‘._.‘.,'I'h.ﬂ.:'J.'J"[“:'.'Tr:".".I".{:.F.r.'i:'l'-fﬁ -5' Roverse Primer

Template - 'I'J".{;'Hl.F:{.'MIZT'I'E:'F‘PRTTGTMH.E.HTETECAJ, G-3’
IH-\-\_‘—\_

Figura 6. Molde con primers de PCR, alineacion y direccion por la Taq polimerasa. La
longitud del amplicon 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 nimero de ciclos que se
utilizan. EI nimero de ciclos dependera de la cantidad de ADN que existe en la muestra una

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

Region of 5 TT TS TRTT
inlerest<<3',i_l 1010111

TTTI I T T T T T T I T T T T T > Denaturation
Temperature is increased
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STTTT I T I T I T T I T TT ‘ﬁ,‘n“ealmg y
< ) 5. | 5 Temperature is decreased
Template 5 Primer 3 Primer to allow primers to base

DMNA strands pair to complementary
DHMNA template

3l 1111303130331303733.1 5

l 68 to 72°C

A .5 BEEREREN: VY EEREEEEE 3 Extension
Nascent < RN J-?-’C-L"L Polymerase extends

DNA strands primer to form nascent

DMNA strand
bl I E (W 5'7}»

s' - - I
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|

Istcycle —» 2ndcycle —  3rdcycle —  4dthcycle ---------- » 30th cycle
passsssnsnassassnsi viaaasesniianssss QU v ianasunninsnsss QD 4R 101200ENA 1NIRAN
IO OO DOOOOOIOD SOOI 23! = 2 billion copies

: ooy OOy Oonnnns
22 = 4 copies IMITnT OOy IO

2'=8copies TN  ImIIOT

frivvrvvevevevevis QBT v TR Exponential
BRERISRREREERERA NN lificati

24 = 16 copies Ampli ‘catu:m
mm Process is repeated, and
OO the region of interest is
peasisanininanenain amplified exponentially
T
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FEEEEE IR R R IR R

2% = 32 copies

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

Fuente: Mas et al., 2016

45



1.4.2.3 Aplicaciones de la PCR

Las técnicas de biologia molecular representan la herramienta diagnostica mas confiable, ya
que establecen con exactitud la presencia de los agentes etiologicos en los diversos
especimenes clinicos, con base en la deteccion de segmentos de DNA especificos de cada
microorganismo. Mediante el uso de la PCR, una secuencia de ADN se puede amplificar
millones o miles de millones de veces y producira 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 restriccion y clonar en un

plasmido.

La PCR se utiliza en muchos laboratorios de investigacion y también tiene aplicaciones
practicas en medicina forense, pruebas genéticas y diagndsticas. 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
patogeno esta 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 “reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)” ha venido a enriquecer la practica diagndstica molecular de las
enfermedades infecciosas en los laboratorios de todo el mundo: una vez recolectada y
preparada la muestra, ocurre en su seno la rapida multiplicacion (amplificacion) 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 deteccion

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

Al final de la PCR, para saber si la reaccion transcurrié eficientemente, los amplicones son
visualizados a través de una electroforesis en geles de agarosa. La electroforesis consiste en
la separacion de grandes moléculas como los acidos nucleicos a través de una matriz s6lida
que funciona como un filtro para separar las moléculas en un campo eléctrico de acuerdo
con su tamafio y carga eléctrica. Esta separacion se hace adicionando un buffer o tampon
que puede ser TAE (disolucion tampoén formada por Tris, acetato y EDTA) o TBE
(disoluciéon tampdn formada por Tris, borato y EDTA).

En el caso de los acidos 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 vacia 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
tamafio 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 sefial que permite la visualizacion de los amplicones en forma de
bandas. Es importante manipular con mucho cuidado este compuesto porque se sabe que es

mutagénico y teratdgeno.

Cuando los amplicones son corridos en el gel, éstos deben ser cargados junto con un
marcador molecular que contenga un nimero determinado de segmentos de ADN
conocidos, lo que facilita la identificacion de los amplicones y si su tamafio corresponde
con el esperado. El tamafio estd dado por el numero de pares de bases del amplicon. El
marcador de peso molecular es facilmente adquirido en el mercado, ya que se ofrece una

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

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

gel de agarosa expuesto a luz UV; adicionalmente un procesador de imagenes se encarga de
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analizar las bandas observadas. La combinacion adecuada de todos los elementos quimicos

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

Marcador
conacido
£8 p—
—
—
= o
o
400 —
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o —
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100 — _— - Amplicdn — glicon

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

Fuente: Tamay de Dios et al., 2013

1.5 Herramientas de Bioinformdtica

Durante la ultima década del siglo XX, los avances de la Ingenieria genética y las
nuevas tecnologias de la informacion, condicionaron el surgimiento de una disciplina
que cred vinculos indisolubles entre la Informdtica y las ciencias bioldgicas: la
Bioinformatica. Ademas, ha atraido la conjugacion de varias disciplinas, entre las que
se encuentran la estadistica, la quimica, la informatica y las ciencias bioldgicas. El
término Bioinformatica es relativamente reciente, y aparecid en la literatura a principios
de 1990, cuando comenzaba a estructurarse el llamado “Proyecto Genoma Humano”
(Querts, 2013).

Por su parte, la Bioinformatica tiene como reto principal ofrecer una respuesta a los
precedentes de la Gendmica. 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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visualizacion para almacenar los resultados de diversos experimentos, y a su vez, lograr

su distribucion a través de agentes privados, publicos e internacionales.

1.5.1 Fundamento

La Bioinformatica proporciona una manera alternativa de obtener de forma muy
eficiente y precisa informacion gendmica para su posterior andlisis. Dentro de los
objetivos de la Bioinformatica esta el facilitar entender las correlaciones, las estructuras
y los patrones en los datos biologicos. También se encuentra la creacion de métodos
computacionales para manipular, ordenar y analizar la informacién generada mediante
experimentos y la aplicacion de estos métodos para resolver problemas de indole
bioldgico y asi generar nuevo conocimiento (Marti, 2009).

La Bioinformatica ha contribuido al boom de la biologia molecular mediante el
desarrollo de algoritmos para el analisis, clasificacion y determinacion de secuencias de

ADN y proteinas.

1.5.2 Base de datos y sus aplicaciones

La bioinformatica es actualmente utilizada en diversos campos de la ciencia, basandose
en las distintas herramientas electronicas para asegurar un nuevo conocimiento mas
eficiente y preciso.
Con base en su contenido, las bases de datos biologicos se pueden dividir en tres
categorias:
- 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  informacién  procesada
computacionalmente con base en datos primarios (por ejemplo: Swiss-Prot y

PIR).
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Base de datos especializadas; son aquellas que estan enfocadas en un campo
especifico de una investigacion, se especializan en un organismo en particular o
contienen un determinado tipo de datos (por ejemplo: Flybase y la Ribosomal

Database Project y 1a Base de datos de secuencias de VIH) (Escobar et al, 2011).

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

las siguientes clases:

Recuperacion de datos, por ejemplo: Entrez, sistema integrado de datos de
recuperacion desarrollado por la NCBI (National Center for Biotechnology
Information) que proporciona un acceso a secuencias, nucledtidos, proteinas y
genomas.

Comparacion de la secuencia y las herramientas de alineacion, por ejemplo:
BLAST, que realiza busquedas completas a altas velocidades. También se
encuentran GenBank y EMBL (European Molecular Biology Laboratory), y
para alineacion de secuencias multiples estd ClustalW.

Descubrimiento de patrones, por ejemplo: Cluster y GeneQuiz utilizadas como
un sistema integrado para el analisis de secuencias de ADN y proteinas.

De visualizacion, permiten una visualizacion grafica e interactiva de los datos

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

Ademas 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, biotecnologia, descubrimiento de farmacos, andlisis del genoma,

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

1.5.3 Seleccion de primers especie especificos en la verificacion de géneroy
especie de cepas

Un primer también conocido como marcador molecular u oligonucleétido, es una molécula
sintética de longitud generalmente entre 18 a 30 nucledtidos 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 caracteristica de
interés o en regiones que sin ser codificantes, contienen caracteristicas estructurales

particulares (Rocha, 2003).

Otra de sus caracteristicas es que por la informacién que brindan, son méas 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 seleccion de oligonucledtidos 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 acumulacion de producto no especifico y puede incrementar la
probabilidad de generar un templado independiente llamado dimero de primer. Los
productos no especificos y los dimeros de primers son por si mismos sustratos para PCR y
compiten con el producto deseado por la enzima, NTP y primers, resultando en un bajo
rendimiento del producto deseado.

Se deben tener en cuenta ciertos parametros para su disefio como se muestra en el Cuadro 9.
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Cuadro 9. Parametros a considerar para el disefio de primers

PROPIEDAD ! DISENO OPTIMO

| COMPOSICION DE mmmwm%mdm&mﬂmmmhm:

| BASES deberdn astar distribuidas a lo largo de toda la secuencia.

| LONCGITUD | Debern tener una lonzitud de 18-35 nuclectides. Es recomendable que |

- el par de primers sea de la mizma longited o gue no rebasze oma |
| diferencia de 3 miclestidos.

| SECUENCIAS REPETIDAS Y | Tener mencs de 4 pares de bases idénficas en la secuencia imvertida |
COMPLEMENTARIAS A SI | (secuencia complementaria); esto debe ser svitado [::.';l::i.:|:rJ.i:|1.1'.|11.i:.."arLaE
| MISMAS formacicn de estrectoras secundanas. Estos tipos de secuencias tienden |
a formar estrochiras fipoe horgmlla, lzs coales pueden prevemr el |
annealing dal clizonueledtido con ma planhilla en vma PCE
| TEMPERATURA DE FUSION | Es calenlada para ambos mismbros del par de primers v no deben difenr |
-[ij- en 5% o mas. La Tm del producto amplificade no debe difsrir mas de |
10°C con los valores de Tm del par de primers. Blisnfraz que la |
temperatura de alineacion eeta dentro da um rango da 53-727C.
| ENTEE LOS MIEMBROS DE | wnirse a cualguier mitio del ofro primer. Adm teniende una baja |
TN PAR DE PEIMERS complementariadad entre allos permmte la formarion de hikndos + por |
consiFniente la sintesiz v zmplificacion da la plantilla de AT
| LOCALIZACION EN SITIOS | La localizacion de los sitios de amplificacién puade estar determimada |
DE AMPLIFICACTON por al ohjeto de estudio del mveshizader.

Fuente: Adaptacion de Sambrook et al., 2001

1.5.4 Secuenciacion

Durante los ltimos diez afios, la secuenciacion de ADN se ha automatizado, permitiendo la
obtencién de secuencias a gran escala en tiempos relativamente cortos. El andlisis
estadistico y genético de los miles de puntos de informacion generados mediante los
primers, ha ido evolucionando junto con las distintas herramientas que actualmente existen

dentro de la Bioinformética.
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La secuenciacion del ADN significa determinar el orden de los cuatro componentes basicos
quimicos, llamados “bases”, que forman la molécula de ADN. La secuencia informa al
investigador la clase de informacion genética que se transporta en un segmento especifico
de ADN. Esto puede hacerse comparando las secuencias nuevas (desconocidas) con las

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

Este andlisis incluye la alineacién de secuencias, la blisqueda en la base de datos de
secuencias, el descubrimiento de patrones, la reconstruccion de las relaciones evolutivas y
la formacion y comparacion del genoma.

ADN, ARN y proteinas, forman el orden del flujo de la informacion genética en todas las
células, todos ellos identificados como polimeros lineales.

El objetivo de la secuenciacién es conocer exactamente el orden de sus mondmeros; del

orden de los nucleotidos en el ADN y ARN se puede inferir su evolucion y su funcion.

En la doble hélice de ADN, las cuatro bases quimicas 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 ribosémico (ARNr) 16S es la macromolécula méas ampliamente utilizada en
estudios de filogenia y taxonomia bacterianas. Desde la década de los 70s, el andlisis de los
ARNr 16S se ha utilizado ampliamente para establecer relaciones filogenéticas. Es un
polirribonucledtido de aproximadamente 1.500 nt, codificado por el gen rrs, también
denominado ADN ribosomal 16S (ADNr 16S5).

El analisis de la secuencia de los ARNr 16S de distintos grupo filogenéticos revelo la
presencia de oligonucle6tidos firma. Se trata de secuencias especificas cortas que aparecen
en todos o en la mayor parte de los miembros de un grupo filogenéticos y raramente estan
presentes otros grupos. Por ello, los oligonucledtidos 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 identificacion. Su estructura y funcién 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 fécil secuenciar los ADNr 16S existen bases de datos amplias.

Una vez determinada la secuencia de nucledtidos y establecidas las comparaciones, sera el
grado de similitud entre las secuencias de los ADNr 16S de dos bacterias lo que indique su

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

El método molecular de identificacion bacteriana mediante secuenciacion del ADN 16S
incluye tres etapas: a) amplificacion del gen a partir de la muestra apropiada; b)
determinacion de la secuencia de nucleotidos del amplicon, y c) andlisis de la secuencia

(Figura 9).
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Figura 9. Etapas a seguir en el proceso de identificacion bacterina mediante secuenciacion
del ADNr 168

Fuente: del Rosario, 2004

1.5.5 Analisis de Similitud

El término de homologia molecular es definido como la correspondencia de similitud a
varios niveles (nucledtido, gen y genoma), lo que se debe verificar mediante un analisis de
congruencia entre caracteres. Este concepto es uno de los méas importantes en sistematicas y

biologia comparativa, pero también uno de los mas controversiales.
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La existencia de homologia se da en funcién de dos tipos de procesos: los del desarrollo,
que generan estructuras especificas y los que mantienen o conservan estructuras ya

generadas (Luna, 2010).

Los cientificos han encontrado que dos secuencias similares poseen el mismo papel
funcional. La comparacion se puede hacer desde aspectos de comportamiento bioquimico o
de acuerdo con la estructura de la proteina. Si dos secuencias de diferentes organismos son

similares, se dice que son secuencias homologas.

La alineacion de secuencias, es el proceso por el cual, se comparan las secuencias mediante
la busqueda 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 blasqueda de similitudes dentro de la base de datos y el alineamiento
de secuencias multiples (Escobar, 2011).

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

una relacion homologa u homologia.

JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Debido a las distintas aplicaciones de las Bacterias Acido Lécticas entre ellas en los
alimentos, durante siglos han contribuido a la vida util y al desarrollo de alimentos
fermentados  madurados actuando como  bioconservadores. Han modificado
significativamente el sabor, olor, textura, caracteristicas sensoriales y valor nutricional de
los productos alimentarios gracias a sus propiedades metabdlicas. Las BAL también
desempefian un papel en el desarrollo e innovacion de productos alimentarios con base en
probidticos, favoreciendo un mejor estado de salud animal y humano (Huertas, 2010).

Las BAL han estado presentes en el desarrollo de las civilizaciones desde la antigiiedad, y
en la actualidad presentan una gran utilidad biotecnoldgica en la industria alimentaria. Es
por eso que las tendencias futuras abren una gran diversidad de lineas de investigacion, en

el estudio de su caracterizacion filogenética, su actividad metabodlica y fendmeno 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 busqueda de estrategias
biologicas que promuevan alimentos inocuos. Asi mismo, en el control de otras bacterias
relacionadas, responsables de la alteracion de los alimentos, logrando procesos mas estables
desde el punto de vista tecnolégico y mayor innovacion y hallazgos benéficos

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

Actualmente, se ha incrementado notablemente la demanda de mercado en relaciéon con
nuevas cepas microbianas que posean capacidad como probidticos, debido a que
constantemente se requieren cepas mejoradas en relacion con las cepas probidticas ya
comercializadas. Por lo tanto, este proyecto busca lograr mediante el aislamiento de cepas
de BAL su caracterizacion molecular en términos de género y especie, dada la complejidad
técnica y econdmica que implica continuar utilizando cepas comerciales de coleccion.
Ademas, con base en los resultados obtenidos en este proyecto, se abren nuevas lineas de
investigacion en las que se consideren como objetos de estudio: el proceso de preparacion y
conservacion de los probidticos, realizacion de ensayos clinicos, la viabilidad de las cepas a
emplear, o de una mezcla de cepas probidticas, en condiciones de tracto gastrointestinal de
los huéspedes, la dosificacion especifica, asi como los efectos en la salud general debido al

uso de los probidticos.

Hipotesis: Al comparar las secuencias de los genes del ARNr 16S, de los productos de
PCR obtenidos y purificados, se podran establecer las relaciones filogenéticas que permitan
identificar género y especie de las cepas de las bacterias acido lacticas aisladas del tracto

intestinal del raton.
Objetivo general: Establecer la metodologia para realizar el aislamiento y purificacion de

bacterias acido lacticas (BAL), a partir del tracto intestinal de ratdn, para su identificacion

molecular por género y especie.
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Objetivo particular 1: Establecer la metodologia para el aislamiento de cepas de BAL
para su caracterizaciéon microbioldgica en medios selectivos y diferenciales en condiciones

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

Objetivo particular 2: Establecer la metodologia para la extraccion, cuantificacion y
evaluacion de la integridad del ADN, proveniente de las cepas de BAL, obtenidas del tracto

intestinal de ratdn, para el aseguramiento de su pureza.

Objetivo particular 3: Identificar las especies de Lactobacillus encontradas en el modelo
murino, mediante la busqueda en herramientas bioinformaticas, para la seleccion de
iniciadores especie-especificos de las cepas de BAL aisladas, para su caracterizacion de

género y especie.

Objetivo particular 4: Seleccionar las condiciones especificas para el desarrollo de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) mediante ensayos previos de la técnica, que
permitan la caracterizacion molecular de las BAL de tracto intestinal de raton para la

estandarizacion de la misma.

Objetivo particular 5: Establecer la metodologia para la purificacion de los productos de

la técnica de PCR para su secuenciacion.
Objetivo particular 6: Verificar el género y especie de las BAL, mediante el andlisis de

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

de bioinformatica.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Esquema de investigacion

‘Desarrollo metodologico para la caracterizacion molecular de hacterias &cido-acticas de interés en alimentos aisladas del tracto intestinal de ratdn”

ﬁ
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Establecer | metodologia para realizar el sislamiento y purificacion de bacterias acido lacticas (BAL), 2 partir del tracto intestinal de ratan, para su identificacion molecular por genero y especie.

I
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Figura 10. Esquema de investigacion




2.1.1 Descripcion de la secuencia experimental

Preparacion de medios de cultivo

Se prepararon 2 medios de cultivo MRS; uno sélido con agar al 1% y el segundo liquido
s6lo con MRS.

Para la preparacion del MRS al 1% de agar (s6lido), se llevd a un volumen de 300 mL. Se
pesaron 16.5 g MRS y 3 g de agar. Posteriormente, para el agar (s6lido) 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 llevdo a un volumen aproximadamente de 300 mL y se agitd hasta
suspender el agar.

Para el MRS liquido, se repiti6 el procedimiento anterior. Se llevé 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, asi como las cajas Petri y los

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

Aislamiento de cepas de BAL

Para poder realizar lo establecido en el cuadro metodoldgico (2.1) se requirié de diversas
muestras biologicas. 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
selecciono el raton de 4 semanas de nacido considerando que su microbiota natural proveia
BAL que una vez aisladas continuarian con su crecimiento. Se procedid a dar eutanasia por
medio de COz segun lo establecido en la NOM-Z0O0-062-1999, Especificaciones técnicas
para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio. En el laboratorio 7 de la
UIM, se encendi6 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 diseccion se encontrd limpio, se coloco junto con 2 cajas Petri y

3 tubos de cultivo MRS liquido.
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Cada uno de los ratones modelo se colocaron en la campana de flujo laminar y con alcohol
al 70% se limpid su abdomen. Posteriormente se colocaron en cajas Petri para su
manipulacion.

Se les realizé un corte en su abdomen para la extraccion del intestino delgado y el colon. Se
identificaron y se separaron cada una de las porciones intestinales: duodeno, yeyuno, ileon
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 porcion de intestino. Se tomo una asada de la muestra del lavado y se vertio en 15 mL
de MRS liquido y se incubaron a 30 + 2°C durante 48 h en condiciones anaerobias en
camara de anaerobiosis con un sobre de Gas-Pack BD™.

Para la verificacion de la pureza de las cepas empleadas, se sembrd por estria en placa con
agar MRS y se incub6 a 30 + 2°C durante 48 h y se identifico la morfologia de las colonias
mediante la tincion de Gram.

Para esta tincion se tomd una impronta de células de cultivo fresco y se colocod en un
portaobjetos. Se colocd una gota de agua estéril y se dejo secar al aire durante 1 min, se
cubri6 la muestra una vez seca con solucion Cristal violeta (Cristal violeta, etanol al 95% y
agua destilada). Se elimin¢ el exceso de las soluciones con agua destilada, se agregd una
gota de solucion de lugol (Yodo, KI, polivinil pirrolidona, agua destilada) dejando actuar 1
minuto. Cada uno de los reactivos utilizados fue B-D™ Gram Strain Kit.

Se dejo secar la muestra a temperatura ambiente (£ 22°C) y se observd al microscopio
optico (Olympus CX31 Tokyo, Japdn) con el objetivo 100x para identificar bacterias Gram
positivas o negativas. La tincidn se realizo con el objetivo de proveer una identificacion y
clasificacion con base a la morfologia celular bacteriana (cocos y bacilos), resultando un

valoracion inicial en el andlisis bacteriologico.

La extraccion de ADN de muestras de las Bacteria acido lacticas aisladas del raton lactante
se llevo a cabo basada en el protocolo descrito por ratonesok (2001) y Cheng et al. (2003)
con modificaciones en ambas metodologias. Para obtener el paquete celular, se agregd
fenol/cloroformo y se centrifugd. Para la evaluacion 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 idoéneas en las que la integridad del mismo prevalecia en

conjunto con estas dos variables.

Los primers fueron disefiados mediante el programa Primerquest Tool. Se buscaron y
corroboraron las secuencias de los primers en el GenBank y BLAST. Se utilizo el gen 16S
rRNA para identificar secuencias altamente conservadas entre las distintas especies de
Lactobacilos. Se eligieron los primers con una temperatura de hibridacion igual o que no
difiriera entre mas de 2°C y con un contenido de G-C del 50%. Finalmente, se llevo a cabo
la técnica de PCR para verificar que los primers amplifiquen la zona de interés de acuerdo

con su temperatura de hibridacion.

Se inicid con una desnaturalizacion de las muestras de ADN de las cepas de estudio a 95°C
durante 5 min, seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion por 30 seg a 95°C; el ciclo de
alineacion, se llevo a cabo por 30 s Posteriormente, se llevo a cabo el ciclo de elongacion a
72°C por 30 s para llevar a cabo el ciclo de extension final a 72°C por 5 min. Estas
condiciones de tiempo y temperatura, se lograron determinar mediante diversos ensayos en
los que el tiempo varié de 5-7 minutos y el nimero de ciclos oscilaba de 30 a 40 ciclos.
Finalmente, se determinaron estas condiciones en las cuales mediante la PCR se llevo a

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

Se visualizaron los productos de la PCR, mediante la técnica de electroforesis. Se prepard
el gel de agarosa al 2%, pesando 0.6 g de agarosa en la balanza digital y se coloc6 en un
matraz bola y posteriormente se vertieron 30 mL de TBE.

Se colocd el matraz dentro del microondas y cada 10 s se checo si la agarosa ya se habia
disuelto.

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

bola y se agito.

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

salida del gel.
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Una vez que se armo la celda, se vertio6 la solucion del matraz bola y se coloco el “peine”.
Posteriormente, se dejo reposar la solucion durante 10 minutos hasta que gelifico.

Con una micropipeta se tomaron 5 pL. de buffer de carga y se colocaron sobre un trozo de
papel Parafilm. Se tomaron con la micopipeta 7 pL 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 puL de marcador de 100 bp PLUS ™ DNA
Ladder. En los pozos subsecuentes, se tomaron 8 pul de cada una de las muestras colocadas
en el Papel Parafilm y se cargaron en el pozo respectivo segin las cepas y los

microorganismos de control empleados en cada unidad experimental.

La electroforesis se desarroll6 en dos ciclos, el primero a 70 V por 15 min y, después, 90 V

por 20 minutos. El gel se visualiz y se fotografi6 bajo luz UV en el transiluminador.

Los resultados se obtuvieron con el analisis de la secuencia obtenida de los productos de la
PCR y mediante el uso de programas de Bioinformatica.

Para el establecimiento del género y especie de las bacterias de estudio, se evalio la
especificidad de hibridacion de los primers en la zona de interés utilizando las diversas
herramientas de la Bioinformatica. Asi para el analisis de similitud, se consideraron las
condiciones de pureza y concentracion de los productos de la PCR para asi finalmente
obtener una secuencia que lograra ser homologa a alguna secuencia bibliografica para
verificar si el disefio de primers fue el adecuado asi como las condiciones de la reaccion
fueron las idoneas.

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

Para la realizacion de este proyecto fueron requeridas diversas muestras bioldgicas, asi

como distintos microorganismos:

- Bacterias dcido lacticas: Para el desarrollo del proyecto se utilizaron las cepas
aisladas del tracto gastro-intestinal obtenidas del raton lactante (4 semanas de edad).

- Microorganismos de referencia (control): Se utilizaron las cepas liofilizadas de
Lactobacillus rhamnosus, Lactococcus lactics y Lactobacillus plantarum, de la
coleccion ATCC con numeros de catalogo 53103, 11454 y 22586 respectivamente
(Figuras 11y 12).
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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 Bioconservacion de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria (UIM), en
la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan (FESC), las cuales fueron obtenidas del

ATCC.

2.2.1.2 Reactivacion 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 tomo con pinzas estériles un pellet y se depositd en un tubo coénico con caldo de cultivo
MRS liquido (5 mL) y se incubd a 30 + 2°C durante 18 h. Para su crecimiento, se tom6 una
asada del tubo conico que contenia Lactobacillus rhamnosus y se sembro en caja (Agar) y

se incubd a 30 + 2°C durante 18 h (Figura 13).

Figura 13. Reactivacion de las cepas liofilizadas

Para verificar la pureza de la cepa se realizé la tincion de Gram (Gram Stain Kit B-D™)
para observar las caracteristicas microscopicas de las cepas.
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2.2.2 Medios de cultivo

2.2.2.1 Medio MRS para el cultivo de Bacterias Acido Lacticas

Se utilizaron caldo MRS y agar nutritivo y se prepararon segun las instrucciones de los
proveedores. Se prepararon 500 mL de caldo MRS liquido, se tomaron alicuotas de 10 mL
y se colocaron en tubos conicos de plastico.

Para los medios solidos, 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
verifico la esterilidad de los medios tras incubar las cajas invertidas a 30 + 2°C durante 18 h

(Figura 14).

Colocar 1
agar en
cajas Petri.

Esterilizar a
121°Cpor15 )

Figura 14. Procedimiento para la preparacion de medios de cultivo
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2.2.3. Aislamiento de Bacterias Acido Lacticas

El animal de laboratorio utilizado fue un raton lactante de la cepa CD-1 de 4 semanas de

nacido (Figura 15) del Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.

Figura 15. Rat6n lactante de 4 semanas de edad

Se procedio a practicar eutanasia, en la que se eligio un método que no causara sufrimiento
al raton. Se eligio un método quimico con un agente inhalatorio por medio de CO,. Se
traslad6 al raton a la campana de extraccion en donde se distribuy6 el agente, asegurando la
distribucion uniforme del gas y la rapida exposicion del raton a una concentracion alta del
agente. El manejo de los ratones lactantes se realizd con base a lo establecido a la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999, la cual indica especificaciones para el uso de
animales de laboratorio.

Posteriormente, se limpi6 la zona abdominal del ratéon con alcohol al 70% y se extrajo el
intestino delgado y el colon con ayuda de pinzas y tijeras para diseccion.

Se identificaron las siguientes porciones intestinales: duodeno, yeyuno y colon (Cuadro 10).
Se procedié a lavar cada porcion con caldo de cultivo MRS liquido y se verti6 el enjuague
en tubos conicos con MRS liquido. Se almacenaron cada uno de los tubos en la incubadora

a 30 + 2°C durante 18 h (Figura 16 y 17). La estandarizacion del procedimiento para la
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obtencion de microbiota de tracto intestinal de ratones lactantes se realizo con base a la

metodologia descrita por Sagrario,J., & Rios, Y. (2019).

Cuadro 10. Identificacion de cepas de Bacterias 4cido lacticas en el tracto intestinal del
raton lactante

Nomenclatura . Porcion intestinal de procedencia

Figura 16. Identificar en la figura las placas A, B, Cy E
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Figura 17. Identificar en la figura las placas G, He |

2.2.4 Verificacion de la pureza de las cepas por pruebas primarias

Para la verificacion de la pureza de cada una de las cepas empleadas en este proyecto, se
realizaron pruebas de catalasa y oxidasa; asi como Tincion de Gram mediante la

observacion a microscopio del tamafio y morfologia de las colonias.

2.2.4.1. Tincion de Gram

Para la tincion de Gram de cada una de las cepas, se utiliz6 el B-D™ Gram Stain Kit, se
tomo una asada del cultivo de cada una de las cepas, se coloco en un portaobjetos y se fijo a
la flama. Se procedi6 a tefiir la muestra con cristal violeta durante 1 minuto, se lavo con
agua destilada, se cubrié con lugol (solucién yodo-yoduro al 4%) durante 1 minuto,
posteriormente se decoloré con una solucion de alcohol-acetona y se lavo con agua
destilada. Finalmente se tifio con safranina durante 1 minuto y se realizé un ultimo lavado
con agua destilada (Figura 18). Cada uno de los frotis, se dejo secar a temperatura ambiente

y se observaron al miscroscopio Olympus CX31 (Tokyo, Japén) a 100x. Se observo de
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acuerdo a la tincion a qué grupo pertenecia cada una de las cepas (bacterias Gram negativas
y bacterias Gram positivas) de acuerdo a las caracteristicas de la pared celular de las cepas,

la cual le confiere propiedades determinantes a cada microorganismo.

TM Solucidn Solucion de
impronta del de cristal lugol.
caltive. violeta,
Desteido Solocion de | e
alcohol- i
it safraning. s i

; =. mICToscopio

Figura 18. Procedimiento de la Tincion de Gram

2.2.5 Extraccion de ADN cromosomal

La extraccion de ADN de las muestras de Bacterias acido lacticas se llevo a cabo basada en

el protocolo de Scariot et al. (2018).

Se utilizaron los indculos de Bacterias Acido Lacticas aisladas del tracto intestinal (duodeno,
yeyuno y colon) del raton 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 centrifuga
marca HERMLE Z 400 K (Baden-Wiirttemberg, Alemania), se agregaron 400 pL de
regulador de lisis (Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 20 mM, EDTA 1Mm, SDS 0.0312%) y se
marceraron con lanceta hasta que se logré la disgregacion de la pared celular. Se agregd un

volumen de fenol/cloroformo igual al volumen inicial de la solucion, para
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después mezclar las fases con movimientos repetidos de inversion durante 10 s
Posteriormente, se separaron las fases en la microcentrifuga a 12000 rpm por 2 min y se
tomo con una micropipeta la fase acuosa. Después se coloco esta fase en un tubo Eppendorf
nuevo.

Para la precipitacion del ADN, se agreg6 1/10 del volumen total recuperado de Acetato de
Sodio 3 M, pH 5.2 y 375 uL de etanol al 100%. Se mezcl6 utilizando el vortex por 30 seg 'y
se incubaron en hielo por 10 min.

Se precipitd el ADN por centrifugacion a 14000 rpm durantel0 min, se elimind el
sobrenadante y el ADN se dejo a temperatura ambiente hasta la evaporacion total del etanol.
Finalmente, el ADN se resuspendié en 25 pL de amortiguador TE y se almacen6 a 4°C

hasta su uso (Figura 19).

Extraccion del
ADMN

Figura 19. Extraccion del ADN de muestra de Bacteria 4cido lactica aislada del tracto
intestinal de raton lactante

2.2.6.1. Cuantificacion de la concentracion y pureza del ADN

Una vez obtenido el material genético, es importante determinar el rendimiento mediante
espectrofotometria. Los 4cidos nucleicos absorben eficientemente luz ultravioleta a 260 nm

debido a la presencia de bases aromadticas 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 optica (DO).

En el caso de ADN gendmico o de doble cadena una densidad optica equivale a 50 ug/ml.
Se debe considerar el factor de diluciobn para obtener la concentraciéon en
nanogramos/microlitro (ng/ul). Para una reaccién de PCR se requieren de 10 a 200 ng se
debe obtener al menos, 5 ng/ul de ADN en cada muestra.

Para el andlisis de las cepas de estudio, se realizd6 una diluciéon 1:50 con el ADN
previamente obtenido, se mezcld suavemente.

Se obtuvo la lectura de la solucion blanco (100 pL de agua bidestilada), después se colocod
la muestra en el espectrofotometro y se leyo la densidad optica a una longitud de onda de
260 nm. Se considerd para los calculos correspondientes que 1UA260 = 50ug/ul. de ADN;
considerando el numero total de muestras por ensayo y el factor de dilucion 1:50.

Para la evaluacion de la muestra, se tom6 una segunda lectura a 280 nm y se determino la
razén de las lecturas obtenidas a 260/280 nm. Si la proporcion es mayor a 1.75,
correspondera a acidos nucleicos; aunque si esta proporcion es menor a 1.6 es posible que

se encuentre proteina y otros contaminantes (Figura 20).

Figura 20. Cuantificacion de la concentracion del ADN en el espectrofotometro
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2.2.7 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la preparacion de la reaccion es fundamental la estandarizacion de las concentraciones

de los componentes (primers y ADN).

2.2.7.1 Caracteristicas de los primers

La determinacién del disefio de los primers es la parte méas importante de la etapa
experimental para la realizacion de la técnica de la PCR. Cuando el objetivo a amplificar es
un locus, la posicion de los iniciadores debe ser relativa a los codones de inicio y
terminacion (Malvarez, 2001). A continuacion se describen las propiedades de los primers
(forward y reverse) utilizados para la identificacion de género y especie de las cepas de
bacterias acido lacticas, 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 fusion (TM) y su longitud. Cada uno de los primers se solubilizé a una
concentracion 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 oligonucle6tidos que se

utilizaron fueron disefiados por el programa de Bioinforméatica Primer Blast (Cuadro 11).

Cuadro 11. Primers utilizados en la experimentacion

Secuencia (5-37)

Cepa Pri.maré

L. LbLMAL | 523 250 | 45.7°C | CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTIC
plantaru = -rev | L e SR
mATCC | RI16-1F | 5723% | | 399°C | CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA '

8014

L. | Lac-F | 33| 186 | 4%3*C  GAATCGCTAGTAATCG
Ehamno | | | | |

sus | LacR | 533 | 68.2°C | GGG TTC CCC CATTCG GA

Fuente: Dubernet, et al., 200I2
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Para este proyecto, se eligieron los primers de modo que tuvieran una secuencia Unica
dentro del DNA que seria amplificado. Se utilizaron las cepas L. plantarum ATCC 8014 y L.
Rhamnosus (Mora et al., 1997). Para su identificacion se recurrié a la base de datos del

GenBank.

Las condiciones empleadas en el proceso de amplificacion para L. plantarum se
establecieron después de diversas pruebas de laboratorio para tener la mejor relacion de
temperatura, tiempo y numero de ciclos con respecto a los productos de la PCR.

Por tanto, comenz6 con una desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min, seguido de 35
ciclos consistentes en replicacion a 94°C durante 45 s, alineacion a 55°C por 30 s,
extension a 72°C por 30 s y una extension final a 72°C por 10 min en termociclador

Axigen® MaxyGene™ II).
(Axig y

La preparacion de la reaccion de la PCR se realizé en un tubo Eppendorf y se agregaron los
siguientes componentes: Kit Master Mix 12.5 uL, 0.5 puL para el primer reverse, 0.5 uL
para el primer forward, ADN y 12 pL de agua libre de nucleasas (Dubernet et al., 2002).
Posteriormente, se mezclaron los tubos en la centrifuga y se llevaron al Termociclador
(Cuadro 12). Finalmente, tener los productos de la PCR y verificar si la concentracion y las
condiciones establecidas anteriormente para los primers fueron las idoneas para visualizar

las muestras en el transiluminador de UV mediante la técnica de electroforesis.

Cuadro 12. Componentes para la preparacion de la reaccion de PCR

Componente ! Propercién por muestra
Agua libre de nucleasas -
PCR Master Mix, 2x ' 125 L
Primer forward, 10 pM ' 1pl
" Primer reverse, 10 pM ' 1l
Muestra de ADN I I pL
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La preparacion de la reaccion se realizé en un tubo Eppendorf esterilizado utilizando los
componentes del cuadro 2 dentro de la campana de extracciéon. Se consideré que la
proporcion es por muestra, por lo que fue necesario multiplicar cada uno de los valores por

el nimero de muestras a preparar (Figura 21).

Figura 21. Preparacion de la reaccion para la PCR

Al tener preparada la reaccion se coloco en una microcentrifuga durante 30 s y se dividio el
volumen final, tomando 24 pL de la preparacion y se colocaron en cada uno de los tubos
Eppendorf previamente seleccionados.

A cada tubo se le agregd 1 pL del ADN correspondiente a la cepa a trabajar. Finalmente se
mezclaron cada uno de los tubos en la microcentrifuga para después colocarlos dentro del

Termociclador (Figura 22).

75



Figura 22. Minicentriguga con los tubos Eppendorf a 3000 RPM

2.2.7.2 Etapas y ciclos de la PCR (Su-Yeon et al., 2007)

Para la determinacién 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
vario la temperatura, el nimero de ciclos y el tiempo en cada etapa de la reaccion.

Se inicid con una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 min, seguido de 30 ciclos de
desnaturalizacion por 30 seg a 95°C. Para el ciclo de alineacion, se llevo a cabo a 63°C por
30 s Posteriormente, se llevd a cabo el ciclo de enlogacion a 72°C por 30 seg para
finalmente llevar a cabo el ciclo de extension final a 72°C por 5 min en un Termociclador

(Axigen® MaxyGene™ II) (Figura 23).

76



Figura 23. Termociclador en el que se realizé la PCR

2.2.7.3 Electroforesis de los productos amplificados (Fibi et al., 2016)

Una vez que se realiz6 la PCR, se preparo el gel de agarosa con 50 mL de TAE 1x, para su
disolucion se calent6d en un horno de microondas durante 1 min por pequefios intervalos. Se
dejo enfriar a temperatura ambiente y se afiadieron 5 pL de Bromuro de Etidio.
Posteriormente, se vertid la mezcla en la cdmara de electroforesis y se agrego buffer TAE

Ix hasta que el gel quedo cubierto.

Para llevar a cabo la carga del gel, se colocaron en un trozo de Parafilm 3 uLL de Bromuro
de Etidio, 3 pL de colorante azul/naranja y 5 pL 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 colocaron 3 pLL de marcador
de peso molecular (Figura 24). La electroforesis se desarrolld a 80 voltios durante 1 h
(Figura 25). Finalmente, los geles se visualizaron y se fotografiaron bajo luz UV en

transiluminador (Gel LL6gical500, 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 Secuenciacion

Se amplificaron nuevamente los diferentes amplicones con el fin de obtener la
concentracion necesaria para realizar la secuenciacion 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 Secuenciacion y Analisis de Fragmentos de ADN,
Laboratorio de Bioquimica Molecular UBIPRO, FES Iztacala, UNAM. Las secuencias
reportadas fueron utilizadas para realizar un alineamiento bésico en el programa Blast del

NCBL

CAPITULO 3. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1 Tincion de Gram

Una vez que se realizo la Tincion de Gram para cada una de las cepas de las bacterias acido
lacticas; se propuso para este proyecto una clasificacion alfanumérica como se muestra a

continuacion.

Figura 26. Cepa identificada como A2 Figura 27. Cepa identificada como Bl
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Figura 30. Cepa identificada como G1 Figura 31. Cepa identificada como H2

Figura 32. Cepa identificada como I,
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Cuadro 13. Clasificacion de las cepas de acuerdo con la Tincion de Gram

| _ i Porcién intestinal
Nomenclatnra Morfologia de procedencia
-

B1 + Bacilos 1 Yeyuno |

Cz + Bacilos ' Yeyuno

Ez + Bacilos : Colon i
7 G 7 + Bacilos | Duodeno

H; + | Bacilos | Duodeno

I + Bacilos Duodenc

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 didmetro
aproximado de 1 a 2 mm. Las cepas resultaron ser de morfologia Bacilos y Gram positivas
(Cuadro 12). Este grupo de bacterias posee una gruesa capa de peptidoglicano y presentan

acidos teicoicos en su superficie, por lo cual tifieron como Gram positivos.

3.2 Cuantificacion de la concentracion y pureza del ADN

Se extrajo el ADN de las 7 muestras de Bacterias acido lacticas aisladas del tracto intestinal
de raton lactante, asi como del control negativo (Lactococcus lactis) identificada como “M”.
Se cuantifico el ADN mediante el espectrofotometro marca Genova Bio (Cuadro 13)
obteniendo concentraciones de ADN de 250 pg/mL a 5200 ug/mL, dado que dentro de
estas muestras hubo concentraciones altas para la PCR se realizaron una serie de diluciones
que permitieron tener la concentracion adecuada. Los valores obtenidos en la relacion
260/280 indican, a excepcion de la muestra I1, que es posible que exista una contaminacion
significativa y que se encuentren proteinas y otros contaminantes. Teniendo los datos de la
cuantificacion de las muestras concentradas y diluidas, se elabor6 el gel de integridad por
medio de electroforesis, obteniendo que en las muestras diluidas se presenta un poco de

degradacion en el ADN a comparacion de las muestras mas concentradas en las cuales el
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ADN se presenta integro. Estableciendo asi que el ADN es optimo por medio del rango de

valores de pureza y concentracion para realizar la PCR.

Cuadro 14. Concentracion y pureza de ADN de bacterias acido lacticas aisladas del tracto
intestinal de raton lactante

Relacion | Concentracion real
_ L 2601280 (pg/mL)
G, ©0105 | 0080 1312 | 230
I, 0.633 0.353 1855 1600
A, 0305 0.224 1361 650
B, 2.200 2.200 1 4050
E, | 2700 2.200 I 4050
M 2.200 2.200 1 4050
H 2.200 1306 1684 5200
C, 0.143 0.083 1682 350

3.3 Visualizacion de los productos de la PCR

En la figura 33 se puede observar una banda correspondiente a la amplificacion del contol
positivo identificado como Lactobacillus rhamnosus, mientras que el control negativo

identificado como Lactococcus lactis no amplifico.
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MP T1 T2 B

200 pb 250 pb

100 pb

Figura 33. Gel de agarosa al 2%. Visualizacion de banda de Lactobacillus thamnosus.

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

MP T1 T2 A2 Bl C2

200 pb —»
100 pb —*>

Figura 34. Gel de agarosa al 2%. Visualizacion de banda de Lactobacillus thamnosus.

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 acido lacticas
y una mas para el control positivo. Se ven tenuemente cada una de las bandas, puede ser
debido a la concentracion de ADN de cada una de las muestras. Se amplificaron las
muestras a un tamafio de 250 pb como se esperaba de acuerdo con lo propuesto por (Mora

etal., 1997) y (Torriani et al., 2001).

MP TI T2 Gl H2 11

200 pb —» +—— 250 pb

100 pb —

Figura 35. Gel de agarosa al 2%. Visualizacion 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 amplificaciéon muy tenues que corresponden
a las 3 muestras de las Bacterias acido lacticas y también se ve ligeramente el control
negativo (T2), lo que puede deberse a un mal manejo de la muestra. Las bandas de
amplificacion se encuentran en 250 pb como se esperaba. Ambos primers para estas cepas
funcionaron correctamente como base para la visualizacion de las cepas. Sin embargo, es
muy probable que la concentracion del ADN de cada una de las cepas no haya sido

suficiente como lo demuestra el gel de agarosa.
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200pb
100ph

Figura 36. Gel de agarosa al 2%. Visualizacion 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 amplificacion correspondientes a las 3
muestras de las cepas previamente seleccionadas, asi como la banda del control positivo.

Estas bandas fueron mejor amplificadas en comparaciéon de las anteriores, debido a la
utilizacion de un nuevo PCR Master Mix, 2x. De esta manera se asegurd que todos los
componentes de la reaccidon no estuvieran contaminados, por lo que el control negativo no
se vislumbré en el gel a diferencia de los geles anteriores. En este gel, se qued6 1 mayor
concentracion de las cepas en la parte superior del gel por lo que es probable que haya sido
necesario incrementar el numero de ciclos y voltios al inicio de la electroforesis y asi lograr

que cada muestra se vislumbrara adecuadamente.
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200 pb

Figura 37. Gel de agarosa al 2%. Visualizacion de banda de Lactobacillus plantarum.

Carriles: 1) STD de niimero de bases. 1 DNA Ladder ™.; 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 amplificacion correspondientes a las
muestras de las cepas: B1, C2 y el control positivo.

En el carril nimero uno, se intentd visualizar los productos sélo con STD de niimero de
bases. 1 DNA Ladder ™ para visualizar si existia alguna contaminacion 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 concentracion dentro de esta
PCR fue la adecuada. Caso contrario a las cepas de estudio en este gel, es posible que la
concentracion 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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g3 GI I1 TI T2

200 pb

Figura 38. Gel de agarosa al 2%. Visualizacion de banda de Lactobacillus plantarum.

Carril: 1) STD de nimero de bases. 1 DNA Ladder ™ 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 amplificacion correspondientes a las
muestras de las cepas: I1, control positivo y control negativo.

Se realizd el mismo procedimiento que en la figura 37 con el objetivo de ver si habia
contaminacion y al ver el carril nimerol se comprobd que efectivamente habia un mal
manejo de los materiales. A pesar de que el control positivo si se logrd visualizar en el gel,
s6lo la muestra de la cepa identificada como I1 mostré una franja muy tenue. Ninguna de
las otras dos cepas se vieron; por lo que se pudo deber a una baja concentracion de cada una

de las muestras al llevar a cabo la reaccion de PCR.

87



MPAY Bl C2 T1 T2

200 pb
100 pb

Figura 39. Gel de agarosa al 2%. Visualizacion 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 amplificacion correspondientes a las
muestras de las cepas: B1 y C2, ademas la banda del control positivo.

Estas bandas fueron mejor amplificadas en comparacién de las anteriores, debido a la
utilizacion de un nuevo PCR Master Mix, 2x. Aunque posiblemente la concentracion de la
dilucién de la cepa A2 no fue suficiente y por tanto no se logrd visualizar en el gel. Sin
embargo, la mayor concentracion 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 mas uniforme.
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CONCLUSIONES

-El uso de la técnica de PCR para la identificacion de género y especie de bacterias acido
lacticas, es altamente confiable y especifica ya que se requiere del uso del material genético

del género y del uso de primers especie-especificos.

-Se logro el aislamiento del nicho apropiado (Tracto intestinal de raton) de cepas de BAL y
se caracterizaron microbiologicamente resultando con una morfologia de bacilos Gram

positivas.

-Se logro extraer el ADN de las 7 muestras de cepas aisladas del tracto intestinal del raton
lactante por el método de Sambrook, obteniendo asi el ADN integro y en cantidad

apropiada para la ejecucion del anélisis con la PCR y de este modo se asegur6 su pureza.

-La relacion 260/280 de cada una de las muestras, no resultdo idonea, sin embargo, no
perjudicé el desarrollo de la PCR ya que se logr6é obtener el amplificado buscado en las

muestras.

-El disefio de primers para la deteccion del género Lactobacillus del modelo murino
mediante programas bioinformaticos, segiin Dubernet et al., 20002 y Torriani et al., 2001 se
realiz6 de manera apropiada al obtener los amplificados de 250 pb aproximadamente y

podran utilizarse en trabajos posteriores con las condiciones de PCR establecidas.

-Se lograron establecer las condiciones especificas para el desarrollo de la PCR:

concentracion de ADN y primers, temperatura de alineaciéon y nimero de ciclos.

-Se logr6 establecer la metodologia para la visualizacion de los productos de la PCR, se

debe cuidar el manejo de las muestras para evitar contaminacion.

-El presente proyecto se desarrolld6 como una herramienta para la caracterizacion de

especies de Bacterias acido lacticas, del género Lactobacillus, adicionando pardmetros mas
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estrictos a los estipulados en la bibliografia con el fin de obtener resultados mas exactos y

de mayor especificidad.

-El establecimiento de esta metodologia permitird una herramienta sélida para la seleccion,
caracterizacion e identificacion de cepas de bacterias acido lacticas especificas, con objeto
de contar con cepas propias para ser utilizadas como probidticos y que puedan ser una

alternativa viable al uso de cepas de coleccion.

RECOMENDACIONES

- Se recomienda aumentar el nimero de muestras bioldgicas a analizar, esto con la
finalidad de proporcionar una respuesta mas amplia y concreta respecto a la
especificidad de los primers ya que en algunos geles falté una concentraciéon mayor

de muestra para poder ver los amplificados de la PCR con mayor facilidad.
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ANEXOS

Anexo 1. Diseno de Primers de Lactobacillus del modelo murino
EJEMPLO:

1. Utilizando el buscador (Google) ingresar a NCBI

Ligle = L Q 50

&

Todos  Libros  Maps  Imdgenes  Shopping  Mas  Preferencias  Herramientas

Cerca de 72,700,000 resultados (0.26 segundos)

National Center for Biotechnology Informatione Centro <&
hitps://www.nchi.nim.nih.gov/ ¥ Traducir esta pagina ;
Welcome to NCBI. The National Center for Biotechnology Information advances science and health NaC|0nal
by providing access to biomedical and genomic information. pa ra |a (..) :m.‘f
PubMede Genes Informacic OB Wl
PubMed comprises more than 28 A portal to gene-specific content
million citations for biomedical ... hased on NCBI's RefSeq project ... i -
Empresa
BLASTe National Center fore
Nucleotide BLAST - BLASTp - The National Center for El Centro Nacional para la Informacion
Blastx - Thlastn - ... Biotechnology Information Biotecnoldgica o National Center for
Biotechnology Information es parte de la
Proteine Nucleotide® Biblioteca N_acional de Medicina de _
The Protein database is a collection The Nucleotide database is a Estados Unidas, una rama de los Insttuto

: Nacionales de Salud. Wikipedia
of sequences from . collection of sequences from .

Més resultados de nih.gov » Fundacion: 4 de noviembre de 1988

2. Colocar en la pagina el nombre cientifico de la especie de interés, para buscar una
secuencia de ADN indicar la opcion de “Nucleotide”. Se arrojaran distintos resultados,
elegir el que corresponda al gen 16 rRNA, e identificar el GI.
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M [Prepérate] Estamos a pu. x\<‘§ ¢Porqué lamayoriac 41 xy% lactobacillus - Nucleotid: X \\ |

& & ‘ & Seguro | https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/?term =lactobacillus

Nucleotide

Species

Animals (64)
Plants (51)

Fungi (285}
Protists (11)
Bacteria (425,545)
Archaea (63)
Viruses (242)
Customize

Molecule types

‘genomic DNA/RNA (428,980)
MRNA (184)

rRNA (408)

Cusiomize

|

| Nucleotide v
Create alert Advanced

Summary ~ 20 per page~ Sort by Default order «

ltems: 1 to 20 of 430829

Page [1 | of21542 | Mexti>

@ Found 431038 nucleotide sequences. Mucleotide (430829) EST (102) GSS (107)

1

Lactobacillus hokkaidonensis DNA,_complete genome
2,277,985 bp circular DNA
Accession: AP0 AESD

Assembly BioProject BioSample Protein

GenBank FASTA Graphics

PubMed Taxonomy

Lactobacillus delbrueckil subsp. lactis CRL581 genomic scaffold scaffold00001, whole genome

Source databases shotgun sequence
INSDC (GenBankj (288,379) 874,866 bp linear DNA
Reseqiazneg Accession: KE145374.1 G 511271772
Customize Assembly BioProject BioSample Protein PubMed Taxonomy
Genetic GenBank FASTA Graphics
compartments
Plasmid (1,629) [ Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CRL581 genomic scaffold scaffold00002, whole genome
Sequence length 3. shotgun sequence
T — 336,559 bp linear DNA
Accession: KE145375.1 Gl 511271771
Release date Assembly BioProject BioSample Protein PubMed  Taxonomy
Custom range... GenBank FASTA Graphics
Revision date
Custom range... [ Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CRL581 genomic scaffold scaffold00003, whole genome
4. shotgun sequence

Clear all

Chaw addtinnal fillare

268,206 bp linear DNA
Accession KE145376.1 Gl 511271770

3. Seingresa el nimero del GI al programa Primerquest Tool.

bi :
G & igLP primer quest tool s

Todos

Videos

Shopping Imégenes Noticias Mas Preferencias Her:

Cerca de 4,480,000 resultados (0.42 segundos)

[PrimerQuest Tool | IDT - Integrated DNA Technologies® ]

hitps://www.idtdna.com/primerquest ~ Traducir esta pagina
Paste your sequence into the Textbox; Add up to 50 sequences in FASTA format, Sequence length must
be greater than 80 bases; PrimerQuest accepts only ..

Sendto ~

Lasi ==

PrimerQuest Tool | IDTe®

Hints. Paste your sequence into the
Textbox; Add up to 50 ...

Design PCR and qPCR ...®
Design PCR and gPCR primers with
the PrimerQuest tool. This

gPCR & PCR videos®

The PrimerQuest tool. Design primers
for up to 50 sequences

Mas resultados de idtdna.com »

From basic to highly ..
Read these tips on how to use the
PrimerQuest Tool to

Help

Filters: Manage Filters

Results by taxon

Top Organisms [Tree]
Lactobacillus plantarum (48956)
Lactobacillus rhamnosus (39945)
Lactobacillus reuteri (34605)
Lactobacillus paracasei (31231)
uncultured Lactobacillus sp. (19462)
All other taxa (256630}

More...

Find related data &
Database:|Select v

Search details

“Lactobacillus”[Organism] OR
lactobacillus[All Fields]

Z

| Search | See more._.

Recent activity =
Tum Off Clear

Q

ramientas

How to design PCR primers for ...@

How to design PCR primers for
multiple genes with the

How to desigh gPCR primers ...®@

How to design gPCR primers
Spanning exon junctions using .
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4. Se ingresa el GI en la pagina de Primer Quest Tool.

_‘"‘M Prenaiel = amo~a pUl % X B JPor gl s meyoradl 4l 17 PrimerQuest Tool | IDT X Vo2 |ackobaeilkis - Niieokids ) B - =
(= C | a Seguro | https://www.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Index *| 3
PrimerQuest Tool

Sequence Entry

‘ »  Enter sequence(s) manually ‘

+ Download sequence(s) using Genbank or Accession ID

- " Hints

s NM_0011110r 301601652

* Comma Separated for Batch
+ NM_001234, 301601652

« Sequence length must be greater than
30 bases

4 PrimerQuest accepts only nucleic acid
bases

Sequence Name [: CLEAR SEQUENGE ENTRY

»  Upload sequences in an Excel file

We use cookies and by using this site or closing this message, you agree to our privacy policy. Allow cookies

5. Dar click en “PCR 2 primers”

Choose Your Design

Show Custom Design Parameters

6. Seleccionar el primer que cuenta con las propiedades adecuadas de Tm y del %de GC.

| et 3 Gl 27362948

St Stop  length Tm  GC%
Amplcon Lengin- 424 Foart B 3R a8

View Assay Details Reverse 60 4 N R85
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7. Comprobar las temperaturas, el % de GC y que efectivamente amplifique para la especie
de interés.

Assay Design ~ Resulis

Help  About
Gl# 27362948 Assay Set 3 Detalls
Back 1o Results
Parameter Set: General PCR (Primers only)
Sequence Name: GI# 27362948
Amplicon Length: 424
Start Stop Length Tm GC%
Forward  |CCACAACATCACAGTACTACGTC {Sense) 58 4| 23 3 478
Reverse  |GGGCCTGATTTAAGAACCAGAT (AntiSense) 460 482 22 62 455

Base Sequence

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &

Mouse-over to show defline and scores. click to show alignments

Color key for alignment scores

=40 40-50 20-200 >=200
B = W T WP I A S WS S |
I ] 1 1 1 1
1 4 =] 12 16 20

8. Verificar los primers con Mitomap.org para comprobar que realmente
amplifiquen para la especie de interés.
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