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1. RESUMEN 

 

Las bacterias probióticas son reconocidas por sus propiedades promotoras a la salud del 

hospedero, entre ellas mantenimiento de la integridad del epitelio intestinal y la 

homeostasis del sistema inmune. Los criterios importantes al tamizaje potencial de 

probióticos involucran la hidrofobicidad, auto-agregación, adherencia a epitelio, anti-

adhesión contra patógenos y su actividad anti-microbiana. En el presente tesis se realizó un 

estudio comparativo de estas propiedades en cinco cepas del género de Lactobacillus 

aisladas de productos comerciales de leches fermentadas: (L. rhamnosus GG, L. rhamnosus 

KLDS, L. helveticus IMAU70129, L. casei IMAU60214, y L. casei Shirota). La 

hidrofobicidad de superficie celular de estas cepas fue evaluada por el descenso de su 

absorbancia a 600 nm de la fase acuosa, en mezclas de células bacterianas probióticas en 

volumen 1:1 con p-xileno,  después de agitación  vigorosa  durante 2 minutos. La auto-

agregación en las células bacterianas de Lactobacillus se determinó por la diferencia de 

absorbancia a 600 nm, a 2 y 5 horas de incubación  a 37°C.  Su capacidad de adhesión 

(1x108 Lactobacillus/célula) se evaluó en modelo in vitro con monocapas de células 

epiteliales humanas (HT-29, Caco-2) adheridas a cubreobjetos redondos de 12 cm de 

diámetro después de 2 h de incubación a 37°C en atmosfera de CO2 al 5%. El conteo de 

adhesión Lactobacillus/100 células epiteliales se realizaron por tinción con colorante de 

Giemsa. En las mismas condiciones experimentales se analizó la anti-adhesión contra 

patógenos indicadores E. coli (ATCC 35218), Salmonella typhimurium (ATCC 14028), y 

Staphylococcus aureus (ATCC 29213) mediante método de exclusión usando relaciones 

1:1 (bacteria-patógena/Lactobacillus),  después de interacción de 1 h a 37°C en atmosfera 

de CO2 al 5%. Así mismo, se evaluó el efecto de sobrenadantes libres de células (SLB) 

obtenidos del cultivo de 48 h de las cepas de Lactobacillus (filtrado en membrana de poro 

de 0.22 µ, pH = 6.5). Después 100 µl de este filtrado fue adicionado sobre orificios de 8 

mm de diametro en placas de agar Muller-Hinton en placas previamente inoculadas con las 

cepas patógenas e incubadas por 24 h a 37°C. Los halos de inhibición observados sobre las 

placas de crecimiento de las cepas patógenas indicadoras fueron medidos en milímetros. 
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Los resultados de la  presente tesis mostraron que la  hidrofobicidad de la superficie celular 

fue relativamente similar entre las cepas estudiadas con porcentajes de (22.8±2.3, 24.8±2.1, 

36.5±3.2, 38±2.34, 32±2.1) en L. rhamnosus GG, L. rhamnosus KLDS, L. helveticus 

IMAU70129, L.casei IMAU60214, y L.casei Shirota respectivamente.  Además, todas las 

cepas mostraron mayor auto-agregación con respecto al tiempo. Sin embargo, L.casei 

IMAU60214 mostró el (%) más alto de auto-agregación (36±2.3%) en comparación a las 

otras cepas: L. rhamnosus GG (22.8%±2.3), L.rhamnosus KLDS (36.5%), L. helveticus 

IMAU70129 (32%±2.1), L.casei Shirota (32%). Con respecto, a la capacidad de adhesión  

en células epiteliales (HT-29, Caco-2), las cepas de Lactobacillus mostraron buena 

adherencia: L. casei Shirota con valores de (345±15 células bacterianas/100 células), en 

comparación de L. rhamnosus GG (250±22), L. rhamnosus KLDS (280±30), L. helveticus 

IMAU70129 (300±23), y L, caseí IMAU60214 (250±15) respectivamente. Sin embargo, las 

cepas de Lactobacillus se adhieren en un número mayor de Lactobacillus en las células de 

HT-29 a diferencia de las células Caco-2 con valores de adhesión de (100 a 150 

Lactobacillus/100 células). Además, todas las cepas mostraron actividades anti-adhesión 

contra los patógenos de E. coli, (ATCC 35218), S typhimirium (ATCC 14028) y S. aureus 

(ATCC 29213) en grados variables. De igual forma,  (SLB) obtenido de los Lactobacillus 

exhibieron actividad anti-microbiana con rangos en halos de inhibición de (de 8 a 14 mm 

de diámetro) al comparar con testigo positivo de antibiótico de tretaciclina (16±0.53) así 

como un testigo negativo (MRS pH=6.5 con ausencia de efecto inhibitorio).    

En conclusión, todos estos resultados demuestran el potencial probiótico de estas cepas, L. 

rhamnosus GG, L. rhamnosus KLDS, L. helveticus IMAU70129, L. casei IMAU60214, 

comparado a una cepa más ampliamente estudiada como es L. casei Shirota , sugiriendo 

que estas cepas podrían ser importantes candidatos como agentes de acción bio-terapeútica 

y un papel importante como alimentos funcionales. 
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2. INTRODUCCIÓN 

 
2.1 . La microbiota del tracto gastrointestinal humano. 

 

El término de microbiota intestinal se introdujo por primera vez en la comunidad científica 

por Joshua Lederber quién lo llamo “lo ecológico” (comunidad de comensales, simbióticos 

o microorganismos ignorados como causa de enfermedades (Joshua Lederberg, et al, 

2006).  

La microbiota del tracto gastrointestinal humano tiene un papel importante, en la salud 

intestinal y es definida como un ecosistema complejo con aproximadamente 300 a 500 

especies bacterianas que comprenden casi dos millones de genes (“Microbioma”). En el 

tracto gastrointestinal (por ejemplo, intestino delgado y colón) la cantidad de bacterias es 

aproximadamente 10 veces mayor en comparación a las células del cuerpo humano. Una 

comparación al peso de referencia del humano (70 Kg) sugiere que la microbiota tiene un 

peso de 0.2 Kg por 3.8 x 1013 millones de microoganismos (Cresci GA, et al, 2015).  

Esta reportado que, al nacimiento, todo el tracto gastrointestinal es estéril y las primeras 

bacterias que entran al intestino son introducidas por el primer alimento; después en la 

infancia, la composición de la microbiota permanece relativamente constante. Así mismo, 

se ha sugerido que la microbiota entre un individuo y otro es tan distintiva que podría 

utilizarse como una alternativa de “huella digital” (Deering KE, et al, 2019). 

En la microbiología del íleon terminal, esta zona de transición al yeyuno presenta captura 

de microbiota  particularmente de anaerobios facultativos. Sin embargo, la población densa 

de anaerobios es encontrada en el colón; con elevado recuento de unidades formadoras de 

colonias (CFs) (1012/ml CFU) (Stewart CJ, et al, 2018). 

Las bacterias de anaerobios del microbioma intestinal humano incluyen principalmente tres 

grupos de fylum:   Bacteriodes, (Porphyromonas, Prevotella), Firmucutes (Ruminococcus, 
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Clostridum, Eubacteria), y Actinobacteria (Bifidobacterium), Lactobacillum, Streptococcus 

y Escherichia coli que se encuentran en pequeñas cantidades (Figura 1).  

 

 

 

 

 

Figura 1. Microbioma Humano del tracto gastrointestinal. El proyecto del genoma humano 

identifica trillones de microorganismos en el tracto gastrointestinal humano de individuos sanos. 

Este sistema está constituido de bacterias, hongos y virus localizados en nichos ecológicos 

Tomado de: Cresci GA. Nutr Clin Pract, 2015 ; 30(6): 734–746. 
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La microbiota normal entérica influye en varias funciones del intestino con efectos 

biológicos sobre nutrición, integridad de barrera del epitelio intestinal (células epiteliales) y 

en inmunidad de la mucosa. Así mismo, azúcares dietéticos no absorbidos como la lactosa 

y los alcoholes son rescatados por disacaridasas bacterianas que los transforman en ácido 

grasos libres de cadena corta (SCFAs) (Meijer K, et al, 2010).  

Estos SCFAs pueden utilizarse como fuente de energía por la mucosa del colón para 

favorecer crecimiento y diferenciación de las células epiteliales intestinales (Li M, van 

Esch, et al, 2018). La microbiota también es fuente de nutrientes, vitaminas, (como folatos 

y vitamina K): su interacción con el sistema inmune del hospedero es importante a la 

protección de varios microoganismos patógenos (Murugesan S, et al, 2018).  

 

En dicho contexto, la microbiota intestinal produce una variedad de sustancias, que van de 

los relativamente no específicos como (SCFA, peróxidos) hasta componentes altamente 

específicos como las bacteriocinas, que pueden inhibir o eliminar bacterias potencialmente 

patógenas (Le Poul E, et al 2003). Parte de la microbiota incluyen géneros de bacterias que 

por sus acciones benéficas al hospedero se han denominan como cepas probióticas, los 

cuales muchas de ellas han sido aislados de tracto gastrointestinal del hospedero (Butel MJ 

et, al, 2014). 

 

2.2 De la microbiota a los probióticos, prebióticos y paraprobióticos 

 

Los probióticos fueron descritos por primera vez por Elie Metchnikoff en 1908, basado en 

la longevidad observada en personas de zonas de Bulgaria que ingerían de forma regular 

leches fermentadas (Cavaillon, J. M, et al, 2016). Los probióticos derivan del vocablo 

griego que significa “para la vida “están definidos como microorganismos vivos que 

cuando son consumidos en cantidades adecuadas tienen efecto benéfico a la salud del 

hospedero.  
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Sin embargo, a los microorganismos probióticos se han adicionado también las propiedades 

biológicas de los pre-bióticos y simbio-probioticos, nutri-probióticos, fármaco-probióticos 

así como los para-probióticos. Los prebióticos se definen como alimentos no ingeribles, 

pero fermentables que afectan beneficiosamente al huésped al estimular selectivamente el 

crecimiento y la actividad de una especie o un número limitado de especies de bacterias en 

el colón.   

 

Por el contrario, los simbióticos son la combinación de probióticos y un prebiótico, al que 

generalmente se le atribuye un efecto potencial al aumentar la sobrevida de los probióticos 

en eficacia in vivo, así también como estimuladores de bifidobacterias, y Lactobacillus 

indígenas (Sanders ME, et al 2019). Recientemente los “probióticos fantasmas” o para-

probióticos que conservan su potencia inmunomoduladora más allá, de sus características 

de viabilidad (Deshpande G et al 2018).  

 

Los para-probióticos integran componentes de células o fracciones derivadas de bacterias 

probióticas, muertas por calor que administradas por vía oral tienen efectos positivos en la 

inmunidad del hospedero, los cuales ofrecen menor riesgo, ya que representan componentes 

no-viables, por tratamiento por calor (Taverniti V, et al 2011).  La mayoría de las especies 

de bacterias probióticas en la investigación biomédica incluyen al grupo de bacterias acido 

lácticas (BAL) (Khalid K, et al 2011).  

 

  2.3. Probióticos de Bacterias ácido Lácticas- Lactobacillus 

Las bacterias ácido lácticas (BAL) se encuentran clasificadas en el phylum Firmicutes, 

clase Bacilli, y en el orden de los Lactobacillus (Zuñiga M et al, 1993, Naidu A.S et al, 

1999). Son bacterias Gram positivos, no esporuladas, en forma de bastillo, son catalasa y 

oxidasa negativo y la mayoría de ellos no son móviles. El pH óptimo para el crecimiento de 

estas bacterias es de 5.5 a 5.8.  La característica principal de las BAL es la producción de 
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ácido láctico, sin embargo, pueden clasificarse según su fermentación en tres grupos 

principales: 

 

a)   Homofermentativos: ((Lactococcus, Pediococcus, Aerococcus, Tetragenococcus y 

Lactobacillus, grupo I) Transforman las hexosas en ácido láctico por la vía de Embden-

Meyerhof, cuya enzima clave es la fructosa-1,6-difosfato aldolasa. Carecen de glucosa-6-

fosfato deshidrogenasa y 6-fosfogluconato deshidrogenasa, por lo que no fermentan las 

pentosas ni el gluconato (Alkema W et al, 2016). 

 

b)  Heterofermentativos: (Carnobacterium, Lactobacillus, grupo II).  Este grupo de 

bacterias fermentan las hexosas por la ruta Embden-Meyerhof, produciendo ácido láctico 

(ciertas cepas, además producen otros componentes como ácido acético, etanol y ácido 

fórmico; también fermentan las pentosas hasta ácido láctico y acético por acción de una 

fosfocetolasa inducible (Ringo et al, 2018). 

 

c) Heterofermentativos estrictos: (Leuconostoc, que son cocos no homofermentativos, de 

Lactobacillus del grupo III). Fermentan las hexosas hasta ácido láctico, ácido acético o 

etanol, CO2, las pentosas hasta ácido láctico y ácido acético. En ambas rutas está implicada 

una fosfocetolasa (carecen de fructosa-1,6-difosfato aldolasa). 

 

 

La mayoría de las BAL, como se describió anteriormente son del grupo de Lactobacillus, 

en sus diferentes especies, entre ellas la especie de L. casei presentes en la mayoría de los 

productos fermentados utilizadas, así como en formulaciones farmacéuticas, aditivos de 

alimentos, y en la nutrición de humano (Tabla1). Sin embargo, otras especies no menos 

importante se agrupan también en estos productos como L. acidophilus, así como 

bifidobacterias. 
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Tabla 1.  Microorganismos probióticos utilizados en la nutrición humana. 

Tipo de 

Lactobacillus 

Tipo de 

Bifidobacterium 

Otras bacterias 

ácido lácticas 

Otros 

microorganismos 

L. acidophilus 
(a)* 

B. adolecentis (a) Enterococcus  

L. amylovorus 
(b)* 

B. animalis (a)* Faecium (a)  

L. casei (a,b)* B. fibidum (a) Lactococcus Bacillus clausii (a)  

L. gasseri (a)* B. breve (b)  Lactis (b)* Escherichia coli 

L. helveticus (a)* B. infantis (a) Streptococcus Nissle 1917 (a) 

L. johnsoni(a)* B. longun(a)* Termophilus (a)*  

L. pentosus (b)*   Sacharomyces 

L. plantarum (b)*   cerevisae 

L. reuteri (a)*    (boulardi) (a)* 

L.rhamnosus (a,b)*    

 

(a) Principalmente como productos farmacéuticos (b) Principalmente como aditivos 

alimentarios * PCS (Presunción calificada de seguridad) microorganismos, 

 

Tomado de: Markowiak, Nutrients, et al 2017, 9(9), 1021 

 

2.4 Dentro del Grupo de las BAL destaca el grupo de Lactobacillus casei (LCG). 

 

El complejo de LCG describe a varias cepas de BAL con características heterogéneas 

(fenotipo y genotipo) capaces de colonizar ambientes naturales y artificiales.  
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El grupo de (LCG) está compuesto por las cepas probióticas más relacionadas entre ellas 

Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, y Lactobacillus rhamnosus, se encuentran 

entre las cepas de probióticos más estudiadas debido a su potencial de salud, comercial, 

industrial y aplicada (Hill, et al, 2018). 

 

Comercialmente se utilizan para productos lácteos, fermentados a menudo produciendo 

alimentos con mejor sabor y textura. También se ha descrito que producen varios 

metabolitos bio-activos con actividades anti-oxidantes que pueden conferir beneficios al 

hospedero cuando se consumen (Hill, et al, 2018). Como tal muchas cepas del Grupo de 

LCG se caracterizan por acciones probióticas, en diferentes sitios del hospedero, parte de 

estas se resumen en la (Figura 2). Un miembro de este grupo L. rhamnosus GG (LGG) es 

quizás una de las cepas bacterianas más estudiadas en relación con aplicaciones para la 

salud. LGG fue la primera cepa incluida dentro del género de Lactobacillus y patentada en 

1989 (Carpuso, et al, 2019).  

 

Diferentes estudios demuestran que LGG es recomendable en la prevención y tratamiento 

de una diarrea similar a la causada por antibióticos, pero cuyo origen es por Clostridum 

difficile, así también en enfermedades inflamatorias crónicas (por ejemplo, Chron), 

Dermatitis entre otras (Mantegazza, C., et al, 2018).  

 

Estudios previos, han documentado que L. rhamnosus GG inhibe la formación de 

biopeliculas por diferentes patógenos como Salmonella sp, Escherichia coli uropatogena, 

mediante la producción de proteínas tipo lectinas Llp1, Llp2; estas proteínas tienen un 

papel importante en la capacidad de adhesión de LGG tanto en células epiteliales como 

vaginales (Petrova, MI., et al, 2016).  
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Figura 2.  Mecanismos de acción por Lactobacillus del grupo (LCG) 

 

Tomado de: Hill, et al, Front microbiology, 2018(9), 210 
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Las cepas de L. rhamnosus GG están caracterizadas por producción de catalasa que ayuda a 

la resistencia del stress oxidativo (Carpuso, et al, 2019). Otras cepas del LCG, 

particularmente L. casei y L. paracasei activan mecanismos de tolerancia inmunológica tal 

es el caso de diferenciación de células T reguladoras (CD4+ CD25+ FoxP3+), síntesis de 

IL-10; demostrado por estudios de interacción sobre modelos in vitro de co-cultivo de 

células epiteliales humanas/células mononucleares de sangre periférica (Peluso, I., et al, 

2007). En un análisis más de cerca, la interacción de las cepas del grupo LCG, han 

evidenciado varias células blancas del sistema inmunitario a través de mecanismos directos 

e indirectos, sugiriendo acciones importantes como alternativa de tratamiento (de Moreno, 

et al, 2008) 

 

2.5 Aspectos críticos en la interrelación entre los probióticos y el hospedero. 

 

Los microorganismos probióticos más comúnmente usados en la nutrición humana son 

ciertas cepas que pertenecen al género de Lactobacillus (Heeney, DD., et al, 2018). En 

estudios previos, utilizando modelos animales e intervenciones clínicas se ha documentado 

el potencial benéfico de los probióticos en la salud (Gareau, MG., et al, 2010).  Los 

probióticos ejercen efectos benéficos a través de 4 principales mecanismos: (i) interferencia 

de bacterias patógenas por competencia de nutrientes, e interferencia de sitios de adhesión, 

(ii) mejora de la barrera epitelial y en la viabilidad epitelial (iii) Inmunomodulación del 

sistema inmune (iv)  producción de neurotransmisores tales como  amino butírico GABA. 

(Figura 3) 

Así mismo existen diferentes suplementos alimenticios combinados con varias especies de 

microorganismos probióticas principalmente Lactobacillus, Bifidobacterium y levaduras no 

patógenas entre otras que tienen acciones reguladoras sobre varios sistemas del hospedero, 

entre ellos la homeostasis de la respuesta inflamatoria y regulación de la microbiota 

intestinal (Butel, MJ., et al, 2014). Las bacterias con propiedades probióticas, han sido 

también propuestas para el uso en procesos inflamatorios, trastornos neoplásicos y alergias 

(West, CE., et al, 2016, Amer, M., et al, 2018, Hill, D., et al, 2018).    
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Figura 3. Mecanismos principales de los probióticos para tener efectos benéficos. 

 

Tomado de: Sanchez Borja, et al, Mol. Nutr. Food Res. 61(1) ,2011 
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Sin embargo, el efecto beneficioso más importante y documentado de los probióticos 

incluye la prevención de diarrea, constipación, cambios en la conjugación de sales biliares, 

aumento de actividad anti-bacteriana, efectos anti-inflamatorios. (Ritchie, ML., et al, 2012, 

Allen, SJ., et al, 2010, McFarland, LV., et al, 2007). Así también, algunos probióticos, 

ejercen actividades anti-oxidantes en la forma de células o lisados intactos (Adams, CA., et 

al, 2010) (Figura 4).  

Figura 4. Principales mecanismos de acción de los probióticos, en su interacción con 

las células del hospedero. 

Tomado de: Sanchez Borja, et al, Mol. Nutr. Food Res. 61(1),2017 



14 
 

Otros estudios, han demostrado efectos inherentes en la mejora de síntomas relacionados 

con la alergia, cáncer, SIDA, infecciones del tracto respiratorio y urinario (Ceccarelli, G., 

et al, 2019, Rondanelli, M., et al, 2017, Hill, D., et al, 2018, West, CE., et al, 2016).  

Parte de los efectos benéficos de las cepas probióticas son atribuibles a sus mecanismos de 

interacción con el hospedero, particularmente con el tracto gastrointestinal (TGI) a través 

de tres diferentes niveles: en la parte baja del TGI; una de ellas es la capa de moco, la capa 

de células epiteliales y el tejido linfoide asociado a intestino (GALT).  

En el caso de capa de moco esta a su vez se subdivide en dos principales secciones: una 

subcapa interna en donde las moléculas forman a superficie muy relajada en forma de gel 

que sostiene un microambiente homeostático con la presencia de un número relativamente 

elevado de bacterias, así como la presencia de péptidos antimicrobianos e inmunoglobulina 

IgA secretora. Estos componentes ejercer efectos muy importantes para limitar el número 

de bacterias comensales que colonizan este sitio (Sanchez, Borja, et al, 2017). 

En contraste, en forma adyacente las células epiteliales junto con la capa interna de mucina 

integran una barrera de restricción a través de uniones muy estrechas mediadas por un 

complejo de proteínas como zonula (ZO-1, ZO2, ZO.3), claudinas, cingulinas y cadherinas 

(Aureli, P., et al, 2011). Esta integridad por las células epiteliales condiciona que 

generalmente sean observados pocos o ningún microorganismo (Ohland, CL., et al, 2010).  

El segundo nivel de interacción de probióticos con el hospedero humano son las células 

epiteliales. Diferentes subpoblaciones de células epiteliales integran de la mucosa del tracto 

intestinal que en línea a la totalidad de las células del lumen intestinal incluyen 

principalmente: enterocitos y colonocitos (células especializadas en adsorción de 

nutrientes) (Figura 5).   

Además, las células Globet con función especializada para la secreción de moco, un 

componente principal de la mucosa, que junto con las células Paneth, liberan un set de 

moléculas antimicrobianas tal es caso de las defensinas (por ejemplo, el péptido anti-

microbiano Reg III y lisozima) y finalmente las células M; las cuales representan un punto 

clave de mediador celular entre las moléculas/ microorganismos presentes en el lumen 
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intestinal, siendo además un componente de la inmunidad innata, favoreciendo el transporte 

transepitelial (Goto, Y., et al, 2013). 

 

Figura 5. Mecanismos directos e indirectos de bacterias probióticas. El efecto 

antagonista de bacterias comensales o probióticas puede ejercen sus acciones a través de 

una vía directa, por ejemplo, mantenimiento de la barrera epitelial, competencia de 

carbohidratos de la dieta entre estas bacterias y los patógenos. L salivarius Abp 118 

produce una bacteriocina in vivo que protege en contra de la infección por Listeria 

monocytogenes 

   Tomado de: Bron P.A Br.J, Nutri 2017, 117(1) 93-107 
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La interacción de probióticos a este nivel es muy importante para mantener la función de la 

barrera intestinal reforzando las uniones estrechas, especialmente entre células epiteliales 

continuas.   

 

El tercer nivel de interacción de las bacterias probióticas lo constituye el tejido linfoide 

asociado a intestino (GALT) integrado por las placas de Peyer (PP), los linfocitos que están 

distribuidos de forma difusa a través de la mucosa intestinal; así mismo las PP están 

organizadas como agregados o en forma de folículos de células B con centros germinales 

rodeados de células T (Kamada, N., et al, 2013). 

 

Por otro lado, uno de los efectos potenciales de los probióticos es la supresión de la 

respuesta inflamatoria. Reportes previos de tratamiento de enfermedades a través de la 

modulación de mediadores inflamatorios, entre ellos las citocinas, han sido explorados 

como una estrategia terapéutica. Sin embargo, algunos probióticos del grupo de LCG tienen 

la capacidad de activar respuestas de citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, IL-12, TNF-α) 

y anti-inflamatoria tal es caso de IL-10 y TGF-β (Azad, MAK., et al, 2018, Archer, AC., 

et al, 2018). 

 

Resultados similares se han observado en componentes derivados de pared celular de las 

bacterias probióticas incluidos peptidoglicanos, LTA, proteínas de la superficie celular y 

exopolisacaridos (Matsuguchi Tet al 2003, Sun J et al 2005, Suzuki S, et al 2019, 

Castro-Bravo N).  

 

Además del efecto de regulación e inducción de citocinas por cepas probioticas; es posible 

inducir una respuesta de estimulación sobre células B (aumento de inmunidad humoral) y 

células T (aumento y mejora de la inmunidad celular) y en las células fagociticas 

(principalmente células polimorfonucleares), también con el uso de blancos específicos de 
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cepas probióticas, se ha observado inmunoprofilaxis del tracto respiratorio durante épocas 

invernales y más generalmente sobre la mejora de inmune específica a diferentes patógenos 

como virus, bacterias y hongos (Frei, R., et al, 2015, Rinne, M., et al, 2005, Quinteiro-

Filho WM, et al, 2015, Kim DH, et al, 2018, Shim YH, et al, 2016, Rossoni RD,et al, 

2018). 

 

Estudios recientes han demostrado resultados positivos sobre el efecto de probióticos en el 

sistema respiratorio, especialmente con respecto a prevención y reducción de la severidad 

de infecciones respiratorias con asociación al aumento de células secretoras de IgA en la 

mucosa de bronquios (Ashraf R, et al, 2014). Efectos reguladores positivos se observaron 

en población de fumadores regulares que se sabe tienen actividad reducida de células NK 

(Reale M., et al, 2012). 

 

En población infantil, la aplicación de los probióticos es un blanco de estudios debido a la 

importancia de limitar la extensión de enfermedades especialmente en épocas invernales, 

así como el disminuir la aplicación de antibióticos (Hao Q, et al, 2015).  

 

En el mismo contexto, formas viables de las células probióticas, células muertas por calor y 

otros componentes liberados como los exopolisacaridos (EPS) tienen la capacidad de 

inducir la producción de citocinas en líneas celulares humanas (Bermudez-Brito M, et al, 

2014, Muñoz VL, et al, 2019).  

 

Además, está bien documentado que la pared de la bacteria probiótica está compuesta de 

una capa lipídica, con proteínas embebidas en la misma pared celular; la cuales también 

están involucradas en los mecanismos de agregación de estas bacterias. Algunas especies 

de Lactobacillus exponen una capa adicional de proteínas rodeando la capa de la 

macromolécula de peptidoglicano llamada capa S. Las características de agregación pueden 
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involucrar el grueso de las células (auto-agregación, de la misma cepa), o diferentes cepas 

(co-agregación). La característica de agregación en las bacterias probióticas está 

relacionada a su capacidad de interaccionar entre ellas y a la capacidad de inhibir 

microorganismos patógenos al epitelio intestinal (Polak-Berecka, M., et al, 2014, 

Damodharan, K., et al, 2015).  

 

 

Las características de superficie de los Lactobacillus pueden contribuir por varias vías para 

su interacción con el tracto gastrointestinal del hospedero afectando su sobrevida, 

adherencia a tejido del hospedero y su interacción con otros componentes (Duary, RK., et 

al, 2011). Está descrito que las interacciones no-específicas de bacteria probioticas con su 

microambiente son gobernados por las propiedades fisicoquímicas de la envoltura de la 

pared celular y otros constituyentes internos (Deepika, G., et al, 2010, Pelletier, C., et al, 

1997).  

 

 

 

Las especies de Lactobacillus y Bifidobacterium, ambos caracterizados como bacterias 

Gram positivas que presentan moléculas comunes de superficie como es el caso de ácidos 

lipoteicoicos (LTA), proteínas asociadas a la superficie (SLAP) y proteínas de unión a 

mucinas (MUbs), estas desarrollan un papel importante en la interacción con los 

componentes de moco (Sánchez, B., et al, 2010, Bönisch, E., et al, 2018, Nishiyama, K., 

et al, 2019). 
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3. ANTECEDENTES  
 

Los probióticos han sido observados como potentes inmunomoduladores en el 

funcionamiento del intestino y en la respuesta inmune especialmente en las condiciones de 

disbiosis (desbalance de la microbiota), observado en diferentes condiciones del hospedero 

como son las respuestas inflamatorias de grado crónico leve, tal el caso de obesidad, 

diabetes y síndrome metabólico, entre otros (Fontané, L., et al, 2018, Tonucci, LB., et al, 

2017, Festi, D., et al, 2014).  

Algunas de las cepas probioticas tienen acciones benéficas a través del mantenimiento de la 

homeostasis en el intestino, exclusión competitiva de patógenos y en la modulación de la 

respuesta inmune del hospedero.  

Parte de los efectos benéficos de las cepas probióticas son atribuibles a las especies-cepa 

específicas de bacterias probióticas, en combinación de los mecanismos de interacción con 

el hospedero, por lo tanto, no pueden generalizar a todas las cepas probióticas.  

Aunado a lo anterior, las propiedades de adhesión de las bacterias probióticas al epitelio 

intestinal es un importante criterio para la selección de microorganismo probióticos siendo 

la primera fase de iniciación y colonización, en el hospedero.  

La capacidad de adherencia a la mucosa intestinal, modulada por la unión a las células 

epiteliales se ha propuesto como un importante mecanismo de criterio de selección de cepas 

probióticas potenciales. La adhesión de microorganismos al epitelio también es un factor 

primario de contacto con el hospedero.  

La capacidad de bacterias probióticas de adherirse a la mucosa intestinal, también conduce 

a sus posibles interacciones con las células de la mucosa intestinal, así como las posibles 

implicaciones de funcionalidad (Pickard, JM., et al, 2017). 

La capacidad de adhesión de cepas probióticas ha sido previamente estudiada en modelos 

de sistemas in vitro, los cuales son comúnmente usados para la selección y posteriores 

ensayos de cepas probióticas para estudios futuros in vivo.  Las cepas probióticas deseables 
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también presentan resistencia a diferentes antibióticos, así como patrones de antagonismo 

de distintos microorganismos patogénicos potenciales. (Monteagudo-Mera A, et al, 2019) 

La adhesión de cepas probióticas es variable entre las diferentes cepas, dependiendo de las 

propiedades de superficie celular, tal como la hidrofobicidad, así como perfiles de proteínas 

extracelulares como proteínas de unión a mucina (Mub) proteínas de unión a fibronectina, 

proteínas de unión a colágena, ácidos lipoteicoicos (LTA), proteína de adhesión a moco 

(MapA) , elongación de factor termo no estable (EF- tu) entre otros (Lebeer, S., et al, 

2010).   

Así mismo, la mayoría de los cuales podrían están involucrados en la adhesión de bacterias 

al epitelio intestinal en forma directa o indirecta o por componentes específicos presentes 

en el epitelio (Haddaji, N.,et al, 2015).  

Sin embargo, el conocimiento es muy limitado con respecto a las moléculas de adhesión 

presentes en el género comensal de Lactobacillus, donde se han reportado capas S en varias 

especies de Lactobacillus, como: L. brevis, L. helveticus y L. acidophilu, con una similitud 

de 7 al 100% (Bobeth M, et al, 2011, Vilen H, et al, 2009) 

Las características per-se de adhesión de cada cepa probiótica para adherirse a la mucosa 

intestinal temporalmente también sustenta su interacción con las células de la mucosa 

intestinal y puede ser considerado como pre-requisito para exclusión competitiva de 

bacterias enteropatógenas (Chauvière, G., et al, 1992, Gueimonde, M., et al, 2007). 

Estudios previos han sugerido que varias cepas probióticas pueden interferir con la 

adhesión de patógenos, tal como Salmonella, Clostridium difficile (Ostad, SN., et al, 2009, 

Mills, JP., et al, 2018).  Pruebas in vitro de evaluación de su capacidad de adherencia de 

cepas como Lactobacillus plantarum AC131 sobre líneas celulares de Hela (Rositsa T. et 

al, 2011).  

Así mismo, protocolos de laboratorio usando células intestinales de epitelio de colón como 

Caco-2 y HT-29 han sido desarrollados para analizar la adhesión de algunas BAL en sus 

efectos de exclusión competitiva de patógenos bacterianos (Wang, S., et al, 2008).  
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Las células Caco-2 han sido también invaluables para la obtención de resultados sobre los 

mecanismos que mantienen la integridad de la barrera epitelial y su papel en el control de la 

respuesta inflamatoria e interacción con cepas probióticas en modelos de co-cultivo con 

diferentes células del sistema inmune (células dendríticas, macrófagos, entre otras) 

(Zoumpopoulou, G., et al, 2009, Bermudez-Brito, M., et al, 2013).   

Así mismo, el uso de líneas celulares de epitelio intestinal ha sido extremadamente útil para 

la identificación de los mecanismos de adhesión y las moléculas involucradas. Por ejemplo, 

trabajos previos, por Wang y colaboradores (Wang, R., et al, 2017) usando la línea celular 

HT-29 recientemente identificaron una nueva proteína de superficie (proteína A de unión a 

colina) esencial para la adherencia de la cepa probiótica L. salivarius REN. (Wang, R., et 

al, 2017) 

Sin embargo, es importante tomar en consideración que, si bien los estudios in vitro ayudan 

a comprender los mecanismos de adhesión y la selección de candidatos probióticos con 

potencial de adherencia in vivo, a veces es difícil de extrapolar estos resultados al tracto 

intestinal humano donde otros factores, entre ellos el movimiento peristáltico, el sistema de 

defensa del hospedero o la competencia con la microbiota residente pueden interferir en las 

propiedades de adherencia.  

Además, es importante conjuntar los datos de tamizaje en líneas celulares humanas para 

después establecer ensayos de sistemas de co-cultivo que nos proporcionan una mayor 

información sobre las interacciones de estas bacterias y la respuesta inmune causada por los 

probióticos y/o la infección bacteriana (Trapecar, M., et al, 2014; Noel, G., et al, 2017).  

Algunas cepas probióticas tienen buena capacidad de adhesión, la cual les permite interferir 

con la adherencia de patógenos por competición de los sitios de unión tamizados por 

estudios in vitro con líneas celulares infectadas previamente con patógenos (Walsham, 

AD., et al 2016; Jessie Lau and Chye, et al, 2018; Tuo, et al, 2018).  

Algunos reportes clínicos han documentado la efectividad del próbiótico de L. rhamnosus 

GG contra enterococcus resistente a vancomicina en pacientes colonizados (Szachta, P., et 

al, 2011; Manley, KJ., et al, 2007).  
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Esta actividad anti-patógenica es multifactorial incluyendo la producción de componentes 

antimicrobianos y exclusión competitiva, que favorecen que los patógenos no puedan 

unirse a los sitios de uniones específicas en las células huésped (Figura 6). 

 

Figura 6. Representación esquemática de las propiedades anti-adherentes de 

probióticos y prebióticos patógenos, probiótico y toxinas bacterianas adheridas a la 

superficie. (A) es la unión de los patógenos, probióticos y toxinas bacterianas a los 

oligosacáridos de la superficie celular transportados por glicolípidos y glicoproteínas. (B) 

son los galacto-oligosacáridos que ayudan a inhibir la adhesión de toxinas y patógenos a las 

células. (C) nos muestra la inhibición de la adhesión de las toxinas y patógenos cuando se 

encuentra la bacteria probiótica en el receptor de la superficie celular. 

Tomado de: Monteagudo-Mera, A. Appl Microbiol Biotechnol, 2019 
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4.  JUSTIFICACIÓN 

 
 

 

Los efectos biológicos del género de Lactobacillus han sido ampliamente explorados en sus  

acciones como: la estabilización de microbiota indígena, protección contra la infección 

intestinal, atenuación de intolerancia a la lactosa, aumento del valor nutricional de los 

alimentos, reducción de los niveles de colesterol sérico y mejora en los mecanismos no-

específicos y específicos del sistema inmunológico. En la actualidad, varias especies de 

Lactobacillus entre ellas el grupo de L. casei actúan como bacterias probióticas, las cuales 

se han explorado actualmente como nuevos agentes terapéuticos biológicos. El entender 

como contribuyen estas bacterias en su acción probiótica sobre el epitelio nos permitirá 

obtener información de sus propiedades (adhesión, actividad anti-microbiana). Debido a 

que no todas las cepas de Lactobacillus poseen la capacidad de conferir beneficios a la 

salud del hospedero, por lo que se hace necesario tamizar y caracterizar nuevas cepas para 

obtener probióticos ideales; lo que nos permitirá obtener información sobre su potencial 

probiótico. 
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5. HIPÓTESIS 

 

Las propiedades fisicoquímicas de la pared celular como (hidrofobicidad, auto-agregación), 

capacidad de adhesión, e interferencia de la adhesión por patógenos a células epiteliales de 

colon como (Caco-2, HT-29) así como su actividad antimicrobiana es dependiente de la 

especie probiótica. 
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6. OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL. 

 

6.1 Analizar las propiedades probióticas de cepas de Lactobacillus aisladas de productos de 

leches fermentadas comerciales. 

 

OBJETIVOS ESPECIFICOS  

6.2  Evaluar las propiedades fisicoquímicas (hidrofobicidad, auto-agregación) de la pared 

de células bacterianas de cinco cepas de Lactobacillus: L rahmnosus GG, L rhamnosus 

LKSD, L helveticus IMAU70129, L, casei IMA60214 y L. casei  Shirota,  

 

 

6.3  Analizar la capacidad de adherencia de las cepas de lactobacillus en modelo in vitro de 

células epiteliales humanas (Caco-2 y HT-29). 

 

6.4  Establecer el efecto de células viables de Lactobacillus sobre la adherencia de 

patógenos bacterianos indicadores como Escherichia coli (ATCC 35218), Salmonella  

Typhimurium (ATCC 14028) y Staphylococcus aureus (ATCC 29213). 

 

6.5 Determinar la actividad anti-microbiana de sobrenadantes libres de células bacterias 

(SLB) de las cinco cepas de Lactobacillus sobre el crecimiento de las cepas patógenas 

indicadoras, como Escherichia coli (ATCC 35218),  Salmonella Typhimurium (ATCC 

14028) y  Staphylococcus aureus (ATCC 29213). 
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7. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

7.1 Cepas de Lactobacillus probióticas aisladas de productos comerciales. 

 

En esta tesis se emplearon cinco cepas de Lactobacillus, aisladas de productos comerciales 

de leches fermentadas: Lactobacillus rhamnosus GG. Lactobacillus rhamnosus KSLD, 

Lactobacillus helveticus IMAU70129, Lactobacillus casei IMAU60214 y Lactobacillus 

casei Shirota su aislamiento fue desarrollado por (Cruz-Guerrero, et al,  2014) del  

(Departamento de Biotecnología, Universidad Autonóma Metropolitana- Iztapalapa). Las 

características de estas cepas se describen en la Tabla 2. 

Tabla 2. Características de las cepas probióticas de Lactobacillus. 

 

Producto comercial  Cepa identificada * Gen Bank 

Capsulas Culturelle ® L. rhamnosus GG GU550100 

NAN de Nestlé S.A.® L, rhamnosus KLDS GU 550102 

Chamito de Nestlé S.A ® L. helveticus IMAU70129 GU 550099 

Bio 4® de Grupo Lala  S.A L. casei IMAU60214 GU550098 

Yakult® de Yakult S.A de C.V L. casei Shirota GU550103 

 

 

*La identificación de las cepas se realizó por extracción de DNA y ensayos de PCR. 

Brevemente la extracción de DNA genómico total se realizó con Kit comercial Wizard de 

Promega (USA). Los ensayos de amplificación para la PCR se realizaron en un 

termociclador Corbett Research conforme a lo resportado por (Cruz-Guerrero, et al,  

2014) 
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Las bacterias de Lactobacillus fueron cultivadas en medio MRS (De Man et al, 1960) pH 

5.2 a 37°C durante 24 horas. Posteriormente, las bacterias fueron cosechadas por 

centrifugación a 1500 rpm/5 minutos y lavadas tres veces con una solución de PBS pH=7.2 

a las mismas condiciones de centrifugación. La concentración del paquete bacteriano se 

ajustó a una absorbancia de 1 medida en espectrofotómetro a 600 nm, esta absorbancia   

corresponde a 1 x 109 UFC/ml. A la par de los ensayos experimentales un stock de cepas 

bacterianas congeladas fue almacenados en medio MRS conteniendo 10% de glicerol (v/v) 

a -70°C. 

 

7.1 Cepas patógenas indicadoras 

 

Los microorganismos indicador de patógenos utilizadas en este trabajo fueron: Escherichia 

coli (ATCC 35218), Samonella Typhimuriun (ATCC 14028) y Staphylococcus  aureus 

(ATCC 29213). Estas cepas bacterianas patógenas fueron crecidas en Brain Heat Infusión 

(BHI) caldo a 37° por 18 horas. Después los paquetes bacterianos fueron concentrados por 

centrifugación a 5000rpm/5 min, su cuantificación se realizó por conteode dilución en base 

10, en placas de agar (BHI) en muestras por duplicado. Después de 24 horas de incubación 

a 37°C, el número de unidades formadoras de colonias se contaron para cada una de las 

cepas patógenas (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.  Conteo de UFC/ml en cepas patógenas indicadoras. 

E. coli   

(ATCC 35218) 
S. Typhimurium   

(ATCC 35218) 

S. aureus   

ATCC 29213 
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Las UFC/ml se calcularon de acuerdo a la siguiente fórmula matemática. 

 

Número de colonias x (1/ Dilución)

alícuota sembrada (ml)
 = 𝑈𝐹𝐶/𝑚𝑙 

 

 

En la Tabla 3 se resumen el número de colonias observadas en los experimentos 

realizados: 

 

Tabla 3.  Unidades Formadoras de colonias (UFC/ml) 

 

Cepas patógenas indicadoras *UFC/ml 

Escherichia coli (ATCC 35218) 1.99x107 

Salmonella Serovar Typhimurium  

(ATCC 14028) 
4.9x106 

Staphylococcus aureus (ATCC 29213) 1.66x109 

 

 

*Ensayos realizados en muestras por triplicados, en un total de 3 experimentos. 
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7.2 Obtención de sobrenadantes libres de células bacterianas (SLB) de    

Lactobacillus. 

 

Las bacterias de Lactobacillus crecidas en fase logarítmica se cosecharon después de 24 

horas de cultivo en medio MRS pH= 5.2, se cosecharon por centrifugación a 5000rpm/5 

minutos a temperatura ambiente. El paquete bacteriano obtenido fue retirado y el SLB fue 

recolectado en tubos de polipropileno, este SLB fue filtrado en membrana de 0.22µm para 

su utilización en los ensayos de actividad antimicrobiana de estas cepas. 

 

7.3 Evaluación de las propiedades fisicoquímicas (hidrofobicidad, auto-agregación) 

de la pared de células bacterianas de las cepas de Lactobacillus. 

 

A partir de cultivos obtenidos de las cinco cepas de estudio de  Lactobacillus se prepararon 

suspensiones de células bacterianas ajustadas a concentración de 1 x 108 UFC/ml, en las 

cuales se evaluó las propiedades de hidrofobicidad superficial mediante la medición de la 

afinidad por el disolvente órganico que presentaron las células cultivadas en el sistema de 

dos fases (agua disolvente órganico) como una medida predictiva de su capacidad de 

adhesión a los epitelios de acuerdo a lo reportado por  (Sanchez Lilian, et al, 2014).  

 

 

Brevemente, la hidrofobicidad se determinó en cada una de las cepas crecidas en cultivo 

fresco en caldo MRS pH= 5.2 después de 24 horas de incubación a 37°C se lavaron con 

solución de PBS pH= 7.2 y se ajustaron a una densidad óptica de 0.6-0.7 a 600 nm, 

equivalente a 1 x 108 UFC/ml como fue señalado anteriormente se mezclaron suspensiones 

en volúmenes iguales con xileno a temperatura ambiente. Posteriormente se agitaron en 

vortex por 6 minutos, dejándose reposar durante 60 minutos (Figura 8).   
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Figura 8. Ensayo de hidrofobicidad en células bacterianas de Lactobacillus con xileno. 

 

El porcentaje de hidrofobicidad se calculó utilizando la siguiente ecuación: 

 

% de Hidrofobicidad =
DO 600nm antes de mezclar −  DO 600nm después de mezclar

D. O antes de mezclar 
 

  X 100 

 

Así mismo, la actividad de hidrofobicidad de las cepas evaluadas se clasifico como alta 

(51-100%), media (30-50%) y baja (0-29%),  de acuerdo a lo propuesto por (Nader-

Macias, et al  2008). 
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Con respecto a las propiedades de auto-agregación celular esta fue monitoreada durante un 

tiempo de (2 y 5 horas). Por lo que las cepas lavadas con la solución de PBS pH= 7.2 como 

fue mencionado para el ensayo de hidrofobicidad fueron ajustadas a una densidad óptica de 

0.7. Una suspensión de 4 ml de esta suspensión de cada cepa de Lactobacillus del presente 

estudio fue depositada en un tubo de vidrio y mantenida a 37°C durante el monitoreo de la 

medición de auto-agregación celular a cada tiempo señalado se tomó una alícuota de la 

parte superior y la absorbancia fue medida a 600 nm. La propiedad fisicoquímica de auto-

agregación de las cepas de Lactobacillus fue calculada de acuerdo a la siguiente fórmula 

matemática: 

 

 

 

Auto − agregación % =  
Abs inicial –  Abs final

Abs  inicial
x 100 

 

 

*Ensayos realizados por duplicado en donde la Abs inicial es el valor de densidad óptica de 

0.7 y la Abs final como el valor obtenido después de las 2 y 5 horas de incubación. 

 

7.5 Cultivo de las células epiteliales de intestino humano HT-29, Caco-2. 

 

Un modelo experimental in vitro con células epiteliales HT-29 y CaCo-2 fue utilizada en 

este trabajo. Las células HT-29 (ATCC HTB-38) y CaCo-2 (ATCC HTB-37) fueron 

obtenidas por donación del Dr. Carlos Eslava Campos del Laboratorio de Patogenicidad 

Bacteriana del Hospital Infantil de México Federico Gómez. La línea celular HT-29 es una 

línea tumoral humana derivada de adenocarcinoma de colón humano, con capacidad de 

diferenciación in vitro hacia un fenotipo de secreción de moco con características de células 
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adherentes.  Así mismo, la línea celular Caco-2 son células de morfología heterogéneas de 

adenocarcinoma de colón epitelial humano, la cual es la más utilizada para la evaluación de 

la permeabilidad gastrointestinal in vitro, también como células adherentes, pero no 

productoras de moco (Figura 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Imágenes de referencia de las líneas celulares epiteliales de colon humano de 

https://www.atcc.org, donde se muestran las líneas celulares recién sembradas y cuando 

alcanzan su máxima confluencia. 

 

Ambas líneas célulares fueron crecidas en medio de Dulbeccco Modificado Eagle´s 

(DMEM, Gibco) suplementado con 10% de (v/v) de suero fetal bovino (SFB) inactivado 

por calor (30 minutos, 56 °C), penicilina / streptomicina (1X) a 37°C en atmosfera de CO2 

al 5%; en cajas de cultivo de 25 cm2 a una concentración de 500,000 células/ml. Así 

HT-29 

(ATCC HTB-38) 

Caco-2 

(ATCC HTB-37) 

Confluencia   

> 90% 

Confluencia   

100 % 

https://www.atcc.org/
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también, las células fueron mantenidas hasta su confluencia del 75% al 80% durante 7 a 8 

días con cambios de medio cada tercer día. 

7.6 Ensayo de Adherencia de Lactobacillus a células epiteliales de intestino CaCo-2, 

HT-29  

Para los ensayos de adherencia, las células HT-29 y Caco-2 mantenidas en cultivo con 80% 

de confluencia fueron desprendidas mediante tratamiento con 1 ml de tripsina- EDTA 

(Gibco) al 0.25% durante 10 minutos.  

Posteriormente, el desprendimiento de la monocapa fue observado en microscopio 

invertido CK40 (Olympus) y las células desprendidas fueron concentradas en tubo de 

polipropileno, conteniendo 5 ml de medio DMEN/10%/antibiotico para neutralizar la 

tripsina.   

 

Las células fueron centrifugados a 1500 rpm/ 5 minutos (Centrifuga Universal 32 R, 

Hettich Zentrifugan). El paquete celular fue lavado dos veces con solución de PBS pH=7.2, 

las cuales fueron resuspendidas en 2 ml de PBS para su conteo en cámara de Neuvauver, 

así como la determinación de viabilidad por método de exclusión con azul de tripano al 0.4 

% (Gibco). Una vez cuantificadas las células, estas fueron ajustadas a 1x 105 células/ml y 

colocadas en placas de 24 pozos conteniendo cubreobjetos circulares de 12 mm de 

diámetro.  

 Las placas fueron incubadas durante 2 horas para permitir la adherencia de las células a los 

cubreobjetos, en seguida fueron lavados con medio tibio y mantenidas en cultivo por 7 días 

más en atmosfera de CO2, 5 % Una vez obtenidas las monocapas de células epiteliales HT-

29 y CaCo-2, en las condiciones ya señaladas se llevó a cabo la interacción con las cepas de 

Lactobacillus de cultivo fresco obtenido de 24 horas.  

 

Estas cepas fueron centrifugadas a 5000rpm/ 5 minutos a temperatura ambiente en medio 

de DMEN a una concentración de 108 UFC/ml (OD 600=1) sin antibiótico. Una relación de 
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500:1 (Lactobacillus: células) fue adicionada de cada una de las cepas en muestras por 

duplicado. Las placas fueron incubadas durante 2 horas a 37°C en atmosfera de CO2 al 5%.  

Todo lo anterior como es indicado en la  (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Preparación de las células epiteliales HT-29 y CaCo-2 para los ensayos de 

adherencia sobre cubreobjetos circulares de 12 mm de diámetro dentro de placas de 

cultivo de 24 pozos. 
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Después de esta incubación los pozos de las placas fueron suavemente lavados cuatro veces 

con 400µl de solución de PBS tibio para remover las bacterias lácticas no adheridas. Las 

células fueron fijadas con metanol al 70% (Merck) durante 10 minutos a temperatura 

ambiente, en seguida fue adicionado una solución de colorante de Giemsa (Merck) diluido 

1:20, incubándose durante 20 minutos a temperatura ambiente.  

 

Posteriormente, las placas fueron lavadas con agua destilada hasta la eliminación del 

colorante y los cubreobjetos conteniendo la interacción de las células epiteliales con las 

bacterias lácticas fueron retirados de las placas. Así mismo, los cubreobjetos fueron secados 

al aire; las preparaciones se montaron sobre un portaobjetos utilizando resina Entellan 

(Merck).  

 

El porcentaje de adherencia fue expresado de acuerdo a la siguiente expresión matemática: 

 

% de adhesión =
número de bacterias adheridas

total de bacterias adicionadas
x 100 

 

 

7.7 Interferencia de la adherencia de cepas patógenas indicador a células HT-29 y 

CaCo-2 por cepas de Lactobacillus. 

 

Los cultivos de bacterias patógenos utilizadas en este trabajo fueron crecidas en caldo BHI 

durante 18 horas previó al ensayo de adhesión. Las bacterias patógenas E. coli (ATCC 

35218), S. Typhimurium (ATCC 28140) y S. aureus (ATCC 29213) fueron lavadas tres 
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veces con solución de PBS y ajustadas en una relación de 500:1 (Bacteria patógena: 

células) para el análisis de su capacidad de adherencia a las células epiteliales.  

 

El protocolo que se siguió para este ensayo es el mismo que fue aplicado para la 

determinación con las cepas de Lactobacillus. Así mismo, el resultado de adherencia fue 

expresado como porcentaje. 

 

En este ensayo se determinó la capacidad de las cepas de Lactobacillus para inhibir la 

adhesión del patógeno indicador utilizado en este trabajo. Brevemente, las células 

epiteliales humanas HT-29 y CaCo-2 fueron incubadas con las diferentes cepas de 

Lactobacillus viables en una relación de 500:1 (Lactobacillus: células) durante 2 horas a 

37°C en atmosfera de CO2 al 5%. Después de esta incubación las monocapas de células 

epiteliales fueron lavadas suavemente con solución de PBS tibio para eliminar las bacterias 

de Lactobacillus no adheridos. Una suspensión de bacterias patógenas indicador fue 

adicionada también en una relación de 500:1, las placas fueron nuevamente incubadas por 2 

horas.  

Al término de este tiempo de incubación, las placas se lavaron 4 veces con 400µl de PBS 

tibio para la eliminación de las bacterias no patógenas adheridas. El número de bacterias 

adheridas se determinó por conteo de ambas bacterias (Lactobacillus/ patógeno indicador) 

después de tinción con solución colorante de Giemsa, a la par de estos ensayos 

experimentales se prepararon controles de bacterias patógenas indicador sin pre-incubación 

con cepas de Lactobacillus (adherencia Basal, control).  

 

Las diferencias de adherencia antes y después del pre-tratamiento con las cepas de 

Lactobacillus fueron expresadas como porcentaje de la inhibición de adherencia de acuerdo 

a la siguiente fórmula matemática: 
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𝐼𝐴 = (% 𝐵. 𝐴. 𝑒𝑛 𝑎𝑢𝑠𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝐵𝐴𝐿

− % 𝑎𝑑ℎ𝑒𝑠𝑖𝑜𝑛 𝑒𝑛 𝑝𝑟𝑒𝑠𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝐵𝐴𝐿)(100) 

 

 

Donde 

 

IA= Inhibición de la adhesión.  

BA = Bacterias adheridas 

BAL= Bacterias acido lácticas 

*Esta fórmula fue aplicada para cada uno de los patógenos indicadores. 

  

7.8 Ensayo de la actividad antimicrobiana en Sobrenadantes libres de bacterias (SLB). 

Los preparados de SLB fueron obtenidos como se describe en el apartado 7.3 de material y 

métodos. El ensayo de la actividad antimicrobiana se realizó de acuerdo al método de 

difusión en pozo, con algunas modificaciones (Georgieva et al, 2015). Cultivos en fresco 

de las bacterias patógeno indicador fueron crecidas en caldo BHI, las mismas fueron 

ajustadas a una concentración de 0.5 de Mac Farland, las cuales fueron sembradas en placa 

mediante sembrado por isopo en ángulos de 60°C para cada una de las cepas patógenas 

utilizadas en este trabajo, las cuales incluyeron: E. coli (ATCC 35218), S. typhimurium 

(ATCC 28140) y S. aureus (ATCC 29213). Subsecuentemente, después de 3 a 5 minutos se 

realizaron orificios con una punta amarilla de micropipeta Eppendorf de aproximadamente 

6.8 mm de diámetro, en donde fueron colocados 100 µl de del SLB de cada cepa de 

Lactobacillus utilizada en este trabajo. Después de la incubación de las placas por 24 horas 

a 35°C, el diámetro de la zona de inhibición fue medido. A la par se prepararon controles 

positivos (pozos con antibiótico, tetraciclina 30µg/ml, control positivo, y control negativo 

caldo de MRS pH=5.2) 
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Figura 11.  Estrategia experimental para la evaluación de la actividad antimicrobiana de  las 

especies de  Lactobacillus 

 

7.9 Análisis estadístico. 

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado en un total de 3 experimentos.  Así 

mismo, para establecer las diferencias de adherencia en el modelo experimental con células 

epiteliales (HT-29 y Caco-2), interferencia de adherencia y actividad antimicrobiana del 

SLB se aplicó prueba no paramétrica de Wilcoxon, donde las diferencias significativas se 

consideraron a una p < 0.05. 
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8. RESULTADOS 

8.1 Características de hidrofobicidad superficial de cepas probióticas de Lactobacillus. 

Las propiedades fisicoquímicas de superficie celular de cinco cepas de bacterias probióticas 

de Lactobacillus fueron evaluadas por tratamiento frente a solvente no-polares (en este caso 

específico xileno). La determinación de hidrofobicidad superficial en cepas aisladas se ha 

considerada como una pre-prueba predictiva del nivel de adhesión de un probiótico a 

células epiteliales. Los resultados del ensayo de hidrofobicidad superficial se muestran en 

la (Tabla 4).  La hidrofobicidad para las cepas de probióticos de Lactobacillus analizadas 

fue altamente variable, entre 28.8±2.3 % (para L. rhamnosus GG) y 38.5 ± 2.4 (L. 

helveticus IMAU70129). Las cepas L. helveticus IMAU70129 y L. casei IMAU60214 

mostraron hidrofobicidad superficial media (30-50%) mientras que L. rhamnosus GG y L. 

rhamnosus KLDS tuvieron el menor porcentaje de hidrofobicidad, con valores de (28.8% ± 

2.3 y 25.8± 2.4 %) respectivamente, en comparación a lo exhibido por la cepa de L. 

helveticus IMAU70129 que mostro mayor grado de hidrofobicidad (38.5± 3.2). Esta última 

se clasifico como una cepa de media hidrofobicidad 

Tabla 4.  Determinación de la hidrofobicidad superficial de cepas probióticas de 

Lactobacillus. 

Cepa Hidrofobicidad (%) * 
Clasificación de 

hidrofobicidad ** 

L. rhamnosus GG 28.8%± 2.3 Baja (0-29%) 

L. rhamnosus KLDS 25.8± 2.4 Baja (0-29%) 

L. helveticus 

IMAU70129 
38.5 ± 3.2 Media (30-50%) 

L. casei IMAU60214 35.5± 2.1 Media (30- 50%) 

L. casei Shirota 33.5± 2.34 Media (30- 50%) 

*La hidrofobicidad superficial de las células bacterianas fue realizada en muestras por 

triplicado y expresada en porcentaje ± desviación estándar. 

 

** La actividad de hidrofobicidad superficial de las cepas evaluadas se clasificó como alta, 

media y baja según lo propuesto por (Nader, et al, 2008). 
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8.2   Auto-agregación de las cepas probióticas de Lactobacillus. 

 

La propiedad fisicoquímica de auto-agregación de las cepas probióticas de Lactobacillus 

fue analizada en varios tiempos de incubación siendo la mayor agregación observada 

después de 5 horas. La actividad de auto-agregación que mostraron estas cepas fue variable, 

siendo la máxima actividad auto-agregativa observada con la cepa L. casei IMAU60214. 

Por el contrario, las cepas L. rhamnosus GG, L. helveticus IMAU70129 y L. casei Shirota 

mostraron menores porcentajes de auto-agregación respectivamente (Figura 12). Se 

describe que la auto-agregación es referida como las proteínas presentes en el sobrenadante 

del cultivo y las proteínas y lipoproteínas localizadas en la superficie de las células 

bacterianas que están involucradas en la auto-agregación.  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 12. Auto-agregación (%) de Lactobacillus rhamnosus GG, L. rhamnosus 

KLDS, L. helveticus IMAU60129, L casei IMAU60214 a 37°C. La auto-agregación se 

evaluó en muestras por duplicado en tiempos de 2 y 5 horas, las diferencias significativas de las 

medias± desviación estándar fueron observadas después de 5 h en comparación de 3 horas  

*(p< 0.05) Tiempo de auto-agregaciòn (2 vs 5 horas) 

L. rhamnosus GG L. rhamnosus 
KLDS 

L. helveticus 
IMAU70219 

L. casei 
Shirota 

L. casei 
IMAU60214 

* * 

* * 

* 
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8.3   Propiedades de adhesión de las cepas de Lactobacillus en modelo in vitro de 

células epiteliales de HT-29, Caco-2 humanas. 

 La capacidad de adherencia de cinco cepas de Lactobacillus fue analizada in vitro en modelo de 

células epiteliales HT-29 y Caco-2 (Figura 13). Los resultados muestran que cada cepa probiótica 

de Lactobacillus tiene una capacidad variable de adhesión, aun a pesar de que estas bacterias 

pertenecen al mismo grupo de género. En ambas células epiteliales (HT-29, Caco-2) la cepa con 

propiedades más adherentes fue L. casei cepa Shirota con valores de 376±15 células 

bacterianas/100 células, en comparación de L. rhamnosus GG (296±22), L. rhamnosus KLDS 

(247±30), L. helveticus IMAU70129 (320±23), y L, caseí IMAU60214   respectivamente. Ambas 

cepas de L. helveticus IMAU70129 y L. casei IMAU60214 mostraron menor actividad para 

adherirse a las células HT-29 en comparación con las células Caco-2. Por el contrario, es importante 

mencionar que estas bacterias BAL se adhieren en un número menor de bacterias de hasta dos veces 

(125±20) en células HT-29 en comparación de los valores observados en su capacidad de adhesión 

en las células Caco-2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13.  Adhesión de Lactobacillus a células epiteliales de colon humano HT-29,   Caco-2. 

La capacidad de adhesión de diferentes cepas de bacterias ácido láctico fue evaluada en monocapas 

de células Caco-2 después de 2 horas de incubación. Las barras de error (desviación estándar (DS) 

de tres experimentos independientes son mostrados. * p < 0.05 comparado entre HT-29 y Caco-2. 

 

* 

* 

* 

* 

* 
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   a)  L. rhamnosus GG 

 

 

  b)  L. rhamnosus KLDS    c) L helveticus IMAU70219 

     

 d)  L. casei Shirota 

 

e)   L. casei IMAU60214 

 

f)   Células HT-29 

  

 

 

  

 

Figura 14. Adherencia de 5 aislados de Lactobacillus sobre monocapas de células epiteliales 

HT-29 a) L. rhamnosus GG, b) L. rhamnosus KLDS, c) L. helveticus IMAU70129 d) L. casei 

Shirota e) L. casei IMAU60214 f) células HT-29. Las flechas rojas indican los Lactobacillus 

adheridos a las células, observados por microscopía de luz después de tinción de Giemsa, 
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 a) L. rhamnosus GG            b)  L. rhamnosus KLDS            c)  L. helveticus IMAU70129                       

 

d) L. casei Shirota             e)     L. casei IMAU60214                   f)      Células  Caco-2                                

  

 

Figura 15. Adherencia de Lactobacillus sobre monocapas de las células epiteliales Caco-2. a) L. 

rhamnosus GG, b) L. rhamnosus KLDS, c) L. helveticus IMAU70129 d) L. casei Shirota e) L. casei 

IMAU602142, f) Caco-2. Las flechas indican los lactobacillus adheridos, observados a microscopía 

de luz después de tinción de Giemsa.  
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8.4 Inhibición de la adherencia de cepas patógenas sobre células epiteliales HT-29 y 

Caco-2 por aislados de Lactobacillus 

Las propiedades de diferentes especies de Lactobacillus para prevenir la adherencia de 

cepas patógenos como es Escherichia coli, (ATCC 35218), Salmonella typhimurium 

(ATCC 14028) y Staphylococcus aureus (ATCC 29213) fue evaluado por el método de 

exclusión. Primeramente, en la (Figura 16) se muestran los porcentajes de inhibición  

obtenidos sobre la adherencia a Escherichia coli, (ATCC 35218) tanto en células epiteliales 

HT-29 y Caco-2, donde el pre-tratamiento con L. rhamnosus KLDS exhibe efectos 

beneficos altamente positivos al reducir en más del 40% la adherencia de esta bacteria en 

comparación al tratamiento con las otras especies de Lactobacillus, estos últimos  

porcentajes de inhibición oscilaron entre (40±3-5, 37±3.2, 42±2-4, 35±3-5) para L. 

rhamnosus GG, L. helveticus IMAU70129, L. casei Shirota y L, casei IMAU60214 

respectivamente. En un mismo comportamiento pero en menor grado se observó este efecto 

en las células Caco-2 (Figura 16).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Inhibición de la adherencia de Lactobacillus vs E. coli, en células HT-29 y 

Caco-2.  Efecto inhibitorio de la adhesión de la cepa patógena E. coli vs diferentes cepas ácido 

lácticas, se evaluó en monocapas de células Caco-2 y HT-29. Las barras de error (desviación 

estándar (DS)) de tres experimentos independientes. * p < 0.05 comparado entre Caco-2 y HT-29. 

Estos resultados se calcularon mediante la fórmula:  

𝐼𝐴 = (% 𝐵. 𝐴. 𝑒𝑛 𝑎𝑢𝑠𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝐵𝐴𝐿 − % 𝑎𝑑ℎ𝑒𝑠𝑖𝑜𝑛 𝑒𝑛 𝑝𝑟𝑒𝑠𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝐵𝐴𝐿)(100) 

* 

* * 
* 

* 
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Así mismo, como se muestra en la (Figura 17), el efecto sobre la inhibición de adherencia 

contra S. Typhimirium fue observada con todas las cepas de Lactobacillus analizadas, sin 

embargo, estos porcentajes fueron variables entre los Lactobacillus. Altos porcentajes de 

inhibición fueron observados bajo pre-tratamiento con la cepa de L.  rhamnosus KLSD en 

comparación a las otras cepas de Lactobacillus (55%) vs L casei IMAU60214 (26.93 %). 

 

Figura 17. Inhibición de la adherencia de Lactobacillus vs S. typhimurium, en células 

HT-29 y Caco-2. Efecto inhibitorio de la adhesión de la cepa patógena S. typhimurium vs 

diferentes cepas ácido lácticas, se evaluó en monocapas de células Caco-2 y HT-29. Las barras de 

error (desviación estándar (DS)) de tres experimentos independientes. * p < 0.05 comparado entre 

Lactobacillus. ** p < 0.05 en comparación a la línea celular HT-29 vs Caco-2   

Estos resultados se calcularon mediante la fórmula:  

 

𝐼𝐴 = (% 𝐵. 𝐴. 𝑒𝑛 𝑎𝑢𝑠𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝐵𝐴𝐿 − % 𝑎𝑑ℎ𝑒𝑠𝑖𝑜𝑛 𝑒𝑛 𝑝𝑟𝑒𝑠𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝐵𝐴𝐿)(100) 

 



46 
 

Con respecto al efecto inhibitorio sobre la adherencia de bacteria Gram positiva tal es el caso de S. 

aureus, los resultados mostraron que también L. rhamnosus KLDS produce un porcentaje mejor de 

inhibición (Figura 18), comparado a las otras especies de Lactobacillus. Además es importante 

mencionar que el efectos son en menor nivel de porcentaje a los observados para patógenas Gram 

negativos como E, coli y S. Typhimuirum., 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Inhibición de la adherencia de Lactobacillus vs S. aureus, en células HT-29 

y CaCo-2. Efecto inhibitorio de la adhesión de la cepa patógena S. aureus vs diferentes cepas 

ácido lácticas, se evaluó en monocapas de células Caco-2 y HT-29. Las barras de error (desviación 

estándar (DS)) de tres experimentos independientes. * p < 0.05 comparado entre especies de 

Lactobacillus. Estos resultados se calcularon mediante la fórmula:  

 

𝐼𝐴 = (% 𝐵. 𝐴. 𝑒𝑛 𝑎𝑢𝑠𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝐵𝐴𝐿 − % 𝑎𝑑ℎ𝑒𝑠𝑖𝑜𝑛 𝑒𝑛 𝑝𝑟𝑒𝑠𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝐵𝐴𝐿)(100) 

 

 

* 

*
*
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8.5 Actividad antimicrobiana de los sobrenadantes libres de células bacterias (SLB) de 

Lactobacillus sobre el crecimiento de cepas patógenas indicadoras.  

 

Cinco cepas de Lactobacillus fueron evaluadas en su actividad antibacteriana contra cepas 

indicadoras, las cuales incluyeron dos cepas de bacterias Gram negativas Escherichia coli, 

(ATCC 35218), Salmonella typhimurium (ATCC 14028) y una cepa Gram positiva 

Staphylococcus aureus (ATCC 29213) usando el método de difusión en pozo. La 

evaluación de actividad antimicrobiana de SLB se muestra en la Tabla 5.  Los resultados 

muestran que todos los SLB fueron gradualmente efectivos para interferir en el crecimiento 

microbiano; sin embargo, la cepa de L. casei cepa Shirota produjo el efecto más potencial 

contra los patógenos evaluados demostrado por los diámetros de inhibición del crecimiento. 

Así mismo, L. rhamnosus GG mostró buena actividad en comparación con las otras cepas 

(L. rhamnosus KLDS, L. helveticus IMAU70129, y L. casei IMAU60214) respectivamente. 

Tabla 5. Actividad antimicrobiana de sobrenadantes libres de células (SLB) producidos por 

diferentes Lactobacillus en contra de diferentes cepas patógenas realizado por el método de 

difusión en pozos de agar. 

 

SLBs 

                                             Zona de Inhibición 

(mm±DS) 

 

E. coli 

ATCC  35218 

Salmonella 

Typhimurium 

ATCC 14028 

Staphylococcus  

aureus 

ATCC 29213 

L rhamnosus GG 10± 0.35 10±0.33 10±0.42 

 

L, rhamnosus KLDS 8± 0.3 10± 0.24 9±0.43 

L. helveticus 

IMAU70219 
9±0.34 10±0.33 10±0.55 

L. casei Shirota 14±0.45 12±0.45 10±.0.5 

L. casei 

IMAU60214 
15±0.35 14±0.23 15±0.3 

Control Positivo 16± 0.53 16±0.4 15±0.55 

 

   Control Positivo: Tretraciclina 30µg/ml, Control Negativo: Medio de cultivo solo MRS. 
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9. DISCUSIÓN 

 

La interacción de los componentes inmunitarios del hospedero con la microbiota intestinal 

es una importante vía a la homeostasis de la mucosa intestinal e influye positivamente en 

salud del hospedero (Thaiss, CA., et, al. 2016). En una mucosa intestinal sana se ha 

descrito que la respuesta inflamatoria producida es una “inflamación llamada fisiológica” 

debido a la presencia de varios linfocitos efectores, que localmente responden al daño 

inducido por los antígenos al entran en contacto con la mucosa intestinal, pero que a la vez 

regulan su respuesta por su interacción con la microbiota intestinal (Okumura, R., et, al. 

2018). Así mismo, las interrupciones de estas interacciones (microbio-hospedero) pueden 

resultar en un desbalance microbiano que puede llevar a desordenes inflamatorios del tracto 

gastrointestinal como IBD o en su caso gastroenteritis causada por infecciones con 

patógenos entéricos (Salim, SY., et, al. 2010).   

En este contexto, en años recientes se ha generado un gran interés, por evaluar los 

mecanismos de la microbiota hacia la modulación del sistema inmune del intestino a través 

de la introducción de microorganismos benéficos tal es el caso de bacterias probióticas. Las 

bacterias probióticas actúan terapéuticamente por desplazamiento de la bacteria patógena 

con un potencial benéfico al hospedero, sin embargo, está reportado que estos efectos 

benéficos son dependientes de la bacteria probiótica (cepa, especie específica, aún dentro 

del mismo género); es decir no se pueden generalizar las propiedades funcionales a todas 

las cepas probióticas descritas en la literatura. Así también, es muy importante la selección 

de la cepa probiótica de acuerdo al blanco específico de enfermedad del hospedero. La cepa 

de Lactobacillus rhamnosus LGG aislada de la microbiota indígena del tracto 

gastrointestinal del hospedero ha sido extensamente estudiada siendo una de las principales 

cepas probióticas, la cual está considerada como un agente terapéutico efectivo contra 

algunas infecciones asociadas al intestino, así como en desordenes inflamatorios, sin 

embargo la comunidad científica se ha encaminada a la búsqueda de otras bacterias con 

acciones probióticas de acciones benéficas no solo a nivel intestinal sino también como 

alimentos funcionales (Capurso, L., et, al. 2019).  
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En la presente tesis se evaluaron las propiedades probióticas potenciales de cinco cepas de 

Lactobacillus aisladas de leches fermentadas contenidas en productos comerciales 

fermentadas, dos de ellas utilizadas como comparativo a cepas de referencia (L. rhamnosus 

GG, L. casei  Shirota) tres nuevas cepas poco estudiadas como (L. rhamnosus KLDS, L. 

helveticus IMAU70129 y  L. casei IMAU60214), las cuales se analizaron  mediante el 

estudio in vitro de sus características de hidrofobicidad, autoa-gregaciòn, adhesión y sus 

efectos funcionales como su capacidad para antagonizar a la adhesión de patógenos 

entéricos sobre modelos muy utilizados de células epiteliales HT-29, Caco-2.  

En los ensayos de sus propiedades de hidrofobicidad evaluada por el tratamiento con 

Xileno, las cepas mostraron similitudes en los rangos de hidrofobicidad entre ellas (30-

40%). Los valores de hidrofobicidad de las cepas analizadas fueron muy similares a las 

reportadas por otros estudios. De acuerdo a los porcentajes de hidrofobicidad, esta 

propiedad de la superficie podría considerarse como de hidrofobicidad moderada ya que  

los  rangos de cepas de moderada hidrofobicidad estan entre (30-50%) a diferencia de 

hidrofobicidad baja (10-25%) o alta hidrofobicidad (50-90%). Las características de 

hidrofobicidad de una cepa probiótica es parte importante de inferencia de su acción 

probiótica, esta característica fisicoquímica de la hidrofobicidad de su superficie celular ha 

sido implicada en las propiedades de la adhesión de la bacteria a los tejidos del hospedero, 

la cual le puede conferir una ventaja competitiva muy importante para mantener la 

homeostasis en tracto gastrointestinal del hospedero. La examinación de la hidrofobicidad 

con solventes no polares por ejemplo n-hexadecano, xileno y tolueno puede dar una 

estimación de una capacidad de una cepa para adherirse a las células epiteliales, siendo una 

pre-prueba del nivel de adhesión de un probiótico a las células epiteliales.  

(De souza, BMS., et al, 2019) han sustentado que la hidrofobicidad es una de las 

características fisicoquímicas, que median el primer contacto entre la cepa probiótica con 

las células del hospedero. Los autores reportan que las bacterias con alta o mediana 

hidrofobicidad (30 a 68,81%) tienen mayor potencial a unirse con células de la mucosa 

intestinal, los autores además citan a L. fermentums como una de estas cepas (Aziz, K., et, 

al. 2019). En la presente tesis, los resultados en los porcentajes de hidrofobicidad de las 

nuevas cepas en estudio: L. rhamnosus KLDS, L. helveticus IMAU70129 y L. casei 
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IMAU60214 demuestran una buena hidrofobicidad sugiriendo la probabilidad de adhesión 

a las células epiteliales.  

Esta reconocido que los microorganismos tienen componentes hidrofóbicos sobre su 

superficie tal es caso de proteínas, polisacáridos, ácido lipoteicoicos (bacterias gram 

positivas), los cuales son capaces de unirse de forma covalentemente a superficie del 

epitelio intestinal. Reportes previos han documentado que la capacidad de las cepas LAB 

para unirse con fuentes de hidrocarbono es causada por uniones de enlaces covalentes. Así 

también, los residuos hidrofóbicos contribuyen a la adhesión entre las cepas probióticas y 

las células epiteliales intestinales para reconocer residuos de carbohidratos similares a 

galactosa, fucosa, manosa de glicolípidos y glicoproteínas presentes sobre las superficies 

celulares (Valdillo-Rodríguez, V., et al, 2004). En concordancia, con el presente estudio se 

menciona que el grado de hidrofobicidad de las cepas de Lactobacillus es mayor al de otros 

Lactococci (Collado, MC., et al, 2007).  Asimismo, el nivel de hidrofobicidad tiene un 

importante papel en la industria de los alimentos ya que esta propiedad asociada a un 

cultivo o como co-cultivo en productos fermentados favorece la alta afinidad a la grasa de 

la leche, además proporciona aroma y favorece la estabilidad de emulsiones. 

Otro resultado importante de esta tesis su capacidad de auto-agregación que también es un 

tamizaje para sugerir las probabilidades de adhesión de una cepa probiótica a células 

epiteliales intestinales contrario a la co-agregación que se refiere a la interacción con los 

patógenos la cual está más relacionada a los mecanismos antagonistas, siendo importante 

como efecto preventivo a la adhesión de patógenos en el tracto gastrointestinal (Kimoto, 

H., et al, 1999).  

Los factores que promueven la salud por prevención de la adhesión de patógenos al epitelio 

incluyen la presencia física del probiótico, así como su función en la inmumodulación del 

sistema inmune (Tuson, HH., et al, 2013). Los porcentajes de auto-agregación de las cepas 

en estudio mostraron dependencia del tiempo ya que los porcentajes mayores se obtuvieron 

después de 5 horas. La cepa probiótica de L. casei IMAU60214 mostro los porcentajes 

mayores de auto-agregación en comparación a las otras cepas (L. rhamnosus KLDS y L. 

helveticus IMAU70129), sugiriendo que estas cepas podrían presentar una mejor 

adherencia al epitelio intestinal.  
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Al respecto diferentes estudios han discutido que la auto-agregación junto con la 

hidrofobicidad puede resultar en una apropiada capacidad de adherencia y colonización 

sobre el epitelio intestinal (Chen, S., et al, 2019 y Singh, VP., et al, 2013), En contraste, la 

propiedad de co-agregación entre pares de microorganismos se considera altamente 

específica, la cual es más relacionada a la fuerza de adhesión a una célula complementaria 

mediado por la interacción de un receptor disacárido presente en otra célula (Suez, J., et al, 

2019 y Del Re, B., et al, 2000). Adicionado a lo anterior, se ha sugerido que porcentajes 

bajos de co-agregación con distintos patógenos podrían tener una contribución  importante 

en la inhibición de bio-film así como en la eliminación de los patógenos en el tracto 

gastrointestinal del hospedero. Estudios recientes por (Armas, F., et al, 2017) han 

reportado que la cepa por ejemplo L. Lactis LMG 7930 se caracteriza por presentar bajos 

valores de auto-agregación junto con baja co-agregación para la mayoría de patógenos en 

interacción sugiriendo propiedades específicas asociadas a esta cepa. En este mismo 

contexto, otras investigaciones reportan que después del análisis de  22 cepas del género de  

Lactobacillus, las propiedades como  la auto-agregación, hidrofobicidad y también la co-

agregación sobre  la selección de cepas potenciales probióticas de Lactobacillus podrían ser 

utilizadas al tamizaje selectivo, sin embargo tanto  la auto-agregación y la  hidrofobicidad 

no siempre correlacionan con la habilidad de capacidad de adherencia de cepas probióticas 

al epitelio; por lo que se tienen que tamizar otras características de evaluación entre ellas, 

su capacidad de adherencia al epitelio intestinal  sustentados en modelos in vitro con 

diferentes líneas celulares de epitelial intestinal (Tuo, Y., et al, 2013). 

Por consiguiente, en esta tesis, también analizamos la capacidad de adherencia a células 

epiteliales HT-29 y células Caco-2. Los resultados obtenidos demuestran porcentajes de 

adherencia muy similares a las cepas de referencia utilizadas en este estudio. Sin embargo, 

se observaron diferencias significativas en los porcentajes de adherencia entre los dos 

modelos de células epiteliales. Las cepas de Lactobacillus presentaron mayor capacidad de 

adherirse a las células epiteliales productoras de moco HT-29 con respecto a enterocitos 

maduros Caco-2; estas diferencias posiblemente se puedan atribuir a la presencia de mucina 

en las células HT-29 la cual podría favorecer con la adhesión de estas cepas a diferencia de 

las células Caco-2 que no son productoras de moco. Información previa ha documentado 

que la adherencia puede variar según los sustratos, por ejemplo, poliestireno, presencia de 
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enzimas como colágena, mucina y es característico también de cada cepa, especie-

específica. Diferentes trabajos también han reportado diferencias en los patrones de 

adherencia de acuerdo a condiciones de la cepa probiótica, condiciones de concentración 

bacteria: célula epitelial, así como formas viables o no viables de las cepas probióticas 

asociado también al origen de la línea celular empleada (polarizadas o no polarizadas, Hela, 

Hep-2). Es innegable que la adherencia es una fase inicial de contacto temprano entre la 

bacteria probiótica y constituyentes celulares del epitelio intestinal, la propiedad de 

adhesion constituye un proceso complejo que involucra el contacto temprano entre la cepa 

probiótica y el moco, complicando la interacción en un rango amplio de interacciones de 

fuerzas electrostáticas, fuerzas de Van der Walls y otras varias interacciones de rango corto. 

La característica de adhesión de una cepa probiótica tiene ventajas similares a la 

estimulación de crecimiento bacteriano ya que las bacterias adheridas pueden favorecer la 

producción de una matriz de bio-film consistente de proteínas extracelulares DNA, 

polisacáridos, los cuales ejercen acciones protectores. Así mismo la producción de 

exopolisacáridos extracelulares (EPS) secretados por las células bacterianas probióticas 

favorece la resistencia a la bacteria probiótica evitando su daño por acción de proteasas 

enzimáticas y antibióticos.  

Los datos sobre los porcentajes de adherencia de las cepas estudiadas demuestran 

porcentajes muy similares a los reportados por otros autores con otras cepas probióticas de 

Lactobacillus como L. rhamnosus KLDS (Konieczna, C., et al, 2018). Aunado a la 

importancia de la adherencia de las cepas probióticas como un criterio importante de 

selección de la cepa probiótica “ideal” también es necesario conocer sus propiedades 

funcionales. Distintos trabajos han reportado que varios grupos de cepas probióticas pueden 

proteger en contra de la infección por patógenos especialmente a través de efectos anti-

adhesión sobre los patógenos (Reid, G., et al, 2002). En esta tesis esta actividad de anti-

adhesion fue analizado contra varias cepas patógenas indicadoras, dos bacterias gram 

negativas como E. coli, (ATCC 35218), Salmonella typhimurium (ATCC 12840) así como 

una bacteria gram positiva Staphylococcus aureus (ATCC 23219). Los resultados 

demuestran que la mayoría de ellas tienen efecto anti-adherente por desplazamiento en 

contra de los patógenos, los efectos de inhibición de la adherencia que se obtuvieron en 

rangos de 30 a 35 % de inhibición de los patógenos, por ejemplo, el grado de reducción a 
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Escherichia coli fue del 35%, el cual es similar a lo reportado por estudios previos de Falah 

(Alizadeh, B., et al, 2019), otros autores observan los mismos rangos de reducción de E. 

coli en células Caco-2 (García-Ruiz, A., et al, 2012). Resultados similares han sido 

reportados a otros patógenos como Salmonella Typhimurun; en la inhibición de adherencia 

con cepas de la especie L. paracaseí (Lim, SM., et al, 2012). 

Por otra parte, también la funcionalidad de las cepas probióticas se sostiene en la habilidad 

de estas cepas para antagonizar con los diferentes patógenos principalmente por dos 

mecanismos: 1) Actividades antimicrobianas moduladas por la secreción de diferentes 

moléculas derivadas del metabolismo de estas bacterias que pueden tener una actividad 

anti-microbiana al inhibir el crecimiento de bacterias patógenas. 2) Actividades con efectos 

inmunoestimulantes o inmunomoduladores sobre el sistema inmune del hospedero.  

Al respecto del primer mecanismo, también se demostraron actividades anti-microbianas 

para los patógenos seleccionados. Esta actividad fue evidenciada por los halos de inhibición 

observados con los sobrenadantes libres de células de bacterias probióticas para cada una 

de las cepas estudiadas, los diámetros de los halos de inhibición oscilaron entre 10.5 a 20.5 

mm de diámetro representando una actividad antimicrobiana moderada contra los tres. 

Todas las bacterias probióticas mostraron rangos de inhibición, pero es notorio mencionar 

que los halos de mayor diámetro fueron con L. casei IMAU60214 y L. helveticus 

IMAU70129.  Estudios previos de cepas de Lactobacillus han mostrado un rango variable 

de resultados desde la ausencia de actividad anti-microbiana hasta una fuerte actividad anti-

microbiana, por ejemplo L. reuteri derivado de humano tiene una  moderada inhibición a 

diversos microorganismos patógenos entérico E. coli (con zonas de inhibición de 7 a 10 

mm de diametro), Por el contario, L. delbeueki subespecie bulgaris ejerce una sustancial 

inhibición (zonas de inhibición de 21.1 mm de diametro) contra E. coli (Thangavel, G., et 

al, 2019). Así mismo, L. plantarum B7 aislados de pacientes dispépticos inhibe 

moderadamente el crecimiento de Helicobacter pylori (zonas de inhibición de 11 a 13 mm) 

siendo dosis-dependiente (Sunanliganon, C., et al, 2012).  

Los resultados del presente trabajo en este punto son alentadores debido a que la mayoría 

de estas cepas exhibieron actividad antagónica contra las patógenos entéricos, aún más 

contra S. aureus un patógeno asociado a infecciones por alimentos contaminados. Las 
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explicaciones de estos efectos de inhibición observados se podrían sugerir a componentes 

ácidos ya que no realizamos tratamientos enzimáticos como tripsina o purificaciones de 

componentes de pared celular de estas bacterias. Estos componentes ácidos incluyen 

obviamente a la producción de ácido láctico, ácido acético, peróxido de hidrogeno, etanol, 

diacetil, acetaldehído, acetoina, reuterina, reutericiclina y bacteriocinas entre otras. Sin 

embargo es necesario caracterizar en un futuro los componentes responsables de estos 

efectos a nivel molecular para caracterizar las propiedades funcionales de estas cepas 

probioticas 

 

 

En resumen, los resultados de esta tesis sustentan el potencial probiotico de L. rhamnosus 

KLDS, L. helveticus IMAU70219 y L. casei IMAU60214 en comparación a cepas de 

referencia como L. rhamnosus GG así como L. casei Shirota) en sus propiedades de 

hidrofobicidad, auto-agregación, adherencia y su capacidad de adherencia a células del 

epitelio intestinal tanto HT-29 como células Caco-2 con actividades antimicrobianas 

significativas a través de mecanismos de exclusión al inhibir la adhesión de patógenos 

entéricos, los cuales se integran en la (Figura 19). En donde se muestran parte de las 

importantes acciones biológicas de estas bacterias probióticas al epitelio intestinal basados 

en los resultados de este estudio. 

 

 

 

Finalmente, las propiedades específicas de las bacterias probióticas son relevantes y nos 

orientan a sugerir a este grupo de bacterias del grupo de LCG con efectos potenciales 

importantes a la homeostasis del epitelio intestinal. 
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Figura 19.  Efectos reguladores de cepas probióticas de bacterias lácticas en el epitelio 

intestinal. Las bacterias lácticas como L. rhamnosus GG, L. rhamnosus KLDS, L. helveticus 

IMAU70129, L. casei IMAU60214 y L. casei Shirota se adhieren al epitelio intestinal e interfieren 

con la adhesión de patógenos gram positivos (S. aureus) y gram negativos (S. typhimuirim y E. coli) 

por mecanismos de competencia. Esta interferencia conduce a mantener la integridad de mucosa 

intestinal y a la homeostasis del epitelio intestinal. 
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10. CONCLUSIONES 

 

 

1.- Los probióticos de L. rhamnosus KLDS, L. helveticus IMAU70129 y L. casei 

IMAU60214 exhiben propiedades potenciales probióticas en sus características de 

hidrofobicidad de superficie, auto-agregación muy similares a las cepas de referencia L. 

rahmnosus GG y L. casei Shirota. 

 

2.- L. rhamnosus KLDS, L. helveticus IMAU70129 y L. casei IMAU60214, L. rhamnosus 

GG, L. casei Shirota tienen la capacidad de adherirse a las células epiteliales tanto HT-29 

como CaCo-2, considerándose un marcador estándar para sus propiedades funcionales. 

 

3. El análisis potencial de este grupo de bacterias ácido-lácticas en sus propiedades anti-

microbianas tienen la capacidad de interferir con la adhesión in vitro a patógenos 

gastrointestinales, así como exhibir un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de patógenos 

gastrointestinales como E.coli, S. typhimirium y S. aureus.  

 

4. Los criterios de tamizaje evaluados en esta tesis, sustentan que están cepas de 

Lactobacillus podrían ser fuertes candidatos a la prevención y/o control de infecciones. 
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11. PERSPECTIVAS 

 

 

Con base en la información obtenida de la presente tesis, surgen nuevas oportunidades de 

Investigación. 

 

 

❖ Analizar las propiedades funcionales de estas cepas de Lactobacillus como la 

interferencia de adherencia en modelos in vivo. 

 

❖ Evaluar el efecto de los sobrenadantes libres de células (SLC), sobre las condiciones de 

inflamación para definir si sus componentes son capaces de exhibir mecanismos de 

inmunomodulación e inmunoestimulación bajo sistema de modelos de interacción 

trans-wells (célula-epitelial/células inmunes) 

 

❖ Evaluar el papel de estas bacterias ácido-lácticas en células epiteliales bajo estimulación 

de activadores de respuesta inflamatoria a componentes como LPS además de conocer 

si estas bacterias podrían tienen acciones reguladoras sobre la secreción de citocinas 

pro-inflamatorias y anti-inflamatorias en estas células epiteliales. 

 

❖ Caracterizar, molecularmente los componentes responsables de las actividades anti-

adhesión, anti-microbiana de este grupo de bacterias ácido-láctica (Por ejemplo, 

componentes de ácidos grasos de cadena corta, o bacteriocinas) 
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13. ANEXOS 

 

❖ Medios de cultivo para bacterias. 

 

• Medio de cultivo MRS caldo. 

DifcoTM Lactobacillus MRS caldo (1L) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Suspender 70g del polvo en 1L de agua destilada y disolver completamente. Ajustar el pH a 

5.2 posteriormente esterilizar en autoclave a 121ºC por 15 minutos. 

 

 

 

 

 

Proteasa peptona N.3 10.0g 

Extracto de carne 10.0g 

Extracto de levadura 5.0g 

Dextrosa 20.0g 

Polisorbato 80 1.0g 

Citrato de amonio 2.0g 

Acetato de sodio 5.0g 

Sulfato de magnesio 0.1g 

Sulfato de manganeso 0.005g 

Fosfato dipotásico 2.0g 
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• Medio de cultivo BHI caldo (1L). 

 

Infusión de cerebro de ternera 200.0g 

Infusión de corazón 250.0g 

Peptona 10.0g 

Cloruro de sodio 5.0g 

Glucosa 2.0g 

Fosfato disódico 2.5g 

 

Disolver 52g del polvo en 1 litro de agua destilada. Calentar con agitación frecuente y 

llevar a ebullición hasta su disolución total. Distribuir en recipientes apropiados y 

esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121 ºC.  

 

• Medio de cultivo soya-tripticaseina agar. 

 

Cloruro de sodio 10.0g 

Dextrosa 10.0g 

Fosfato dipotásico 5.0g 

Peptona de casina 20.0g 

Peptona de soya 1.0g 

Agar 15.0g 

 

Se rehidrataron 40g del medio en 1 litro de agua destilada para disolver por completo el 

medio. En un matraz se esterilizo el medio por autoclave a 121 ºC por 15 minutos. Posterior 

a esto, se vertió el medio en las cajas Petri (15 mL aproximadamente). 
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❖ Medio para células. 

 

• Medio DMEM (1X) + GlutaMAXTM-I / 5% SFB. 

 

D-Glucosa 4.5g 

Piruvato de sodio 110.0mg 

   

Colocar en tubos Falcon de 50 ml estériles en la campana de flujo laminar.  

 

 

❖ Soluciones. 

 

• Solución Salina Fisiológica (SSF) (1L). 

 

 

Pesar 9g de NaCl y disolver en 1 litro de agua destilada, posteriormente se ajusta el pH a 

7.2 y esterilizar en autoclave a 121 ºC durante 15 minutos. 

 

 

• Buffer de fosfatos (PBS) pH 7.4 (1L). 

 

NaCl 8.0g 

Na2HPO4 1.16g 

KH2PO4 0.2g 

 

 

Pesar 8.0g de NaCl, 1.16g de Na2HPO4 y 0.2g de KH2PO4 para disolverlos en 1 litro de 

agua destilada. Se ajustó el pH a 7.4 con ayuda de un potenciómetro. Después se esterilizo 

en autoclave a 121 ºC por 15 minutos.  

NaCl 9.0g 
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• Tinción de Giemsa. 

 

Giemsa 0.35g 

Metanol 50% 100ml 

Glicerina 50% 100ml 

 

 

Agregar a los 0.35 g de Giemsa, 100ml de metanol y glicerina.  

 

 

• Fijación de las preparaciones. 

 

Se lavan los discos donde se formó la monocapa celular con solución PBS 3 veces. 

Posteriormente se fijan con metanol grado reactivo por 10 minutos y se tiñen con colorante 

de Giemsa con una dilución de 1:20 con agua destilada. Fijamos los discos en un porta 

objetos con ayuda de resina Bálsamo de Canadá. 
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