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RESUMEN






Se tomaron 3 muestras semanales de leche materna de una sola donante durante las
semanas 21 a la 48 de la lactancia. Las ochenta y cuatro muestras obtenidas, se
sembraron en diferentes medios de cultivo con el fin de realizar recuentos bacterianos
tanto de mesdfilos totales (TSA), bacterias &cido lacticas en dos medios (MRS y
ELLIKER), estafilococos (VJ) como de enterobacterias y bacilos gram negativos (EMB).
Los aerobios mesdfilos totales y las bacterias acido lacticas mantuvieron recuentos en
torno a 3 - 4 unidades logaritmicas por mL de leche. Durante las 28 semanas en los
medios TSA, MRS y ELLIKER siguieron la misma tendencia. Las primeras 9 semanas
los niveles de estafilococos se mantuvieron en 2 logaritmos. A partir de ahi los
recuentos fueron disminuyendo, incluso no se detectaron células viables en muchas de
las semanas. En el caso de las enterobacterias solo durante 3 semanas se detectaron
recuentos superiores a 2 logaritmos (semana 2, 5 y 6), después de la semana 18 los
recuentos en placas fueron de cero. De las 582 cepas aisladas, 560 se identificaron
como bacterias gram positivas representando el 96% de la poblacion total y sélo el 3%
(18 cepas) fueron identificadas como gram negativas. El 1% restante (4 cepas)
pertenecian a levaduras. Asi mismo 420 de las cepas bacterianas mostraron
morfologia cocoide (72%) y 158 presentaron una morfologia bacilar (27%). Se estudio
la produccion de sustancias antimicrobianas de las 578 cepas bacterianas aisladas,
mediante ensayos en gota y en pocillos. Las 101 cepas que producian sustancias
inhibidoras de tipo bacteriocina fueron identificadas mediante secuenciacion del ADNr
16S. Los resultados indicaron que este conjunto de cepas pertenecian solo a 3 filos; 84
cepas pertenecian al filo Firmicutes, 14 a Proteobacteria y 3 a Actinobacteria. Se
observaron 5 oOrdenes: Bacillales con 73 cepas, Lactobacillales con 11 cepas,
Micrococcales con 3 cepas, Enterobacterales (11 cepas) y Pseudomonadales (3
cepas). De la misma forma se obtuvieron 10 familias: Staphylococcaceae (47 cepas),
Bacillaceae (22 cepas), Listeriaceae (1 cepa), Paenibacillaceae (3 cepas),
Leuconostocaceae (4 cepas), Enterococcaceae (5 cepas), Micrococcaceae (3 cepas),
Pseudomodanaceae (3 cepas) y Enterobacteriaceae (11 cepas). Se obtuvieron 11
géneros, siendo los mas abundantes: Staphylococcus con el 46% de las bacterias,
Bacillus con 22% vy Enterobacter con 10%, seguido de Enterococcus (5%) y

Leuconostoc (4%). Los géneros menos comunes fueron Streptococcus (2%),



Arthrobacter (3%), Escherichia (1%), Listeria (1%), Paenibacillus (3%) y Pseudomonas
(3%). Posteriormente las cepas fueron caracterizadas funcionalmente y como
parametro principal para la seleccidbn se tomaron cepas que no mostrase actividad
hemolitica ni hidrolitica del ADN, asi como que pudieran al menos crecer en el medio
de bilis esculina, a alta concentracion de sal y bajo pH. De esta seleccidén se obtuvieron
18 cepas como posibles probidticas. Por ultimo teniendo en cuenta los resultados
obtenidos mediante pruebas de PCR para detectar genes de resistencia a antibiético se
seleccionaron 13 cepas que no presentaban genes de resistencia a antimicrobianos.
Las cepas seleccionadas pertenecian a Leuconostoc, Staphylococcus, Enterococcus,

Streptococcus y Bacillus.

Por otro lado se realiz0 un estudio de la diversidad bacteriana mediante
secuenciacion y andlisis de los amplicones de la region variable V3-V4 del gen
ribosémico 16S a partir del ADN extraido de las muestras de leche materna. Los
principales phyla bacterianos detectados en las muestras de leche fueron Firmicutes y
Proteobacteria, seguidos de Actinobacteria y Bacteroidetes. La proporcién de
Firmicutes y Proteobacteria cambid considerablemente dependiendo de la semana de
muestreo. Se detectaron un total de 411 géneros o taxones superiores en el conjunto
de muestras, 63 de los cuales tenian abundancias relativas = 1.0% en al menos una de
las muestras. Los géneros bacterianos mas importantes detectados fueron
Streptococcus, Staphylococcus, Rothia, Veillonella, Pseudomonas, Haemophilus,
Acinetobacter, Paenibacillus, Bacillus, y Cupriavidus ademas de algunos miembros de
la Familia Enterobacteriaceae. ElI género Streptococcus se detectd en todas las
muestras, con abundancias relativas entre 2.0% y 68.8%, siendo ademas el grupo mas
abundante en 14 de las muestras. Carnobacterium y Lactobacillus sin embargo
presentaron abundancias relativas bajas. A nivel de género, la diversidad bacteriana
cambioé considerablemente en algunas semanas concretas dentro del periodo de
tiempo estudiado. Las muestras de aquellas semanas o periodos con la abundancia
relativa mas baja de Streptococcus mostraron composiciones bacterianas mas
diversas, incluyendo géneros pertenecientes a Proteobacteria que estaban muy poco

representados en el resto de las muestras.



SUMMARY






Milk samples were collected from a single mother three times a week during weeks 21
to 28 of the lactating period. The resulting 84 samples were spread-plated on different
culture media in order to determine total viable counts for aerobic mesophiles (TSA),
lactic acid bacteria (MRS and ELLIKER agars), staphylococci (VJ agar), enterobacteria
and other gram-negative bacilli (EMB). Viable counts for total aerobic mesophiles and
lactic acid bacteria remained between 3 and 4 log units per mL of milk. Counts obtained
on TSA, MRS and ELLIKER agars followed similar trends during the 28 weeks. Counts
of staphylococci remained around two log units for the first 9 weeks and then decreased
(becoming undetectable at some weeks). Viable counts of enterobacteria only were
above 2 log units for weeks 2, 5 and 6. No viable enterobacteria were detected after
week 18. Among the collection of 582 isolates obtained from the plating media, 560
(96%) were gram positive bacteria and only 18 (3%) were gram negatives. The
ramaining 1% (4 isolates) were yeasts. 420 (72%) of the bacterial isolates were cocci,
and 158 (27%) were bacilli. Production of antimicrobial substances by the 578 bacterial
isolates was determined by the spot-on-a lawn test. Production in liquid media was
tested by the agar well diffusion method. The selected 101 bacterial strains producing
bacteriocin-like substances were identified by sequence analysis of the 16S rRNA gene.
The results indicated that the 101 strains could be assigned to the following taxonomic
categories, e.g., 3 phyla: Firmicutes (84 strains), Proteobacteria (14) and Actinobacteria
(3); 5 orders: Bacillales (73), Lactobacillales (11), Micrococcales (3), Enterobacterales
(11) and Pseudomonadales (3); and 10 families: Staphylococcaceae (47), Bacillaceae
(22), Listeriaceae (1), Paenibacillaceae (3), Leuconostocaceae (4), Enterococcaceae
(5), Micrococcaceae (3), Pseudomodanaceae (3) and Enterobacteriaceae (11). The
identified strains belonged to a total of 11 genera, the most abundant being
Staphylococcus (46% of the strains), Bacillus (22%) and Enterobacter (10%), followed
by Enterococcus (5%) and Leuconostoc (4%). Other less frequent genera found were
Streptococcus (2%), Arthrobacter (3%), Escherichia (1%), Listeria (1%), Paenibacillus
(3%) and Pseudomonas (3%). Further functional characterization of the strains was
carried out aimed at selecting strains lacking haemolytic and DNAse activities, and
being able to grow on media containing bile-aesculin, a high salt concentration, and

having low pH. Accordingly, 18 of the strains were selected as candidates to further



study their probiotic potential. Among them, after analysis of the results on PCR
amplification of antimicrobial resistance genes, the resulting 13 strains lacking
antimicrobial resistance genes were finally selected. The selected strains belonged to
the following genera: Leuconostoc, Staphylococcus, Enterococcus, Streptococcus y

Bacillus.

Bacterial diversity of the milk samples was studied by amplicon sequencing
analysis of the V3-V4 variable region of the 16S rRNA gene. Firmicutes and
Proteobacteria were the main phyla detected in the milk samples, followed by
Actinobacteria and Bacteroidetes. The proportion of Firmicutes to Proteobacteria
changed considerably depending on the sampling week. A total of 411 genera or higher
taxons were detected in the set of samples, 63 of which had relative abundances of =
1.0% in at least one of the samples. The most important bacterial genera detected were
Streptococcus, Staphylococcus, Rothia, Veillonella, Pseudomonas, Haemophilus,
Acinetobacter, Paenibacillus, Bacillus, Cupriavidus and members of F.
Enterobacteriaceae. Genus Streptococcus was detected in all the samples, at relative
abundances between 2.0% and 68.8%, and it was the most abundant group in 14 of the
samples. Carnobacterium and Lactobacillus had low relative abundances. At genus
level, bacterial diversity changed considerably at certain weeks within the studied
period. The weeks or periods with lowest relative abundance of Streptococcus had
more diverse bacterial compositions including genera belonging to Proteobacteria that

were poorly represented in the rest of samples.



INTRODUCCION



10



1.1 LECHE MATERNA

La leche materna es un biofluido extremadamente complejo y altamente variable
gue ha evolucionado a lo largo de milenios para asi poder nutrir a los bebés y
protegerlos de enfermedades mientras su propio sistema inmunolégico madura. La
composicion de la leche materna humana cambia en respuesta a muchos factores,
gue se ajustan a las necesidades del bebé segun su edad y otras caracteristicas
(Fujita et al., 2012; Michaelsen et al., 1990). Por lo tanto, se cree que la
composicion de la leche materna esta especificamente adaptada en cada madre
para asi poder cubrir con precision los requisitos de su bebé (Rockville, 2011).

La leche materna es un alimento especifico de cada especie que suple las
necesidades nutricionales de los bebés en su proceso de crecimiento, ademas de
preparar su sistema inmunolégico y de brindarles proteccion frente a los
patdogenos (Gomez-Gallego et al., 2016; Fernandez et al., 2013). Este fluido
biologico le proporciona al bebé hasta los seis meses de vida todas sus
necesidades nutricionales y complementa su alimentacion en los siguientes meses
del desarrollo infantil (OMS, 2003). Hasta hace unos pocos afios se creyd que la
leche materna solo aportaba nutrientes, energia y compuestos inmunolégicos al
nifo, y que esta era estéril, es decir que no contenia ningun tipo de
microorganismo si no se habia contaminado. Hoy sabemos que la leche humana
proporciona  multiples componentes  biolégicamente  activos:  factores
inmunoldgicos, lipidos, oligosacéaridos, microRNAs y hormonas (Hennet y Borsig,
2016), cuya concentracion varia segun la madre y los factores ambientales y se
adapta a las necesidades del bebé (Hunt et al., 2011; Andreas et al., 2015; Feng
et al., 2016; Gomez-Gallego et al., 2016; Kumar et al., 2016; Ruiz et al., 2017).

Gracias a estudios recientes sabemos que la leche materna tiene una
amplia microbiota que la madre pasa al hijo a través de la misma para mejorar sus
defensas y poblar los intestinos del bebé. Estos microorganismos son los que

ayudaran a un correcto y adecuado desarrollo de las funciones intestinales
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(Fernandez et al., 2013). Es conocida la importancia de una adecuada microbiota,
ya que la misma puede tanto ayudarnos a mejorar nuestra salud cémo hacernos
mas propensos a enfermedades tales como diabetes, obesidad, alergias, diarreas,
enterocolitis, colon irritable, etc.

Se ha demostrado que existe una inoculacion directa de la madre a través
de la leche de bacterias de los grupos Streptococcus, Staphylococcus,
Bifidobacterium y Lactobacilus. Algunas de estas cepas de Bifidobacterium vy
Lactobacillus se utilizan también en la industria alimentaria como probidticos
(McGuire y McGuire, 2015). Se ha descrito en diferentes estudios que la leche
materna aporta hasta 107 microorganismos al lactante por dia, aunque la funcién
de estos microorganismos en la salud de los lactantes no se ha estudiado muy a
fondo, se sabe que son estos microorganismos los que poblaran la boca y los
intestinos del mismo (Fernandez et al., 2013; Jeurink, 2013). El limite maximo
establecido de unidades formadoras de colonias esta en el rango 6 a 8 x 102
UFC/mL (Salamanca-Grosso et al., 2019). Estas bacterias podrian proteger al
bebé frente a las infecciones y contribuir a la maduracion de su sistema
inmunitario, entre otras funciones. Diferentes estudios sugieren que algunas
bacterias presentes en el intestino materno podrian llegar a la glandula mamaria
durante la Ultima etapa del embarazo y durante la lactancia a través de un
mecanismo que involucra monocitos intestinales. Por lo tanto, la modulacién de la
microbiota intestinal materna durante el embarazo y la lactancia también podria
tener un efecto directo en la salud infantil (Fernandez et al., 2012). Los estudios de
los ultimos afios han comprobado los beneficios de dar el pecho desde un punto
de vista microbioldgico, metabdlico e inmunolégico y se estan buscando
estrategias que puedan promover la salud materna infantii a través de la
transferencia de microbiota de la leche humana a nifios que no puedan ser

amamantados (Fernandez et al., 2018).

La colonizacion microbiana temprana del intestino neonatal ejerce un efecto

importante sobre el estado de salud del huésped (Penders et al., 2006;

12



Dominguez-Bello et al., 2010). La colonizacion temprana esté influenciada por una
serie de factores, como pueden ser la practica de la alimentacién, o la
composicion del microbioma intestinal que difiere entre los lactantes amamantados
y los alimentados con leche de férmula (Bezirtzoglou et al., 2011). Se ha descrito
que los lactantes alimentados con leche materna tienen una poblacién bacteriana
mas estable, mientras que la microbiota de los lactantes alimentados con leche de
formula parece ser mas diversa y contiene un mayor niumero de Escherichia coli,
Clostridium difficile, Enterococcus, Enterobacter y Citrobacter (Penders et al.,
2005; Wang et al., 2015; Backhed et al., 2015). Los lactantes alimentados con
férmula tienen una mayor morbilidad y mortalidad durante el primer afio de vida y
tienen un mayor riesgo de desarrollar infecciones respiratorias y gastrointestinales
y enfermedades como enterocolitis necrosante y sepsis, en comparacion con los

lactantes amamantados (Kramer et al., 2003; Ladomenou et al., 2010).

Los efectos que promueven la salud de la leche humana se han relacionado
con la abundancia de moléculas bioactivas presentes en la misma, incluidos
anticuerpos secretores, ceélulas inmunes, proteinas antimicrobianas como
lactoferrina, CD14 vy lisozima, citocinas reguladoras y oligosacéaridos de la leche
humana (Newburg, 2005). Aunque no son digeribles por el lactante, estos
oligosacaridos ejercen efectos inmunomoduladores, estimulan el crecimiento de
bacterias comensales, particularmente las bifidobacterias, y participan en la
defensa frente a patdgenos al evitar la adhesion al epitelio intestinal durante un
periodo vulnerable de la vida, cuando las propias defensas del lactante son
inmaduras (Bode, 2012).

Se sabe que la leche humana es en si misma una fuente de bacterias
comensales que pueden colonizar el intestino del lactante. Las principales
poblaciones bacterianas que se han identificado son especies de Staphylococcus
y Streptococcus, aunque también se han aislado bacterias del acido lactico y
bifidobacterias (Heikkila y Saris, 2003; Martin, 2003; Martin, 2006). En estudios

publicados anteriormente, mediante técnicas dependientes de cultivo, en la
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microbiota de la leche de la mayoria de las madres predominaban Staphylococcus
y Streptococcus, mientras que un estudio mas reciente revelé6 una mayor
diversidad microbiana en la leche humana de lo que se pensaba originalmente,
con mas de 700 especies identificadas (Hunt et al., 2011; Cabrera-Rubio et al.,
2012). Curiosamente, el estudio también describid que la microbiota de la leche
humana era diferente en su composicién a la de otros nichos corporales y eran

también determinantes en la composicion el peso materno y el tipo de parto.

El origen del microbioma de la leche humana ha sido objeto de debate
durante mucho tiempo. Los posibles origenes incluyen bacterias de la piel materna
y de la cavidad oral del bebé, donde se ha demostrado que durante la lactancia,
se produce un alto grado de reflujo hacia los conductos mamarios (Ramsay et al.,
2004). Mas recientemente, se ha publicado que el intestino materno es una fuente
de bacterias que ingresan a las glandulas mamarias a través de la via entero-
mamaria, una ruta que involucra células dendriticas fagociticas que penetran en el
epitelio intestinal y trasportan bacterias a través del sistema circulatorio
(Fernandez et al.,, 2013; Rescigno et al.,, 2001; Perez et al., 2007). Esto es
importante ya que la manipulacion de la microbiota materna podria usarse para
promover un microbioma oOptimo de la leche humana. Dados los importantes
efectos que la lactancia materna ejerce sobre la salud y el desarrollo del lactante,

es importante definir la composicion de la microbiota de la leche humana.

1.1.1 Componentes nutricionales de la leche materna

a) Lipidos

Los lipidos son la mayor fuente de energia en la leche materna, contribuyendo con
el 40-55% de la energia total (Koletzko y Rodriguez-Palmero, 2001). Estos lipidos
estan presentes como una emulsién. La gran mayoria de los lipidos secretados
son triacilglicéridos, contribuyendo al 98% de la fraccion lipidica (Figura 1). El resto
consiste predominantemente en diacilglicéridos, monoacilglicéridos, acidos grasos

libres, fosfolipidos y colesterol (Lopez y Menard 2011; Michalski et al., 2005).
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Figura 1: Imagen por microscopia 6ptica de los lipidos de la grasa de la leche (Zou et al.,
2012; Andreas et al., 2015).

La leche materna contiene mas de 200 acidos grasos; sin embargo, muchos
de estos estan presentes en concentraciones muy bajas, mientras otros son los
gue dominan, por ejemplo el acido oleico representa 30-40 g/100 g de grasa en la
leche materna (Koletzko et al., 1988). La sintesis de acidos grasos representa
aproximadamente el 17% de la grasa total en la leche materna (Prentice et al.,
1989). Los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, moléculas con una
longitud de cadena de mas de 20 &tomos de carbono, con 2 o mas enlaces
dobles, constituyen el 2% del total de acidos grasos presentes en la leche materna
(Laryea et al., 1995).

Los acidos grasos de cadena corta (SCFA) que se encuentran en la leche
materna son también una fuente importante de energia (Donohoe et al., 2011),

ademas de ser esenciales en la maduracién normal del tracto gastrointestinal
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(Peng et al., 2009). Las esfingomielinas, presentes en la membrana del glébulo de
grasa lactea, son especialmente importantes para la mielinizacién del sistema
nervioso central, y se ha demostrado que mejoran el desarrollo neuroconductual

de los lactantes con bajo peso al nacer (Tanaka et al., 2013).

Por otro lado los lipidos de la leche materna inactivan una serie de
patdgenos in vitro, incluido los estreptococos del Grupo B (GbS). Esto sugiere que
los lipidos, particularmente monoglicéridos de cadena media, proporcionan una
proteccion adicional frente a infecciones invasivas en la superficie de la mucosa
(Isaacs et al., 1995).

b) Proteinas

La leche materna contiene mas de 400 proteinas diferentes que realizan una
variedad de  funciones: nutricion,  actividades  antimicrobianas e
inmunomoduladoras, asi como estimular la absorcion de nutrientes (Molinari et al.,
2012; Lonnerdal, 2004). Las proteinas presentes en la leche se pueden dividir en
tres grupos, caseinas, proteinas del suero de la leche y mucina (Lonnerdal, 2003).
Las proteinas del suero de la leche y la caseina se clasifican segun su solubilidad,
las primeras solubles estan presentes en la solucion, mientras que las caseinas
estan presentes en micelas, suspendidas en solucién (Jensen, 1995). Las mucinas
estan presentes en la membranas de los globulos grasos (Lonnerdal, 2004). Las
proteinas presentes en cantidades significativas en la fraccion de suero de leche

son la lactalbumina, lactoferrina, IgS, albumina sérica y lisozima (Lonnerdal, 2004).

Hay tres tipos de caseina presentes en la leche humana, la alfa, beta y
gamma caseinas. La caseina total estabiliza las caseinas insolubles y forman una
suspension coloidal, la micela de caseina que se muestra en la Figura 2. El
contenido total de proteinas de la leche materna humana consiste en un 13% de
caseina, la concentracion de caseina mas baja de cualquier especie estudiada
(Neville, 1983).
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Figura 2: Imagen a microscopio electrénico de barrido de la estructura de una micela de
caseina (Dalgleish et al., 2004; Andreas et al., 2015).

c) Nitrégeno no proteico

El nitrégeno no proteico, compuesto por moléculas como la urea, la creatinina, los
nucleotidos, los aminoacidos libres y los péptidos, contribuye al 25 % del nitrogeno
total presente en la leche (Jenness, 1979). Esta fraccion poco estudiada de la
leche materna contiene muchas moléculas bioactivas. Por ejemplo, los nucledtidos
se consideran nutrientes condicionalmente esenciales durante los primeros afios
de vida, y desempefian funciones clave en diversos procesos celulares, como
alterar las actividades enzimaticas y actuar como mediadores metabdlicos (Uauy
et al.,, 1994). Ademas, se sabe que los nucleotidos son beneficiosos para el
desarrollo, maduracion y reparacion de la mucosa gastrointestinal (Uauy et al.,
1994), asi como para el desarrollo de la microbiota (Singhal et al., 2008), y la

funcién inmune (Gutierrez-Castrellon et al., 2007).
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d) Carbohidratos

En la leche estan presentes una gran variedad de carbohidratos diferentes y
complejos, siendo el mas abundante con diferencia un disacérido que consiste en
glucosa ligada covalentemente a la galactosa. De hecho, la lactosa esta presente
en concentracion mayor en los seres humanos en comparacion con cualquier otra
especie, y responde a las altas demandas de energia del cerebro humano. Los
oligosacaridos de la leche humana (HMO) también conforman una fraccién
significativa de los carbohidratos de la leche materna, pero son indigeribles por el
bebé, su funcién en su lugar es nutrir la microbiota gastrointestinal (Coppa et al.,
1993).

e) Oligosacaridos

Los oligosacaridos son un componente importante dentro de los carbohidratos de
la leche materna, siendo el tercer componente mas importante, con un total de
12,9 g/l en leche madura y 20,9 g/L a los 4 dias después del parto (Coppa et al.,
1993). Contienen entre 3 a 22 unidades de sacarido por molécula, y se componen
de 5 azlcares diferentes, que se encuentran en diferentes secuencias y

orientaciones.

Los monosacéaridos que componen los oligosacaridos son L-fucosa, D-
glucosa, D-galactosa, N-acetilglucosamina y acido N-acetilneuraminico. Se sabe
gue hay mas de 200 tipos diferentes de oligosacaridos en la leche materna, y

todos cuentan con lactosa en el extremo reductor (German et al., 2008).

Los oligosacaridos funcionan como prebidticos, fomentando el crecimiento
de ciertas cepas de bacterias beneficiosas, como Bifidobacterium infantis, dentro
del tracto gastrointestinal infantil, y protegiendo al bebé de la colonizacién por
bacterias patégenas (Ward et al., 2006). Desempefian un papel importante en la
prevencion de infecciones diarreicas y respiratorias en neonatos (Newburg y
Walker, 2007; Morrow et al., 2004).
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La produccion de oligosacéridos viene determinada genéticamente, se
producen diferentes perfiles de oligosacaridos de la leche como resultado de las
enzimas transferasas especificas expresadas en los lactocitos. Ademas, se ha
observado que sirven para modular las respuestas de las células epiteliales
intestinales, como moduladores inmunes, alterando tanto el entorno del intestino,
reduciendo el crecimiento celular, e induciendo la diferenciacion y la apoptosis
(Kuntz et al., 2009), asi como las respuestas inmunitarias, modificando las
respuestas de las células T a una produccién equilibrada de citoquinas Th1/Th2
(Eiwegger et al., 2010).

El mecanismo por el cual los oligosacaridos protegen a los bebés frente a
una infeccion gastrointestinal es su capacidad de actuar como receptores
sefiuelos. Un paso crucial en el inicio de la infeccidn es la unién de los patégenos
a carbohidratos presentes en las células epiteliales intestinales. Los oligosacaridos
inhiben este proceso debido a sus formas analogas a los carbohidratos de la
superficie celular, los patdgenos reconocen y se unen a estos, se anclan las
bacterias a la capa mucosa y previenen la adhesion celular a las células
epiteliales. Una vez unidos, los patégenos pasan inofensivamente fuera del tracto
gastrointestinal. Morrow et al., en 2004 encontraron una asociacion significativa
entre los niveles de oligosacéridos especificos vinculados a la leche materna y las
tasas de diarrea por infeccion por Campylobacter en lactantes alimentados con
leche materna. Ademas, los lactantes que recibieron leche que contenia una baja
concentracion de lacto-N-difucohexaosa tuvieron una mayor incidencia de diarrea
por calicivirus (Morrow et al., 2004). Los oligosacaridos también previenen la
adherencia de Streptococcus pneumoniae (Andersson et al., 1986) y E. coli
(Cravioto et al., 1991), lo que sugiere que estos son capaces de proporcionar
proteccion frente a muchas infecciones bacterianas y virales (Gray et al., 1988;
Wilkinson, 1975; Kobata, 2010; Pritchard et al., 1992). Del mismo modo que las
estructuras de los oligosacaridos estan determinadas genéticamente, las madres
gue poseen diferentes genotipos, y por lo tanto diferentes perfiles de estos,

pueden proteger a sus lactantes de ciertas infecciones en mayor o menor medida,
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dependiendo de la presencia de estos oligosacaridos especificos en el momento
del establecimiento de la microbiota (Lewis et al., 2015).

f) Minerales

Aunque la proporcion de minerales en la leche materna es mas baja que la que
podemos encontrar en la leche de otros animales es una concentracion constante
compuesta por sodio, potasio, cloro, calcio, magnesio y fosforo, junto con trazas
de hierro, zinc, cobre, manganeso, selenio y yodo. Segun Piciano (1998) estos
minerales en relacion con la proporcibn de otros componentes facilitan la

absorcion, metabolismo y excrecién de la leche.

1.1.2 Componentes no nutricionales de la leche materna

La composicion de la leche materna es extremadamente compleja, variando con la
hora del dia, la etapa del proceso de lactancia, y muchos otros factores, siendo los

lipidos los que mas varian en términos de concentracion (Lawrence, 2005).

a) Duracion de la lactancia

La leche se clasifica comunmente en calostro, leche de transicion y leche madura.
Sin embargo, no se trata de clases distintas de leche, sino que se refiere a la
alteracion gradual del contenido de la leche a lo largo de la lactancia (Jenness,
1979). El calostro, la primera leche producida, es significativamente diferente de la
leche madura, y contiene altas concentraciones de proteina de suero de leche,
mientras que las caseinas son casi indetectables (Jenness, 1979). El contenido
medio de proteinas en la leche materna disminuye gradualmente desde el
segundo hasta el séptimo mes, después de lo cual la velocidad de reduccion del
contenido proteico disminuye. El calostro contiene bajas concentraciones de
lactosa y grasa en comparacion con la leche madura (Jenness, 1979; Saint et al.,

1984). La produccion de lactosa es mas alta del cuarto al séptimo mes, después
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de lo cual disminuye, mientras se produce un aumento gradual en la concentracion

de lipidos con la lactancia (Kader et al., 1972).

El calostro es diferente a la leche materna madura en términos de
propiedades bioactivas, ya que contiene altas concentraciones de
inmunoglobulinas secretoras (Castellote et al., 2011). Estas cualidades sugieren
que el papel principal del calostro no es nutricional, sino inmunolégico, protegiendo
al bebé a medida que emerge del ambiente relativamente estéril del Gtero, a estar
expuesto a muchos patdgenos ambientales. De acuerdo con esto, la
concentracion de oligosacéaridos en el calostro es particularmente alta, siendo
aproximadamente el doble que en la leche madura, con concentraciones que
reducen de 21 g/L a 13 g/L desde el dia 4 hasta el dia 120 post-parto (Coppa et
al., 1999).

Ademas de sus funciones inmunoldgicas y nutricionales, el calostro parece
actuar también como un promotor del crecimiento. Contiene muchos factores de
crecimiento, de nuevo a menudo en concentraciones mayores que en la leche
Madura; por ejemplo, el factor de crecimiento epidérmico (Okada et al., 1991),
TGF-B (Saito et al., 1993) y factor estimulante de colonias-1 (Flidel-Rimon y Roth,
1997) se encuentran en concentraciones mas altas en el calostro que en la leche

materna madura.

b) Tiempo desde la Gltima alimentacion

Uno de los factores mas significativos de la concentracion de grasa lactea es el
periodo de tiempo transcurrido desde la ultima toma del bebe, cuanto mas largo
sea este intervalo entre tomas, menor sera la concentracién de grasa en la leche.
De acuerdo con esto, se ha descrito que las concentraciones de grasa al final de
la toma, asi como el volumen de leche recibida, son factores particularmente

importantes en la concentracion de grasa lactea (Jackson et al., 1988).
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c) Etapa del proceso de lactancia

La etapa del proceso de lactancia da lugar a una gran alteracion en la composicién
de la leche materna, y es la responsable de algunas de las mayores variabilidades
gue se ven en la composicion de la leche. Hay un aumento gradual en el
contenido de grasa desde el principio, conocido como leche inicial, hasta el final
de un alimento, leche final, mientras que la lactosa muestra una correlacién

inversa con el contenido de grasa (Hytten, 1954).

d) Variacion diurna

Se produce una variacion diurna en la concentracion de grasa de la leche, con un
contenido maximo de grasa que se produce a media mafiana, y un contenido bajo

durante la noche, que varia de 5 g/100 mL a 3 g/100 mL (Jenness, 1979).

e) Edad de la Madre

La concentracion de proteinas es mas alta en la leche materna de las madres de
20 a 30 afos. Sin embargo, la edad materna no parece influir en las
concentraciones de lipidos o lactosa (Kader et al.,, 1972), en general la edad

materna no tiene un gran impacto en la composicion de la leche.

f) Dieta

La influencia de la dieta materna en la composicion de la leche materna es
compleja. Dependiendo del tipo de nutrientes, la dieta materna puede
practicamente no tener ningun impacto en una concentracion de determinados
nutrientes, mientras que para otros nutrientes, la dieta materna puede tener

grandes variaciones (Innis, 2014).

Investigaciones previas sobre el contenido de macronutrientes de la leche

materna de madres de diferentes etnias encontraron poca variacion basada en la
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dieta (Lonnerdal et al., 1976), y la variacion en la concentracidén de lipidos de la
leche parece ser independiente de la dieta materna (Ballard y Morrow, 2013). Sin
embargo, los acidos grasos especificos que forman la fraccion lipidica si son
sensibles a la dieta materna. Estos &cidos grasos son sintetizados
endogenamente por la glandula mamaria, o tomados del plasma materno, y
ambas de estas fuentes de acidos grasos estan influenciados por la dieta materna
(Innis, 1992).

Numerosos estudios que investigan el perfil de acidos grasos de la leche
materna han observado que puede ser alterado mediante la manipulacién de la
dieta materna (Innis, 1992; Brenna et al., 2007; Koletzko et al., 1992),
especialmente los &cidos grasos omega-6 y omega-3 monoinsaturados. Los
acidos grasos dietéticos se transfieren rapidamente a la leche materna, en un
periodo de 2 a 3 dias la leche materna cambia para imitar la grasa dietética (Insull,
1959). Se ha observado que las mujeres que reciben una dieta alta en
carbohidratos y bajas en grasas aumentan la sintesis acidos grasos de cadena
media para mantener la cantidad de triacilglicéridos en la leche materna (Novak y
Innis, 2011).

g) Origen étnico

Un analisis que resume la investigacion sobre la composicion de la leche de las
madres de siete paises sugiere que la composicion de la leche materna es
relativamente coherente en diferentes etnias. Tan sélo se observa alguna
variacion en el contenido de grasa. Es importante destacar que la magnitud de la
variacion interindividual entre madres de la misma etnia fue igual que la observada

entre madres de diferentes etnias (Jenness, 1979).

h) Aumento de peso durante el embarazo

Se ha descrito que existe una correlacion entre el aumento de peso materno

durante el embarazo y el contenido de grasa de la leche maternal. Sin embargo,
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esto soOlo se observd que era estadisticamente significativo a los cuatro meses
después del parto. Los investigadores plantean la hipétesis de que éste fendmeno
puede deberse a la acumulacién de reservas de grasa durante el embarazo, que
se utilizan como reserva de energia durante la lactancia y que disminuye mas
rapidamente en el grupo de madres de bajo aumento de peso (Michaelsen, 1997).
A pesar de este hallazgo, otros dos estudios no pudieron identificar una asociacion
entre el aumento de peso materno durante el embarazo y el contenido de grasa de

la leche materna (Butte et al., 1984; Dewey et al., 1986).

1) Peso al nacer

La concentracion de grasa de la leche aumenta cuando se produce una desviacion
del peso normal del nacimiento; es decir, existe una asociacion en forma de U
entre el contenido de grasa y el peso al nacer del bebé, con un aumento del 20-
30% observado en los pesos de nacimiento infantii mas bajos y mas altos. La
concentracion de proteinas y carbohidratos no parece cambiar significativamente
en relacion con el peso del bebé al nacer (Michaelsen et al., 1990). Sin embargo,
este estudio no recopil6 informacién sobre la duracion de la gestacion, por lo tanto,

esta influencia puede ser simplemente un marcador de la madurez del bebé.

1.1.3 Beneficios inmunoldgicos de laleche materna

La leche materna con factores inmunoldgicos, se podria ver como una interfase
entre el sistema inmunolégico del nifio y la madre. Los nutrientes de la leche
ayudan a desarrollar el sistema inmune y a la maduracion intestinal. La
composicion de la leche materna varia segun la etapa de la lactancia, algunas
personas lo ven como un elemento vivo que se adapta a las necesidades del nifio.
El nifio no tendra un sistema inmunolégico propio hasta los 30 dias, por lo que la
primera leche tiene un contenido mucho mas alto de IgAs (Rodrigo-Aviles et al.,
2020).
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1.1.3.1 Compuestos inmunoldgicos de la leche.

Entre los compuestos inmunologicos de la leche estan: Inmunoglobulina A,
lactoferrina, lisozima, caseina, citoquinas, o enzimas. Los antigenos de la madre
se integran a la mucosa del intestino y ayudan al desarrollo de la respuesta
inmunoldgica del recién nacido. En resumen, la leche materna contiene factores
antimicrobianos, antiinflamatorios e inmunomoduladores. La leche tiene efecto

frente bacterias, virus, parasitos y hongos (Rodriguez-Aviles et al., 2020).

Se considera que la leche materna puede prevenir, entre otras
enfermedades: bronquiolitis, dermatitis atopica, diabetes tipo 1y 2, enfermedades
celiacas, enfermedad inflamatoria intestinal, enterocolitis necrotizante,
gastroenteritis, infecciones del tracto respiratorio superior, leucemia, obesidad,

otitis media, o sindrome de muerte subita del lactante (Basulto, 2015).

La leche materna contiene factores bioactivos que son capaces de inhibir la
inflamacion, asi como mejorar la produccion de anticuerpos especificos,
incluyendo los compuestos PAF-acetilhidrolasa, antioxidantes, interleuquinas 1, 6,
8, y 10, el factor de crecimiento transformante (TGF), inhibidores de la proteasa de
leucocitos secretores (SLPI) y defensina 1 (Hanson y Korotkova, 2002). La leche
materna también contiene factores con potencial para mediar la diferenciacion vy el
crecimiento de las células B, incluidas las altas concentraciones de molécula de
adhesion intracelular 1 y la molécula de adhesion vascular 1; y concentraciones

mas bajas de S-selectina soluble, L-selectinay CD14 (Hanson y Korotkova, 2002).

Ademas, los receptores de reconocimiento de patrones, que son factores
cruciales en el reconocimiento de microorganismos en el tracto respiratorio
neonatal y el intestino, también estan presentes en la leche materna. Factores
como los receptores tipo Toll (TLR-2 y TLR-4) proporcionan un reconocimiento
microbiano eficiente, trabajando en sinergia con el coreceptor CD14 y el CD14
soluble, que se encuentran en grandes cantidades en la leche materna (Labeta et

al., 2000). También se ha observado una mayor regulacién por el receptor tipo Toll
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2 (STLR-2) que regula la activaciéon celular a través de TLR2 de la superficie
celular en la leche materna, pero no en la leche de formula infantil (Levy, 2007).

1.1.4 Microbiota de la leche

Mediante estudios basados en técnicas de cultivo solo se han aislados bacterias
de réapido crecimiento, especialmente bacterias gram positivas (Staphylococcus,
Streptococcus, Corynebacterium y Propionibacterium). Solamente utilizando
medios especificos y largas incubaciones de forma anaerdbica se han obtenidos
bacterias acido lacticas (Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Weissella) y
Bifidobacterium (Solis et al., 2010; Arboleya et al., 2011; Murphy et al., 2017).
Estos ensayos tienen la ventaja de que permiten el aislamiento de las cepas para
posteriores estudios y pruebas, entre los estudios mas comunes destacan:
busqueda de bacterias probidticas, de bacteriocinas, o virulencia y resistencia a
antibidticos (Ruiz et al., 2019). Gracias a algunos de estos estudios se sabe que la
leche materna de madres saludables cumple con todos los requisitos necesarios
para ser un probiotico humano (Fernandez, 2013). En general se han estudiado
mas las bacterias acido lacticas y bifidobacterias, dejando a un lado los
estafilococos y estreptococos que son la microbiota mas abundante de la leche

materna.

En un estudio realizado por Torres-Ramirez et al., (2018) “Analisis
bacterioldgico de leche materna del banco de leche humana del Hospital General
Fresnillo” esperaban, debido al bajo nivel socio-cultural de las donantes, una
carga importante de cepas gram negativas patdgenas. En los ensayos de las
veinte muestras tomadas se aislaron 27 cepas bacterianas: diez de Serratia, seis
Staphylococcus, cinco Streptococcus, dos Shigella, dos Escherichia, un

Micrococcus, y una Salmonella.

Mediante los estudios metagendmicos se puede evaluar toda la microbiota

de la leche y lograr identificar cepas de bacterias que contindan sin ser
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identificadas mediante cultivo por medios tradicionales (Mira y Rodriguez, 2017).
Estos estudios comprobaron la presencia de los principales grupos identificados
por estudio de cultivo, pero también encontraron grupos como Bacteroides vy
Clostridium, que no se habian identificado previamente. Mediante analisis de
pirosecuenciaciéon se ha comprobado la complejidad de los ecosistemas de la
leche, donde 9 grupos de bacterias fueron comunes a todas las muestras de leche
humana evaluadas: Streptococcus, Staphylococcus, Serratia, Pseudomonas,
Corynebacterium, Ralstonia, Propionibacterium, Sphingomonas spp., VY
Bradyrhizobiaceae. Los resultados de pirosecuenciacion fueron diferentes a los de
cultivo y a los andlisis de secuenciacion total de ADN que indicaban que el 65% de
las bacterias son Proteobacterias, el otro 34% Firmicutes como phyla
predominantes, mientras que a nivel de género el 61% pertenecian a
Pseudomonas, el 33.4% estafilococos y el 0.5% estreptococos. La presencia en
las muestras de bacterias estrictamente anaerobias, como Clostridium vy
bifidobacterias, también son parte de los hallazgos sobre la microbiota de la leche
materna (Rodriguez, 2014; Rautava et al., 2012). En otro estudio reciente se
concluy6é que en todas las muestras en general dominaban Staphylococcus y/o
Streptococcus y/o Pseudomonas, pero hubo diferencia estadistica significativa
entre los donantes y el método de extraccion de ADN utilizados (Douglas et al.,
2020).

Se ha estudiado también el efecto de la localizacién geografica en la leche
materna, de la salud de la madre, el método de parto, la correlacion de la
microbiota de la leche y la microbiota intestinal del recién nacido, efectos de
almacenaje y temperatura, entre muchos otros factores y correlacion de factores

(Ruiz et al., 2019). A continuacién se detalllan algunos de esos estudios.

1.1.4.1 Origen de la microbiota de la leche materna.

Algunos cientificos creen que la microbiota de la leche materna proviene de la piel

de la madre que coloniza la boca del bebé durante el proceso de amamantado,
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otros que existe una via de trasmision de estas bacterias desde el intestino de la
madre hasta los canales mamarios, y una posible tercera via surge al comprobar
la existencia de bacterias comensales en el tejido mamario humano (Fernandez et
al., 2013; Jeurink et al., 2013). La microbiota de la leche materna no se parece a la
microbiota que se puede encontrar en las mucosas, heces u otras muestras
corporales humanas, esta es Unica y muy diversa. La Unica correlacion encontrada
es entre la leche materna, la cavidad oral y los intestinos del lactante, al igual que

en el liquido amnidtico y la placenta materna.

Las fuentes potenciales de bacterias de la leche materna son: la piel de la
madre, la boca del bebé y los intestinos de la madre. Inicialmente se pensé que la
piel de la madre era la fuente de contaminacion de las bacterias en la leche
humana, esto debido a que algunas de las bacterias mas abundantes en la leche
(Staphylococcus, Corynebacterium y Propionibacterium) se relacionan de forma
general con la microbiota de la piel. Una inoculacion dentro de las glandulas
mamarias durante el amamantado pareceria una forma clara de entrada de
bacterias desde la boca del nifio, para esto se basaban en la presencia de
Veillonella, Leptotrichia y Prevotella en el calostro, que son bacterias normalmente
relacionadas con la microbiota de la boca. Pero ninguna de estas fuentes podria
explicar la presencia de bacterias estrictamente anaerobias (Bifidobacterium y
Clostridium), por lo que algunos cientificos pensaron en una posible translocacion

de las bacterias del intestino a las glandulas mamarias.

En los ultimos afios, los resultados proporcionados por diferentes grupos de
investigacion sugieren que ciertas bacterias del tracto gastrointestinal materno
podrian translocar a través de un mecanismo que involucra células inmunitarias
mononucleares, migrar a las glandulas mamarias a través de una via celular
endégena (la via enteroma bacteriana), y posteriormente colonizar el tracto
gastrointestinal del neonato alimentado con mama (Figura 3). Si se confirman tales
hallazgos en el futuro, podriamos ejercer una influencia positiva en la salud infantil

modulando la microbiota intestinal materna (Rodriguez, 2014). En la actualidad se
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tiende a creer que no existe una sola via de inoculacién de la leche materna, sino
que las tres vias contribuyen en la diversidad de la microbiota de la leche materna
(Mira y Rodriguez, 2017).
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Figura 3: Origen de las bacterias presentes en la leche materna (Rodriguez, 2014).

1.1.4.2 Correlacion geografica con la composicion de la microbiota de

la leche materna.

Un estudio de 2019 ha evaluado la diferencia de la leche materna entre 11 grupos
separados geograficamente, los grupos eran: Etiopia rural, Etiopia urbana,
Gambia rural, Gambia Urbana, Kenia, Perl, Espafia, Suecia, Ghana, Estados
Unidos Poblacion latina California y Estados Unidos Wisconsin caucasico. En el

estudio se identificaron 15 familias de bacterias en la leche, siendo firmicutes,
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proteobacterias, actinobacterias y bacteroides el 97,7% de las familias. Los
firmicutes fueron estadisticamente menos y las proteobacterias mas en Etiopia
rural que en los demas grupos. Las actinobacterias fueron mas abundantes en
Etiopia rural y urbana y en Gambia rural y urbana. Y el grupo de otros, que se
conformaba por otras once familias de bacterias fue mas abundante en Gambia
rural que en los demas grupos (Lackey et al., 2019).

En cuanto al analisis de género, los mas abundante fueron Streptococcus, y
medianamente abundante los Staphylococcus, Corynebacterium, Dyella, y
Bacillus. Los grupos de Per(u y Espafia fueron muy parecidos y los grupos de
Ghana y Etiopia rural formaron grupos individuales fuera de la media general con
su propia combinacion de bacterias (Lackey et al., 2019). Debemos tener en
cuenta que, aunque podemos ver un efecto geografico hay que considerar que el
proceso de toma de muestra no fue estandarizado, ni la edad de los lactantes, ni

tampoco era igual la edad de las madres, etc.

1.1.4.3 Correlacion de la microbiota de la leche y la microbiota que se

establece en los intestinos de los bebés.

La lactancia materna promueve el establecimiento de una microbiota que puede
proteger frente a enfermedades atopicas, disminuir los problemas de diarreas,
mejorar la salud de los nifios prematuros, también se ha relacionado con el
apropiado funcionamiento intestinal y con la proteccion frente a graves
enfermedades intestinales, los componentes de la leche materna en general
ayudan al ensamblaje de la microbiota intestinal del bebé (Rodriguez et al., 2020;
Chen et al., 2020; Gregory et al., 2016).

En el estudio de Lackey et al. (2019) se correlacion6 la microbiota de la

leche materna con las heces fecales con un R=0,663, P<0,0001. Se consiguieron

correlaciones positivas entre la cantidad de Psychrobacter y Achromobacter en la
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leche, con los Leuconostoc en las heces fecales, y se relacioné la cantidad de

lactobacilos en leche y heces.

En el caso de bebes prematuros la composiciébn de sus heces era
principalmente (99%) de firmicutes y proteobacterias, con muy pocos bacteroides
gue suelen encontrarse en cantidades importantes en los bebes de término (Chen
et al., 2020). En el caso de los nacidos a termino la alimentacion con leche
materna les da una mayor biodiversidad inicial, que va aumentando gradualmente
en comparacion con los bebes alimentados con leche de férmula. Los nifios
alimentados con férmula tenian grupos de bacterias mas relacionados con su
madurez de nacimiento, y si las tomas se suplementaban con leche humana
pasteurizada se podia mejorar la biodiversidad de la microbiota intestinal (Gregory
et al., 2016). De manera general los estudios recomiendan desde un punto de
vista microbioldgico la importancia de la alimentacion con leche materna (Biagi et
al., 2018).

1.1.4.4 Importancia de la microbiota de la leche en bebés prematuros.

La propia leche materna representa una fuente Optima para la nutricién infantil
prematura, ya que promueve las defensas inmunes y la funcion gastrointestinal,
protege contra la enterocolitis necrotizante, mejora el resultado clinico a largo
plazo y favorece la constitucion de la microbiota intestinal. Los bebés prematuros
al nacer generalmente no reciben la leche materna directamente del seno, porque
la succidén activa y la coordinacion entre la succion, la deglucién y la respiracion no
se desarrollan hasta las 32—-34 semanas de gestacion, pero la lactancia materna

real es posible a medida que crecen.

Si lo comparamos con la microbiota intestinal de los recién nacidos, la
microbiota intestinal de los prematuros cuenta con diez veces menos especies
bacterianas, siendo significativa la reduccién de Bifidobacterium, Bacteroides y

Streptococcus y detactdndose un aumento de anaerobios facultativos, todo esto
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puede influir en la maduracién del sistema inmunitario de los recien nacidos. Se
han descrito por varios autores hasta 6 especies bacterianas (Enterococcus
faecalis, Enterobacter cloacae, Staphylococcus epidermidis, E. coli, Klebsiella
pneumoniae y Klebsiella oxytoca) que pueden llegar a ser abundantes en la

microbiota intestinal de los prematuros.

La comunidad microbiana que coloniza el cuerpo neonatal en los primeros
meses ha sido reconocida como uno de los principales contribuyentes al estado de
salud infantil a corto y largo plazo (Milani et al., 2017), y por lo tanto esta incluida
entre los principales participantes en los Origenes del Desarrollo de Salud y
Enfermedades (DOHaD) (Stiemsma y Michels, 2018). La hipétesis del DOHaD
propone que las exposiciones ambientales durante los periodos criticos de tiempo
en los primeros afios de vida pueden afectar a la salud y a las enfermedades
posteriores al alterar la programacion fetal e infantil (Waterland y Michels, 2007).
Especificamente, se ha demostrado que las alteraciones tempranas de la vida en
la progresion de los acontecimientos que llevan a la obtencion de un microbioma
intestinal saludable pueden predisponer a varias enfermedades no transmisibles
en la infancia, como la enterocolitis necrotica, asma, enfermedades atopicas,

obesidad y trastornos del neurodesarrollo (Stiemsma y Michels, 2018).

El establecimiento de la comunidad microbiana intestinal infantil es un tema
de gran interés para las comunidades cientificas y clinicas. Se ha estudiado a
fondo el impacto de muchas covariables en la composicion y el establecimiento del
microbioma infantil, sefialando que la edad gestacional, el modo del parto y el tipo
de nutricion (leche propia de la madre, leche de donante o formula) podrian ser de
las variables con mayor impacto (Gregory et al., 2016; Chu et al., 2017; Cong et
al., 2017; Grier et al., 2017; Hill et al., 2017; Timmerman et al., 2017; Wampach et
al.,, 2017; Dahl et al., 2018). Entre estos factores, se cree que la comunidad
bacteriana de la leche materna es un actor relevante (Pannaraj et al., 2017). Los
origenes de la microbiota de la leche humana todavia se debaten, con hipoétesis

gue tienen en cuenta una via entero-mamaria teérica de translocaciéon junto con
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una transferencia bacteriana bidireccional entre la piel de la mama y la boca del
bebé durante el amamantado (Ramsay et al., 2004; Fernandez et al., 2013;
Jeurink et al., 2013; Biagi et al., 2017). En esta perspectiva, parece que la
lactancia materna real, con la union del bebé al pecho de la madre, podria
contribuir activamente al establecimiento del microbioma intestinal infantil, que
posiblemente implique contaminacion bacteriana de la piel materna y la areola, asi
como de la boca del bebé (Pannaraj et al., 2017). M&s recientemente, se han
proporcionado pruebas que demuestran la importancia del entorno social y fisico
gue rodean a la madre y el bebe (por ejemplo, cuantas personas cuidan al bebé y
con qué frecuencia) para determinar la composicién de la microbiota lactea
(Meehan et al., 2018). En conjunto, estos hallazgos sugieren la existencia de una
interconexion compleja, y todavia parcialmente inexplorada, entre microbiomas

maternos, infantiles y ambientales en el establecimiento de microbiomas infantiles.

1.2 BACTERIOCINAS

En los udltimos afios, los consumidores son cada vez mas conscientes del riesgo
gue supone el uso de conservantes quimicos en los alimentos para la salud
humana. Por el contrario, la creciente demanda de prolongar la vida atil de los
productos lacteos y prevenir su deterioro dan lugar a la busqueda de nuevos
conservantes y nuevos métodos de conservacion. Las bacteriocinas son péptidos
antimicrobianos, que pueden considerarse seguros, ya que se degradan
facilmente por las enzimas proteoliticas del tracto gastrointestinal de los
mamiferos. Ademas, la mayoria de los productores de bacteriocina pertenecen a
las bacterias del acido lactico (BAL), un grupo de bacterias que se encuentran de
forma natural en los alimentos y que se han usado de forma segura a lo largo de la
historia en la industria lactea. Dado que no plantean problemas para la salud, las
bacteriocinas, purificadas o excretadas por cepas productoras de bacteriocina, son

una gran alternativa al uso de conservantes quimicos en productos lacteos.
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Aunque ya se han descrito varios microorganismos productores de
bacteridocinas, las producidas por las bacterias del acido lactico (BAL) son de
gran interés dentro de la industria lactea (Egan et al., 2016). Las BAL se han
utilizado durante mucho tiempo en una variedad alimentos fermentados con fines
coémo la conversion de la lactosa en acido lactico, asi como la produccion de
moléculas antimicrobianas adicionales como otros &cidos organicos, diacetilo,
acetoina, peréxido de hidroégeno, péptidos antifungicos y bacteriocinas (Egan et
al., 2016).

Las bacteriocinas se definen generalmente como péptidos o proteinas
ribosomales sintetizadas por bacterias, que inhiben o matan otros
microorganismos relacionados o no relacionados (Leroy y De Vuyst, 2004; Cotter
et al., 2005). Pueden ser de espectro reducido, inhibiendo a bacterias
taxonoOmicamente cercanas, o de amplio espectro, inhibiendo a una amplia
variedad de bacterias (Cotter et al., 2005; Mills et al., 2011).

Durante los ultimos afios, ha aumentado el interés por las bacteriocinas por
SuU Uso como conservantes alimentarios seguros, ya que son facil de digerir en el
tracto gastrointestinal humano (Mills et al., 2011). El uso de bacteriocinas como
conservantes alimentarios naturales satisface las demandas de los consumidores
de obtener alimentos seguros y de alta calidad minimizando el uso de
conservantes quimicos. Se pueden utilizar: como cultivos iniciadores o como
aditivos en los alimentos (Cleveland et al., 2001). Sin embargo, por otro lado la
aplicacion de bacteriocinas como aditivos alimentarios puede venir limitada por
diversas razones, como la eficacia en la eliminacién de algunos patégenos o0 su

alto precio (Chen y Hoover, 2003).

1.2.1 Clasificacion de las bacteriocinas

Durante los Ultimos afios, se han propuesto varias clasificaciones para las
bacteriocinas teniendo todas ellas en cuenta la primera clasificacion propuesta por

Klaenhammer (1993). Recientemente, con el fin de clasificar las nuevas
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bacteriocinas, Alvarez-Sieiro et al., en 2016, propusieron un esquema de
clasificacion mixto basado en el mecanismo de biosintesis y la actividad biolégica
propuesta por otros autores (Arnison et al., 2013). Diferenciaron tres clases
principales: Clase | — pequefios péptidos modificados; Clase Il — bacteriocinas no
modificadas; y Clase lll — péptidos mas grandes (>10 kDa y termolabiles), siendo
cada clase subdividida a su vez en subclases.

1.2.2 Mecanismo de accién

Las bacteriocinas poseen diferentes mecanismos de accion y en general se
pueden dividir en aquellas que tienen un efecto bactericida, con o sin lisis celular,
o las bacteriostaticas, que inhiben el crecimiento celular (da Silva Sabo et al.,
2014). La mayoria de las bacteriocinas producidas a partir de las BAL., en
particular las que inhiben las bacterias Gram-positivas, ejercen su efecto
antibacteriano apuntando a mecanismos asociados a la envoltura celular (Cotter et
al., 2013). Ciertos antibioticos y algunas bacteriocinas de clase Il se dirigen al
Lipido II, un intermediario en la maquinaria de biosintesis del peptidoglicano dentro
de la envoltura celular bacteriana y, de esta manera, inhiben la sintesis del

peptidoglicano (Breukink y de Kruijff, 2006).

Otras bacteriocinas se acoplan al lipido Il para facilitar la formacion de
poros, lo que modifica la permeabilidad del potencial de membrana del citoplasma
y, en ultima instancia, producen la muerte celular (Machaidze y Seelig, 2003;
Cotter et al.,, 2005). Algunas bacteriocinas dafian o matan las células diana al
unirse al sistema fosfotransferasa (Man-PTS) con la posterior formacién de poros
en la membrana celular (Cotter et al., 2013). Otras bacteriocinas pueden matar sus
células diana mediante la inhibicion de la expresion génica (Parks et al., 2007,

Vincent y Morero, 2009) y de la produccion de proteinas (Metlitskaya et al., 2006).
Son péptidos antimicrobianos heterogéneos que tienen diferentes

mecanismos de accion y espectro de actividad (Stoyanova et al., 2012). Aunque

pueden ser extraidas de mdltiples bacterias Gram positivas 0 negativas,

35



frecuentemente son obtenidas de bacterias acido lacticas, ya que resultan facil de
obtener y tienen un importante uso comercial, como bacterias iniciadoras de

qguesos, yogur, etc., por su amplio espectro de inhibicién (Nes et al., 2007).

Segun Cotter et al. (2005) las bacteriocinas son excretadas
extracelularmente y tienen funciones bactericidas o bacteriostaticas frente a
bacterias alterantes o patdgenas. Entre sus caracteristicas destacan ser estables
a pH bajos y a altas temperaturas y por lo general son producidas durante la fase
logaritmica del crecimiento microbiano (Chen y Hoover, 2003). Esta propiedad
hace posible su uso comercial ya que resisten a los tratamientos térmicos de los
alimentos y a las matrices &cidas, en la mayoria de los alimentos. Pero, aunque
pueden sobrevivir a los acidos estomacales, al ser de origen proteico, son
desnaturalizadas por las proteasas del tracto gastrointestinal (Therdtatha et al.,
2016).

De cara a su potencial uso, las bacteriocinas deben de cumplir ciertas
caracteristicas tales como: ser activas a bajas concentraciones, que afecten tanto
a bacterias Gram positivas patdégenas y alterantes como a Gram negativas, no
deben alterarse por tratamientos térmicos (Wu et al., 2004), y deben ser bacterias
no relacionadas con riesgo para la salud y ser aceptadas para su uso en alimentos
(Gautam y Sharma, 2009).

1.2.3 Aplicacién de las bacteriocinas de BAL en productos lacteos

Como se ha indicado anteriormente, aunque existen varios microorganismos
productores de bacteridocinas, las producidas por las BAL son de particular interés
para la industria lactea (Egan et al., 2016). Las bacterias lacticas se han utilizado
durante mucho tiempo en las fermentaciones lacticas, por la conversion de la
lactosa en &cido lactico, asi como por la produccion de moléculas antimicrobianas
como pueden ser acidos organicos, diacetilo, acetoina, peroxido de hidrégeno,
péptidos antifingicos, y bacteriocinas (Egan et al., 2016). Como resultado de su

extenso uso en productos fermentados tradicionales, son consideradas como
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seguras (GRAS) por la Agencia Americana de Alimentos y Medicamentos (FDA).
La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) también otorgo el estatus
de Presuncién de Seguridad Calificada (QPS) a la mayoria de los géneros de las
BAL, como son Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y algunos
estreptococos (EFSA, 2007). Sin embargo, las especies del género Enterococcus
y algunos Streptococcus son patdgenas, por lo tanto, no tienen el estado GRAS y

no fueron propuestos para el estatus QPS ( EFSA, 2007).

Las bacteriocinas producidas por las BAL son casi todas activas a una
amplia gama de valores de pH, resistentes a altas temperaturas y activas frente a
una serie de bacterias alterantes y patégenos alimentarios (Ahmad et al., 2017).
Ademas, son sensibles a las proteasas digestivas como la trippsina y la
guimotripsina, y por lo tanto no afectan a la microbiota intestinal (Egan et al.,
2016). Se han utilizado en la bioconservacion de diferentes alimentos, ya sea
solas o con otros métodos de conservacion, conocido como tecnologia de barreras
(De Vuyst y Leroy, 2007; Pérez et al., 2014). Existen muchos estudios que avalan
la aplicacion de las bacteriocinas o0 cepas productoras de bacteriocinas en
alimentos, como carne, productos lacteos, pescado, bebidas alcohdlicas,
ensaladas o verduras fermentadas (O'Sullivan et al., 2003; Ramu et al., 2015).
Aunque hasta la fecha, sélo la nisina (Nisaplin, Danisco) y la pediocina PAl
(MicrogardTm, ALTA 2431, Quest) se han comercializado como conservantes o
como aditivos alimentarios (Simha et al., 2012). Pero existen otras bacteriocinas
gue ofrecen perspectivas prometedoras para ser utilizadas como bioconservantes,
como por ejemplo la enterocina AS-48 (Sanchez-Hidalgo et al., 2011) o la lacticina
3147 (Suda et al., 2012).

El cribado de las bacteriocinas que se utilizan en los alimentos requiere el
cumplimiento de algunos criterios importantes. Las cepas productoras deben ser
de grado alimentario (GRAS o QPS), presentar un amplio espectro de inhibicién,
mostrar una alta actividad especifica, no tener riesgos asociados para la salud,

presentar efectos beneficiosos (por ejemplo, mejorar la seguridad, la calidad y el
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sabor de los alimentos), mostrar la estabilidad al calor y el pH, y la solubilidad y
estabilidad optimas para un alimento en particular (Cotter et al., 2005; Leroy y De
Vuyst, 2010). Varios autores han descrito que la inactivacion de varios patdégenos
transmitidos por los alimentos por las bacteriocinas puede diferir en gran medida
dependiendo de la matriz alimentaria en la que se utilicen (Mufioz et al., 2007). Por
lo tanto, la eficacia de diferentes bacteriocinas frente a patégenos transmitidos por

los alimentos debe probarse en todos los sistemas alimentarios.

Las aplicaciones recientes de las bacteriocinas en los alimentos lacteos
para controlar los patdgenos transmitidos por estos, van desde la inoculacion de
los alimentos con cepas de BAL que producen bactericocinas hasta la adicion de
bacteriocinas purificadas o semipurificadas directamente a los alimentos. La
aplicacion de cepas BAL productoras de bacteriocina como cultivos iniciadores
antibacterianos y cultivos protectores puede conferir una ventaja sobre el uso de
bactericocinas semipurificadas/purificadas. En la mayoria de los casos, las
bacteriocinas se absorben en las matrices de los alimentos y se degradan
facilmente, lo que resulta una pérdida de actividad antibacteriana. Por lo tanto, un
método alternativo es la incorporacion de bacteriocinas en peliculas o
recubrimientos de envases alimentarios, que mejoren su actividad y estabilidad en
los sistemas alimentarios complejos (Salgado et al., 2015). Muchos investigadores
han descrito la posibilidad de utlizar las bacteriocinas como peliculas
inmovilizadas en los envases con antimicrobianos para asi poder controlar las
bacterias patdgenas transmitidas por los alimentos, como puede ser Listeria
monocytogenes (Sanchez-Gonzalez et al., 2013; Ibarguren et al., 2015; Narsaiah
et al.,, 2015). Dentro de los alimentos fermentados, la contaminacién por L.
monocytogenes es una preocupacion importante. Varios de los brotes de listeriosis
se han relacionado con el consumo de productos lacteos, en particular quesos
blandos, causando esto un problema a la industria lactea y a las autoridades de
salud publica (Melo et al., 2015). A pesar de que la mayoria de los productos
lacteos, en particular los quesos, se elaboran a partir de leche pasteurizada,

todavia se produce contaminacion con Listeria. Los quesos son productos listos
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para el consumo y generalmente se conservan a temperaturas de refrigeracion

gue permiten la supervivencia y el crecimiento de bacterias como L.
monocytogenes, por lo que la contaminacion puede ocurrir en etapas posteriores
al procesado del producto (Carpentier y Cerf, 2011; Melo et al., 2015). Teniendo
esto en cuenta, las bacteriocinas activas frente a Listeria son una solucion ideal
para prevenir el crecimiento de este patégeno después de cocinar o envasar el
producto (Cotter et al., 2005). También se pueden utilizar para controlar la
microbiota en productos como el queso o el vino, y de esta manera, contribuir a la
calidad del producto final (Oumer et al., 2001; O'Sullivan et al., 2003), ya que
pueden mejorar la fermentacién de los alimentos, acelerar la maduracion del

gueso, e incluso mejorar su sabor (Oumer et al., 2001).

Se han descrito mas de 230 bacteriocinas producidas por BAL, pero sdlo la
mitad de ellas se han identificado a nivel de proteina o ADN (Alvarez-Sieiro et al.,
2016). Ademas, se han probado un numero limitado de bacteriocinas purificadas o
semipurificadas en sistemas alimentarios, especialmente en productos lacteos
(Tabla 1).

Tabla 1. Bacteriocinas estudiadas en los Ultimos afios

BACTERIOCINA

PRODUCTOR

REFERENCIA

Nisin Z
NisinZy A
Nisaplin

Nisin A

Nisin

Lacticin 3147
Lacticin 481
Lactococcin BZ
Leucocin K7
Reuterin

Variacin

Lactococcus lactis W8
Lactococcus lactis

Lactococcus lactis

Lactococcus lactis

Lactococcus lactis N5764
Lactococcus lactis subsp. lactis DPC3147
Lactococcus lactis L3A21M1
Lactococcus lactis spp. lactis BZ
Leuconostoc mesenteroides K7
Lactobacillus reuteri INIA PRO 137
Kocuria varians NCC 1482

Mitra et al., 2011
DalBello et al., 2012
Kykkidou et al., 2007
Oshima et al., 2014
Alves et al., 2016
Morgan et al., 2001
Ribeiro et al., 2016
Yildirim et al., 2016
Shi et al., 2016
Arqués et al., 2011
O’Mahony et al., 2001
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BACTERIOCINA PRODUCTOR REFERENCIA
Bovicin HC5 Streptococcus bovis HC5 Pimentel-Filho et al.,2014
Gassericins Ay T Lactobacillus gasseri LA39 y LA158 Arakawa et al., 2009
Aureocin A70 Staphylococcus aureus A70 Fagundes et al., 2016
Enterocin CCM 4231 | Enterococcus faecium CCM 4231 Laukovd et al., 2001
Enterocin AS-48 Enterococcus faecalis A-48-32 Munoz et al., 2007
Ent35-MccV Escherichia coli BL21 Acufia et al., 2015
Enterocins Enterococcus faecalis L3B1K3 Ribeiro et al., 2017
Enterocin KP Enterococcus faecalis KP Yildirim et al., 2016

a) Nisina

La nisina es una bacteriocina agrupada en la clase la y es actualmente la
bacteriocina mejor caracterizada y de importancia commercial (Ross et al., 2002).
Tiene licencia como conservante alimentario (E234) y es reconocida como segura
por el Comité de Expertos de Aditivos Alimentarios de la Organizacion Conjunta de
la Alimentacién y la Agricultura/Organizacion Mundial de la Salud (FAO/OMS)
(FAO y OMS, 2006; Favaro et al., 2015). Hasta la fecha, se han descubierto y
caracterizado ocho tipos de variantes de la nisina: nisinas A, Z, F y Q producidas
por Lactococcus lactis y nisinas U, U2, P y H producidas por algunas cepas de
Streptococcus (O'Connor et al.,, 2015). La forma comercial disponible de nisina
para su uso como conservante alimentario es la NisaplinaTm, con el ingrediente
activo nisina A (2,5%) y otros ingredientes como NaCl y leche seca sin grasa
(Chen y Hoover, 2003).

La nisina tiene actividad antimicrobiana frente a numerosas bacterias Gram-
positivas, incluyendo BAL, patégenos como Listeria y Staphylococcus, y las
bacterias que forman esporas, Bacillus y Clostridium (Chen y Hoover, 2003). Una
de las primeras aplicaciones de la nisina fue prevenir los efectos en el queso
causados por Clostridium spp. como productor de gas (Galvez et al., 2008)

También se ha demostrado que es eficaz en el control de diferentes patdégenos
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como L. monocytogenes y Staphylococcus aureus en productos lacteos (Sobrino-
Lépez y Martin-Belloso, 2008). En un estudio de Arqués et al. (2011), se demostré
gue la nisina reduce la concentracion de L. monocytogenes y S. aureus en la leche
almacenada a temperaturas de refrigeracion. Varios estudios también probaron
que la adicion de nisina a diversos tipos de queso provocaba una reduccion del
crecimiento de L. monocytogenes, aunque limitado a 1-3 Log (Chen y Hoover,
2003). Varios informes indican que la nisina A no es muy activa frente a L.
monocytogenes en si, pero su efecto anti-listerial se ve reforzado por la reduccién
del pH y la adicion de NaCl (Chen y Hoover, 2003; Khan y Oh, 2016).

También esta comprobada su actividad en otros productos lacteos
pasteurizados, como postres refrigerados, dulces de leche, nata y leche en polvo
enlatada, en estos productos la presencia de L. monocytogenes disminuia en las
muestras previamente inoculadas con esta bacteria (Galvez et al., 2008). En otros
estudios demostraron la eficacia de la combinacion de nisina y bovicina HC5 frente
a L. monocytogenes y S. aureus en queso fresco (Pimentel-Filho et al., 2014), se
observo una reduccion de L. monocytogenes a niveles no detectados después de
9 dias de almacenamiento a 4 °C, aunque la combinacion de bacteriocinas no

impidié el crecimiento de S. aureus.

Varios estudios demuestran que la actividad antimicrobiana de la nisina se
ve afectada por varios factores, como el pH, la temperatura, la composicion, la
estructura y la microbiota natural de los alimentos (Zhou et al., 2014). La
aplicacion de nisina en productos lacteos también se limita a valores de pH
inferiores a 7, ya que la nisina pierde en gran medida su actividad a un pH mayor
(de Arauz et al., 2009). Otros estudios también mencionan varias limitaciones en el
uso de nisina en productos lacteos, debido a su interaccion con la grasa y otros
componentes en la matriz alimentaria (Favaro et al., 2015). Por otro lado el amplio
espectro de inhibicidn asociado con la nisina incluye a las BAL entre ellos mismos
(Abee et al., 1995), por lo tanto, en los alimentos lacteos que requieren de las BAL

para los procesos de fermentacion, la aplicacion de la nisina presenta una gran
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limitacion. Una alternativa consiste en emplear otras bacteriocinas con un rango
de actividad muy especifico (Abee et al., 1995). Por todo esto, ha habido un gran
interés en la basqueda de nuevas bacteriocinas con una amplia gama de actividad
antibacteriana, estabilidad en diferentes ambientes alimentarios, tolerancia al calor

y resistencia a las enzimas proteoliticas.

b) Pediocinas

Las pediocinas son bacteriocinas incluidas en la clase lla producidas por
Pediococcus spp. y estan disponibles comercialmente bajo el nombre ALTA
2341TM (Garsa et al., 2014). Esta bacteriocina ha demostrado ser mas eficaz que
la nisina frente a algunos patdégenos transmitidos por los alimentos como L.
monocytogenes y S. aureus (Cintas et al., 1998; Eijsink et al., 1998). Por otra
parte, los extractos parcialmente purificados de cepas de P.acidilactici, P.
pentosaceous Yy P. cerevisiae mostraron actividad frente a organismos Gram-
negativos como Pseudomonas y E. coli (Jamuna y Jeevaratham, 2004). La
aplicacion de pediocinas a los productos lacteos se ve reforzada por su estabilidad
en soluciones acuosas, su amplia gama de pH y su alta resistencia al calor o la
congelacion (Sobrino-Lopez y Martin-Belloso, 2008). A pesar de este alto
potencial, se ha investigado poco la adicion de pediocinas a la leche o alimentos
lacteos. Se sabe que la pediocina PA-1 reduce el recuento de L. monocytogenes
en queso cottage, en crema y salsa de queso (Pucci et al., 1988). El efecto frente
a Listeria fue notable a una amplia gama de temperatura y rangos de pH y fue
particularmente eficaz con una baja contaminacion inicial de L. monocytogenes
(102 UFC/mL). Recientemente Verma et al. (2017) describieron la produccién de la
pediocina de grado alimentario en un medio de suero de leche de queso. Esta
pediocina semipurificada demostrod ser eficaz para reducir el recuento de S. aureus

y mejorar la vida util de la leche de bufala cruda (Verma et al., 2017).
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c) Lacticinas

Las lacticinas son producidas por ciertas cepas de Lactococcus lactis e incluyen
las lacticinas 3147 y 481 entre otras (Piard et al., 1992; McAuliffe et al., 1998).

La cepa productora de lacticina 3147 fue aislada de un grano de kéfir
irlandés utilizado para la fabricacion de suero de leche. Esta lacticina es un
lantibidtico de dos componentes, que requiere ambas proteinas estructurales para
su actividad biologica (McAuliffe et al., 1998). Esta bacteriocina es activa frente a
una amplia gama de bacterias alterantes y patégenas de los alimentos (Sobrino-
Lépez y Martin-Belloso, 2008; Martinez-Cuesta et al., 2010). Se demostr6 que una
preparacion en polvo de lacticina 3147 era eficaz para el control de Listeria y
Bacillus en muestras de leche infantil, yogur natural y queso cottage (Morgan et
al., 2001). Sin embargo, debido a las altas concentraciones necesarias de
lacticina, que representaban el 10% del peso del producto, los autores la

consideraron como no rentable (Morgan et al., 2001).

La lacticina 481 es un lantibiotico monopéptido que exhibe un espectro
medio de inhibicion, principalmente activo fente a otras BAL, Clostridium
tyrobutyricum (O'Sullivan et al., 2003) y L. monocytogenes (Ribeiro et al., 2016). El
uso de lacticina 481 no purificada en la leche almacenada a temperaturas de
refrigeracion, demostroé tener una actividad bacteriostatica leve (Arqués et al.,
2011). Sin embargo, la aplicacion de lacticina 481 semipurificada en quesos
frescos almacenados a temperaturas de refrigeraciéon, redujo L. monocytogenes
en 3 ciclos al cabo de 3-7 dias (Ribeiro et al., 2016). Sin embargo, no es probable
gue la aplicacién de lacticinas en los sistemas alimentarios garantice la total

eliminacién de patdégenos como L. monocytogenes.
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d) Enterocinas

Las enterocinas son producidas por diferentes especies enterococos Yy
comprenden un diverso grupo de bacteriocinas, tanto en términos de clasificacion

como de espectro de inhibicion (Egan et al., 2016).

Aunque la mayoria de las BAL tienen el estado GRAS y se pueden utilizar
de forma segura en aplicaciones alimentarias, los enterococos bacteriocinogénicos
plantean algunos problemas de seguridad (EFSA, 2007). Los enterococos se
encuentran entre los patdgenos que se han asociado con un determinado namero
de infecciones en humanos (Moreno et al., 2006). Ademas, algunos pueden
albergar determinantes de virulencia y genes de resistencia a antibiéticos (EFSA,
2007). Aunque los enterococos aislados de alimentos tienen menos determinantes
de virulencia que las cepas clinicas, son conocidos por su capacidad para
intercambiar informacion genética (Eaton y Gasson, 2001). Teniendo en cuenta las
preocupaciones de seguridad en el uso de enterococos bacteridgenos, puede
considerarse mas adecuado el uso de enterocinas purificadas para el consumo de

alimentos

La enterocina AS-48 es producida por E. faecalis y es una bacteriocina
ciclica de clase llc que es activa contra un namero de Bacillus y Clostridium sp.
(Lucas et al., 2006; Burgos et al., 2014). Esta es una de las bacteriocinas mas
estudiadas, mostrando una alta estabilidad al pH y al calor, lo que la hace una
gran candidata para su aplicacion en los alimentos. Mufioz et al. (2007) estudiaron
la eficacia de la enterocina AS-48 frente a los estafilococos en la leche desnatada.
Observaron un efecto bactericida proporcional a la concentracién de bacteriocina
(10-50 pg/mL), pero no se logro la eliminacién completa de los estafilococos para
ninguna de las concentraciones ensayadas. Esta eficacia aparentemente menor
de AS-48 en la leche en comparacion con el medio de cultivo podria atribuirse a
una mayor retencién de las moléculas de bacteriocina por componentes lacteos y

a una difusion mas lenta (Mufioz et al., 2007).
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Yildirim et al. (2016) investigaron los efectos antimicrobianos de la
enterocina KP frente a L. monocytogenes en leche descremada, semidesnatada y
leche entera. La Enterocina KP tuvo un alto efecto antilisteria, pero este efecto
bactericida disminuyé a medida que aumentaba tanto el contenido de grasa de la
leche como la cantidad de in6culo de L. monocytogenes. Anteriormente, Laukova
y Czikkova (1999) habian descrito un efecto inhibitorio de la enterocina purificada
CCM 4231 (3200 AU/mL) sobre el crecimiento de S. aureus y L. monocytogenes
en leche desnatada y yogur. Aunque, el efecto antagénico de la enterocina en S.

aureus en el yogur fue menor después de 24 h.

Por lo general, las enterocinas son activas frente a patégenos transmitidos
por los alimentos, como Listeria spp. y Clostridium spp., pero su aplicacion en los
sistemas alimentarios no impide el crecimiento de patdogenos durante todo el
tiempo de almacenamiento (Zacharof y Lovitt, 2012; de Souza Barbosa et al.,
2015). Sin embargo, Arqués et al. (2011) observaron la reduccion de los recuentos
de L. monocytogenes en la leche por debajo de los limites de deteccidn después
de 24 h cuando se combinaban de dos bacteriocinas, reuterina y enterocina AS-
48.

A pesar de los recientes avances en la investigacion de las bacteriocinas en
aplicaciones alimentarias, el uso de bacteriocinas purificadas en la industria lactea
sigue siendo limitado. Con frecuencia, la aplicacién de una bacteriocina por si sola
no proporciona la suficiente proteccion frente a la contaminacion microbiana de los
productos lacteos. El alto coste de la obtencién y la purificacion de las
bacteriocinas también limita la exploracion comercial de nuevas bacteriocinas.
Ademas, la legislacion alimentaria regulada por las autoridades sanitarias (FDA y
EFSA) limita la aprobacion de nuevas bacteriocinas como conservantes
alimentarios y, como consecuencia, sélo dos bacteriocinas (nisina y pediocina) se

encuentran actualmente en el mercado.
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1.3 PROBIOTICOS

Fue a principios del siglo XX cuando se empez0 a relacionar el efecto beneficioso
de las bacterias de los alimentos fermentados como la leche, frente a
enfermedades infecciosas intestinales (Moro, 1900; Beijerinck, 1901; Cahn, 1901;
Tissier, 1906). A partir de 1919 se empezaron a fabricar productos lacteos de
venta en farmacias y con receta médica aconsejados para prevenir enfermedades
como diarrea, estrefiimiento, colitis ulcerosa, disbiosis, cistitis o dermatitis. A partir
de entonces se han ido desarrollando numerosos productos cuyo componente

principal son bacterias probioticas.

El término probidtico se deriva de la preposicion latina "pro,” que significa
"para” y la palabra griega "biético” que significa "vida". El principio probiotico se
remonta a mas de 100 afios atras. En 1908, Elie Metchnikoff sugirié que seria
posible modificar la microbiota de nuestros cuerpos y reemplazar microbios
dafinos por microbios utiles. Los beneficios que aportan para la salud los
probidticos incluyen la modulacion de la respuesta inmune, el mantenimiento de la
barrera intestinal., el antagonismo de la adhesion de patdégenos al tejido huésped,
y la produccion de diferentes metabolitos como vitaminas, acidos grasos de
cadena corta (SCFAs), y moléculas que actian como neurotransmisores
implicados en la comunicacion intestino-cerebro (Duranti et al., 2017). En 2002 un
comité cientifico de la FAO y la OMS definid6 a los probi6ticos como “organismos
vivos que ingeridos a dosis definidas ejercen efectos beneficiosos para la salud”.
Esta definicibn ha seguido evolucionando conforme ha ido avanzando la
investigacion determinado las caracteristicas necesarias de un probidético asi como
el efecto beneficioso en numerosos transtornos, no soélo intestinales. En las
Ultimas décadas, la investigacion en el area de los probidticos ha progresado
considerablemente y se han hecho avances significativos en la seleccion y

caracterizacion de cultivos probidticos especificos.
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Varias bacterias del grupo de las bifidobacterias y de los estreptococos se
consideraron inicialmente como bacterias probidticas, destacan las bacterias
lacticas y las bifidobacterias, pero también bacterias que pertenecen a otros
géneros, como E. coli y Bacillus cereus, o levaduras, principalmente
Saccharomyces cerevisiae (Shortt, 1999; Vaughan et al., 2002) (Tabla 2). Las
bacterias probiéticas son suplementos alimentarios que consisten en un
microorganismo vivo que coloniza los intestinos y puede beneficiar de forma

positiva al huésped (Viswanathan et al., 2016; Vaibhav et al., 2012).

Tabla 2. Especies bacterianas mas utilizadas como probidticos.

Lactobacillus L. acidophilus, L. amylovorus, L.casei,
freundereichi, L. crispatus, L. delbruecki, L.
fermentum, L. helveticus, L. gallinarum, L. gasseri,
L. jonhsonii, L. paracasei, L. plantarum, L. reuteri, L

rhamnosus.

Bifidobacterium B. animalis, B. adolescentes, B. bifidum, B. breve,
B. infantis, B. longum.

Otras bacterias lacticas Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,

Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides,
Pediococcus acidilactici, Sporolactobacillus inulinus.

Otros microorganismos Bacillus cereus var. toyoi, Escherichia coli,
Propionibacterium,  Streptococcus termophilus,
Saccharomyces cerevisae, Saccharomyces
boulardii.

Todos los afios el Comité Cientifico de la EFSA actualiza la lista de
microorganismos considerados seguros basados en su historial de uso en
alimentacion a los que se les ha concedido la condicion de QPS (Qualified
Presumption of Safety) (EFSA, 2019). Esta lista, incluye bacterias Gram-positivas,
bacterias Gram negativas, y levaduras (Tabla 3). Todas estas especies a las que
se le ha atribuido la condicién de QPS no necesitan la realizacion de ensayos de

seguridad que avalen su uso seguro.
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Tabla 3. Lista de 2016 de los agentes bioldgicos recomendados por el estado como QPS

para las evaluaciones de riesgos de seguridad, actualizada por los paneles y unidades cientificas

de la EFSA en 2019.

Gram-positive non-spore forming bacteria

Species Qualifications(?)
Bifidobacterium Bifidobacterium bifidum Bifidobacterium
adolescentis Bifidobacterium breve longum
Bifidobacterium animalis
Carnobacterium
divergenstt!
Corynebacterium Corynebacterium QPS applies for production
ammoniagenes) alutamictn® purposes only,(n-e)
Lactobacillus acidophilus Lactobacillus delbrueckii Lactobacillus panis
Lactobacillus amylolticus — Lactobacillus dextrinicus®  Lactobacifius paracaser
Lactobacillus amylovorus — Lactobacillus diolivorans®  Lactobacillus
Lactobacillus animafts¥) Lactobacillus farciminis paraplantarum
Lactobaciilus alimentarius  Lactobaciilus fermentum Lactobacillus pentosiis
Lactobacillus aviaries Lactobacillus gallinarum Lactobacillus plantarum
Lactobaciilus brevis Lactobaciilus gasseri Lactobaciilus pontis
Lactobacillus buchnerf Lactobacillus helveticus Lactobacillus reuteri
Lactobacillus casefe) Lactobacillus higard Lactobacillus
Lactobacillus ceflobiosus Lactobacilius johnsonii rhamnosiis
Lactobacillus collinoides Lactobacilius Lactobacillus sakei
Lactobacillus coryniformis  kefiranofaciens Lactobacillus salivarius
Lactobacillus crispattis Lactobacillus kefir Lactobacillus
Lactobacillus curvatiis Lactobacillus mucosae sanfranciscensfs
Lactococcus factis
Leuconastoc citreum Leuconostoc mesenteroides  Leuconostoc
Levconostoc lactis pseudomesenteroldes
Microbacterium imperiale® QPS only applies when the
species is used for enzyme
production.
Oenococcus oenf
Pasteuria nishizawae"
Pediococcus acidiiactici Pediococcus parvufus’) Pediococcus
pentosaceus
Proplonibacterium Proplonibacterium
acidipropionici freudenreichif
Streptococcus
thermophilus
Gram-positive spore-forming bacteria
Bacillus
Species Qualifications(®)
Bacillus amyloliguefaciens  Bacillus fusiformis Bacillus mojavensis  Absence of toxigenic
Bacilius atrophaeus Bacillus fentus Bacillus pumifus activity.
Bacillus clausi Bacillus licheniformis Bacillus smithild
Bacillus coagulans Bacillus megaterium Bacillus subtilis
Bacilius flexus® Bacillus vallismortts
Geobacillus Absence of toxigenic
stearothermophiius activity.
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Gram-negative bacteria

Species Qualifications()
Glticonobacter oxydans QPS only applies when the
species is used for vitamin
production.
Komagataelbacter QPs applies for production
sucrofermentanseid purposes only. ™
Xanthormonas QPs only applies when the
campestriss) species is used for the
production of xanthan gum.

Yeasts(®

Species Qualifications

Candlida cyiindraced® QPS only applies when the
species is used for enzyme
production.

Debaryomyces

hansenii

Hanseniaspora uvarum

Kluyveromyces lactis Kluyveromyces marxianus

Komagataella pastoris Komagataella phaffl! QPS only applies when the
species is used for enzyme
production.

Lindnera jadinif QPS only applies when the
species is used for enzyme
production.

Ogataea angusta QPS only applies when the
species is used for enzyme
production.

Saccharomyces bayanus Saccharomyces Saccharomyces Absence of resistance to

cerevisiag®) pastorianus antimycotics used for medical
treatment of yeast infections
in cases where viable cells
are added to the food or feed
chain.
In the case of Saccharomyces
cerevisiae this qualification
applies for yeast strains able
to grow above 37°C.

Schizosaccharomyces

pombe

Wickerhamomyces QPS only applies when the

anomalus species is used for enzyme
production.

Absence of resistance to

antimycotics used for medical
treatment of yeast infections
in cases where viable cells
are added to the food or feed
chain.

Aunque segun estudios de Johansson et al. (1993) y Rinkinen et al. (2003)
la capacidad de adherirse de las cepas probidticas al epitelio intestinal es
independiente de su origen, otros estudios (Holzapfel et al., 1998) recomiendan
gue las cepas utilizadas como probidticos sean aisladas de la misma especie
donde se pretenden aplicar. Una vez estudiada y caracterizada la cepa debe ser

identificada y clasificada segun la FAO y OMS mediante la secuenciacion total del
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genoma bacteriano permitiendo estudiar la existencia de genes que puedan

derivar en un carécter patdégeno de la cepa en cuestion.

Dentro de los estudios a realizar esté la posible transferencia de factores de
resistencia a antibiéticos de cepas probidticas a cepas potencialmente patdgenas,
este hecho podria acarrear un problema de salud grave al conceder a estas
bacterias patégenas una serie de herramientas para poder defenderse frente a los
tratamientos con antibiéticos, pudiendo por otro lado dificultar el tratamiento de
infecciones de dificil resolucion con bacterias implicadas como L. monocytogenes
o S. aureus (Leclerg et al., 1989; Noble et al., 1992). Se recomienda en general
por los expertos que las bacterias probiéticas no posean resistencia frente a
antibidticos u otras drogas y se plantea el requisito de que ningun probiotico posea
la capacidad de albergar en su genoma genes relacionados con la resistencia a

antibidticos, que puedan ser transferidos (Bhardwaj et al., 2010).

Por otro lado algunas cepas probidticas son capaces de producir aminas
biégenas, compuestos organicos alcalinos que se producen debido a la actividad
amino-descarboxilasa de algunos microorganismos. Aunque estas aminas
biégenas pueden ser necesarias para agunas de las funciones fisiologicas, una
alta concentracion de estos compuestos pueden producir graves problemas
toxicolégicos. La histamina y la tiramina tienen propiedades vasoactivas y
psicoactivas, mientras que la cadaverina y la putrescina potencian los efectos de
las anteriores ademas de ser precursores de nitrosaminas carcinogénicas en
alimentos (Bover-Cid et al.,1999). Dado que algunos lactobacilos tienen la
capacidad de producir estas sustancias (Coton et al.,1998; de las Rivas et al.,
2005) habria que evaluar esta propiedad en cualquier cepa que se pretenda

utilizar como probidtico.
Otra de las caracteristicas que se deben estudiar en los probio6ticos es su

capacidad de resistir al proceso de digestidon, asi como su capacidad de adherirse

al epitelio intestinal (He et al., 2002; 2005). Hay que estudiar su resistencia a la
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acidez gastrica y a las sales biliares, por ejemplo, se conoce que determinadas
especies de lactobacilos y bifidobacterias pueden resistir a las condiciones del
proceso de digestion, aparareciendo vivas en las muestras de heces (Jiménez et
al., 2008; Olivares et al., 2007).

Se han estudiado los efectos terapéuticos de los probidticos en una gran
gama de enfermedades como son: infecciones o enfermedades gastrointestinales,
intolerancia a la lactosa, tratamiento en reacciones alérgicas, en infecciones
respitatorias, asi como en recién nacidos (Ford et al., 2014; Le Barz et al., 2015).
En individuos enfermos se puede medir facilmente el efecto beneficioso de los
probidticos, pero es muy dificil en individuos sanos, mas que nada porque no
existe un consenso a nivel internacional sobre cuél debe ser la microbiota
intestinal de un individuo sano (Backhed et al., 2012; McFarland, 2014).

Ya que se sabe que la leche materna es el mejor alimento para los bebés
durante sus fases de rapido desarrollo, en diferentes estudios como el de Vaibhav
et al., y Olivares et al., en 2012, se ha estudiado el potencial de la leche materna
como fuente de bacterias probidticas. Los efectos beneficiosos potencialmente
ejercidos por la leche en el lactante son la razon por lo que estan siendo incluidas
determinadas cepas probidticas de la leche materna en las formulas infantiles.
Entre los efectos que se han sugerido para dichas bacterias cabe resaltar su papel
antimicrobiano, antiinflamatorio y/o modulador de la respuesta inmunitaria. La
existencia de bacterias en la leche materna y los efectos beneficiosos que ejercen
sobre el lactante ofrecen nuevas alternativas para la inclusién de determinadas

cepas probidticas en las formulas infantiles.
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El objetivo general de la tesis ha sido realizar un estudio de los microorganismos
presentes en la leche materna obteniendo una coleccién de cepas tras un
programa de muestreo, para posteriormente ensayar su produccion de
bacteriocinas, identificarlas a nivel de especie, estudiar sus genes de resistencia,
y valorar la presencia de cepas seguras. Por otro lado realizar un estudio de la
microbiota de la leche y para asi poder identificar cepas de bacterias que no se
habian identificado mediante cultivo por los medios tradicionales.

Para ello se propusieron los siguientes objetivos especificos:

1. Obtener una coleccion de cepas bacterianas procedentes de leche

materna.

2. Caracterizar e identificar aquellas cepas productoras de bacteriocinas y

evaluar su funcionalidad para la industria alimentaria.

3. Evaluar la resistencia de las bacterias identificadas a las condiciones del

tracto digestivo.

4. Determinar la presencia de genes de resistencia a antimicrobianos

5. Determinar la biodiversidad bacteriana en la leche materna durante el

periodo de lactancia y analizar posibles cambios durante ese periodo.
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MATERIAL Y METODOS
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3.1 MUESTRAS

Las muestras de leche materna se tomaron de una Unica donante, mujer, 40 afios,
tercer parto por cesarea, asmatica, con sobrepeso, y sin ningan otro padecimiento
cronico. La donante habia amamantado a sus dos hijos previos hasta los 20
meses, por lo que era una buena candidata a mantener la lactancia pasado los 6
meses hasta cerca del aflo de vida del nifio. La donante extrajo la leche de las
mamas limpias, desinfectadas con alcohol al 70%, 3 veces al dia (mafiana, tarde y
noche) una vez por semana, antes de amamantar al nifio. Antes de cada
extraccion la donante se lavaba las manos y se colocaba guantes. La extraccion
se realizaba con una bomba manual (Phillips Avent SCF330/20). La muestra, de 5
a 7 mL, se colocada en un tubo falcon estéril y se mantenia en frio. Las muestras
de leche se transportaron, al laboratorio donde se almacenaban a -20 °C hasta su
analisis, en una nevera portatil con hielo reutilizable esterilizado. Se tomaron

muestras durante 28 semanas, desde la semana 20 de lactancia hasta la 48.

3.2 MATERIALES

3.2.1 Medios de Cultivo

3.2.1.1 Medios de cultivo de crecimiento

Caldo tripticaseina-soja (TSB). El caldo tripticasa-soja fue empleado para
el crecimiento de las bacterias. El preparado comercial deshidratado (Scharlau) se
disolvi6 a razén de 30 g/litro de agua destilada. En forma soélida (TSA), fue

empleado cdmo medio de crecimiento para el recuento de células viables.

Composicion del medio TSB

THPLONG,........ooreeeeeeeereeeessseeseeesssssensessssssesssssssasee 179
Peptona de SOja.............cuummeesssssmmssssseesssssenns 39
ClOruro SOICO...........ooeeeeeerereeeesmssreseeeessssseeseeessssseeneees 59
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Medio de cultivo de Man, Rogosa y Sharpe (MRS). Este medio se
desarrollé en los afios 60 y lleva el nombre de sus inventores. Se utiliza para el
crecimiento de lactobacilos. El preparado comercial (Scharlau) fue reconstituido a
razon de 52 g/litro de agua destilada.

Composicion del medio MRS

Peptona de caseina,..............cooocoeereeemeersemeesnnees 10,009
Extracto de carne, ................cooeeeeemmeerssensesssnesesanees 8,009
Extracto de levadura,.................oooeeeemereresmeresesenens 4,009
DEXITOSA .........oooeeeereesesseseeesssesssesesessesesessssesssaneees 20,009
Acetato SOICO...............cooeeeeereeecrerecseeesseeseeeesenesane 5,009
Citrato triamoniCo .........ccooooeeeeeeereereeeereeeseeeeaeees 2,009
Sulfato de magnesio ...............ccooeemeeremeeesesneenes 0,209
Sulfato de manganeso..................oeeeremeeeseseeeens 0,059
Fosfato dipotasico...............cceuemeeeemeeeeeeeesseesssneees 2,009
Polisorbato 80.............ccoooeeueeeereeeeeeereeeereeereecseeenne 1,009

Eosin Methylene Blue Agar (EMB). El agar eosina-azul de metileno o
Agar EMB es un medio selectivo que se utiliza para el cultivo, aislamiento y
recuento de bacterias bacilares gram -, para ser mas exactos de enterobacterias.
Posee un color purpura rosado o bien, rojizo. La preparacion de este medio
consiste en suspender 37,5 gramos en 1000 mL de agua destilada, calentar y
agitarlo hasta llevarlo a ebullicion, posteriormente se esteriliza a 121 °C durante

15 minutos y se vierte en placas de petri dejandolas enfriar y solidificar.
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Composicién del medio EMB

PEPLONG, ........oooeeveeeeereeeessesesesssesssssesssesessssaseneens 10,009
LACIOSA,........oorrereeereesessessssssessesssssesssssssesssssasseseess 10,009
Fosfato dipotasico . ...........ccoceeeeemecereresereesaenen 2,009
Eosina amarilla,..............coooeeeemmeeereseneesseseeseessneeees 0,409
Azul de metileno,.................cooereereseereessseseesasens, 0,065g
AGA ......ooeeevesesesssesessssssssasesssssessssssssssasessssasesssanees 15,009

pH: 6,90 +0,2 a 25 °C

Vogel — Johnson. El medio Vogel-Johnson es el medio selectivo que se
utiliza para el cultivo, aislamiento y recuento de cocos gram +, para ser mas
exactos estafilococos. Presenta coloracion tostada o anaranjada. La preparacion
de este medio consiste en suspender 60 gramos en 1000 mL de agua destilada,
calentarlo y agitarlo hasta llevarlo a ebullicion, posteriormente se esteriliza a 121
°C durante 15 minutos. Después se enfria hasta llegar a los 50 °C
aproximadamente y se le afiade en condiciones de asepsia 20 mL de solucion de
telurito potasico al 1% o bien 6 mL de solucion al 3,5% de telurito potasico. No se
debe calentar después de afadir el telurito potasico. La funcién del telurito
potasico es que las colonias de estafilococos obtengan la coloracion negra y asi

poder visualizarse mejor.

Composicion del medio Vogel-Johnson

Peptona de caseina,............c.coceueeeeeemeereeerrensnne. 10,009
Extracto de levadura,...............cooeeerrerererrrerncrnnee. 5,009
A LT (o OO 10,009
Fosfato dipotasico .............ooeeeeveemeeesseeessseeeses 5,009
Cloruro de litio,..............coooeevermeereereresseeessesesessasesessens 5,009
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Glicina 10,009

pH: 7,2 0,2

Caldo de ELLIKER. El caldo Elliker o caldo de lactobacilos, es utilizado
para el crecimiento de lactobacilos, estreptococos y algunos lactococos de
productos lacteos. Este se prepara segun la formulacion de Elliker, Anderson y
Hannesson, con las modificaciones de Mclaughlin. El Agar lactico 6 Elliker agar
se utliza para el recuento general de bacterias acido lacticas. Se prepara
diluyendo 48,5 g de polvo en 1 L de agua destilada. Se debe esterilizar en la
autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Composicion del medio Elliker

Peptona de caseina,..............ccoocooeeueeceemeereneraenns 20.00g
Extracto de levadura,............cooceeeeereeereecreneennns, 5.00g
Gelating,...........oocoeeeueeeeeeeseeesseeeseeesse e ssessesssseeen 2.509
DEXITOSA........coeereereereereeseesee s sesssenesas 5.00g
LACIOSA ... s s snsanas 5.00g
SACAMOSA.........uceveeereereeteeseessssess s ssssssssssssssnsanes 5.00g
Cloruro de sodio,............coocoereeeeremecreeereeeerreesneenne 4.00g
Acetato de sodio,................oeeeeerremeereeereecreeeeseeneanee, 1.509
Acido asCODICO.............oooeeeeeeeeeeeeee e 0.50g
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3.2.1.2 Medios de caracterizacion

Medios de crecimiento con NacCl al 6,5% o al 4,0% (BHI-NaCl 6,5%, BHI-
NaCl 4,0%). Este medio se prepard adicionando 60 g 6 35 g de NaCl por litro de
medio BHI, segun formulacion, teniendo en cuenta la cantidad de NaCl que
contiene el medio deshidratado.

Medios de crecimiento a pH 4,5, pH 8,0y pH 9,6 (BHI-pH 4,5, BHI-pH
8,0, BHI-pH 9,6). Estos medios se prepararon adicionando un acido o bien

tampon bicarbonato sddico 0,2 M, al medio BHI.

Agar bilis esculina: El preparado comercial (Scharlau) se disolvié en agua
destilada, a razon de 64,5 g/L. Su composicion en gramos por litro de agua

destilada es la siguiente:

Extracto de carne...............coocoeeeeeeeecrenecreeesseensane. 3,009
PePLONa,........ooeeeereereereeree s bbb senesas 5,009
BIlIS.......eceeeeeeeeeect ettt sesesaeees 40,009
Citrato férrico amonico...............cooeeremeerererrreneesnne 0,509
ESCUNNG ...ttt saeees 1,009

Medio agar-gelatina. Para la deteccion de actividad gelatinasa se utilizd

agar de Todd-Hewitt (Difco) adicionado de 30 g/L de gelatina.

Medio agar-leche descremada. Este medio fue utilizado para la deteccion
de microorganismos productores de proteasas. Para ello, se utiliz6 medio TSA

adicionado de leche descremada en polvo al 1,5 %.
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THPLONA . ....ooeeeeeeeeereeesees s s sssssssasessssnsssans 179
Peptona de Soja ............ccoeeeeeeecueeeereeersecseseesesesaeesenes 39
ClOruro SOICO .............oeeeeeeereeeerseesseesssesesssessseseesanes 59
Fosfato dipotasico.,...............oeeeemeeeemeereeeeesseesseneenns 2,59
GIUCOSA.........coeoeeeeeeseeseesseseesesssssesssssaseessssassesssssanenes 2,59
Leche descremada en polvo,..............ccooweermmrernnnne. 15¢

Medio agar-ADN. Este medio fue utilizado para determinar la presencia de

actividad ADNasa. Su composicion en gramos por litro de agua destilada es la

siguiente:
THPLONG, .........ooeeeeeerereeeseesseses s ssesesssssssesesssneees 20,009
ADN........oeteeeeevesesssssesssssesessssssssssssssasessssasessssasesssanns 2,009
ClOruro SOICO ...........ocoeeeveeeeeeeessseesseessesesssseesens 5,009
Azul de toluiding ............ooveeeeeeeeeeeereeerseeessseessneenn! 0,19

Medio agar-sangre. Medio utilizado para determinar la presencia de

actividad p-hemolitica. Su composicion en gramos por litro de agua destilada es la

siguiente:
ST 01 (oT g = 23,009
Cloruro SOAICO ... ereeeeeaean, 5,009
AIMIAON, e ee e es s 1,009
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Medios para la fermentacion de la rafinosa y estaquiosa. Se utiliz6 agar
MRS modificado de acuerdo con Gillland y Speck (1977). El medio MRS se
preparé sin extracto de carne y sin glucosa y el citrato de hidrégeno di-amonio se
reemplazo por el citrato sédico. Finalmente, se adicioné rojo de clorofenol como
indicador de pH a una concentracién final del 0,004%. Los azUcares estaquiosa y
rafinosa fueron adicionados al medio de cultivo a razéon de 3,09 y 8 giL,

respectivamente.

Medios para determinar la produccion de exopolisacaridos (EPS). Se
prepara el medio MRS con el 10% de sacarosa. Se siembran las cepas y se dejan
incubar 48 horas, con el asa de siembra se comprueba si las colonias pueden ser

levantadas como el hilo, con lo cual se considera que producen EPS.

Medio agar-almidon. Este medio ha sido utilizado para determinar la
presencia de actividad a-amilasa. Su composicion en gramos por litro de agua

destilada es la siguiente:

PePLONa. ...ttt 5,009
Extracto de carne............ooooeeeeeeeereeeeeeeereeeseneenne 3,009
AIMIAON, ..ot ssns s 2,009
AGAL,......ooeevseeeeesessesssessessssssasssssssssssessasssssasessanessans 7,009

3.2.1.3 Medios de evaluacion de la actividad antimicrobiana

Medio BHA tamponado (BHA-T). Se utilizé cdmo capa base de las placas
para los ensayos de actividad antibacteriana. El preparado comercial (BHI) se
reconstituyd con tampén fosfato 0,1 M, pH 7,2. Su composicion en gramos por litro

es la siguiente:
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Fosfato monosodico................cc.cooooeeeeeeeeeeeeeeenns, 4,309
Fosfato disOdico,.................coooooemeeeeeeeeeeeeeeeeeernnn, 10,009
AL oo eeeeeeeeeeee s eeeeseeeesseeesseeaseeeas e 17,009

Medio BHAT blando. Fue empleado como sobrecapa para cubrir la capa

base de BHAT una vez inoculado con la bacteria indicadora

BHI e 15,009
Fosfato monosodico..................cooeeeereeeeerrrecrerennn. 4,309
Fosfato disodiCo ............cooeeenmmeeersnneeeesseneeesnn 10,009
AGAL.......oeeeeeesseessessssessssesss s sss s ssasesssssssanes 8,00g

3.2.2 Microorganismos

Como microorganismos indicadores para los ensayos de actividad
antimicrobiana se emplearon las cepas de Enterococcus faecalis S-47,
Escherichia coli CECT 432, Listeria innocua CECT 910, Staphylococcus aureus
CECT 192 y Salmonella sp. (Galvez, 1984; Martinez-Bueno et al., 1986).

Para uso rutinario, las distintas cepas bacterianas se conservaron a 4 °C en
tubos de agar inclinado, mediante resiembras perioddicas. Para su conservacion a
largo plazo se almacenaron a —20 °C y a —80 °C, utilizando cémo sustancia

crioprotectora glicerol al 20%.
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3.3 METODOS

3.3.1 Aislamiento v recuento de bacterias lacticas de la leche

3.3.1.1. Preparacion de la muestra

En los dias previos a los experimentos se preparaba el material necesario
para los experimentos, medios de cultivos, placas y solucién salina para las
diluciones. El dia del ensayo las muestras de leche eran sacadas del congelador y

puestas en refrigeracion para que se descongelaran lentamente.

3.3.1.2 Siembra e incubaciéon

Se realizaron diluciones seriadas de la muestra de leche bien
homogeneizada, y se sembraron en un medio general para la deteccion de
mesofilos totales. El proceso se realizd por triplicado con todas las muestras del

ensayo.

Las muestras se incubaron en una estufa a 36 °C durante 24 horas para
posteriormente realizar los recuentos de las unidades formadoras de colonias

expresando los resultados en UFC/mL

3.3.2 Caracterizaciéon mediante tincion y medios selectivos

3.3.2.1 Siembra en medios selectivos

De igual forma se hicieron diluciones seriadas de la muestra de leche y se
sembraron en los medios selectivos MRS, Elliker, EMB y VJ, por triplicado. Se
utilizaron esferas de vidrio para la distribucion homogénea de la muestra y las
placas se incubaron a sus determinadas temperaturas, las placas de Elliker y MRS
en la estufa de 30 °C y las placas de EMB y VJ a 37 °C.
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Tras 24 £ 2 horas se realiz0 el recuento de los medios VJ y MRS y pasadas
48 + 2 horas las placas de Elliker y EMB. Se realiz6 el recuento de las unidades

formadoras de colonias y se expresaron los resultados en UFC/mL

3.3.2.2 Aislamiento y seleccion de bacterias

De las placas de MRS, Elliker, VJ y EMB se aislaron diferentes colonias de
forma aleatoria siempre dentro de las identificadas como positivas en cada medio.
Las cepas se reaislaron mediante la técnica de estrias por agotamiento y se
sembraron en tubos de semilla y guardaron en glicerol para los posteriores

ensayos.

3.3.2.3 Tinciéon de Gram

Una vez seleccionadas las colonias se agruparon mediante la tincion de
Gram y la morfologia de las bacterias. Esta tincion nos permite examinar y
diferenciar, mediante el uso de varios colorantes y el microscopio, las bacterias

Gram negativas de las Gram positivas asi como su morfologia.

3.3.3 Produccién de bacteriocinas

A partir de los tubos de semilla de las diferentes cepas se obtuvo un cultivo
overnight en el medio MRS incubado a 30 °C, en los casos en los que la muestra
provenia de viales congelados a -20 °C, primero se sembraron e incubaron
durante 48 horas en tubos de caldo de Elliker a 30 °C. Se ensayo0 la produccion
de bacteriocinas mediante dos técnicas: en gota y en pocillos. En ambos casos se
utilizaron Enterococcus faecalis S-47, Echerichia coli CECT 432, Listeria innocua
CECT 910, Staphylococcus aureus CECT 192 y Salmonella sp. como bacterias
indicadoras. Estas bacterias se utilizaron para los ensayos mediante un cultivo
overnight en BHI a 37 °C.
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3.3.3.1 Técnica en gota

Se parte de un cultivo overnight en medio MRS liquido de cada una de las
cepas a ensayar, se ponen 5 microlitros de cada cepa en una placa petri con
medio MRS bien seca, depositandose en forma de una gota de unos 5-6 mm. Se
colocan unas 7 gotas por placa, de las diferentes cepas, separadas bien entre
ellas. Las placas se incuban en la estufa a 30 °C durante 24 horas. Tras crecer las
gotas, se le aflade la sobrecapa de BHA tamponado que contiene 60 pL de la
cepa indicadora Enterococcus faecalis S-47, Echerichia coli CECT 432, Listeria
innocua CECT 910, Staphylococcus aureus CECT 192 y Salmonella sp.. Se
incubo 24 horas a 37 °C, y tras esto se pudo examinar el halo de inhibicion que
present6 cada cepa, dando un resultado de positivo 0 negativo segun la presencia
de halo.

3.3.3.2 Técnica con pocillos

La técnica con pocillos fue desarrollada en 1971 por Tagg y McGiven para
determinar la actividad antimicrobiana presente en muestras liquidas. Sobre una
placa que contiene una capa base de medio BHA tamponado se depositan 7
torrecillas de acero inoxidable (8 mm de diametro x 1 cm de altura; Scharlau).
Seguidamente, se vierte sobre la placa 6 mL del medio de sobrecapa BHAT,
mantenido en fusion (45 °C) e inoculado con aproximadamente 3 x 10° unidades
formadoras de colonias (UFC) de la bacteria indicadora correspondiente. Una vez
solidificada la sobrecapa, se retiraron las torres con pinzas estériles. En los
huecos dejados por las torrecillas (pocillos) se depositaron 100 pL del
sobrenadante de la muestra a ensayar previamente centrifugada durante 10
minutos a 13000 rpm. Las placas fueron posteriormente incubadas a 37 °C
durante 18 h. Tras el crecimiento de la cepa indicadora se midié el diametro de los
halos de inhibicién del crecimiento producidos alrededor de cada pocillo. Las
torres de acero son esterilizadas con alcohol, secadas y esterilizadas en

autoclave.
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3.3.3.3 Comprobacién la naturaleza proteica del compuesto

antibacteriano

Para saber si la actividad antimicrobiana detectada mediante los ensayos
de antagonismo directo era debida a la produccion de bacteriocinas se evalué el
posible origen proteico de la sustancia inhibidora, considerando que las
bacteriocinas son toxinas proteicas. Para esto las cepas productoras de halo
fueron inoculadas (mediante gotas de 10 uL) por duplicado, 6 gotas por placas, en
placas de BHA tamponado. Las placas con las gotas fueron incubadas a 37 °C
durante 12 h. A continuacién, en una de las placas se depositaron 5 pL de una
solucion de tripsina (a una concentracion de 10 mg/mL) sobre un lateral del
crecimiento obtenido para cada gota. Las placas fueron incubadas a 37 °C durante
3 h para permitir la actuacion del enzima, antes de ser cubiertas con una
sobrecapa de BHA tamponado inoculada con la bacteria indicadora, 60 pL por
tubo de sobrecapa. Posteriormente, las placas se incubaron a la temperatura
adecuada durante 12-14 horas, transcurridas las cuales se observan los halos de
inhibicién aparecidos en las placas control, pero no alrededor de las gotas de

proteasa.

3.3.4 Caracterizacion de las cepas seleccionadas

Para la realizacion de los ensayos que se describen en este apartado se
partié de cultivos de 12 h obtenidos en medio BHI. Para las pruebas realizadas en
medio sélido, la inoculacion se realizé depositando gotas de 10 mL mediante una

micropipeta, sobre la superficie de las placas bien secas.
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3.3.4.1 Crecimiento a pH alcalino (8 y 9,5)

Las diferentes cepas fueron inoculadas en BHI tamponado a pH 9,5y 8, e
incubadas a 37 °C durante 48 h. Se observo la presencia de crecimiento y se dio

un valor de positivo o negativo.

3.3.4.2 Crecimiento a pH acido (4,5)

Las diferentes cepas fueron inoculadas en BHI acidificado con un &cido
hasta 4,5 e incubadas a 37 °C durante 48 h. Se observo la presencia de

crecimiento y se dio un valor de positivo 0 negativo.

3.3.4.3 Crecimiento en presencia de NaCl al 6,5% y 4%

Las diferentes cepas fueron inoculadas en BHI-NaCl 6,5% y 4% e
incubadas a 37 °C durante 48 h, observandose la aparicion de crecimiento y se dio

un valor de positivo o negativo.

3.3.4.4 Crecimiento en presencia de sales biliares e hidrdlisis de la

esculina

Ambas pruebas se realizaron de forma simultanea mediante la siembra en
agar bilis-esculina. Se consideraron positivas para esta prueba las cepas que

mostraban una coloracién marrén oscuro alrededor del crecimiento.

3.3.4.5 Determinacion de la actividad hemolitica

Las diferentes cepas fueron inoculadas en forma de gotas sobre placas de
agar sangre e incubadas a 37 °C en una atmosfera anaerdbica. Tras 24 h de
incubacion se observé la aparicion de halos de hemodlisis alrededor del
crecimiento, existen tres tipos de hemdlisis g, a y b. La hemolisis "alfa” distingue

por la aparicion de halos de color verdoso debido a la degradacién parcial de la
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hemoglobina. La hemdlisis "beta” se manifiesta mediante la aparicion de halos
transparentes y generalmente mayores, debidos a la lisis completa de los
eritrocitos. El término hemdlisis ‘gamma’” se emplea para designar la ausencia de

actividad hemolitica.

3.3.4.6 Determinaciéon de la actividad ADNasa

Para la realizacion de esta prueba, las diferentes cepas fueron inoculadas
con gotas en placas de agar-ADN, e incubadas a 37 °C durante 24 h - 36 h. La
degradacion del ADN se puso de manifiesto por la aparicion de halos
transparentes alrededor del crecimiento.

3.3.4.7 Determinacion de la actividad proteasa

La produccion de actividad proteolitica se determind empleando como
sustratos gelatina, y caseina. Las diferentes cepas fueron inoculadas sobre agar
gelatina o sobre agar-leche descremada y luego incubadas a 37 °C durante 48 h.
Seguidamente, las placas que contenian gelatina fueron incubadas a 4 °C durante
5 h. Se consideraron positivas aquellas cepas que presentaban un halo turbio a su
alrededor (lke et al., 1987). Para la hidrolisis de la caseina, se consideraron

positivas las cepas que mostraban un halo claro alrededor del crecimiento.

3.3.4.8 Ensayo de produccion de exopolisacéaridos

En las placas de MRS-sacarosa se colocaron 7 gotas de 8 pL. de las
diferentes cepas a evaluar. Se incubaron las cepas a 30 °C durante 48 horas.
Después de la incubacion de comprobé con el asa estéril si las colonias producian
sustancias pegajosas que hilaran, con lo que se consideré la prueba positiva, sino

negativa.
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3.3.4.9 Determinacidon de la actividad amilolitica

Las diferentes cepas fueron inoculadas sobre agar almidon, e incubadas a
37 °C durante 48 h. Transcurrido el tiempo de incubacion, las placas fueron
cubiertas con una solucién de revelado. La reaccién del reactivo con el almidén no
hidrolizado confiere una intensa coloracion azul-violeta. La produccion de actividad
amilasa se puso de manifiesto por la presencia de zonas claras alrededor del

crecimiento.

Solucién de revelado:

L e er e et e e e e et e s ar et eraeet e s aneeeananaeenaeeeenaeeenaeaeennans 19
L ettt e e e s eveses s seseseseseseeeaeaeaeasasasanansanesenenenenenes 29
Aguadestilada,,................ccooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereras 300mL

3.3.4.10 Hidrdlisis de la rafinosay la estaquiosa

Las diferentes cepas fueron sembradas sobre agar MRS-rafinosa y sobre
agar MRS-estaquiosa, e incubadas a 37 °C durante 24-72 h. La hidrdlisis del

azucar correspondiente se puso de manifiesto por la aparicién de un halo amarillo.

3.3.5 Estudio molecular

3.3.5.1 Extraccién de ADN

Se realizaron dos tipos de pruebas a partir del ADN extraido, con muestras
cultivadas de colonias especificas se realizaron pruebas de identificacion mediante
la secuenciacion del ARNr 16S, para la identificacion bacteriana y por otro lado
con el ADN total de la muestra de leche se realiz6 un estudio de biodiversidad

microbiana por semana de muestreo.
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Para la purificacion del ADN se utilizd el kit GenElute Bacterial Genomic

DNA de Sigma. De cada una de las cepas aisladas se tomaron 250 pL de los

criotubos con glicerol guardados a -20 °C, y después de descongelarlos se

inocularon en un tubo con 5 mL de medio de cultivo Elliker. Estos tubos se

incubaron durante 48 horas a 30 °C, para posteriormente tomar 250 uL y pasarlos

a un tubo con 5 mL de MRS. Los tubos de MRS se incubaron a 30 °C overnight. Al

dia siguiente 2 mL de los tubos de cultivo ya crecidos se centrifugaron durante 5

minutos a 13000 rpm, desechando posteriormente el sobrenadante y conservando

el pellet.

1.

El pellet fue resuspendido en 180 pL de solucién de Lisozima y se incubd
durante 30 minutos a 55 °C, buscando debilitar asi la pared celular de las gram

positivas.

Se agregaron 20 uL de ARNasa y se dejo reposar durante 2 minutos a

temperatura ambiente.

Luego se agrego 20 uL de solucion de proteinasa K y 200 uL de solucion de
lisis C, y se mezclaron completamente en el vortex durante 15 segundos. Se

incubod la mezcla durante 10 minutos a 55 °C. Este paso busca la lisis celular.

Durante la incubacion se preparan las columnas de la extraccion. Se colocan
las columnas en tubos eppendorf de 2 mL, luego se le agrega 500 mL. de
solucion de preparacion de columna y posteriormente se centrifugan los tubos
a 12000 rpm durante 1 minuto. Posteriormente se desecha el sobrenadante y

se mantienen las columnas para continuar con el siguiente paso.

Después de la incubacion se adicionaron al liquido lisado 200 uL de alcohol

etilico al 98%, se mezclo bien en un vortex durante 10 segundos.

Se transfirid la mezcla a la columna y se centrifugd a 6500 rpm x 1 minuto.

Después de la centrifugacion se coloca la columna en un nuevo tubo de 2 mL.

Se lavé el ADN con 500 mL de la solucion de lavado 1 y se centrifugo la

columna a 6500 rpm x 1 minuto.
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8. A continuacion se realizd el segundo lavado del ADN con 500 mL de la
solucién de lavado y se centrifugd la columna a 6500 rpm durante 3 minutos.

Pasamos nuevamente la columna a otro tubo de 2 mL.

9. Como ultimo paso se adicionaron 200 mL de solucion de elucién en el filtro de
la columna dejandolo durante 2 minutos a temperatura ambiente, y se
centrifugd a 6500 rpm durante 1 minuto. EI ADN recolectado fue almacenado

en congelacion en un tubo de 2 ml hasta su proxima utilizacion.

10.Se hizo el andlisis de la cantidad y calidad del ADN en cada una las muestras
mediante el Nanodrop ND-1000 UV-Spectophotometer (NanoDrop
Technologies) y el Qubic.

3.3.5.2 Identificacién bacteriana mediante la secuenciacion del ADNr
16S.

El ADNr 16S se amplific6 mediante PCR wusando el cebador
GAGTTTGATCMTGGCTCAG para S1627F y ACGGYTACCTTGTTACGACTT
para S161492R.

El programa de PCR utilizado consiste en una desnaturalizacion inicial
durante 5 minutos a 94 °C, 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 1
minuto, anillado a 55 °C durante 1 minuto, extension a 72 °C durante 1 minuto y
extension final a 72 °C durante 5 minutos. La PCR se realizd en un termociclador

Mastercycler® pro Thermal Cycler (Eppendorf, EE.UU.).

Los productos obtenidos mediante PCR se purificaron posteriormente,
utilizando el kit de purificaciéon de PCR comercial denominado ExoProStartm (GE
Healthcare, Reino Unido), de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y fueron
posteriormente secuenciados en una empresa externa (Sistemas Gendmicos,
Valencia, Espafia). Las dos secuencias de ARNr 16S se alinearon mediante el
programa Bioedit y se compararon en el GenBank utilizando las herramientas de

busqueda de alineacion local basica de NCBI BLAST.
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3.3.5.3 Anédlisis de resistencia a antimicrobianos mediante PCR

La presencia de genes para bombas de exporte se determind mediante
amplificacion por PCR utilizando los cebadores y las condiciones especificas de
PCR descritas previamente por Swick et al. (2011) para el gen acrB. Los genes de
resistencia a beta-lactamasas investigados fueron blatem (Séenz et al., 2004),
blapse (Chiu et al., 2006), blactxm Yy blactx-m-2 (Bertrand et al., 2006), blakec (Yigit
H, et al. 2001) y blaoxa-4s iike (Poirel et al., 2011). Los genes de resistencia a la
tetraciclina tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E) y tet(G) también fueron ensayados,
segun el protocolo descrito por Ng et al. (2001). La presencia del gen aadAl para
resistencia a aminoglucoésidos se investigd de acuerdo con Guerra et al. (2001).
Los cebadores de PCR utilizados para determinar la presencia de genes de

resistencia utilizados asi como sus secuencias aparecen en la siguiente tabla.

Tabla 4. Cebadores de PCR utilizados para determinar la presencia de genes de

resistencia
GEN Cebador (5'- 3") Amplicén (bp)

blakpc TGTCACTGTATCGCCGTC 882
CTCAGTGCTCTACAGAAAACC

blaoxa-as iike GCGTGGTTAAGGATGAACAC 438
CATCAAGTTCAACCCAACCG

blasny AAGATCCACTATCGCCAGCAG 231
ATTCAGTTCCGTTTCCCAGCGG

blarem ATTCTTGAAGACGAAAGGGC 1150
ACGCTCAGTGGAACGAAAAC

bla pse GGCAATCACACTCGATGATGCGT 156
GGCTCAATACGGTCTAGACGAGT
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GEN

Cebador (5°- 3)

Amplicon (bp)

blacTxm RATGTGCAGYACCAGTAA 540
CGCRATATCRTTGGTGGTG

blacTxm-2 ATGATGACTCAGAGCATTCG 876-859
TCAGAAACCGTGGGTTAC

tet(B) TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG 659
GTAATGGGCCAATAACACCG

tet(C) CTTGAGAGCCTTCAACCCAG 418
ATGGTCGTCATCTACCTGCC

tet(D) AAACCATTACGGCATTCTGC 787
GACCGGATACACCATCCATC

tet(A) GCTACATCCTGCTTGCCTTC 210
CATAGATCGCCGTGAAGAGG

tet(E) AAACCACATCCTCCATACGC 278
AAATAGGCCACAACCGTCAG

tet(G) GCTCGGTGGTATCTCTGCTC 468
AGCAACAGAATCGGGAACAC

aadAl GTGGATGGCGGCCTGAAGCC 525
ATTGCCCAGTCGGCAGCG

acrB GGT CGA TTC CGT TCT CCG TTA 107

CTACCTGGAAGTAAACGTCATTGGT
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3.3.6 Estudio de biodiversidad bacteriana

3.3.6.1 Extraccién de ADN total

Una vez descongeladas las muestras de leche del mismo dia se mezclaron
completamente y se centrifugaron a 16000 x g durante 7 minutos. Después de la
eliminacion de los sobrenadantes, se extrajo el ADN total de los sedimentos
restantes con un kit comercial (QIAamp Stool DNA fast mini kit; Quiagen, Madrid,
Espafa) siguiendo las instrucciones del fabricante. La calidad y cantidad del ADN
extraido se determind mediante el sistema dsDNA QuantiFluor® ONE (Promega,
Madison, EE. UU.). El ADN se almacen6 a —20 °C hasta su posterior analisis.

3.3.6.2 Analisis de la biodiversidad bacteriana

Las regiones del 16S rDNA V3-V4 se amplificaron siguiendo el protocolo
lllumina Metagenomics Sequencing Library Evaluation (lllumina, Inc., San Diego,
CA).

Como cebadores de PCR para el gen 16S rDNA se utilizaron las siguientes

secuencias: Cebador directo:
5 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG
: Cebador inverso:

5'GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTA
ATCC (Klindworth et al., 2011).

Para realizar el protocolo de andlisis, se utilizé ADN genémico microbiano
(5 ng/ ulen Tris 10 mM pH 8,5). Después de la amplificacion del gen 16S rDNA, el
paso de multiplexacién se realizé usando el Kit Nextera XT Index (lllumina). Con 1
gl del producto de PCR en un chip Bioanalyzer DNA 1000 se verifico el tamafio

correcto (tamafio esperado ~ 550 pb).
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Después de la verificacion del tamafio, las bibliotecas se secuenciaron
(2x300 pb) en un secuenciador MiSeq de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (lllumina). La evaluacién de la calidad se realiz6 mediante el uso del
programa prinseq-lite (Schmieder y Edwards, 2011).

Los datos de la secuencia se analizaron utlizando giime2 pipeline
(Caporaso et al.,, 2011). La eliminacion de errores, la uniébn de extremos
emparejados y la eliminacién de quimeras se realizaron utilizando la herramienta
DADA2 (Callahan et al., 2016). Las afiliaciones taxondémicas se obtuvieron
utilizando el clasificador Bayesiano Naive integrado en los complementos quiime2

y la base de datos SILVA release_132.

El andlisis estadistico se realizO con el software SPSS version 24 (IBM
Corp., Foster City, CA)..
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41 AISLAMIENTO Y RECUENTO BACTERIANO

Como se ha indicado anteriormente se procedio6 a la obtencion en forma aséptica de las
diferentes muestras de leche materna a partir de la semana 20 de lactancia tres veces

al dia una vez por semana.

Las ochenta y cuatro muestras que fueron obtenidas durante 28 semanas, se
sembraron en diferentes medios de cultivo con el fin de realizar recuentos bacterianos
tanto de mesofilos totales (TSA), bacterias acido lacticas en dos medios (MRS y

ELLIKER), estafilococos (VJ) como de enterobacterias y bacilos negativos (EMB).

Los aerobios mesofilos totales y las bacterias acido lacticas mantuvieron un
recuento en torno a 3 - 4 unidades logaritmicas por mL de leche. En general como se
muestra en la Gréfica 1, los recuentos de UFC/mL durante las 28 semanas en los
medios TSA, MRS y ELLIKER siguieron la misma tendencia. En el recuento de
mesofilos aerobios totales se observd su maximo por encima de 4 unidades
logaritmicas en la semana 13, manteniéndose el resto de las semanas entre 3y 4
unidades logaritmicas. El recuento de bacterias acido lacticas en medio Elliker se
mantuvo en torno a las 3 unidades logaritmicas, a excepcion de la semana 7, en la que
disminuy6 algo. En MRS si se observo un descenso por debajo de tres en las semanas
2,3,4y7.

Las primeras 9 semanas los niveles de estafilococos se mantuvieron en 2
logaritmos. A partir de ahi los recuentos fueron disminuyendo, incluso no se detectaron
células viables en muchas de las semanas. En el caso de las enterobacterias solo
durante 3 semanas se detectaron recuentos superiores a 2 logaritmos (semana 2, 5y
6), después de la semana 18 los recuentos en placas fueron de cero, mientras que las
semanas anteriores los recuentos fueron menores a 2 log. (Grafica 2). Los datos totales

se muestran en el anexo 1 y por semana en el anexo 2.
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Recuento en TSA, ELLIKER Y MRS
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Gréfica 1: Recuento bacteriano de UFC/mL en TSA, MRS y Elliker de las muestras de leche
materna.
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Gréfica 2: Recuento bacteriano de UFC/mL en VJ y EMB de las muestras de leche materna.
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Al realizar un andlisis de varianza entre los recuentos en TSA, MRS y ELLIKER,
se puede determinar que no existe diferencia estadistica entre las muestras de MRS y
Elliker, con un rango de confianza del 95%, aunque los resultados de ambos medios
fueron estadisticamente diferentes de los resultados de TSA (anexo 3). El grado de
correlacion de los datos de TSA con los de MRS es de 0.74 y con Elliker es de 0.8,

siendo esta una correlacion significativa.

4.1.1 Tincién de Gram

Una vez realizados los recuentos se aislaron un total de quinientas ochenta y
dos cepas de todos los medios ensayados. De las 582 cepas que fueron aisladas, 560
se identificaron como bacterias gram positivas representando el 96% de la poblacién
total y solo el 3% (18 cepas) fueron identificadas como gram negativas. El 1% restante
(4 cepas) pertenecian a levaduras.

Asi mismo 420 de las cepas bacterianas mostraron morfologia cocoide (72%) y
158 presentaron una morfologia bacilar (27%). En la grafica 3 (a y b) se muestran los
porcentajes que resumen los datos del anexo 4y 5.

Tincién de Gram Forma Bacteriana

Bacilos Levadura
Gram - 27% /_ 1%

3% ‘

Cocos
Gram + 2%
96%

Grafica 3: (a) Porcentaje de bacterias Gram +y -. (b) Porcentaje segiin forma bacteriana.
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4.2 PRODUCCION DE SUSTANCIAS ANTIBACTERIANAS

Para evaluar la posible produccion de bacteriocinas por parte de las diferentes cepas
aisladas, se realiz6 un ensayo de antagonismo frente a un conjunto de cepas
indicadoras. Primero se realiz6 una prueba en gota con las 578 cepas bacterianas y a
las muestras positivas 514 se les realizd posteriormente la prueba de produccion en
medio liquido mediante la técnica en pocillo frente a las 5 cepas indicadoras:
Enterococcus faecalis S-47, Escherichia coli CECT 432, Listeria innocua CECT 910,
Staphylococcus aureus CECT 192 y Salmonella sp. (anexos 6 y 7). El 88.9% de las
cepas a las que se les realizd el ensayo en gota dieron positivas frente a alguna

indicadora. Tabla 5.

Tabla 5. Resultado en porcentaje del ensayo en gota.

%
88.9
111

De las 514 cepas a las que se le realiz6 la prueba mediante pocillos el 58%
fueron negativas y el resto, 216 dieron algun tipo de halo. Se tomo la decision de
considerar positivas solamente las cepas aisladas que presentaran por lo menos un
halo = a 12mm. Lo que nos deja con un 32% de positivas, que equivalen a 166 cepas

(Grafica 4, anexo 7).
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Ensayo en pocillos

m Negativas

m Postivas

Grafica 4: Porcentaje de cepas que mostraron halo = 12mm.

De las 216 cepas que dieron algun halo, el promedio de los halos estaba en
torno a 14.1 mm, siendo mayor el didmetro promedio de los halos frente a E. faecalis,
con una media de 18 mm y los halos mas pequefios los obtenidos frente a Salmonella
con 10.5 mm (Tabla 6). Los halos mayores detectados fueron de 25 mm, mientras que
los mas pequefios fueron de 8.5 mm, solo medio milimetro mas que el diametro del

pocillo. De estos, 237 halos eran mayores o iguales a 12 mm.

Tabla 6. Tamafio promedio de los halos segun la bacteria indicadora.
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Teniendo en cuenta aquellas cepas que mostraron halos con diametro superior o
igual a 12 mm, 84 cepas mostraron halo frente a S. aureus, dos de ellas con 25 mm; 77
de las cepas mostraron halo de inhibicion frente E. faecalis, llegando seis cepas a 25
mm; 42 de las cepas mostraron halo frente a Listeria llegando una a alcanzar 25 mm;
21 cepas mostraron inhibicion frente a E. coli, con dos cepas con un halo de 23 mm y
12 de las cepas elegidas mostraron halo de inhibicién frente a Salmonella una de ellas
con 17 mm (anexo 7). El 21 % de las 514 cepas (el 68% fueron consideradas negativas
por tener un halo menor a 12) fueron positivas para una sola cepa indicadora, mientras
gue el 10% lo fue para 2 cepas indicadoras, el 1 % para tres cepas indicadoras y solo

una cepa dio positivo frente a 4 cepas diferentes (Gréfica 5).

% Cepas positivas segun indicadora

1% 0%

0%

mo
i
m2
m3
m4

m5

Grafica 5: % Numero de cepas positivas con respecto a las indicadoras: 0: Cepas consideradas —
por tener halo menor 12mm 1: + a 1 indicadora, 2: + a 2 indicadoras, 3: + a 3 indicadoras, 4: + a 4

indicadoras y 5: + a 5 indicadoras.

Del 100% de las cepas consideradas como positivas (166 cepas) el 59% fue
positiva frente a una sola cepa, destacando un 26% a S. aureus y un 18% a E. faecalis.

Hubo 8 diferentes combinaciones de positivos frente a 2 cepas indicadoras,
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representando el 33% de las cepas positivas. Las combinaciones mas comunes fueron
E. faecalis + S. aureus (16%) y Listeria + E. faecalis (10%). Se observo también
resultados frente a 4 combinaciones de 3 cepas indicadoras positivas y una
combinacion de 4 cepas indicadoras. Todas las combinaciones y sus porcentajes se
pueden ver en la gréfica 6.

B E coli
H Listeria
= Salmonella
2% m E faecalis
0,
1% 1% 2%‘\ 1% m S aureus

m Salmonellay E. faecalis
m Salmonellay S. aureus
mE. coliy E. faecalis

®mE. coliy S. aureus

BE. faecalis S. aureus

m Listeriay E. coli

m Listeria y E. faecalis

m Listeriay S. aureus

® Salmonella, E. faecalis y S. aureus

Listeria, E. coli y E. faecalis
m Listeria, E. faecalis y S. aureus
Listeria, E. coliy S. aureus

Listeria, E. coli, E. faecalis y S.
aureus

Grafica 6: % de cepas positivas en funcion de las indicadoras susceptibles

Para confirmar el origen proteico de los halos, y asi determinar si su causa es
posiblemente una bacteriocina se realiz6 un ensayo con tratamiento con proteasa a las

166 cepas que dieron halo en el ensayo en pocillos. En esta prueba 101 de las cepas
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dieron resultado positivo y 65 negativas, con una relacion porcentual de 61:39 (Grafica
7).

% de Origen Proteico del Halo

m Positivas

m Negativas

Gréafica 7: Determinacion del origen proteico del halo de inhibicién

4.3 IDENTIFICACION DE LAS CEPAS BACTERIOCINOGENICAS

Las 101 cepas productoras de sustancias antimicrobianas sensibles a proteasa
(por tanto, presuntas bacteriocinas) fueron identificadas mediante secuenciacion de
ADNr 16S (anexo 8). Los resultados indicaron que este conjunto de cepas pertenecian
solo a 3 filos; 84 cepas pertenecian al filo Firmicutes, 14 a Proteobacteria y 3 a
Actinobacteria. La distribucién porcentual de las mismas se muestra en la gréfica 8. Se
observaron 5 oOrdenes dentro de los Firmicutes: los Bacillales con 73 cepas y
Lactobacillales con 11 cepas. El 11% de las bacterias son Lactobacillales. En el filo
Actinobacteria se observaron cepas del orden Micrococcineae con 3 cepas y en el filo
Proteobacteria se encontraron los Ordenes: Enterobacterales (11 cepas) vy

Pseudomonadales (3 cepas) (Grafica 9).
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m Firmicute

m Proteobacterias

= Actinobacterias

Grafica 8: Distribucion porcentual de las cepas productoras de bacteriocinas por filo

Orden

3% 3% = Bacillales

10%

® | actobacillales

= Enterobacterales

m Pseudomonadales

m Actinomycetales

Grafica 9: Distribucion porcentual de las cepas productoras de bacteriocinas por orden
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De la misma forma se obtuvieron 10 familias como se muestra en la gréafica 10.
Del orden Bacillales se obtuvieron bacterias de las familias: Staphylococcaceae (47
cepas), Bacillaceae (22 cepas), Listeriaceae (1 cepa) y Paenibacillaceae (3 cepas); y
de las Lactobacillales: Streptococcaceae (2 cepas), Leuconostocaceae (4 cepas),
Enterococcaceae (5 cepas). Del orden Micrococcales solo se detectd la familia
Micrococcaceae (3 cepas), del orden Pseudomonadales la familia Pseudomodanaceae
(3 cepas) y del orden Enterobacterales la familia Enterobacteriaceae (11 cepas).
Siendo la mitad de las bacterias de la familia de las Staphylococcaceae y el 22%
Bacillaceae, como principales familias del filo Firmicutes, aunque hay que notar la
presencia de Enterococcaceae (5%), Leuconostocaceae (4%) y Streptococcus (2%)
consideradas bacterias lacticas. Del filo Proteobacteria: Enterobacteriacea Yy
Pseudomonadales; representando las Enterobacteriaceae el 11% de las bacterias. Y

por ultimo en el filo Actinobacteria las Micrococcaceae 3%.

Familia H Bacillaceae

M Listeriaceae

M Paenibacillaceae

M Staphylococcaceae

B Enterococcaceae

W Leuconostocaceae

Streptococcaceae

Micrococcaceae

Enterobacteriaceae

Pseudomonadaceae

Grafica 10: Distribucién porcentual de las cepas productoras de bacteriocinas por familias
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Se obtuvieron 11 géneros, como podemos observar en la grafica 11. Los 5
géneros mas abundante fueron: Staphylococcus con el 46% de las bacterias, Bacillus
con 22% y Enterobacter con 10% Enterococcus 5% y Leuconostoc 4%. Los géneros
menos comunes fueron Streptococcus 2%, Arthrobacter 3%, Escherichia 1% y Listeria
1%. El arbol taxondmico de las muestras obtenidas se describe en la figura 4 y en el

anexo 8 se muestra la lista completa de todas las cepas identificadas.

Género B Arthrobacter

M Staphylococcus

3% 1% 3% ® Paenibacillus
1%
5%\ 10% W Bacillus
2%
B Leuconostoc
4%
m Streptococcus
Enterococcus
Listeria
Enterobacter
3% Pseudomonas

Escherichia

Graficall: Distribucién porcentual de las cepas productoras de bacteriocinas por géneros
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Relacion Taxondmica

FAMILIA GENERO

ORDEN

Bacillaceae
22
CLASE
FILO Listeriaceae
1 1

Bacillales 73

Paenibacillaceae Paenibacillus
3 3

Staphylococcaceae Staphylococcus
Bacilli 47 o

84

Firmicutes 84

Enterococcaceae Enterococcus
5 5

Lactobacillales Leuconostocaceae Leuconostoc
11 4 4

Streptococcaceae Steptococcus
2 )

Actinobacteria Actinobacteria Micrococcales Micrococcaceae Arthrobacter
3 3 3 3 3

Enterobacter

10

Enterobacterales Enterobacteriaceae

11 11
Escherichia
Proteobacteria Gammaproteobacteria 1
14 14
Pseudomonadales Pseudomonadaceae
3 3 3

Figura 4: Relacion Taxonémica de las Cepas Productoras de Bacteriocinas Identificadas
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4.4. CARACTERIZACION DE LAS CEPAS BACTERIOCINOGENICAS

4.4.1 Propiedades funcionales

Las 101 cepas seleccionadas anteriormente fueron sometidas a una serie de
pruebas para evaluar su resistencia bajo condiciones adversas, como las que se
pueden producir en el tracto intestinal, y asi también estudiar algunas de las
caracteristicas que se requieren para poder determinar su potencial probiotico. Los
resultados se muestran en la tabla 7 y en el anexo 9.

El 77% de las cepas evaluadas fueron capaces de crecer a concentraciones
moderadas de sal (4%) y un 64% a concentraciones elevadas de sal del 6.5%,
concentracion equivalente a una salmuera. Poco mas de la mitad de las cepas
crecieron a pH 4,5. 22 de las cepas crecieron a pH 8 y solo cerca de un 7% crecié a un

pH mas alcalino de 9 (Grafica 12).

Tabla 7. Crecimiento de cepas en los diferentes medios de caracterizacion

+ -
78 23
65 36
51 50
22 79

7 94

52/13 36
43 58

11 90
60 41
34 67
14 87
13 88
45 56
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Grafica 12: Resultado de las pruebas de caracterizacion de las bacterias en %. 1: NaCl al 4%; 2:
NaCl al 6.5%; 3: pH 4,5; 4: pH 8; 5: pH 9; 6: hidrdlisis de sales biliares y esculina; 7: actividad hemolitica;
8: hidrolisis de ADN; 9: actividad de proteasas; 10: actividad amilolitica; 11: hidrolisis de estaquiosa; 12:
hidrolisis de rafinosa; 13: produccion de exopolisaridos.

En la prueba para evaluar la capacidad de crecer en presencia de sales biliares
e hidrolizar la esculina, el 53% de las cepas lograron crecer en el medio, pero solo el
13% logré hidrolizar la esculina (Grafica 13). En el caso de las bacterias que eran
capaces de hidrolizar estos compuestos se podia observar un viraje en el medio a color

marron (Figura 5).
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Agar Bilis Esculina

H Cepas -

B Cepas+ con
Hidrolisis

M Cepas +, sin
hidrolisis

Gréfica 13: Ensayo con medio de Sales Biliares y Esculina. Figura 5: Hidrélisis de la esculina

En los ensayos para determinar la actividad hemolitica, habia dos posibles
positivas, aquellas que producian un halo verde que asimilaban parcialmente la
hemoglobina (a) y las que producian un halo transparente (b), en la figura 6 se
muestran los halos en las placas de agar sangre. Alrededor del 43% de las muestras
fueron positivas (a 6 b), como se muestra en la tabla 4, el 23% de las muestras tuvieron

halo tipo a y el otro 20% tipo b (Grafica 14).

Solo once cepas hidrolizaron el ADN, y cerca del sesenta por ciento de las
bacterias mostr6 actividad proteolitica en agar leche, algunas de ellas con dificultades

para crecer. Cuarenta y cinco cepas produjeron exopolisacéaridos.
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Actividad Hemolitica

Grafica 14: % de cepas con actividad hemolitica. Figura 6: Ensayo actividad hemolitica.

De igual forma muy pocas cepas, 34, mostraron actividad amilolitica en las
placas de agar almidén (Figura 7a). Para que estas cepas se consideraran positivas,
por la presencia de enzimas amilasas, al aplicar una sustancia reveladora de yodo y
potasio, se podian observar, de forma clara, los halos alrededor de las cepas por la
falta de almidén. Y finalmente solo 13 cepas crecieron en el medio MRS-Rafinosa y 14

en MRS-Estaquiosa, (Figura 7Db).

Figura 7: a) Ensayo en Agar-Almidon. b) Ensayo en MRS- Rafinosa/Estaquios
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4.4.2 Presencia de genes de resistencia a antimicrobianos

En cuanto a la deteccidon de genes de resistencia a diferentes antibioticos, de
todas las cepas identificadas no hay ninguna cepa que tenga resistencia para algun
gen de betalactamicos, tetraciclinas de algun grupo de los estudiados y bombas de
exporte al mismo tiempo (anexo 10).

Con respecto a los genes de resistencia a antibioticos estudiados, de un total de
101 cepas, 33 de ellas mostraron algin gen de resistencia a betalactamicos, 1 a
tetraciclinas, 31 a aminoglucésidos y 11 a bombas de exporte. Representando por tanto
el 30% de las muestras, algo que puede considerarse altamente representativo si

tenemos en cuenta la procedencia de las muestras ensayadas en este estudio.

De las 31 cepas que mostraron la presencia de genes de resistencia a
betalactamicos, blashv y blatem, la mitad de ellas presentan ambos genes
simultaneamente (Tabla 8). El gen detectado con mayor frecuencia fue blarem (presente
en 20 de las cepas).

Tabla 8: Genes de resistencia a betalactamicos.

BETALACTAMICOS

blakec | blaoxa-sLike blashy | blarem | blapse | blacrxm blacrxm-2 Cepa /Identificador

+ + Arthrobacter koreensis 60
+ Pseudomonas taiwanensis 154

+ Paenibacillus polymyxa 180

+ Staphylococcus epidermidis 187

+ + Arthrobacter koreensis 203
+ Staphylococcus aureus 212

+ Staphylococcus epidermidis 216

+ + Bacillus cereus 217
+ + Bacillus cereus 234
+ + Staphylococcus warneri 277
+ Staphylococcus warneri 294
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BETALACTAMICOS

blakec | blaoxa-sLike blashy | blarem | blapse | blacrxm blacrxm-2 Cepa /ldentificador
+ Staphylococcus saprophyticus 297
+ Staphylococcus warneri 311
+ + Staphylococcus hominis 312
+ + Staphylococcus warneri 370
+ + Bacillus paramycoides 372
+ + Echerichia coli 431
+ + Bacillus cereus 487
+ Bacillus pacificus 508
+ Enterobacter cloacae 509
+ Bacillus cereus al2
4 4 Bacillus cereus a3
11 20 2 Total 33

Con respecto a las tetraciclinas, solamente se ha encontrado la presencia de un
gen para resistencia a tetraciclinas del grupo | en el caso de una cepa de

Staphylococcus epidermidis (Tabla 9).

Tabla 9: Genes de resistencia a tetraciclinas.

RA A

tet(B) tet(C) tet(D) tet(A) tet(E) | tet(G) Cepa /ldentificador

+ Staphylococcus epidermidis | 74

En cuanto a la resistencia a aminoglucdsidos, el gen aadAl se detecté en 31 de
las cepas (Tabla 10).
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Tabla 10: Deteccion del gen aadAl para resistencia a aminoglucésidos.

A O OSIDO
aadAl Cepa /Identificador
+ Staphylococcus epidermidis 116
+ Paenibacillus polymyxa 119
+ Pseudomonas taiwanensis 156
+ Enterococcus durans 168
+ Bacillus cereus 175
+ Paenibacillus polymyxa 180
+ Staphylococcus epidermidis 186
+ Staphylococcus epidermidis 188
+ Staphylococcus hominis 191
+ Staphylococcus epidermidis 194
+ Enterococcus faecium 202
4 Arthrobacter koreensis 203
+ Enterobacter cloacae 205
+ Bacillus cereus 209
+ Staphylococcus epidermidis 211
+ Staphylococcus aureus 212
+ Bacillus cereus 214
+ Staphylococcus epidermidis 216
+ Bacillus cereus 217
+ Bacillus cereus 234
+ Bacillus pacificus 244
+ Staphylococcus warneri 250
+ Bacillus paramycoides 261
+ Enterobacter sp. 262
+ Enterobacter cloacae 274
+ Staphylococcus warneri 277
+ Staphylococcus warneri 294
+ Staphylococcus saprophyticus 297
+ Bacillus pacificus 307
+ Staphylococcus aureus 309
+ Staphylococcus warneri 311

En el caso de las bombas de exporte, solo se detectaron 11 cepas positivas para

el gen acrB (Tabla 11).
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Tabla 11: Deteccion del gen acrB para bombas de exporte

BOMBAS DE EXPORTE

acrB Cepa /ldentificador
+ Staphylococcus lugdunensis 70
A Staphylococcus epidermidis 75
+ Staphylococcus epidermidis 116
A Bacillus sp. 125
+ Staphylococcus epidermidis 142
+ Staphylococcus epidermidis 165
+ Bacillus cereus 204
+ Bacillus cereus 217
+ Enterobacter cloacae 222
+ Enterobacter cloacae 227
+ Bacillus cereus 487

4.5 ESTUDIO DE BIODIVERSIDAD BACTERIANA DE LA LECHE MATERNA
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Abstract: Breast milk from a single mother was collected during a 28-weeks lactation period.
Bacterial diversity was studied by amplicon sequencing analysis of the V3-V4 variable region of
the 165 rRNA gene. Firmicutes and Proteobacteria were the main phyla detected in the milk samples,
followed by Actinobacteria and Bacteroidetes. The proportion of Firmicutes to Proteobacteria changed
considerably depending on the sampling week. A total of 411 genera or higher taxons were
detected in the set of samples, 63 of which had relative abundances of > 1.0% in at least one of the
samples. The most important bacterial genera detected were Streptococcus, Staphylococcus, Rothia,
Veillonella, Pseudomonas, Haemophilus, Acinetobacter, Paenibacillus, Bacillus, Cupriavidus and members
of F. Enterobacteriaceae. Genus Streptococcus was detected in all the samples, at relative abundances
between 2.0% and 68.8%, and it was the most abundant group in 14 of the samples. Carnobacterium
and Lactobacillus had low relative abundances. At genus level, bacterial diversity changed
considerably at certain weeks within the studied period. The weeks or periods with lowest relative
abundance of Streptococcus had more diverse bacterial compositions including genera belonging to
Proteobacteria that were poorly represented in the rest of samples.

Keywords: breast milk 1; biodiversity; lactic acid bacteria; late lactation; metagenomics

1. Introduction

Human milk is considered to be an important source of bacteria for the newborn. Many of these
bacteria may be human commensals or have potential probiotic effects [1]. Lactic acid bacteria, such
as Lactobacillus fermentum, L. gasseri, L. rhamnosus, isolated from human breast milk, can be regarded
as potential probiotic bacteria [2-4]. Previous studies have suggested that commensal
coagulase-negative staphylococci and viridans streptococci found in breast milk can reduce the
acquisition of undesired pathogens by infants exposed to hospital environments [5]. Also, some of
the bacterial strains found in human milk may have a large potential to improve the mother's health
[6]. Furthermore, bacteria ingested during breastfeeding contribute to the development of the infant
gut microbiome [7]. The benefits of breastfeeding also extend to a reduction of respiratory and
gastrointestinal tract infections and to a correct education of the immune system, with a concomitant
reduction of the risks to develop several diseases such as obesity, diabetes, or inflammatory bowel
diseases [7-9].

In addition to classical studies based on isolation and identification of bacteria from human
milk [5], culture-independent studies have provided a large amount of information on the human

milk microbiota. The culture-independent approaches based on amplification and sequencing of
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variable regions within the 165 rDNA gene, allow the detection in a single step of both aerobic and
anaerobic bacteria as well as bacteria that, in spite of being in a low proportion in the population,
may play significant roles. Recent review papers have summarized the major findings of previous
studies on the microbiota from human milk samples based on culture-independent approaches [10,
11]. Many of the studies have focused on the influence of different factors such as the mother’s diet
and health status, maternal age, child delivery method, probiotic use, HIV infection, administration
of antibiotics or collection/feeding method, and involve samples from several subjects. Such studies
led to the proposal of a core microbiota for the human milk or at least a list of the bacterial genera
most frequently found [11]. Nevertheless, the influence of the lactation stage has been studied to a
much less extent. Cabrera-Rubio et al. [12] analyzed the milk samples from 18 women at three
sampling points, e.g., within 2 d after mothers gave birth in the maternity hospital (colostrum) and
at 1 and 6 month after delivery at home. The main results obtained after 165 rRNA gene
amplification and pyrosequencing indicated that that the human milk microbiome changes over
lactation: Weissella, Leuconostoc, Staphylococcus, Streptococcus, and Lactococcus were predominant in
colostrum samples, whereas in 1- and 6-mo milk samples the typical inhabitants of the oral cavity
(e.g., Veillonella, Leptotrichia and Prevotella) increased significantly. Khodayar-Pardo et al. [13]
applied quantitative PCR to study the microbial composition of milk samples collected from 322
mothers within the first month of exclusive breastfeeding and reported that total bacteria,
Bifidobacterium and Enterococcus spp. counts increased throughout the lactation period. Most of these
studies, however, do not report individual variations in the microbiota during the lactation period.
Nevertheless, it is suspected that different changes may occur at the individual level due to different
factors. The aim of the present study was to investigate the microbiota during the mid-to-late
lactation period in breast milk from a single mother and to analyse possible changes in bacterial

diversity during the period.

2. Materials and Methods

2.1. Sample Collection

Written informed consent was obtained, in accordance with the Declaration of Helsinki.
Samples were taken from a single female donor, suffering from asthma and overweight, during a
lactating period between weeks 21 and 48, inclusive, after cesarean delivery. Samples were taken
three times in the day, before feeding the baby. The hands of the volunteer were cleaned with soap
and covered with sterile gloves. Then, the nipples and surrounding areola were cleaned with cotton
soaked with 70% ethanol. The first drops of milk were discarded, and then 5-7 ml of milk was
extracted from each breast manually using a sterile manual pump (Philips Avent SCF330/20; Philips
Ibérica, Madrid, Spain). The milk was transferred to sterile falcon test tubes, stored at 4 °C and

transported on ice to the laboratory within the next 12 h, where it was stored at -20 °C until analysis.

2.2. DNA Extraction

Thawed milk samples from the same day were mixed thoroughly and centrifuged at 16000 x g
for 7 minutes. After removal of the supernatants, total DNA from the remaining pellets was
extracted with a QIAamp Stool DNA fast mini kit (Quiagen, Madrid, Spain) following the

manufacturer instructions. The quality and quantity of the extracted DNA was determined by
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QuantiFluor® ONE dsDNA system (Promega, Madison, USA). The DNA was stored at —20 °C until

analysis
2.3. DNA Sequencing and Analysis

The 165 rDNA V3-V4 regions were amplified following the Illumina Metagenomics Sequencing
Library Preparation protocol (Illumina, Inc., San Diego, CA). Illumina adapter overhang nucleotide
sequences were added to the gene-specific sequences. The following 165 rDNA gene amplicon PCR
primer sequences were used: forward primer:
5TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG; reverse
primer: 5'GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC
[14]. Microbial genomic DNA (5 ng/ul in 10 mM Tris pH 8.5) was used to initiate the protocol. After
16S rDNA gene amplification, the multiplexing step was performed using Nextera XT Index Kit
(Ilumina). 1 ul of the PCR product was run on a Bioanalyzer DNA 1000 chip to verify the size
(expected size ~550 bp). After size verification the libraries were sequenced using a 2x300 pb
paired-end run on a MiSeq Sequencer according to manufacturer’s instructions (Illumina). Quality
assessment was performed by the use of prinseq-lite program [15]. The sequence data were analyzed
using qiime2 pipeline [16]. Denoising, paired-ends joining, and chimera depletion was performed
starting from paired ends data using DADA2 pipeline [17]. Taxonomic affiliations were assigned
using the Naive Bayesian classifier integrated in quiime2 plugins and the SILVA_release_132
database. Statistical analysis was carried out with SPSS software version 24 (IBM Corp., Foster City,
CA).

3. Results
3.1. Characteristics of Sequence Reads

The numbers of reads assigned to operational taxonomic units (OTUs) and the alpha diversity
indicators are shown in Table 1. The number of assigned reads ranged from 14 to 1375641. A few
samples yielded very low numbers of reads (e.g., samples corresponding to weeks 11, 15, 19 and 26
of the sampling period) and also yielded a very low number of observations (between 3 and 9). In
addition, these samples showed an abnormal bacterial composition (for example, 47.8% of the OTUs
in sample 11 were assigned to genus Delftia and 99.94% in sample 26 were assigned to genus

Halomonas). Therefore, these samples were excluded from the analysis.

Table 1. N° of reads and alpha diversity indexes at genus level of breast milk samples at different

weeks (W) of the sampling period.

Sample N°reads N°observations CHAO1 Shannon Simpson

W1 111968 107 107 2.90 0.89
W2 64302 91 91 3.32 0.94
W3 106190 95 95 1.60 0.52
W4 125198 165 165 3.37 0.93
W5 145841 115 115 1.87 0.70
W6 132594 71 71 2.08 0.83
W7 145004 163 163 2.89 0.84

W8 122052 65 65 1.24 0.47
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W9 151193 110 110 2.94 0.89
W10 86107 140 140 3.49 0.94
W11 3245 9 9 134 0.66
W12 55527 65 65 2.02 0.78
W13 138427 118 118 2.27 0.81
W14 141003 93 93 1.86 0.65
W15 143 3 3 032 0.14
W16 102600 102 102 2.45 0.80
W17 98764 81 81 2.00 0.68
W18 107346 1370 130 3.31 0.92
W19 140 3 3 0.62 0.37
W20 68575 90 90 2.69 0.85
W21 1375641 119 119 1.92 0.68
W22 89705 92 92 1.65 0.58
W23 116236 104 104 1.82 0.62
W24 100113 102 102 2.34 0.76
W25 97925 109 109 2.52 0.86
W26 61413 6 6 0.01 0.00
W27 105221 119 119 2.72 0.87
W28 36336 111 111 2.77 0.81

3.2. Bacterial Diversity in Breast Milk Samples

Firmicutes and Proteobacteria were the main phyla detected in the milk samples (Figure 1A). The
proportion of Firmicutes to Proteobacteria changed considerably depending on the sampling week.
Firmicutes was most abundant in samples from weeks 1, 3, 7, 14-17 and 20-28 of the sampling
period. However, Proteobacteria were predominant in the rest of the samples. Actinobacteria were the
third most important group in most of the samples, followed by Bacteroidetes. Bacteroidetes had
higher relative abundances than Actinobacteria in samples corresponding to weeks 6 and 10-13. The
above-mentioned phyla represented between 98.0 and 99.8% of the OTUs. Other minoritary phyla
detected were Acidobacteria, Archaeplastida, Armatimonadetes, Chloroflexi,  Deferribacteres,
Deinococcus-Thermus, Epsilonbacteraeota, FBP, Gemmatimonadetes, Patescibacteria, Planctomycetes,
Spirochaetes, Verrucomicrobia and WPS-2.

The 30 families that had relative abundances > 2.5% are shown in Figure 1B. These covered
between 88.1 and 98.2 of OTUs. Firmicutes were represented mainly by Fam. Streptococcaceae. This
group was found at relative abundances in a range from 2.0% to 68.8%. The following families were
represented in many of the samples: Staphylococcaceae, Bacillaceae, Paenibacillaceae and Veillonellaceae.
Members of O. Clostridiales Family XI were detected only in a few of the samples. Unidentified
members of O. Lactobacillales and Carnobacteriaceae were also relevant in some samples, with relative
abundances ranging from ca. 1.5% to ca. 4.5%. Enterobacteriaceae were highly represented in most of
the samples, ranking sometimes in first position in relative abundance. Members of
Pseudomonadaceae, Moraxellaceae and Xanthomonadaceae were also relevant groups among the
Proteobacteria. Microccaceae and Weeksellaceae were the main representatives among Actinobacteria and
Bacteroidetes, respectively. The following families had relative abundances between 1.0% and 2.5% in
at least one of the samples: Actinomycetaceae, Lactobacillaceae, Sphingobacteriaceae, Rhizobiaceae,

Flavobacteriaceae, Ruminococcaceae, Aerococcaceae and Aeromonadaceae. Of them, Lactobacillaceae only
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were represented in two samples with relative abundances between 1.0 and 1.2%. An additional 122
families (or higher taxons) also found in the set of samples had relative abundances below 1.0%.
Most of them had very low abundances (< 0.1 or <0.01%) and were detected only in one or two
samples.

The 38 genera with relative abundances> 2.5% (representing between 81.7 and 97.5 of
OTUs) are shown in Figure 1C. Genus Streptococcus was detected in all the samples (being the most
abundant OTU in 14 samples), although there were large differences in its relative abundances
between samples. For example, genus Streptococcus had relative abundances that were above 50% in
samples from weeks 3, 14, 17 and 21-23. By contrast, the lowest relative abundances for this genus
were detected in samples from weeks 5, 8-13, 18 and 20. Staphylococcus was also detected in all breast
milk samples, with relative abundances from 0.3 to 14%. The genera Carnobacterium and Lactobacillus
had very low relative abundances. Aerobic endospore formers (Paenibacillus, Brevibacillus and
Bacillus) were detected in many of the samples, in some cases with high relative abundances. Gemella
was also detected in many samples, and Listeria was detected in three samples (reaching 6.8% in one
sample).

Most of the Enterobacteriales belonged to Fam. Enterobacteriaceae (Others). Members of the genera
Pantoea, Serratia and Enterobacter were also relevant in some samples (Figure 1C). Members of the
genera Acinetobacter, Haemophilus and Neisseria were also detected in some samples. Pseudomonas had
low relative abundances, except for three samples (weeks 8, 12 and 13). Remarkably, Pseudomonas
reached 71.5% in samples from week 8. Several samples showed high relative abundances of
members of family Burkholderiaceae (Cupriavidus), with remarkably high values at week 5. All
samples with a high relative abundance of Cupriavidus also had higher relative abundances of
Vulcaniibacterium (Xanthomonadaceae). Among Actinobacteria, the main representative was Rothia
(with relative abundances between 3 and 10% in many samples), followed by Cutibacterium and
Corynebacterium.

In addition to the main genera mentioned above, the following genera were also detected
(with relative abundances between 1.0% and <2.5%) in at least one of the samples: Abiotrophia,
Actinomyces, Aeromonas, Alloprevotella, Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium, Delftia,
Dolosigranulum, Enterococcus, Finegoldia, Flavobacterium, Granulicatella, Lactococcus, Lawsonella,
Massilia, Methylobacterium, Micrococcus, Phenylobacterium, Prevotella 7, Rahnella, Rhodanobacter,
Ruminococcaceae UCG-014, Sphingobacterium, Sphingomonas, Streptobacillus and Tetragenococcus. Of
them, Lactococcus was detected at relative abundances above 1% only in two samples (1.3%, 1.6%)
and Enterococcus in one sample (1.3%). Furthermore, up to 348 additional genera or higher taxons
represented at relative abundances < 1.0% was also detected. Most of them had relative abundances
<0.01% and were represented only in one or in a few of the samples.

PCoA (Figure 2) revealed a main cluster of samples together (all of them having a mid-to high
relative abundance of Staphylococcus) with at least two minor clusters (samples W8, W12, W13)
characterized by a very low relative abundance of OTUs belonging to genus Streptococcus and high
relative abundances of Pseudomonas/Acinetobacter/Bacillus, and samples W5, W9, W10, W18 (also
having very low relative abundances of Streptococcus and higher relative abundances of

Cupriavidus/Vulcaniibacterium together with other bacterial groups).
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Figure 2. Principal coordinates analysis of breast milk samples taken at different weeks (W) during
the sampling period.

4. Discussion

Results from the present study provided information on the changes in bacterial diversity in
human milk from a single individual during the late lactating period. Many previous studies have
addressed the microbial composition of human milk, but usually from a compendium of samples
taken from different individuals and taken at early to mid lactating period. In a recent review paper,
Zimmermann and Curtis [11] identified 44 studies investigating 3105 breast milk samples from 2655
women, and reported that the most frequently found genera were Staphylococcus, Streptococcus,
Lactobacillus, Pseudomonas, Bifidobacterium, Corynebacterium, Enterococcus, Acinetobacter, Rothia,
Cutibacterium, Veillonella and Bacteroides . Another review paper reported that Streptococcus and
Staphylococcus appear to be widely predominant in human milk without regard to differences in
geographic location or analytic methods [10].

Results from the present study also identified main genera reported in previous studies
(Streptococcus, Staphylococcus, Pseudomonas, Acinetobacter, Rothia, Cutibacterium and Veillonella) in
addition with other important genera. Furthermore, the microbial composition of several samples
from the present study resembled in a certain way that of the children salivary microbiome reported
by other authors [18] (with the following common genera: Streptococcus, Veillonella, Rothia,
Leptotrichia, Haemophilus and Neisseria). These results would suggest colonization of mammary
glands by bacteria from the baby’s mouth. As a matter of fact, human milk is considered to be
colonized by bacteria from the mother’s gut and skin or the infant’s mouth [19, 20].

Streptococcus was the predominant OTU in 14 of the samples. Remarkably, those samples with
lower relative abundances of Streptococcus had  different microbial compositions
(including Cupriavidus, Pseudomonas, Enterobacteriaceae, Acinetobacter, Peptoniphilus...). While the
sequence reads obtained in the present study only allowed identification at genus level, a previous
study reported the presence of the following species of Streptococcus in human milk: S. mitis, S.
infantis, S. cristatus, S. salivarius, S. mutans, S. sanguinis, S. gordonii and S. sanguinosus [21].

Streptococci may produce different types of antimicrobial substances including hydrogen peroxide,
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organic acids and bacteriocins [22, 23]. The obtained results would suggest an ecological role of
Streptococcus in the control of microbial populations in breast milk. Staphylococcus was also detected
in all breast milk samples, with relative abundances reaching up to 14% in one sample. It has been
suggested that commensal coagulase-negative staphylococci and viridans streptococci from breast
milk could reduce the acquisition of undesired pathogens by infants, especially when exposed to
hospital environments [5, 24].

Contrary to other studies, Lactobacillus had low relative abundance in the studied milk samples,
and other related genera (Enterococcus, Weissella, Leuconostoc) represented less than 2%.
Carnobacterium was represented in two samples (2.1-3.8%). Carnobacterium has seldom been reported
in human milk. One study reported that the presence of Carnobacterium in milk was associated with
cesarean delivery [25], which is in agreement with the delivery procedure in the present study.
Carnobacterium could be a new, largely unexplored candidate for novel probiotic bacteria in human
milk.

Aerobic endosporeformers of the genera Bacillus and Paenibacillus were also important in
several milk samples. Remarkably, genus Bacillus reached ca. 25% relative abundance in two
samples (weeks 16 and 27). Ding et al., [26] reported the presence of Bacillus in 87% of the studied
breast milk samples while Dahaban et al. [27]. and Boix-Amoros et al. [21] reported the presence of
this bacterium in 17% and in 7% of the milk samples, respectively. Cacho et al. [28] reported a
relative abundance of < 1% for Bacillus. Patel et al. [29] reported both the presence of Bacillus and
Paenibacillus in human milk, but Bacillus was associated with subacute or acute mastitis. However,
during the sampling period of the present study, the mother did not report any signs of mastitis.

At least 8 of the milk samples from the present study showed high relative abundances of
Cupriavidus. Members of genus Cupriavidus have been isolated from multiple ecological niches,
including untreated drinking water, urban pond water, agricultural soil, soil contaminated with
heavy metals, soil containing natural asphalt, plants, and human clinical samples [30]. In particular,
the species C. gilardii is gaining increasing attention as an emerging multi-drug resistant pathogen
[30]. All the samples with a high relative abundance of Cupriavidus also had higher relative
abundances of Vulcaniibacterium. Vulcaniibacterium is a moderately thermophylic bacterium
associated with geothermally-heated environments [31]. Recent studies, however, reported that
Vulcaniibacterium was a member of the bacterial community of human milk [26] and the digestive
gland of Pacific oyster [32]. The possible meaning of this bacterium in the human milk samples also
having high relative abundances of Cupriavidus is unknown. Nevertheless, it has been suggested that
the environment, utensils and water could contribute considerably to the microbiota detected in
breast milk [6]. It is also worth mentioning that the baby was already in the weaning period. It is
tempting to suggest that possible transfer of microbiota from the baby to the mother could also
account for some of the changes in the microbiota observed along the studied period.

The results from the present study also indicated the presence of representatives from a large
number of bacterial genera, although most of them had very low relative abundances and were
represented in only a few samples. Tentatively, these results would reflect environmental
contaminants. Nevertheless, ingestion of a diverse microbiota during the early months of life could
be important for training of the baby’s immune system and possibly also for shaping his/her

intestinal microbiota.
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5. Conclusions

In conclusion, results from the present study reveal major changes in the microbiota of breast milk
during breast feeding period. The main changes include a decrease in the relative abundance of
Staphylococcus and an increase of other microbial groups belonging to phylum Proteobacteria. The
transient decrease in the ratio Firmicutes/Proteobacteria could be considered as an alteration of the

normal microbiota of the milk.
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4.6 ANEXOS

ANEXO 1

Recuento de microorganismos por muestra en los diferentes medios de cultivo
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ANEXO 2

Log (UFC/mL) por semana en los diferentes medios de cultivo
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ANEXO 3

Analisis de varianza, resultados obtenidos en TSA, MRS y ELLIKER

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

TSA 28 173060 6180.71429 15578988.8
MRS 28 64936.6667 2319.16667 1800606.28
ELLIKER 28 94410 3371.78571 3673165.01
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 223156608 2 111578304 15.8998113 1.4969E-06 3.10931055
Dentro de los
grupos 568424521 81 7017586.68
Total 791581130 83

Prueba HSD Tukey

HSD[.05]=1754.93;
HSD[.01]=2204.76

M1 vs M2 P<.05

M1 vs M3 P<.01

M2 vs M3 no-significativo

M1 = promedio de muestra 1
M2 = promedio de muestra 2
and so forth,

HSD = diferencia absoluta entre los promedios
de cualquiera de las muestras requerida para
obtener una diferencia significativa en algun
nivel. HSD[.0E] para un nivel de .05, HSD[.01]
para un nivel de .01,
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ANEXO 4

Identificacidén bacteriana a nivel morfoldgico
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ANEXO 5

Identificacién morfologica por semana
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ANEXO 6

Ensayo en gota de produccion de sustancias con actividad antibacteriana

Aislado E.coli  Samonella Linnocus E.faccalis . avreus
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~ Aislado E.coli  Salmonella L.innocua E.faecalis S.aureus
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ANEXO 7

Ensayo en pocillos de produccion de sustancias con actividad antibacteriana
(cepas con algun halo 2 12mm). Muestras sefialadas en azul claro: actividad
sensible a proteasa.

ab 16 9 15 9
a9 9 13 9
al2 12 9 12 15

9 10 9

12
13 8.5 11

138




10

10
15
15
15
14
22
15
23
16
16
14
20
17
14
20
15
15
22
17
24
15
20
20
15
16
16
15

12
24
12
14
12
15
18

18
17
12
15
16

12
12

20
18

10
10

10
25
25

16
24

17
20
23
15

20

15

15

20

22
25

10

12

13

15

21

112
116
118
119
120
121
122
125

130
133

136
137
142

12

154
155

156

160

14

163

165

166
167

168

170

172

174
175

178
180

139



22
12
16

12
12

14

12
12
12
12

12
12
25

12
14

23

14
18
20
18
14
17
25
14
22
24
23
21

12

25
14
24
24
22
22
25
12
16
14

16
18
25
22
14
23
25
12

15

12

15

12

10
16

12
15

20
22

14

12
14

12

15

20

12
10

12

23

10

23

14

181
182

186
187

188
189

191
193

194
196
197

200
202
203
204
205

208
209
211
212
214
216

217

15
11
12

227

12

234
237

12

18

241

15

244
248

140



13
13
12
14
14
16
13
1

5

12
14
15
16

14

14

14
12
13
13
14
12
12
12
12
12
12
14
15
15
14
14
15
17

14

14
15

16

12
15

1

6

261
262

264
266
274

309
311
312
313
370
372
431
470
471

478
4

84

141



487 15 15
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T F
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ANEXO 8

Identificacion de las cepas productoras de actividad antibacteriana sensible a
proteasa

60 Arthrobacter koreensis 9 10 10 14 11
120 Arthrobacter koreensis 15 15

203 Arthrobacter koreensis 23 12
a3 Bacillus cereus 10 9 10 13
al2 Bacillus cereus 12 9 12 15
175 Bacillus cereus 16
178 Bacillus cereus 25 16

181 Bacillus cereus 25 22
182 Bacillus cereus 14 12
196 Bacillus cereus 22

204 Bacillus cereus 12 25 12
209 Bacillus cereus 23

214 Bacillus cereus 9 12 14
217 Bacillus cereus 9 9 15 20
234 Bacillus cereus 24
471 Bacillus cereus 15

487 Bacillus cereus 15 15

505 Bacillus cereus 18 12
241 Bacillus pacificus 18 9
244 Bacillus pacificus 9 12

307 Bacillus pacificus 15

508 Bacillus pacificus 18

261 Bacillus paramycoides 13
372 Bacillus paramycoides 16

125 Bacillus sp. 15 18

431 Echerichia coli 14
205 Enterobacter cloacae 12 25
222 Enterobacter cloacae 15 20 14
227 Enterobacter cloacae 12 14
237 Enterobacter cloacae 10 23
274 Enterobacter cloacae 16
313 Enterobacter cloacae 17
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509 Enterobacter cloacae 15

522 Enterobacter hormaechei 16

262 Enterobacter sp. 13
264 Enterobacter tabaci 14
168 Enterococcus durans 10 24
172 Enterococcus faecium 25 15
174 Enterococcus faecium 25 16
202 Enterococcus faecium 10 14 14

a9 Enterococcus thailandicus 9 13 9
248 Leuconostoc mesenteroides 15

470 Leuconostoc mesenteroides 14

484 Leuconostoc mesenteroides 16 14

489 Leuconostoc mesenteroides 12
505b Listeria grayi 20 11
119 Paenibacillus polymyxa 23 12

121 Paenibacillus polymyxa 18

180 Paenibacillus polymyxa 24

137 Pseudomonas fulva 21 10
154 Pseudomonas taiwanensis 22
156 Pseudomonas taiwanensis 23
212 Staphylococcus aureus 14 15

309 Staphylococcus aureus 14

73 Staphylococcus epidermidis 17
74 Staphylococcus epidermidis 20

75 Staphylococcus epidermidis 10 12

79 Staphylococcus epidermidis 16

81 Staphylococcus epidermidis 12 9 13 14 15
112 Staphylococcus epidermidis 13 24 10
116 Staphylococcus epidermidis 17 12

118 Staphylococcus epidermidis 20 14

133 Staphylococcus epidermidis 12

136 Staphylococcus epidermidis 16

142 Staphylococcus epidermidis 15
163 Staphylococcus epidermidis 14 20
165 Staphylococcus epidermidis 18 15
166 Staphylococcus epidermidis 22
167 Staphylococcus epidermidis 15 17
186 Staphylococcus epidermidis 24 16
187 Staphylococcus epidermidis 24

188 Staphylococcus epidermidis 22 12
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189 Staphylococcus epidermidis 22 12

193 Staphylococcus epidermidis 23 16

194 Staphylococcus epidermidis 20 14

200 Staphylococcus epidermidis 12 22 12

211 Staphylococcus epidermidis 23

216 Staphylococcus epidermidis 9 18

478 Staphylococcus epidermidis 15

61 Staphylococcus hominis 9 10 10 14 11

155 Staphylococcus hominis 12 15

191 Staphylococcus hominis 12 14

312 Staphylococcus hominis 15

a6 Staphylococcus hominis 16 9 15 9
subsp. novobiosepticus

70 Staphylococcus 17
lugdunensis

80 Staphylococcus 17 9 15 17 9
lugdunensis

122 Staphylococcus 20
lugdunensis

130 Staphylococcus 17
lugdunensis

160 Staphylococcus 12 12 20
lugdunensis

208 Staphylococcus 15 14
lugdunensis

66 Staphylococcus pasteuri 9 17 9 13

297 Staphylococcus 13
saprophyticus

197 Staphylococcus sp. 16 12

250 Staphylococcus warneri 9 16 15

266 Staphylococcus warneri 14

277 Staphylococcus warneri 15

294 Staphylococcus warneri 14

311 Staphylococcus warneri 14

370 Staphylococcus warneri 14

170 Streptococcus mitis 20

a5 Streptococcus thermophilus 10 8 12
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ANEXO 9

Caracterizacion bioquimica de las 101 cepas presuntamente productoras de bacteriocinas (positivas en
prueba proteasa)

BE: Crecimiento en sales biliares (2), hidrélisis esculina (1), no crece (0); EPO: Produccion exopolisacaridos

60
61

66
70
73

74
75
79
80
81
120
112
116
118
119

121
122
125
130

Metabolizacion Produccién Crecimiento

Especie BE | Estaquiosa Rafinosa | ADNasa | Hemolisis | Proteas | Amilasa EPO NaCl NaCl | pH | pH pH

a 4% 6.5% 8| 95 4.5
Arthrobacter koreensis 0 0 0 0 g 0 0 0 0 0 0 0 1
Staphylococcus hominis 2 0 0 0 g 1 0 0 0 0 0 0 0
Staphylococcus pasteuri 0 0 0 0 g 0 0 0 1 1 0 0 1
Staphylococcus lugdunensis 1 0 0 1 A 0 0 0 1 1 0 0 0
Staphylococcus epidermidis 2 0 0 0 G 0 0 0 1 1 0 0 0
Staphylococcus epidermidis 2 0 0 0 B 0 0 0 1 0 0 0 0
Staphylococcus epidermidis 2 0 0 0 A 0 0 0 1 1 0 0 0
Staphylococcus epidermidis 2 0 0 1 A 1 0 1 1 0 0 0 0
Staphylococcus lugdunensis 2 0 0 0 B 0 0 0 1 0 0 0 0
Staphylococcus epidermidis 2 0 0 0 G 0 0 0 0 0 0 0 0
Arthrobacter koreensis 0 0 0 0 G 1 0 1 1 1 0 0 1
Staphylococcus epidermidis 2 0 0 0 B 0 0 0 0 0 0 0 0
Staphylococcus epidermidis 2 0 0 0 G 1 0 1 1 1 0 0 0
Staphylococcus epidermidis 2 0 0 0 A 1 1 0 1 0 0 0 0
Paenibacillus polymyxa 0 0 0 0 A 1 1 0 1 1 0 0 1
Paenibacillus polymyxa 0 0 0 0 G 1 1 0 1 0 0 0 1
Staphylococcus lugdunensis 1 0 0 0 A 1 1 0 1 1 0 0 0
Bacillus sp. 0 0 0 0 A 1 1 0 1 1 0 0 1
Staphylococcus lugdunensis 0 0 0 0 A 0 0 0 1 1 0 0 0
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BE | Estaquiosa Rafinosa | ADNasa | Hemolisis | Proteas | Amilasa EPO NaCl NaCl H | pH pH

a 1% 6.5% 8|95 4.5

Bacillus cereus 0 0 0 G 1 0 1 1 1 0 0 1
Staphylococcus sp. 0 0 0 0 G 1 0 0 0 0 0 0 1
Staphylococcus epidermidis 2 0 0 0 A 1 0 1 1 1 1 1 0
Enterococcus faecium 2 0 0 0 G 0 0 1 1 0 1 0 0
Arthrobacter koreensis 0 0 0 0 G 1 0 1 1 1 0 0 1
Bacillus cereus 0 0 0 0 G 1 0 1 1 1 0 0 1
Enterobacter cloacae 2 0 0 0 G 1 0 1 1 1 0 0 1
Staphylococcus lugdunensis 1 1 1 0 B 1 1 0 1 1 1 1 1
Bacillus cereus 0 1 1 0 A 1 1 1 1 1 0 0 1
Staphylococcus epidermidis 1 0 0 0 B 1 1 0 1 1 0 0 1
Staphylococcus aureus 0 0 0 0 A 1 0 1 1 1 0 0 1
Bacillus cereus 0 0 0 0 G 1 0 0 1 0 0 0 0
Staphylococcus epidermidis 1 0 0 0 A 1 0 1 1 1 0 0 1
Bacillus cereus 0 0 0 0 G 1 0 0 1 1 0 0 0
Enterobacter cloacae 2 0 0 0 G 0 0 1 1 1 0 0 1
Enterobacter cloacae 2 1 1 0 G 1 0 1 1 1 0 0 1
Bacillus cereus 0 0 0 0 G 1 0 0 1 1 0 0 0
Enterobacter cloacae 2 1 1 0 G 1 0 1 1 1 0 0 1
Bacillus pacificus 0 1 1 0 A 1 1 1 1 1 0 0 1
Bacillus pacificus 0 1 1 0 G 1 1 0 1 1 0 0 1
Leuconostoc mesenteroides 2 0 0 1 B 1 1 0 1 1 0 0 1
Staphylococcus warneri 0 0 0 1 B 1 1 0 1 1 0 0 1
Bacillus paramycoides 0 0 0 0 B 1 0 0 1 1 0 0 1
Enterobacter sp. 2 0 0 0 G 1 0 0 1 0 0 0 1
Enterobacter tabaci 2 0 0 0 G 1 0 0 1 0 0 0 0
Staphylococcus warneri 2 0 1 1 A 0 0 0 1 1 0 0 1
Enterobacter cloacae 1 0 0 0 A 1 1 0 1 1 0 0 1
Staphylococcus warneri 1 0 0 0 G 0 0 0 1 1 0 0 1
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BE | Estaquiosa Rafinosa | ADNasa | Hemolisis | Proteas | Amilasa EPO NaCl NaCl | pH | pH pH
a 1% 6.5% 8|95 4.5
Staphylococcus warneri 2 0 0 0 G 0 0 0 0 0 0 0 1
Staphylococcus 2 0 0 0 A 1 1 0 1 1 0 0 1
saprophyticus
Bacillus pacificus 0 0 0 0 G 1 0 1 1 1 0 0 1
Staphylococcus aureus 2 0 0 0 B 1 1 1 1 1 0 0 1
Staphylococcus warneri 1 0 0 0 B 1 1 1 1 1 0 0 1
Staphylococcus hominis 2 0 0 1 B 1 0 0 1 1 0 0 1
Enterobacter cloacae 2 0 0 0 G 1 0 0 1 1 0 0 1
Staphylococcus warneri 2 0 0 0 G 1 1 0 1 1 0 0 1
Bacillus paramycoides 2 0 0 0 G 1 1 0 0 0 0 0 1
Echerichia coli 2 0 0 0 B 0 1 0 1 1 0 0 1
Leuconostoc mesenteroides 2 0 0 0 G 0 0 0 0 0 0 0 1
Bacillus cereus 0 0 0 0 G 1 0 1 1 1 1 1 1
Staphylococcus epidermidis 2 0 0 0 G 0 0 1 0 0 1 0 1
Leuconostoc mesenteroides 2 1 0 0 G 0 0 1 1 1 0 0 1
Bacillus cereus 0 0 0 0 G 1 0 1 0 0 1 1 1
Leuconostoc mesenteroides 2 0 0 0 G 0 1 1 0 0 1 0 1
Listeria grayi 1 1 1 0 B 1 1 0 1 1 0 0 1
Bacillus cereus 2 0 0 0 G 1 1 1 1 1 1 0 1
Bacillus pacificus 0 0 0 0 B 0 1 0 1 1 0 0 0
Enterobacter cloacae 1 0 0 0 B 1 1 0 1 1 0 0 0
Enterobacter hormaechei 2 0 0 0 G 0 0 0 0 0 0 0 0
Staphylococcus hominis 2 1 1 0 B 1 1 1 1 1 1 0 0
subsp. novobiosepticus
Bacillus cereus 1 0 0 0 A 0 0 1 0 0 0 1 0
Bacillus cereus 0 0 0 0 G 0 0 0 0 0 0 0 0
Streptococcus thermophilus 2 0 0 1 G 0 0 0 0 0 0 0
Enterococcus thailandicus 2 1 1 0 B 1 0 1 1 1 1 0 0
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ANEXO 10

Resultados de PCR para genes de resistencia a antimicrobianos.

Se obtuvieron resultados negativos para los siguientes genes: blakec, blaoxa-as Like , blapse, blacTx-
v2, tet(B), tet(D), tet(A), tet(E) y tet(G)

Beta-lactamicos Tetraciclinas Aminoglucésidos Bombas

exporte
Especie blaskv | blatem | blactx-m tet(C) aadAl acrB
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Especie

Beta-lactamicos

blaskv

blatem

blactx-m

Tetraciclinas

tet(C)

Aminoglucdsidos

aadAl

Bombas
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acrB
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Especie

Beta-lactamicos

blaskv

blatem

blactx-m

Tetraciclinas

tet(C)
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Especie

Beta-lactamicos

blaskv

blatem

blactx-m

Tetraciclinas

tet(C)

Aminoglucdsidos

aadAl

Bombas
exporte

acrB

Bacillus paramycoides
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Staphylococcus warneri

Staphylococcus warneri

Staphylococcus saprophyticus

Bacillus pacificus

Staphylococcus aureus

Staphylococcus warneri

Staphylococcus hominis

Enterobacter cloacae
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Beta-lactamicos Tetraciclinas Aminoglucésidos  Bombas
exporte
Especie blasav | blatem | blactx-m tet(C) aadAl acrB
Bacillus cereus 0 1 0 0 0 0
Bacillus cereus 1 1 0 0 0 0
Streptococcus thermophilus 0 0 0 0 0 0
Staphylococcus hominis subsp. 0 0 0 0 0 0
novobiosepticus
Enterococcus thailandicus 0 0 0 0 0 0
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DISCUSION
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Los resultados del presente estudio proporcionan informacion sobre la leche materna
del periodo de lactancia tardio, de la semana 21 a la 48. Estas semanas corresponde a
lo que se conoce como los periodos de balbuceo, comida sélida y gateo de los nifios.
Multiples factores externos pueden cambiar la configuracion de la leche materna
durante este periodo ya que el nifio se ve expuesto a nuevos alimentos y comienza a
explorar su medio, por todo esto se considera que una de las formas de inoculacion de
la leche materna viene dada por el lactante al amamantarse (Fernandez y Rodriguez,
2020; Li et al., 2020; Pannaraj et al., 2017; Backhed et al., 2015; Fernandez et al.,
2013). Existen estudios previos que han abordado la composicibn microbiana de la
leche humana y su valor probidtico basados generalmente en un compendio de
muestras tomadas de diferentes individuos y tomadas en el periodo de lactancia
temprano a medio. En el presente estudio se han tomado 3 muertas diarias durante 28
semanas de leche materna de un mismo individuo durante un periodo mas extenso,
llegando hasta alcanzar el nifio casi un afo de vida. Estas muestras se congelaron a -
20°C, para luego desarrollar una serie de experimentos. Se considera que el congelado
de las bacterias no afecta a la carga microbiana de las muestras de leche como
demostraron Agel et al. (1981) donde la congelacion, rapida o lenta, no afectaba al total
de UFC, por lo que consideramos que la carga microbiolégica de las muestras se

mantiene durante el almacenamiento.

Durante la primera parte del experimento se evalud la calidad microbiana de la
leche mediante recuentos en placa en medio selectivo para detectar Staphylococcus y
Enterobacterias, bacterias acido lacticas (BAL) y recuentos de aerobios mesoéfilos
totales (AMT). La leche materna obtenida estaba dentro de las medias de mudltiples
estudios. Estas muestras mantuvieron una carga de AMT de 3 a 4 logaritmos de
UFC/mL durante todo el periodo, la leche materna de una mujer sana suele tener una
carga microbiana entre 2 y 8 log dependiendo de la etapa, de media se obtienen
valores de 102 a 104, teniendo esta una distribucién normal. En varios estudios, se ha
publicado que por lo general la mayoria de las muestras tienen de 3 a 4 log. (Duran et
al., 2008; Chaco y Nicole, 2017; Rodriguez et al., 2008).
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La carga de bacterias acido lacticas (BAL) también se mantuvo en torno a 3
logaritmos y con una clara correlacion a los mesofilos totales (de 0.74 al menos). En el
estudio realizado por Tusar et al. (2014) en muestras de leche de 47 mujeres lactantes
se obtuvieron recuentos en placas en medios para detectar AMT de 4 logaritmos, los
recuentos de BAL fueron en torno a 3 logaritmos, asi como los de Staphylococcus que
también llegaron a 3 logaritmos en las placas ensayadas. Todos estos resultados son
parecidos a los obtenidos en este estudio y a los referidos por otros autores (Duran et
al., 2008: Rodriguez et al., 2008; Solis et al., 2010; La Tuga et al., 2014; Martin et al.,
2014; Chaco y Nicole, 2017). Otros estudios reflejan que entre el 30 y el 50% de las
bacterias aisladas son Staphylococcus y en aproximadamente un 35% de las muestras
ensayadas se logra detectar bacterias gram negativas (Keim et al., 2013; Tusar et al.,
2014). En el presente estudio se han aislado 582 cepas de las diferentes muestras de
leche, de las cuéles al realizarles la tincion de Gram, se observaron 578 bacterias, 18

de ellas gram negativas.

Una de las propiedades beneficiosas de las bacterias es su capacidad de
producir sustancias antibacterianas para competir por la adhesiébn a la mucosa
intestinal o para modular la respuesta inmunoldgica. A estas 578 cepas bacterianas
aisladas se les realizé un ensayo de produccion sustancias antibacterianas mediante la
prueba en gota y en pocillo. Todas las cepas aisladas se ensayaron frente a cinco
cepas indicadoras para evaluar asi su capacidad para producir sustancias
antimicrobianas. Se obtuvieron 101 cepas positivas productoras de bacteriocinas. Es
sabido que una de las funciones principales de la leche materna es poblar el intestino
de los neonatos y ayudar asi a desarrollar el sistema metabdlico de estos (GOmez
Gallego et al.,, 2009) por lo que esta debe de ser una fuente de gran cantidad de
bacterias productoras de sustancias antimicrobianas, lo que concuerda con la coleccién
cepas posibles productoras de bacteriocinas obtenidas de forma aleatoria vy
completamente al azar, de las muestras de leche materna tomadas en nuestro estudio.
En estudios in vitro realizados con 4 cepas aisladas de leche materna se demostré la
capacidad de inhibir el crecimiento de Staphylococus aureus, Listeria monocytogenes,

Salmonella choleraesuis, Escherichia coli y Clostridium asi como de interferir en la
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adhesion de patdgenos intestinales (Olivares et al., 2006a). Por otro lado, se demostré
como los sobrenadantes de ciertos cultivos de probidticos que pertenecian a
Lactobacillus rhamnosus GG y Lactobacillus reuteri DSM 17938 eran capaces de inhibir
el crecimiento de Salmonella enterica 1344, observandose una reduccion en el
crecimiento del patdogeno en condiciones de anaerobiosis (Keersmacker et al., 2006;
Martinelli et al., 2010).

En las dultimas décadas diversos trabajos han sefalado las principales
caracteristicas que deben tener las cepas que estan directamente relacionadas con
una actividad beneficiosa y que deberian de valorarse a la hora de determinar el
potencial probidtico de una determinada cepa (Collins et al., 1998; Holzapfel et al.,
1998; Mattila- Sandholm et al.,1999; Ouwehand et al., 1999; Tuomola et al., 2001).
Para poder considerar una cepa como probiotica debe cumplir la premisa de alcanzar
viva la mucosa intestinal. Aunque ya existen datos que demuestran que ciertas
bacterias inactivadas pueden poseer efectos beneficiosos (He et al., 2002, 2005;
Murosaki et al., 1998) se considera aun un criterio de seleccién el hecho de que la cepa
sea capaz de resistir la digestion y colonizar el intestino para lo cual es fundamental
gue se adhiera al epitelio intestinal. Las cepas aisladas en este estudio y que fueron
productoras de bacteriocinas se evaluaron, para ver su idoneidad y asi poder ser
estudiadas como posibles probiéticas. Todas ellas fueron sometidas a una serie de
pruebas para evaluar su resistencia a ambientes adversos, como los que se pueden
producir en el tracto intestinal, y asi también estudiar algunas de las caracteristicas que
se requieren para poder determinar una bacteria como probiotico. El 78% de las cepas
evaluadas resistieron a altas concentraciones de sal (4%) y crecieron sin problema. Se
evaluo si las cepas podian crecer en un pH 4,5, lo cual fue cierto para la mitad de las
cepas, aunque seria interesante saber también por cuanto tiempo las cepas pueden
resistir pH extremadamente bajos como los del estbmago. La resistencia a la acidez
gastrica y a las sales biliares es una de las caracteristicas principales a la hora
considerar una cepa como probidtico ya que son condiciones de estrés que constituyen
una barrera limitante para su supervivencia en el entorno. Para poder demostrar si una

cepa es capaz de aguantar estas condiciones, se han realizado multiples estudios in
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vitro que simulan las condiciones de acidez producidas por las secreciones
gastrointestinales en individuos sanos (Charteris et al., 1998; Dunne et al., 2001;
Fernandez et al., 2003; Martins et al., 2009), o se han usado modelos que simulan
procesos in vivo (Marteu et al., 1997). En humanos numerosos estudios demuestran
gue ciertas especies de lactobacilos y bifidobacterias son capaces de resistir las
condiciones del proceso digestivo recuperandose vivas en las heces (Jiménez et al.,
2008; Olivares et al., 2007).

Debido a que en algunos casos, las actividades realizadas por la microbiota
pueden ser perjudiciales, como puede ser una excesiva deconjugacién de sales
biliares, degradacion de mucinas, produccion de amonio o resistencia a antibitticos, el
analisis de estas actividades metabdlicas es necesario para poder evaluar la seguridad
de las bacterias que se consideren como probidticos (Backed et al., 2006). Otra
caracteristica interesante para poder pasar por el tracto intestinal es el poder soportar
las sales biliares y la esculina, en este caso 52 cepas lograron crecer en el medio de
bilis/esculina y 13 lograron crecer e hidrolizar la esculina. Para que una bacteria sea
probidtico no debe presentar actividad hemolitica ni hidrolizar el ADN, por claras
razones de seguridad. Es preferible que hidrolice estaquiosa, ni rafinosa, que son un
tetrasacarido y un disacérido, respectivamente, no digeribles por el ser humano pero si
por las bacterias estomacales llegando a provocar flatulencia. En los ensayos para
determinar la actividad hemolitica, alrededor del 43% de las muestras fueron positivas.
Solo ocho cepas hidrolizaron el ADN, y finalmente solo 13 y 14 cepas crecieron en el

medio MRS-Rafinosa/ Estaquiosa, respectivamente.

Bajo estos parametros se seleccionaron 24 cepas con las caracteristicas
buscadas. Al confrontar esta lista con los resultados de la identificacion de las cepas
por 16S notamos que entre las bacterias se encontraban 6 gram negativas que
excluiremos de la seleccion final (4 Enterobacter cloacae, 1 Enterobacter spp. y 1

Enterobacter tabaci).
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A las 101 cepas también se le realizaron pruebas de PCR para determinar la
presencia de genes de resistencia a antibidticos y la presencia de bombas de exporte.
52 de las 101 presentaron algun gen de resistencia a antibiéticos y/o genes de bombas
de exporte. Al cruzar referencias con las 18 cepas preseleccionadas, observamos que
4 de las 6 cepas gram negativas, ya eliminadas, contaban con algunos de estos genes.
Ademas de estas, otras 5 cepas fueron eliminadas dejandonos con una seleccion de 13
posibles cepas probidticas aisladas de la leche materna para poder ser estudiadas en
futuras investigaciones (Tabla 11). En total se tratan de 4 Leuconostoc, 5
Staphylococcus epidermis, 1 Enterococcus thailandicus, 2 Streptococcus mitis vy

thermophilus y 1 Bacillus cereus.

Caddigo Actividad antimicrobiana
Origen Especie ID frente a:
VJ 22°0-2 Leuconostoc mesenteroides | 248 E. faecalis
ELL 48°0-2 Leuconostoc mesenteroides | 470 Listeria innocua
ELL 52'0-2 Leuconostoc mesenteroides | 484 | Salmonella + E. faecalis
ELL 74"1-A | Leuconostoc mesenteroides | 489 Salmonella
ELL A1°0-E | Streptococcus thermophilus | a5 S. aureus
ELL 26'4 Streptococcus mitis 170 S. aureus
VJ90-1 Staphylococcus epidermidis | 73 S. aureus
VJ 2571-1 Staphylococcus epidermidis | 118 | Listeria innocua + E. faecalis
MRS 12°0-2 | Staphylococcus epidermidis | 136 E. faecalis
ELL 22'2 Staphylococcus epidermidis | 167 | Listeria innocua+ S. aureus
ELL 49°0-1 Staphylococcus epidermidis | 478 Salmonella spp.
ELL A1'1-B Enterococcus thailandicus | a9 Listeria innocua
MRS 70°0-1 Bacillus cereus 505 | Listeria innocua +S. aureus

Leuconostoc mesenteroides es considerada una BAL probidtica y mdultiples

estudios hablan de sus virtudes. Es parte de las bacterias fermentadoras en quesos,
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algunas bebidas fermentadas y el Kimchi Coreano, (fermentado de repollo chino) entre
otros alimentos fermentados asiaticos. En Corea se ha aislado como uno de los 220
microorganismos que forman parte de la fermentacion del kimchi y se le ha estudiado
por su capacidad probidtica antiviral en pollos de forma positiva (Sea et al., 2012). De
igual forma en Malasia Allameh et al. (2012) estudiaron cepas de L. mesenteroides
extraidas de los intestinos de peces, y concluyeron que tenian un gran potencial como
probidtico ya que inhibian los patégenos de los peces, y mostraban alta resistencia a
las sales biliares, pH bajo (pH 3) y resistencia de hasta dos horas en pH de 1.5. De
igual forma aislaron cepas de L. mesenteroides de queso mozzarella de bufala y
demostraron no solo su resistencia a sales biliares, sino su resistencia general a
medios salinos dependiente de la temperatura (De Paula et al., 2014). En el caso de El
Jenin et al. (2016), de Tunez, ademas de confirmar la resistencia a sales biliares y bajo
pH, confirmaron la falta de actividad hemolitica, su sensibilidad a agentes
antimicrobianos y su resistencia a pancreatina y pepsinas. En México, Castro-
Rodriguez et al. (2015) aislaron también Leuconostoc del aguamiel de agave. Estas
cepas como en los estudios anteriores fueron resistentes a pH bajo, hasta 3 horas a pH
2, y a altas concentraciones de sales biliares, ademas de presentar una alta adhesiéon a

mucina.

Durante nuestra investigacion observamos también la capacidad antimicrobiana
de las cepas de L. mesenteroides frente L. innocua, Salmonella y E. faecalis, bacterias
frente a las que el comportamiento probidtico y antimicrobiano de esta cepa esta
documentado, con estudios como los resumidos a continuacion. En México Giles-
Gomez et al. (2016) aislaron cepas de L. mesenteroides de la bebida Pulque, que
ademas de presentar caracteristicas 6ptimas para ser un probiotico, present6 actividad
antimicrobiana contra Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella entérica
serovar Thyphi y S. entérica serovar Typhomurium. En Japdén se aislaron también
cepas de L. mesenteroides de narezuchi, un plato tipico de arroz y pescado
fermentado, y comprobaron su capacidad antimicrobiana frente a Listeria tanto en
células como en ratones susceptibles inoculados con Listeria (Nakurama et al., 2012).

Se conoce que algunas subespecies de L. mesenteroides que producen mesentericina
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Y105 y mesentericina UL5, polipéptidos capaces de atacar especificamente a Listeria
spp. pero no a otras BAL. Otra bacteriocina producida por L. mesenteroides es la
mesenterocina 52 que inhibe a otros Leuconostoc, Enterococcus y Listeria (Trias et al.,
2008; Fremaux et al., 1995; Mathieu et al., 1993; Héchard et al., 1992; Pandia et al.,
1991).

Todorov y Dicks (2004) descubrieron que la mesentericina SToo de L.
mesenteroide subsp. dextranicum lograba inhibir el crecimiento de Bacillus
subtilis, Enterococcus faecalis, varios Lactobacillus spp., Lactococcus lactis subsp.
cremoris, Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Pediococcus pentosaceus,
Staphylococcus aureus, y Streptococcus termophilus. No inhibian a Clostridium spp.,
Carnobacterium spp., L. mesenteroides, y bacterias Gram negativas. Todos estos

resultados se pueden comparar en parte a los obtenidos en nuestro estudio.

En India producen una bebida, Ragi, de mijo fermentado por L. mesenteroides y
Bacillus subtilis, al evaluar individualmente ambas especies mostraron caracteristicas
antimicrobianas contra Vibrio cholerae y la capacidad para formar biofilms, su
comportamiento en conjunto fue sinérgico, logrando mejores resultados de inhibicion y
control frente a Vibrio cholerae (VidyaLaxme, 2014). Lo que nos hace pensar que
podrian ser buenos aliados, aunque en otro estudio se evalué su comportamiento con
Streptococcus thermophilus, y no existi6 un aumento de produccién de citoquinas al
combinar las bacterias. La produccién de citoquinas es considerada el mecanismo por
el cual los probidticos afectan el sistema inmune innato y adaptativo, en este estudio de
Finlandia ambas por separado aumentaron la produccion de citoquina de tipo Thl, IL-
12 e IFN-y (Kekkona et al., 2008).

En este estudio se ha identificado también dos cepas de estreptococos,
Streptococcus thermophilus y Streptococcus mitis, ambas mostraron actividad frente a
S. aureus. Esta descrito que los estreptococos pueden producir diferentes tipos de
sustancias antimicrobianas, incluyendo las bacteriocinas. Entre las bacteriocinas ya

identificadas producidas por diferentes subespecies de Streptococcus thermophilus
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estan: Thermophilin 347, Thermophilin A, Thermophilin 110, Thermophilin 1277,
Thermophilin ST-1 (Villani et al., 1995; Ward y Somkuti, 1995; Gilbreth y Somkuti, 2005;
Kabuki et al., 2007; Aktypis y Kalantzoulos, 2011) La diferentes bacteriocinas tienen un
amplio poder antimicrobiano sobre una larga lista de patdgenos alimentarios entre
estos: De Thermophilin 347 se ha evaluado su capacidad frente a Listeria, Thermophilin
110 se sabe que inhibe a mudltiples bacterias acido lacticas, de Thermophilin A se
comprobé su accion contra Clostridium sporogenes y C. tyrobutyricum y T
Thermophilin ST-1 contra Listeria innocua, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Xanthomonas campestris, Pseudomonas syringae y Erwinia rubrifasciens.
Otras bacteriocinas no identificadas se han considerado como inhibidoras moderadas
de Staphylococcus aureus, y otras como inhibidoras de Bacillus, Listeria
monocytogenes, Salmonella typhymurium, Escherichia coli, Yersinia
pseudotuberculosis y Yersinia enterocolitica (Villani et al., 1995; Ivanova et al., 1998;
Aktypis et al., 2002; Gilbreth y Somkuti, 2005; Aktypis y Kalantzoulos, 2011; Rossi et
al., 2013).

A partir de Streptococcus mitis también se ha aislado la bacteriocina viridin B
gue entre otras bacterias es activa frente a S. aureus (Dajani et al., 1978) Cuando se
estudi6 en matrices alimentarias como el yogur inoculado con 10 UFC de L.
monocytogenes y 10° de S. aureus, mostr6 mayores efectos contra la listeria
(Benkerroum et al., 2002), en el actual experimento solo obtuvimos efecto de nuestras
cepas frente a S. aureus. Se ha sugerido que los estreptococos viridans y los
estafilococos coagulasa negativos de la leche materna podrian reducir la adquisicion de
patdogenos no deseados por los lactantes, especialmente cuando estan expuestos a

ambientes hospitalarios (Park et al., 2011; Fernandez et al., 2013).

La mayor parte de los productores de actividad antimicrobiana identificados en el
presente estudio pertenecian a especies coagulasa-negativas del género
Staphylococcus. Dentro de este género se han descrito numerosas cepas productoras
de bacteriocinas, pero su potencial aplicacion, salvo excepciones (Fagundes et al.,
2016), ha quedado relegada debido a la patogenicidad de S. aureus y a la produccién
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de diferentes toxinas. En 1972 se identifico, aisld, produjo y purifico la estafilococcina
1580; esta bacteriocina se produce en muy baja cantidad por esta bacteria (Jetten et
al., 1972). Durante su caracterizacion se determindé que su mecanismo de accion es
simultaneamente inhibir la sintesis de acido desoxirribonucleico, acido ribonucleico y
proteina, es una bacteriocina que soporta pH desde 3.5 a 8.5, y que primordialmente
afecta a bacterias gram positivas (Jetten y Vogel, 1972a, 1972 b). En 2012 se identificd
una nueva bacteriocina de cepas de S. epidermidis, la epidermicina NI01, que afecta en
especial a bacterias gram positivas como S. aureus resistente a meticilina,
enterobacteriocinas y cepas de S. epidermidis productoras de biofilm, su actividad

antimicrobiana se mantiene en un intervalo de pH de 2 a 10 (Sandiford y Upton, 2012).

Recientemente ha surgido un interés creciente por las bacteriocinas de las cepas
de Staphylococcus comensales aisladas de piel y mucosas, ya que estas podrian servir
precisamente para evitar la colonizacién por cepas patdgenas. S. epidermidis y otros
estafilococos comensales, junto con especies de estreptococos, son los principales
componentes del microbioma de la leche materna (Sakwinska y Bosco, 2019). Se ha
propuesto que los estafilococos comensales podrian jugar un papel importante
desplazando a los estreptococos (Sakwinska y Bosco, 2019) asi como a S. aureus
(O’Sullivan et al., 2019). S. epidermidis produce diversas bacteriocinas, como el
lantibiotico epidermina (Go6tz et al., 2014). Otros estafilococos coagulasa-negativos
comensales también producen lantibiéticos como la gallidermina y la hominicina.
Recientemente se ha descrito en S. epidermidis la produccion de péptidos
citopladsmicos que muestran actividad antimicrobiana frente a S. aureus (incluyendo
cepas resistentes a meticilina), pero no a otras cepas de S. epidermidis, E. coli o
Salmonella, y se ha resaltado la importancia de estos péptidos como inhibidores
especificos frente a cepas MRSA (Jang et al., 2020). También se han aislado cepas
coagulasa-negativas productoras de bacteriocinas a partir de otras fuentes como leche
de vaca (Carson et al., 2017), cabra y oveja (Hernandez-Saldafa et al., 2016; Rahmdel
et al., 2019) o calostro humano (Obermajer et al., 2015). Entre las diferentes especies
de estafilococos coagulasa-negativos productores de sustancias de tipo bacteriocina
detectados en este estudio merecen una especial atencion las cepas de S.
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lugdunensis. Aunque esta bacteria es poco conocida en cuanto a su potencial
bacteriocinogénico, un estudio previo demostré6 que las cepas de S. lugdunensis
aisladas de las fosas nasales producen lugdunina, e impiden la colonizacién por S.
aureus (Zipperer et al., 2016). La lugdunina es un nuevo tipo de péptido antimicrobiano
ciclico de sintesis no ribosdmica que contiene tiazolidina. La lugdunina es bactericida
en diversos modelos animales, y no genera resistencias en S. aureus. Estos
antecedentes son alentadores para continuar con el estudio de las cepas
bacteriocinogénicas de S. lugdunensis aisladas en el presente estudio a partir de leche

humana.

Gran parte de los aislados en este estudio productores de presuntas
bacteriocinas pertenecian a bacterias formadoras de endosporas, principalmente del
género Bacillus y también de Paenibacillus. Estos géneros bacterianos se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza (suelo, cereales, y otros alimentos). Algunos
tienen la capacidad de utilizar diferentes nutrientes presentes en la leche, por lo que
pueden crecer en ella provocando alteraciones como agriado plano. También tienen
muchas de ellas la capacidad para producir diferentes tipos de toxinas, como es el caso
de Bacillus cereus, provocando intoxicaciones y toxiinfecciones alimentarias. Por tanto,
la presencia de cepas de Bacillus (sobre todo de B. cereus) en la leche materna
deberia ser considerada como un factor de riesgo, y su potencial productor de toxinas
deberia ser estudiado. B. cereus produce diferentes tipos de bacteriocinas,
denominadas en general cereinas. Hay diferentes bacteriocinas del grupo cereina:
cereina, cereina 8a, cereina 7, o cereina MRX1, entre otras. Las cereinas son
bacteriocinas con resistencia moderada al calor y tolerancia a un amplio rango de pHSs.
Han sido probadas frente a otros Bacillus, L. monocytogenes, E. coli y Salmonella
enteritidis con resultados satisfactorios (Naclerio et al.,, 1993; Oscariz et al., 1999a;
Oscariz et al., 1999b; Oscariz y Pisabarro, 2000; Bizani et al., 2005; Zendo et al., 2007).
Muchas de las cepas encontradas en este estudio destacan por su actividad frente a S.
aureus y/o Listeria, y algunas también por su actividad frente a gram negativas. Dentro
del grupo de Bacillus (sensu latto) se han descrito numerosas sustancias

antimicrobianas, tanto de sintesis no ribosémica (muchas de ellas con un espectro de
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accion amplio) como ribosémica, y se han realizado también algunos estudios sobre
sus posibles aplicaciones (Ben Lagha et al., 2017; Pletzer et al., 2016; Rai et al., 2016).
No obstante, no se han encontrado referencias sobre produccién de sustancias
antimicrobianas en algunas de las especies encontradas en este estudio como B.
pacificus o B. paramycoides, por lo que estas cepas también son candidatas

potenciales para la identificacién de nuevas sustancias antimicrobianas.

Entre las cepas productoras de presuntas bacteriocinas seleccionadas en este
estudio se encontraron representantes de tres especies de Enterococcus. Existen
numerosos estudios que indican que los enterococos son muy buenos productores de
bacteriocinas, muchas de ellas (como la enterocina AS-48) han despertado gran interés
para la conservacién de alimentos (Grande Burgos et al., 2014). La mayoria de las
cepas productoras mostraron actividad frente a la bacteria indicadora E. faecalis. Esto
concuerda con la definicibn de bacteriocinas como sustancias antimicrobianas que
generalmente son activas frente a cepas de su misma especie o0 de especies
relacionadas. Cuatro de las cepas son interesantes ademas por su actividad frente a S.
aureus, lo que sugiere que estas bacterias podrian jugar un papel en el control de
posibles estafilococos patdgenos en la leche materna. Sin embargo, solo dos de ellas
mostraron actividad frente a Listeria. Dado que la mayoria de las bacteriocinas
descritas en enterococos son activas frente a Listeria, los resultados de este estudio
hacen pensar que podria tratarse de nuevas bacteriocinas. Finalmente, cabe destacar
que dos de las cepas mostraron actividad frente a alguna de las gram negativas
ensayadas. De todas ellas, la mas interesante es Enterococcus thailandicus. Esta es
una especie relativamente nueva, aislada por primera vez en 2008 en salchichas
tradicionales tailandesas (Tanasupawatet al.,, 2008). En 2013, Laukova et al.
identificaron un compuesto producido por esta bacteria con un comportamiento muy
similar al de una bacteriocina, pero son necesarios mas estudios para confirmar esta
hipotesis. De forma tal que esta especie ofrece una amplia gama de posibilidades para

su estudio y analisis.
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Se puede concluir que existe base cientifica para pensar que las 13 cepas
seleccionadas pueden ser buenas productoras de bacteriocinas y que podrian
representar una interesante linea de investigacion en el futuro. Para aislar las
bacteriocinas producidas, purificarlas, caracterizarlas e identificarlas y ver sus posibles

usos.

También merece la pena destacar la deteccion de posibles bacteriocinas en
otras especies no seleccionadas entre las 13 anteriormente descritas. La produccion de
sustancias antibacterianas tipo bacteriocina esta ampliamente distribuida entre los
diferentes grupos bacterianos conocidos. Los resultados de este estudio asi lo
corroboran, con el aislamiento de cepas productoras pertenecientes a 10 familias
bacterianas diferentes. En Actinobacteria, destaca el aislamiento de tres cepas
productoras pertenecientes al género Arthrobacter. Existen muy pocos estudios previos
sobre produccién de sustancias antimicrobianas en este género, especialmente las de
tipo bacteriocina. Kamigiri et al. (1996) describieron que un aislado de Arthrobacter de
suelo de Indonesia producia una sustancia antimicrobiana, pero se trataba de un
antibidtico del grupo de las quinolonas. Hentschel et al. (2001) también aislaron cepas
de este género productoras de antimicrobianos a partir de esponjas del Mediterraneo.
O’Brien et al. (2004) describié un aislado de la Antartida productor de una sustancia
antimicrobiana de naturaleza proteica, posiblemente una bacteriocina. Y Carnio et al.
(1999), en un estudio sobre bacterias de quesos de maduraciéon superficial franceses y
alemanes aislaron una cepa de Arthrobacter productora de actividad antilisteria. En
comparacion con las bacterias del acido lactico, en las que existen numerosos estudios
sobre aplicacion de bacteriocinas para combatir la proliferacion de patdégenos y
alterantes en alimentos, no se han encontrado referencias sobre Arthrobacter aparte
del estudio de Carnio et al. (1999). Las cepas aisladas en el presente trabajo podrian
ser interesantes para su aplicacion en el control de patdogenos en leche y derivados
lacteos. Cabe destacar que las tres cepas aisladas presentaron espectros
antimicrobianos diferentes, lo que hace suponer que producen diferentes tipos de
sustancias antibacterianas. Una de ellas ademas mostro actividad frente a todas las

indicadoras ensayadas, tanto gram positivas como gram negativas. Esto resulta de un
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especial interés ya que la mayoria de las bacteriocinas producidas solo son activas
frente a un tipo de bacterias, pero no es comun que presenten un espectro de accion

amplio.

Entre las bacterias gram negativas, se detectaron cepas productoras
pertenecientes a Enterobacteriaceae @y Pseudomonadaceae. Dentro de
Enterobacteriaceae, se encontraron 10 cepas productoras pertenecientes al género
Enterobacter y una a Escherichia. En el género Enterobacter hay muy pocas
referencias sobre produccién de bacteriocinas. Un primer estudio indicaba una
incidencia elevada (27%) de produccion de bacteriocinas en E. cloacae (Hamon y Pron,
1963). Asi mismo, Smarda et al. (2007) encontraron 2 cepas de Enterobacter
productoras de bacteriocinas de alto peso molecular (0 corpusculares segun los
autores), y una productora de una bacteriocina de bajo peso molecular. Ademas,
encontraron 12 cepas productoras de sideroforos (siendo este otro de los mecanismos
conocidos de competencia entre bacterias). Con posterioridad, los estudios genémicos
han puesto de manifiesto la presencia de genes para produccion de colicina V y genes
relacionados con la entericidina A/B y la piocina de tipo S, asi como genes para la
resistencia a colicina E2 (Liu et al., 2013). A diferencia de Enterobacter, la produccion
de bacteriocinas en E. coli ha sido ampliamente estudiada, y se conoce que este
género produce al menos dos tipos de bacteriocinas segun su tamafio (Budi¢ et al.,
2011): las denominadas colicinas (25-80 kDa) y las microcinas (< 10 kDa). Estas
Ultimas son bastante mas estables y se les ha atribuido un papel importante en las
relaciones de amensalismo a nivel del intestino (Baquero et al., 2019). Cabria por tanto
pensar que la capacidad de produccion de bacteriocinas por aislados de leche materna
pertenecientes a Enterobacteriaceae podria ser importante en la maduracion de la

microbiota intestinal del lactante.

En cuanto a Pseudomonadaceae, dos de las cepas de Pseudomonas
productoras de presuntas bacteriocinas pertenecian a Pseudomonas thaiwanensis, una
bacteria descrita en suelo. Sin embargo, la tercera fue identificada como P. fulva, una

bacteria originalmente aislada de ambientes naturales (como arroz, campos de petrdleo
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o0 branquias de molusco) pero también reconocida como patdgeno oportunista para
humanos (casos de meningitis, sepsis, o infecciones de tejidos blandos) (Cobo et al.,
2016). Las dos cepas de P. thaiwanensis podrian ser interesantes como fuente de
nuevos antimicrobianos por su elevada actividad especifica frente a S. aureus. Hasta el
momento, se ha descrito la produccion de diferentes tipos de bacteriocinas: tailocinas
(similares a colas de fagos), bacteriocinas modulares, microcinas de tipo B, y
bacteriocinas de tipo lectina (Ghequire y De Mot, 2014; Ghequire et al., 2018). Hasta
ahora, la mayoria de los estudios sobre posibles aplicaciones de las bacteriocinas
producidas por especies de Pseudomonas se han centrado en el control biol6gico de
plagas (Parretet al., 2005), si bien los resultados del presente estudio podrian abrir
nuevas aplicaciones (como por ejemplo en el control de mastitis provocadas por S.

aureus).

Los resultados de esta tesis nos han proporcionado también informacion
relevante sobre los cambios en la diversidad bacteriana de la leche humana de un solo
individuo durante el periodo de lactancia tardia. Muchos estudios previos han abordado
la composicion microbiana de la leche humana, pero generalmente en una coleccion de
muestras tomadas de diferentes individuos y tomadas fases tempranas de la lactancia.
En un articulo de revision reciente, Zimmermann y Curtis (2020) identificaron 44
estudios donde se investigaron 3105 muestras de leche materna procedente de 2655
mujeres, que informaron que los géneros encontrados con mayor frecuencia fueron
Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Pseudomonas, Bifidobacterium,
Corynebacterium, Enterococcus, Acinetobacter, Rothia, Cutibacterium, Veillonella y
Bacteroides. Otro articulo de revisibn mostré6 que Streptococcus y Staphylococcus
parecen ser ampliamente predominantes en la leche humana sin tener en cuenta las
diferencias en la ubicacion geografica o los métodos analiticos (Fitzstevens et al.,
2017).

Los resultados del presente estudio también identificaron los principales géneros

encontrados en estudios anteriores (Streptococcus, Staphylococcus, Pseudomonas,
Acinetobacter, Rothia, Cutibacterium y Veillonella), ademas de otros géneros

172



importantes. Ademas, la composicion microbiana de varias muestras del presente
estudio se parecia en cierto modo a la del microbioma salival de los nifios descrita por
otros autores (Mashima et al., 2017) (con los siguientes géneros comunes:
Streptococcus, Veillonella, Rothia, Leptotrichia, Haemophilus y Neisseria). Estos
resultados sugeririan la colonizacién de las glandulas mamarias por bacterias de la
boca del bebé. De hecho, se considera que la leche humana estad colonizada por
bacterias del intestino y la piel de la madre o de la boca del bebé (Makino et al., 2013;
Rodriguez 2014).

Streptococcus fue la unidad taxonémica predominante en 14 de las muestras
analizadas. Cabe destacar que las muestras con menor abundancia relativa de
Streptococcus tenian diferentes composiciones microbianas (incluidas Cupriavidus,
Pseudomonas, Enterobacteriaceae, Acinetobacter, Peptoniphilus ...). Si bien las
lecturas de secuencia obtenidas en el presente estudio solo permitieron la identificacion
a nivel de género, un estudio anterior inform6é de la presencia de las siguientes
especies de Streptococcus en la leche humana: S. mitis, S. infantis, S. cristatus, S.
salivarius, S. mutans, S. sanguinis, S. gordonii y S. sanguinosus (Boix-Amoros et al.,
2016). Los estreptococos pueden producir diferentes tipos de sustancias
antimicrobianas, incluyendo peréxido de hidrégeno, acidos organicos y bacteriocinas
(Wescombe et al., 2009; Herrero et al., 2016) Los resultados obtenidos sugeririan un
papel ecoldgico de los Streptococcus en el control de poblaciones microbianas en la
leche materna. También se detectdé Staphylococcus en todas las muestras de leche
materna, con abundancias relativas que alcanzaron hasta el 14% en una muestra. Se
ha sugerido que los estafilococos coagulasa negativos y los estreptococos viridans de
la leche materna podrian reducir la adquisicion de patégenos no deseados por los
lactantes, especialmente cuando estdn expuestos a ambientes hospitalarios
(Fernandezet al., 2013; Park et al., 2011).

Al contrario de otros estudios, los Lactobacillus tuvieron una abundancia relativa

baja en las muestras de leche estudiadas, y otros géneros relacionados (Enterococcus,

Weissella, Leuconostoc) representaron menos del 2%. Carnobacterium estuvo

173



representado en dos muestras (2.1-3.8%). Carnobacterium rara vez se ha descrito en
la leche humana. Un estudio mostré que la presencia de Carnobacterium en la leche se
asociaba con un parto por cesarea (Cabrera-Rubio et al.,, 2012), lo cual estd de
acuerdo con el procedimiento de parto en el presente estudio. Carnobacterium podria
ser un nuevo candidato, en gran parte inexplorado, para nuevas bacterias probiéticas

en la leche humana.

Los formadores de endosporas aerobias de los géneros Bacillus y Paenibacillus
también fueron importantes en varias muestras de leche. Sorprendentemente, el
género Bacillus alcanzé una abundancia relativa del 25% en dos muestras (semanas
16 y 27). Ding et al. (2013) publicaron la presencia de Bacillus en el 87% de las
muestras de leche materna estudiadas, mientras que Dahaban et al. (2017) y Boix-
Amoros et al. (2011) describieron la presencia de esta bacteria en el 17% y en el 7% de
las muestras de leche, respectivamente. Cacho et al. (2017) informaron una
abundancia relativa de <1% para Bacillus. Patel et al. (2017) informaron ademas de la
presencia de Bacillus y Paenibacillus en la leche humana, pero Bacillus se asociaba
con mastitis subaguda o aguda. Sin embargo, durante el periodo de muestreo del

presente estudio, la madre no informé ningun signo de mastitis.

Al menos 8 de las muestras de leche del presente estudio mostraron altas
abundancias relativas de Cupriavidus. Los miembros del género Cupriavidus han sido
aislados de multiples nichos ecolégicos, incluyendo agua potable no tratada, agua de
estanques urbanos, suelo agricola, suelo contaminado con metales pesados, suelo que
contiene asfalto natural, plantas y muestras clinicas humanas (Ruiz et al., 2019). En
particular, la especie C. gilardii esta ganando cada vez mas atencidbn como un
patégeno emergente resistente a multiples farmacos (Ruiz et al., 2019). Todas las
muestras con una alta abundancia relativa de Cupriavidus también tuvieron una mayor
abundancia relativa de Vulcaniibacterium. Vulcaniibacterium es una bacteria
moderadamente terméfila asociada con ambientes calentados geotérmicamente (Niu et
al., 2020). Sin embargo, estudios recientes informaron que Vulcaniibacterium forma

parte de la comunidad bacteriana de la leche humana (Ding et al., 2019) y la glandula
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digestiva de la ostra del Pacifico (King et al., 2020) Se desconoce el posible significado
de esta bacteria en las muestras de leche humana que también tienen altas
abundancias relativas de Cupriavidus. Sin embargo, se ha sugerido que tanto el medio
ambiente, como los utensilios y el agua podrian contribuir considerablemente a la
microbiota detectada en la leche materna (Fernandez et al., 2020). También vale la
pena mencionar que el bebé ya estaba en el periodo de destete. Es tentador sugerir
que la posible transferencia de microbiota del bebé a la madre también podria explicar
algunos de los cambios en la microbiota observados durante el periodo estudiado.

Los resultados del presente estudio también indicaron la presencia de
representantes de un gran numero de géneros bacterianos, aunque la mayoria de ellos
tenian abundancias relativas muy bajas y estaban representados en solo unas pocas
muestras. Tentativamente, estos resultados reflejarian contaminantes ambientales. Sin
embargo, la ingestion de una microbiota diversa durante los primeros meses de vida
podria ser importante para el entrenamiento del sistema inmunitario del bebé y

posiblemente también para moldear su microbiota intestinal.
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. A partir de las 84 muestras de leche materna obtenidas de una madre durante
28 semanas de lactancia se ha obtenido una coleccibn de 578 cepas
bacterianas aisladas de diferentes medios de cultivo, con unos recuentos dentro

de los normales para la leche materna.

La produccion de sustancias inhibidoras de tipo bacteriocina estaba
ampliamente extendida entre los aislados, seleccionandose un total de 101
cepas que fueron identificadas como pertenecientes a 3 linajes, 10 familias y 11
géneros diferentes. Los 5 géneros mas abundante fueron Staphylococcus,

Bacillus, Enterobacter y Enterococcus y Leuconostoc.

La mayoria de las cepas bacteriocinogénicas eran capaces de crecer a
concentraciones moderadas o elevadas de sal. Poco mas de la mitad crecieron
a pH 4,5y el 36% crecia en presencia de sales biliares e hidrolizaba la esculina.
Un porcentaje bajo tenia actividad ADNasa y era capaz de crecer en medios con

rafinosa o estaquiosa.

. Se detectd una baja incidencia de genes para resistencia a antimicrobianos
entre las cepas bacteriocinogénicas, si bien 33 de las cepas mostraron algun
gen de resistencia a betalactdmicos, 1 a tetraciclinas, 31 a aminoglucésidos y 11

a bombas de exporte.

El analisis global de la produccion de bacteriocinas, seguridad, y caracteristicas
fisioldgicas y funcionales de las cepas estudiadas nos permitié seleccionar 13
posibles cepas probiéticas para futuros estudios: 4 Leuconostoc mesenteroides,
5 Staphylococcus epidermidis, 1 Enterococcus thailandicus, 1 Streptococcus

mitis, 1 Streptococcus thermophilus y 1 Bacillus cereus.
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6. Los resultados del estudio de biodiversidad bacteriana indicaron que la
proporcion de los principales filos encontrados (Firmicutes y Proteobacteria)
cambia a lo largo del tiempo de lactancia. La disminucion transitoria en la
relacion Firmicutes/Proteobacteria puede considerarse como una alteracion de la

microbiota normal de la leche.

7. Los indices de biodiversidad bacteriana fueron muy elevados, pero cambiantes

entre semanas, detectandose mas de 400 grupos bacterianos diferentes.

8. Streptococcus fue la unidad taxonémica mas relevante detectada, pero con

grandes oscilaciones en abundancia relativa entre muestras (del 2 al 68,8%).

9. Staphylococcus, Enterobacteriaceae, Rothia y Veillonella también se
consideraron grupos importantes por su distribucién y abundancias relativas en

las muestras de leche.

10.Los resultados del estudio de biodiversidad sugieren un origen complejo de la
microbiota de la leche materna que incluiria factores relacionados con el
lactante, la madre y el ambiente, lo que explicaria las grandes diferencias

encontradas entre muestras.
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CONCLUDING REMARKS
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. Analysis of 84 human milk samples collected from a single mother during a 28-
weeks lactation period indicated viable cell counts considered to be within normal
values for human milk, and allowed the isolation of 578 strains from the different

plating media used.

. Production of bacteriocin-like substances was widespread among isolates.
Identification of the 101 strains selected according to their bacteriocin production
capacity revealed bacterial representatives of 3 phyla, 10 families and 11 genera.
The five most-abundant genera were Staphylococcus, Bacillus, Enterobacter y

Enterococcus y Leuconostoc.

. Most of the bacteriocin-producing strains were able to grow at moderate to high
salt concentrations. About half of them grew at pH 4.5 and 36% grew in the
presence of bile salts and hydrolised aesculin. Only a low percentage showed

DNAse activity or were able to grow in media with raffinose or stachyose sugars.

. There was a low prevalence of the antimicrobial resistance genes investigated
among the bacteriocin-producing strains, although a few genes involved in
resistance to beta-lactams (36 strains), tetracyclines (1 strain), aminoglycosides

(31 strains) or efflux pump mechanisms (11 strains) were detected.

. The comparative analysis of bacteriocin production capacity, safety, physiological
and functional traits allowed us to select 13 strains as possible probiotic
candidates for future studies: 4 Leuconostoc mesenteroides, 5 Staphylococcus
epidermidis, 1 Enterococcus thailandicus, 1 Streptococcus mitis, 1 Streptococcus

thermophilus and 1 Bacillus cereus.
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. The results obtained on bacterial diversity analysis indicated that the proportions
of the main phyla detected (Firmicutes and Proteobacteria) changed during the
lactation period. The  transient  decreases observed in the
Firmicutes/Proteobacteria ratios suggested alterations of the normal microbiota
of the milk.

. Biodiversity indexes were high and different between sampling weeks, with over
400 bacterial groups detected.

. Streptococcus was the most relevant taxonomic unit in the milk samples,
although it showed large variations in relative abundance (from 2 to 68.8%)

between samples.

. The following bacterial groups were also considered to be relevant according to
their relative abundances and distribution: Staphylococcus, Enterobacteriaceae,

Rothia and Veillonella.

10.Results from the bacterial biodiversity analysis suggest a complex origin for the

milk microbiota, including factors related to the baby, the mother and the
environment that would explain the large differences found between samples.
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