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Resumen

Actualmente, hay un interés por el aumento de la cantidad y actividad de la microflora
del colon, con el fin de promover la salud en humanos y en animales, se han determinado
diferentes estrategias para modificar el contenido microbiano, como la inclusién en alimentos
de probiéticos. Para calificar como un candidato probiotico potencial, las cepas de Bacillus
deben poseer tolerancia al estrés generado por el tracto gastrointestinal (TGI). El objetivo
fue evaluar las caracteristicas probiéticas de cepas seleccionadas y su capacidad inhibitoria
contra patégenos alimentarios.

Se trabajo con 3 cepas de Bacillus sp. 4A, 230P y 86B aislados de mieles y polen
proveniente de abejas nativas sin aguijon de la provincia de Tucuman. Se evalué la
capacidad de las cepas para inhibir a Listeria innocua 6a, L. innocua 7, L. monocytogenes
ATCC 7644, Pseudomonas aureuginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922 y
Enterococcus faecalis ATCC 29212 por la técnica "spot on the lawn". Se evalué su
crecimiento en MRS agar adicionado con 3 g/L de bilis a 37°C. Para evaluar la resistencia al
TGl in-vitro, se emple6 una solucién de NacCl (0,5% p/v) conteniendo pepsina (3g/L), con pH
1,5; 2; 2,5 y 3 (jugo gastrico) y solucion de NaCl (0,5% p/v) conteniendo bilis (10 g/L), con
pH 8 (jugo entérico). Los cultivos fueron expuestos al jugo gastrico por 120 min, y
posteriormente al jugo entérico por 24 h.

Se seleccion6 a Bacillus sp. 4A para realizar TGI in-vitro, por presentar actividad
antimicrobiana contra L. innocua 6A, L. innocua 7, L. monocytogenes ATCC 7644 y P.
aureuginosa ATCC 27853. En pH 1,5, hubo una reduccién de 5 unidades log después de
120 min, mientras que en la condicion menos extrema (pH 3), no hubo modificacion
significativa en el numero de viables. La transferencia para el jugo entérico resulto en la
reversion parcial del efecto causado por el jugo gastrico.

Palabras claves: Bacillus, probiéticos, mieles nativas.
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Introduccion

Hoy en dia los probidticos poseen
gran relevancia a nivel mundial, debido a
gque mediante numerosos estudios se ha
logrado demostrar diversos efectos
benéficos para el ser humano, tales como
el favorecimiento del equilibrio de
la microflora intestinal, estimulacién del
sistema  inmune, competencia  contra
patdgenos, entre otros (Saavedra, 2001).

Los  probidticos pueden  ser
considerados como “ingredientes
funcionales” que son utilizados para
“funcionalizar” alimentos, es decir agregar
una propiedad definida que le otorga un
valor agregado al producto, ya que
entregan beneficios para la salud del
consumidor, mas alld de los beneficios
nutricionales del alimento que los contiene
(Caceres y Gotteland, 2010). Ademas que
su utilizacion como estimuladores del
crecimiento  animal  constituye una
alternativa satisfactoria para la sustitucion
de antibidticos. Finalmente segun la
Organizacién de las Naciones Unidas para
la Alimentacién y la Agricultura (FAO) y la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)
(2001) los define como “Organismos vivos
que ingeridos en cantidad adecuada
confieren un beneficio saludable en el
huésped”.

Cabe mencionar que uno de los
requisitos  principales es que los
microorganismos probidticos
permanezcan viables y activos en el
alimento y durante el pasaje

gastrointestinal para garantizar asi su
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potencial efecto benéfico en el huésped
(Saarela et al., 2001). Como asi también
proliferar en el intestino (Ortega et al,
2002).

Segun la FAO/OMS (2002) es
deseable que los microorganismos
probidticos posean caracteristicas que
intervengan en el control de patdégenos
intestinales tales como:
-Produccion de sustancias
antimicrobianas.

-Exclusion competitiva.
-Competencia por los nutrientes.
-Modulacion del sistema inmunitario.
-Resistencia a la acidez gastrica y biliar
-Capacidad de permanecer viables en el
producto, desde el envasado,
almacenamiento, hasta el consumo,
conservando las caracteristicas descritas
en las etiquetas.
-Ser habitante normal del intestino
humano (Lee, 2009; Stomatova, 2010).
-Proporcionar seguridad a nivel clinico y
alimentario (no ser patégeno ni toxigénico)
(Stomatova, 2010; Rauch y Lynch, 2012).
-Poder de adaptacion a la microbiota
intestinal sin desplazar la microbiota
nativa ya existente (Lee, 2009; Stomatova,
2010).
-Proporcione  deseables  propiedades
organolépticas (Stomatova, 2010; Rauch y
Lynch, 2012).

Las especies de Lactobacillus y
Bifidobacterium son las mas utilizadas
como probidticos, pero también se utiliza

la levadura Saccharomyces boulardii y
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algunas de las especies Escherichia coli y
Bacillus.

Los Bacillus son bacterias Gram-
positivas, con forma de barra, formadoras
de esporas, aerObica o0 anaerdbica
facultativa (Alou et al., 2015). El género
Bacillus esta estrechamente relacionado a
Lactobacillus spp., el candidato distinguido
probiético. Ambos comparten la misma
clase, Bacilli bajo el filo Firmicutes
(Elshaghabee, Rokana, Gulhane, Sharma,
Panwar, 2017).

Los Bacillus pueden sobrevivir en
extrema acidez del estbmago, y tolerar las
sales biliares y otras condiciones hostiles
del tracto gastro intestinal (TGI). Para
calificar como un candidato probiético
potencial, las cepas de Bacillus deben
poseer el requisito principal de la
tolerancia al estrés del TGl ademas de
tener buena adherencia y propiedades
bio-terapéuticas  (Thakur, Rokana vy
Panwar, 2016). La supervivencia bajo el
estrés del TGI representa otro desafio
para el transito seguro y localizacion en el
intestino.

Otros de los elementos que
caracteriza a los Bacillus sp. es la
produccion de enzimas hidroliticas que
ayudan a mejorar la utilizacion de los
alimentos. Dentro de estas, se encuentran
las proteasas, amilasas y las glicosidasas,
que descomponen las  complejas
moléculas de los alimentos y las
transforman en nutrientes mas simples.
Estos compuestos se absorben mas

rapidamente por el huésped o pueden ser
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empleados por otras bacterias
beneficiosas para el establecimiento de
una microbiota intestinal balanceada
(Milian et al., 2008).

De manera bastante empirica, las
esporas de varias especies de Bacillus se
han utilizado ampliamente como
probidticos humanos y animales durante

décadas.

Objetivos

Evaluar las caracteristicas
probidticas de cepas seleccionadas y su
capacidad inhibitoria contra patdgenos

alimentarios.

Materiales y Métodos
Cepas utilizadas

Las cepas evaluadas fueron:
Bacillus sp. 4A, 86B, y 230P aislados de
mieles y polen proveniente de abejas
nativas sin aguijon (Tucuman, Argentina).
Cepas indicadoras: Listeria innocua 6a,
L.innocua 7, L. monocytogenes ATCC
7644, Pseudomonas aureuginosa ATCC
27853, Escherichia coli ATCC 25922 y
Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Seleccién de la cepa

Para la seleccién de la cepa con
caracteristicas probiéticas, los 3 Bacillus
sp. fueron evaluados en medio MRS agar
adicionado con 3 g/L de bilis mediante la
técnica de estriado e incubadas a 37°C.

Como control se utiliz6 MRS agar.
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Evaluacion de la resistencia al tracto
gastrointestinal (TGI) in-vitro

Se selecciona a la cepa capaz de
crecer en presencia de bilis para evaluar
su resistencia a un TGI simulado. Para
eso se hicieron repiques de la cepa
seleccionada en medio MRS liquido
durante 2 dias a 37°C.

La cepa seleccionada se centrifugo
a 8500 rpm durante 10 min, y se lavo (3
veces) el pellet con solucion estéril de
NaCl (5 g/L) y luego se resuspendio en la
misma solucion.

Composicién jugo gastrico: solucion
estéril de NaCl (5 g/L) con pH ajustado
para 1,5; 2; 2,5y 3 con HCI, y adicionado
con 3 g/L de pepsina.

Composicién del jugo entérico:
solucién estéril de NaCl (5g/L) con pH
ajustado para 8 con NaOH 0,1M,
adicionado con 10 g/L de bilis.

Los cultivos se adicionaran con jugo
gastrico, incubados a 37°C por 120 min en
agitador rotatorio (150 rpm). Se retiraron
muestras en 0, 15, 30, 60 y 120 min. Se
realizaron diluciones decimales seriadas
en solucion salina (8,5 g/L) y el recuento
de UFC/mL se realizé después de 48 h de
incubacién a 37°C.

Los cultivos tratados con jugo
gastrico fueron centrifugados a 8500 rpm
durante 10 min, las ~células se
resuspendieron en solucion estéril de
NaCl (5 g/L) y transferidos a tubos
conteniendo jugo entérico. Se incubaron a
37°C, 24 h en agitador rotatorio (150 rpm).

Se retiraron muestras en 0, 1, 2, 4y 24 h.
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Posteriormente, se realizaron diluciones
seriadas para recuento de UFC/mL a 37°C
y 48 h de incubacion.
Determinacién de la actividad
antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de los
compuestos producidos por las cepas
seleccionadas, se evalu6 sobre las cepas
indicadoras, mencionadas anteriormente.
La actividad antimicrobiana de las
sustancias tipo bacteriocinas contra las
cepas indicadoras se realiz6 de acuerdo
con la metodologia "spot on the lawn"

descripta por Farias, Totola, Miranda,

Carvalho y Damasceno (1994). Para ello,
placas de Petri con medio agar-agua
(1,5% pl/v) se le adicion6 una sobrecapa
(7 mL) de medio BHI agar blando (0,75%
p/v), en el que se desarrolla la cepa
indicadora, con 30 puL de un cultivo
overnight de la misma (aprox. 1.10°
UFC/mL). Una vez solidificado se
sembraron 10 uL del sobrenadante libre
de células (SLC) de Bacillus sp. 4A, 230P
y 86B. Las placas se incubaron a la
temperatura y tiempo 6ptimo de desarrollo
del microorganismo indicador (37°C, 24
h). Por dltimo, se detect6 la actividad
antimicrobiana por la presencia de zonas
de inhibiciébn de crecimiento bacteriano

alrededor de la zona de siembra.

Resultados y Discusion
Para calificar como un candidato

probiotico potencial, las cepas de Bacillus
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deben poseer el requisito principal de la
tolerancia al estrés del TGIl, ademés de
tener buena adherencia y propiedades
bio-terapéuticas (Thakur et al., 2016). La
supervivencia bajo el estrés del TGI
representa otro desafio para transito
seguro y localizacién en el intestino.

Entre los microorganismo
probidticos utilizados son comunes cepas
del genero Lactobacillus. Sin embargo, en
los Ultimos afios se han reportado cepas
del género Bacillus con potenciales
propiedades para su aplicacibn como
probidtico (Elshaghabee et al., 2017).

Entre los microorganismos
evaluados en este trabajo se selecciono
Bacillus sp. 4A y 86B para evaluar
propiedades probiéticas debido a que
presentaron resistencia a bilis en medio
MRS agar suplementado con bilis, pero
Bacillus sp. 4A mostr6 mayor crecimiento
siendo la cepa seleccionada para la
simulacion del TGI in-vitro. En este
sentido, Hong et al. (2009) refuerzan una
opiniébn creciente de que B. subtilis vy
probablemente otras especies se han
adaptado a la vida dentro del TGI
humano, incluida la capacidad de formar
biofilm, esporular anaerébicamente y
producir  antimicrobianos, y deben
considerarse como comensales
intestinales, en lugar de microorganismos
Gnicamente del suelo

La tolerancia del microorganismo
en presencia de bilis puede ser debida a
la presencia de la forma esporulada del

mismo la cual le permite sobrevivir a la
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acidez extrema del estomago, y toleran
las sales biliares y otras condiciones
hostiles del TGI (Elshaghabee et al.,
2017).

El control de calidad de los cultivos
de probidticos en los alimentos
tradicionalmente se ha basado
Unicamente en pruebas para garantizar
que haya una cantidad adecuada de
bacterias viables en los productos durante
toda su vida util. La viabilidad es un factor
importante, pero no el Unico criterio para
garantizar la calidad. Para que sean
efectivas, las cepas probidticas deben
conservar las caracteristicas de salud
funcional para las cuales fueron
seleccionadas originalmente. Tales
caracteristicas incluyen la capacidad de
sobrevivir el transito a través del
estbmago y el intestino delgado vy
colonizar el TGl humano. Los protocolos
de prueba in vitro se pueden adoptar
facilmente para examinar el
mantenimiento de la capacidad de una
cepa para tolerar condiciones 4&cidas,
sobrevivir y crecer en presencia de bilis,y
metabolizar sustratos selectivos (Tuomola
et al. 2001).

Los resultados muestran que la
sobrevivencia de Bacillus sp. 4A en el jugo
gastrico es independiente del pH (Fig. 1).
En pH=1,5, hubo una reduccion de 5
unidades log después de 120 min,
mientras que en la condicion menos
extrema (pH=3), no hubo maodificacién

significativa en el nimero de viables.
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Figura 1: Recuento de Bacillus sp. 4A (log UFC/mL)
después de contacto con jugo gastrico simulado con

diferentes valores de pH por hasta 120 min.

Se observo que el jugo entérico
simulado empleado fue capaz de revertir
el efecto causado por el jugo gastrico. Las
células provenientes del pH mas bajo
lograron recuperarse, aumentando 2
unidades logaritmicas después de 2 h,
observando que luego de la exposicién al
jugo entérico por 24 h continda con la
misma cantidad de células viables (Fig. 2).
Lo mismo se observo para la condicion
gue provenia de pH=2,0. En el caso de las
gue provenian de pH=2,5 se observo un
aumento de 4 unidades logaritmicas a las
4 h pero disminuye 2 unidades a las 24 h.
Mientras que en la condicibn menos
extrema, no se observo cambios

significativos en el recuento de viables.

210
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Figura 2: Recuento de Bacillus sp.4A (log UFC/mL)
después de contacto con jugo gastrico simulado con
diferentes valores de pH por 120min, seguido de contacto

con jugo entérico simulado con pH=8,0 por hasta 24 h.

Por otro lado, la influencia positiva de las
cepas probidticas de Bacillus sobre el
crecimiento y la composicion de las
especies comensales y beneficiosas en el
intestino podria estar mediada por la
produccion de enzimas, vitaminas Yy
péptidos extracelulares (Elshaghabee et
al., 2017).

Bacillus sp. 4A luego del paso por
el jugo géstrico y entérico presento un alto
numero de UFC, esto podria ser debido a
la formacién de biofilm por parte de esta
cepa (datos no mostrados). Esto,| coincide
con lo publicado por Barbosa et al. (2005)
guienes indican que si bien la formacién
de biofilm por microorganismos
intestinales estd bien reconocida, su
relevancia especifica para las cepas
de Bacillus en el intestino aun no se ha
determinado. Sin embargo, es concebible
qgue los biofilms en la superficie del tracto
gastrointestinal o de las particulas de
alimentos proporcionen proteccion contra
algunas de las tensiones fisicas vy
guimicas mas duras que se encuentran en
el intestino y por lo tanto promuevan su
supervivencia y persistencia.
Alternativamente, pero no exclusivamente,
los biofilms podrian desempefiar un papel
en la proteccién del epitelio intestinal de la
adherencia de agentes patégenos.
Aislamientos naturales de B. subtilis son

capaces de formar biofilms complejos, que
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producen estructuras aéreas O cuerpos
fructiferos, donde la formacion de esporas
ocurre preferentemente (Branda et al,
2001). De acuerdo con la sugerencia de
gue la esporulacion puede ocurrir en el
intestino  (Rhee,  Sethupathi,  Driks,
Lanning y Knight, 2004; Hoa et al., 2001),
sigue siendo posible que los biofilms
sirvan como el sitio preferido de
esporulacién en este entorno.

La técnica de difusion en agar,
metodologia empleada en este trabajo,
fue apropiada para evaluar de manera
cualitativa y rapida la posible accion
antimicrobiana ejercida por los aislados
(Fig. a y b). Los Bacillus sp. 86B y 230P
no presentaron ningun tipo de accion
antibacterial frente a L. innocua 6a;
Bacillus sp. 4A ejerci6  actividad
antimicrobiana frente a L. innocua 6a, L.
innocua 7, L. monocytogenes ATCC 7644,
P. aureuginosa ATCC 27853, y no
presento actividad frente a E. coli ATCC
25922 y E. faecalis ATCC 29212 (Tabla
1).

Se ha informado que diferentes cepas de
actividad

Bacillus muestran

antimicrobiana, anti-oxidativa e
inmunomoduladora en el huésped. Los
probidticos se exploran en diversos
estudios, donde estas actividades se
encontraron conectadas a su capacidad
Tabla 1

Actividad antimicrobiana de quien de la

cepa de Bacillus sp. 42
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Cepas indicadoras  Didmetro de halos

L. innocua 62 +++
L. innocua 7 +++
L. monocytogenes ++
ATCC 7644

P. aureuginosa ++
ATCC 27853

E. coli ATCC 25922 -
E. faecalis ATCC -
29212

Referencia: -; ausencia; +: halos de entre
0-0,5 cm.; ++: halos de entre 0,5-1,0 cm.;
+++: halos mayores a 1,0 cm

de producir péptidos antimicrobianos,
pequefias moléculas de efecto
extracelular y su capacidad de interactuar
con el huésped con la ayuda de las
caracteristicas de adhesién y fijacion
(Khochamit, Siripornadulsil, Sukon, vy

Siripornadulsil, 2015).

Figura 3: Actividad antimicrobiana de Bacillus sp 4A frente

alL.innocua6a(a).y L.innocua7 (b)

Conclusiones

Los resultados obtenidos
demuestran que Bacillus sp. 4A es un
potencial probiético, y su aplicacion, asi
como la de sus metabolitos, para inhibir el
crecimiento de L. innocua Yy otros
patégenos causantes de enfermedades
transmitidas  por alimentos (ETAS)

beneficiarian al consumidor, a lo largo de
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la vida dutil esperada de un alimento

procesado.
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