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RESUMEN

Se ha demostrado que el consumo de bifidobacterias contribuye a mejorar la salud del huesped.
Principalmente, previenen infecciones gastrointestinales, regulan el sistema inmune, mejoran las
capacidades metabdlicas intestinales, mantienen el balance de la microbiota y la inmunidad del
huésped. Tomando en cuenta estos efectos positivos se propuso el desarrollo de un medio de
cultivo diferencial que permita el recuento de cepas del género Bifidobacterium. Para el
recuento de bifidobacterias se elaboré un medio de cultivo que denominamos “medio para
Bifidobacterium modificado” (MBM). Preparacion de “medio para Bifidobacterium
modificado” (MBM). Ingredientes para 1l: Medio Lactobacilli Agar AOAC 24 g, Agar
Diferencial para Clostridios 21 g, Verde de bromocresol en solucion de Na(OH) 20 ml,
Cloruro de litio 2,5 g, Acido propidnico al 5% en agua destilada 25 ml, Agar-agar 4,4 g, Agua
destilada 950 ml. Se prepar6 agregando Medio Lactobacilli Agar AOAC, Agar Diferencial para
Clostridios, verde de bromocresol, cloruro de litio, agar-agar y agua destilada. Se fundid y
autoclavo a 121 °C durante 15 minutos. Se dejoé enfriar a 50-55 °C, se ajustdé a pH 5-5,5 con el
agregado del acido propidnico previamente esterilizado mediante filtracion. El crecimiento en el
medio MBM fue controlado mediante el cultivo de una cepa comercial Bifidobacterium
animalis BLC1 (Lyofast), observando colonias pequeias, redondas, color verde oscuro y de
borde neto, confirmando el crecimiento de la cepa control. Para demostrar la selectividad del
medio MBM, se realizo la siembra de cepa de referencia STEC O157 EDL933. No se observo
crecimiento de la misma en el medio estudiado. Ademads, se realizo la siembra de dos cepas
comerciales de lactobacilos: Lactobacillus acidophilus (LA3) y Lacticaseibacillus rhamnosus
(LB21) (ambos Lyofast), obteniendo morfologia de colonia diferente, redonda, irregular y
grande (2 mm) color amarillo con el centro verde y a la coloracion se observaron bacilos Gram
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(+). Luego, para comprobar la selectividad del medio para crecimiento y desarrollo inicamente
de cepas del género Bifidobacterium, se trabajé con un grupo de n = 8 lechones neonatos
clinicamente sanos, provenientes de n = 8 cerdas libres de antibioticos. Luego de 12 h de
lactancia, los animales fueron sacrificados (siguiendo las normas éticas aprobadas por el Comité
de Bienestar Animal de la FCV, UNCPBA) y se recolectaron muestras del contenido intestinal.
Las mismas, se sembraron en medio MBM, las colonias con morfologia de bifidobacteria se
purificaron, se identificaron fenotipicamente, se realizo tincion de Gram y pruebas de catalasa y
oxidasa. Una cepa pura compatible con Bifidobacterium, fue crioconservada en caldo MRS con
cisteina (0,5%) y glicerol (17%) y liofilizada en medio con Leche-Lactosa. Se caracterizo por
PCR (resultado positivo), y se secuencio en el Laboratorio de Alimentos Stamboulian
confirmando resultado 100% de compatibilidad para Bifidobacterium animalis subsp. lactis.
Finalmente, podemos concluir que este medio diferencial nos permitié6 reconocer colonias
compatibles con bifidobacterias y la cepa aislada sera utilizada en futuros ensayos para evaluar
su capacidad probidtica y posible utilizacién en alimentos funcionales.

Palabras clave: Probidticos, bifidobacterias, medio de cultivo, aislamiento.

1. Introduccion

Las bifidobacterias tienen un papel relevante en la salud humana y animal,
siendo consideradas microorganismos probidticos. Esta actividad probidtica ha sido
estudiada por diferentes autores. Se observaron varios efectos probioticos de
bifidobacterias en nifios entre los que se destaca la mejora en la salud gastrointestinal
(Powell y col., 2016), el efecto inmunomodulador y en la composicion de la microbiota
intestinal (Wu y col., 2016). En cuanto a salud cardiovascular se observo la regulacion
de niveles anormales de colesterol (Guardamagna y col., 2014). En vias respiratorias, se
estudio el efecto en enfermedades de las vias respiratorias superiores (Lau y col., 2018),
en rinitis alérgica y asma intermitente (Miraglia Del Giudice y col., 2017). En adultos,
se ha estudiado el efecto en salud gastrointestinal, mejorando colitis ulcerosa (Furrie y
col., 2005, Tamaki y col., 2016) y enfermedad de Crohn (Steed y col., 2010). En
inmunidad se ha observado una mejora en la actividad antioxidante en sangre en sujetos
colonizados por Helicobacter pylori asintomdticos (Hutt y col., 2009), sindrome de
fatiga cronica y biomarcadores inflamatorios (Groeger y col., 2013). Salud Respiratoria
y Alergias Estacionales (Odamaki y col., 2007, Xiao y col., 2007). Finalmente se ha
estudiado el efecto en pacientes con piel reactiva que se caracteriza por una sensibilidad
marcada a estimulos fisicos (calor, frio, viento) o quimicos (productos aplicados
topicamente), y por el deterioro de la capacidad de la barrera cutanea para repararse a si

misma (Gueniche y col., 2010).



En base a todo el conocimiento mencionado sobre los efectos positivos que
pueden conferir ciertas bifidobacterias cuando son usadas en nutricion de nifios y
adultos, puede afirmarse que ofrecen una via sustentable de mejora del estado sanitario.
Estas ventajas, se traducen finalmente en la promocién de la salud publica. Este estudio
propone la identificacion de cepas de bifidobacterias utilizando un medio disefiado por
el grupo de trabajo, con el fin de seleccionar una o mas que presenten las caracteristicas

adecuadas para su uso futuro en nutricion.
2. Materiales y métodos

Se trabajo con 8 lechones neonatos clinicamente sanos, provenientes de 8 cerdas
libres de antibidticos. La temperatura del ambiente de la sala de maternidad se mantuvo
a 23 °C durante el parto de las cerdas, contando ademéas con un espacio para los
lechones con una lampara infrarroja y una manta térmica (materiales que permiten
otorgarles a los lechones una temperatura de confort de 32 °C). Los animales fueron
monitoreados para detectar signos de diarrea durante todo el estudio. Luego de 12 h de
lactancia materna, los animales fueron sacrificados (siguiendo las normas éticas
aprobadas por el Comité de Bienestar Animal de la FCV, UNCPBA) y se recolectaron

muestras del contenido intestinal para su posterior analisis.

2.1. Muestreo del intestino

Inmediatamente después del sacrificio, se recogieron muestras del tracto
gastrointestinal de cada lechon para las diferentes determinaciones (Figura 1). Todas
las muestras fueron procesadas en los Laboratorio de Toxicologia, Laboratorio de
Microbiologia y Laboratorio de Inmunoquimica y Biotecnologia, todos pertenecientes a
la FCV, UNCPBA.

Figura 1. (A) Tracto gastrointestinal de lechon. (B) Diseccidn del tracto
gastrointestinal. (C) Extension de la masa intestinal.



2.2. Muestreo

Muestras de contenido intestinal de tres porciones (yeyuno-ileon a 10 cm
proximal al ciego, ciego y colon a 20 cm posterior a la valvula ileo-cecal) fueron
recolectadas en recipientes estériles, se tomaron por separado muestras para cada
porcion intestinal y para cada lechdn. Inmediatamente fueron remitidas en forma
refrigerada al laboratorio para su procesamiento. Las muestras fueron recolectadas con
hisopos estériles y colocadas en tubos con agua de peptona. Se realizaron diluciones
seriadas. Alicuotas de 100 pL de cada dilucién fueron sembradas en placa por duplicado
con espatula en medios ya utilizados para cada tipo de bacterias. Para el recuento de
bifidobacterias se elabor6 un medio de cultivo que denominamos “medio para

Bifidobacterium modificado” (MBM).

2.3. Preparacion del medio para Bifidobacterium modificado - MBM

Ingredientes para 1 litro:

INGREDIENTE CANTIDAD
Medio Lactobacilli Agar AOAC (Difco Laboratories, EE. UU.) 24 ¢
Agar Diferencial para Clostridios (Britania S.A.) 219
Verde de bromocresol (Biopack) en solucién de Na(OH) 20 mL
Cloruro de litio (Biopack) 250
Acido propionico al 5% (Sigma-Aldrich Chemical Co, EE.UU.) 25 mL
en agua destilada

Agar-agar (Britania S.A., Argentina) 44
Agua destilada 950 mL

El medio se prepar6 agregando Medio Lactobacilli Agar AOAC, Agar
Diferencial para Clostridios, verde de bromocresol, cloruro de litio, agar-agar y agua
destilada. Posteriormente se fundio y esterilizé a 121 °C durante 15 minutos. Al retirar
de la autoclave, se dejo enfriar a 50-55 °C, se midi6 el pH con tiras y se ajusto a pH 5,5
con el agregado del acido propionico esterilizado mediante filtracion de 0,22 um.

Finalmente se homogeneizd y volcé en placas de Petri.

2.4. Control del desarrollo de y selectividad del medio MBM



El desarrollo del MBM fue controlado mediante el cultivo de una cepa comercial
liofilizada Bifidobacterium animalis (BLC1) Lyofast, (Laboratorio Sacco SRL,
Italia).

Ademas, para demostrar selectividad del medio MBM, se realizo la siembra de
cepas de referencia.

e Escherichia coli como representante de coliformes. Ademas, se control6 el
crecimiento en agar Mac Conckey, para diferenciar la inhibicién de crecimiento
en el agar MBM con respecto al medio de crecimiento recomendado para esta
cepa.

e Dos cepas comerciales liofilizadas de lactobacilos: Lactobacillus acidophilus
(LA3) Lyofast, (Laboratorio Sacco SRL, Italia) y Lacticaseibacillus rhamnosus
(LB21) Lyofast, (Laboratorio Sacco SRL, Italia).

2.5. Aislamiento y criopreservacion: Luego del control del medio de cultivo se
procedio al sembrado de las muestras provenientes del hisopado intestinal de cada uno
de los lechones. Varias cepas puras compatible con Bifidobacterium, fueron
crioconservadas en caldo MRS con cisteina (0,5%, p/v) y glicerol (17% v/v). Luego los
tubos eppendorf se conservaron a -20 °C.

Ademas, se conservaron por liofilizacion utilizando como medio de proteccion Leche y
Lactosa. Este medio de proteccion estd formulado a base de Leche (6%), Lactosa (8%),
acido Ascarbico (2,5%) y H>0 destilada (83,5 %). Luego de la preparacion se sometid a
una esterilizacion a vapor fluente por 30 minutos. Luego de enfriado a temperatura

ambiente, se agrega la solucion de acido ascorbico al 5% esterilizada por filtracion.

2.6. Identificacion Genotipica

Las muestras fueron caracterizadas por secuenciacion del gen 16s rRNA
mediante técnica de PCR, la cual se puso a punto empleando cepas de referencia, segun
la metodologia descripta por Dubernet y col. (2002). La identificacion se realizd
amplificando regiones especificas de cada una de las especies analizadas, los productos
de amplificacion fueron visualizados mediante electroforesis en geles de agarosa tefiidos
con bromuro de etidio (Kwon y col., 2004) . La extraccion de ADN se realiz con el kit
Highway® ADN PuriPrep-B kit K1209. Para la identificacibn de género
Bifidobacterium, se utilizaron los primers generales g-Bifid-F
(CTCCTGGAAACGGGTGG) y g¢-Bifid-R (GGTGTTCTTCCCGATATCTACA)



(Matsuki y col., 2002). En la identificacion de género Lactobacillus, se utilizaron los
primers generales LbLMA1l-rev (5"-CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC-3") y R16-1
(5"-CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA-3") (Dubernety col., 2002).

Se prepar6 el coctel con los siguientes reactivos, buffer: 5 uL, cloruro de
magnesio: 10 uL, desoxiribonucledtico trifosfato (DNTP’s), 0,5 ulL, primers: reverse y
forward 0,5 pL de cada uno, tag ADN polimerasa: 0,2 uL, agua bidestilada: 28,3 pL,
ADN bacteriano: 5 pL. Para la amplificacion se empled un termociclador marca
Multigene con un programa especifico que incluye, desnaturalizacién inicial un ciclo a
94 °C durante 5 min, luego 35 ciclos (desnaturalizacion a 94 °C por 20 s), annealing o
unién con gradiente entre 55y 50 °C por 20 s, extension a 72 °C por 30 s, 5 min finales
de extension a 72 °C y finalmente el almacenamiento a 4 °C.

2.7. Secuenciacion

Se secuenciaron los productos de amplificacion de dos cepas caracterizadas
como bifidobacteria y lactobacilo en el Laboratorio de Alimentos Stamboulian
utilizando un secuenciador AB 3500 Genetic Analyzer (Applyed Biosystems). Se
secuencio el gen 16S rRNA, utilizado para la extraccion los siguientes primers P13P
reverse (AGGCCCGGGAACGTATTCAOQ), PSL forward
(AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA).

3. Resultados y discusion

La disponibilidad comercial de medios de cultivos selectivos diferenciales para
aislamiento y diferenciacion de bifidobacterias en Argentina suele ser escasa. Asi por
ejemplo uno de los medios de cultivo mas utilizados para su cultivo suele ser el MRS
adicionado con cisteina y antibioticos (Leuschner y col., 2003, Simpson y col., 2004),
que le aportan selectividad, pero no lo convierten en medio diferencial. En este marco,
en el laboratorio se tomé la decision de disefiar un medio de cultivo diferencial
modificado con materiales ya disponibles. Se tomaron como base dos medios de
cultivo: el medio diferencial ya utilizado para crecimiento de bifidoracterias HHD
permite la comprobacion de una o mas caracteristicas fisicoquimicas o bioquimicas de
los microorganismos para su identificacion, por contener un indicador de pH que ayuda
a diferenciar visualmente los microorganismos heterofermentadores de los
homofermentadores (Camaschella y col., 1998, Draksler y col., 2002) y el medio BD se

basa en la base de agar Columbia, suplementado con acido propioénico, a un pH de 5,05.



(Laboratorio_BD, 2003). EI HHD tiene los siguientes componentes: fructosa, KH2POa,
peptona tripticasa, peptona fitona, casaminoacido, extracto de levadura, Tween 80,
verde de bromocresol y agar (McDONALD vy col., 1987) y el Agar BD contiene: Base
de agar Columbia, glucosa, lactulosa, cisteina-HCI, riboflavina, &cido propiénico. Con
insumos disponibles en el laboratorio, se logré desarrollar una combinacién de ambos
medios, creando asi el medio MBM que nos permitio realizar el recuento de
bifidobacterias. EI cloruro de litio y &cido propionico le dan selectividad, el verde de
bromocresol permite diferenciacion de homo y heterofermentativos. Fuente de nutricion
se encuentra en los dos agares agregados que cuentan con fuente de azlcares Glucosa y

Fructosa (en el jugo de tomate) y fuente proteica.

3.1. Control del desarrollo y selectividad del medio MBM

La cepa control de bifidobacteria (provista por Sacco) fue sembrada en medio
MBM. Su crecimiento mostrd colonias pequefias (menos de 1 mm), redondas, como
gota de agua con centro verde oscuro y de borde netos (Figura 2), a las cuales se les
realizdé un extendido y coloracién de Gram, observando bacilos G (+) pleomorficos y
posterior prueba de catalasa, cuyo resultado fue (-), esto se corresponde con lo

observado por (Rodriguez Garcia, 2019).

Figura 2. Bifidobacterias en placa de MBM agar.

Luego se procedio a sembrar la cepa de referencia de lactobacilo (Sacco), observando
un crecimiento con morfologia de colonia diferente a la anterior. Las colonias fueron
grandes (2 mm), redondas, color amarillo con el centro verde y borde irregular. En el
extendido y coloracion de Gram se observaron bacilos G (+) similar a lo observado por
(Rodriguez Garcia, 2019). Finalmente, se sembrd una cepa E. coli de referencia como
representante de coliformes; no se observé crecimiento en el medio Agar MBM vy si se
detecto crecimiento positivo en el Agar Mac Conkey, especifico para enterobacterias.
(Figura 3).



Figura 3. (A) Bacterias acido-lacticas en placa de MRS agar. (B) Enterobacterias en

placa de Mac Conkey agar. (C) Bifidobacterias en placa de MBM agar.

Posteriormente a la puesta a punto del medio de cultivo MBM, se realizé el
sembrado de los hisopados intestinales y la purificacion de las bacterias obtenidas a
partir de estas siembras de cada lechon individual. Se tomaron varias colonias
compatibles con morfologia de bifidobacteria provenientes la siembra en placa con
MBM. Se encontrd una elevada cantidad de bacterias en MRS y Agar Mac Conkey. Se
pudo confirmar la presencia de lactobacilos y bifidobacterias en el medio MBM, ambos
con morfologia de colonia diferente. Se destaca la morfologia que diferencial lograda
entre los lactobacilos de las bifidobacterias, igual que lo indicado por Rodriguez Garcia
(2019). Las colonias de bifidobacterias se observaron como colonias puntiformes muy
pequefias elevadas, con forma de gota de agua, bordes definidos y centro verde, en
cuanto a la morfologia de los lactobacilos se observaron colonias mas grandes de color
blanco amarillento.

Se seleccionaron 20 cepas con morfologia de bifidobacteria, fueron
crioconservadas en caldo MRS con cisteina (0,5%) y glicerol (17%) y liofilizadas en
medio con Leche-Lactosa. Se caracterizaron por PCR (resultado positivo), solo una
cepa pura compatible con Bifidobacterium (proveniente del lechén 8) se secuencid en el
Laboratorio de Alimentos Stamboulian confirmando resultado 100% de compatibilidad
para Bifidobacterium animalis subsp. lactis. Este aislamiento se encuentra en
concordancia con Horvathova y col. (2023) quienes también aislaron cepas de esta
especie de muestras de colon y materia fecal de cerdos y lechones, siendo esta una de
las méas preponderantes dentro del género Bifidobacterium.

4. Conclusiones
El medio ensayado en el presente estudio nos permitié reconocer colonias
compatibles con bifidobacterias a partir de una muestra bioldgica (intestinal), en la cual



coexisten multiples especies microbianas. Se logré aislar e identificar una cepa de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis, la cual serd utilizada en futuros ensayos para

evaluar su capacidad probidtica y posible utilizacion en alimentos funcionales.
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