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Resumen

La leche materna es un fluido esencial en la adaptacion del recién nacido a la vida
extrauterina, debido a su importante caracter nutricional constituye la primera fuente de
energética para el lactante. Adicionalmente la lactancia materna exclusiva, provee
proteccion al neonato contra enfermedades infecciosas ya que contiene una gama de
factores que pueden modular la respuesta de su sistema inmune intestinal, y optimizar los
mecanismos regulatorios de respuesta ante el estimulo que representan los componentes
microbianos que colonizan este nicho. Los componentes de la leche actlan sobre el
ecosistema microbiano del intestino, promoviendo la proliferacion de bacterias probioticas
como losLactobacillus o bacteria del acido lactico, género de bacterias Gram positivas. Esta
microbiota previene la union vy viabilidad de bacterias patdgenas al epitelio intestinal
ayudando asi a prevenir enfermedades infecciosas, por lo que la naturaleza parece
aprovechar la “experiencia” inmunoldgica de la madre para dar preponderancia a ciertas
especies microbianas por sobre otras y de esta manera influencia y beneficia la

composiciéon de la microbiota en el lactante.

Actualmente, se acepta que bacterias no patégenas presentes en la leche materna
de madres sanas son componentes naturales de la microbiota de las glandulas mamarias, y
no una simple contaminacion. Mas aun, se considera que el calostro y la leche madura son
una constante fuente de bacterias mutualistas, comensales y potencialmente probioticas
para el intestino del lactante, debido a que se estima que al ingerir aproximadamente 800

mL de leche al dia, se puede recibir entre 10° y 10’ bacterias diarias.



Este Trabajo Especial de Grado propuso identificar la presencia de lactobacillus en
leche materna humana donada de madres sanas y en muestras de heces de sus hijos,
sujetos a lactancia exclusiva. La muestra estudiada fue de 12 parejas de donantes. Se
escogieron madres que realizaron parto natural y que no tuvieron prescripcion de
antibioticos. Las muestras de leche y heces se recolectaron dentro de los primeros 10 dias
postparto, con excepcion de una donante de 5 meses postparto y otra donante con parto
por cesaria con la finalidad de ser comparadas con el resto de las muestras. Se aislé el ADN
de las muestras y se analizaron por PCR, utilizando para esto cebadores universales para
una regién del gen del ARN ribosomall6S de bacterias y otros juegos de cebadores
especificos para el género lactobacillus. Los productos de la amplificacion se analizaron en
geles de agarosa, para verificar la existencia de ADN bacteriano en las muestras
procesadas. Adicionalmente, se propuso la técnica de DGGE, que resuelve los productos de
PCR del mismo tamafio en funcién de su secuencia nucleotidica para caracterizar los
amplicones. La amplificacion con cebadores universales y especificos para lactobacillus
resultod en la obtencién de amplicones, que tienen un perfil de corrida similar en cada una

de las duplas heces-leche estudiadas.

A pesar de no haber llegado a la identificacién, mediante secuenciacion de los
amplicones obtenidos por PCR, estos resultados apoyan el hecho de que la leche materna
humana contiene bacterias probidticas que transfiere al neonato durante la lactancia vy
refuerzan la recomendacién de ingesta exclusiva de Leche Materna Humana durante los

primeros meses de vida.



1. Introduccién

La leche materna es un fluido esencial y complejo desde el punto de vista bioldgico,
adaptado para satisfacer los requerimientos nutricionales y energéticos del infante en
rapido crecimiento. Adicionalmente a su importante cardcter nutricional, se ha hecho
evidente el rol de la lactancia en la prevencion de enfermedades infecciosas

gastrointestinales, enfermedades diarreicas, y problemas respiratorios (AAP, 1997).

Durante los primeros meses de vida del humano, el sistema inmunitario es
inmaduro. Siendo la mucosa intestinal el nicho donde se establece la mayor comunidad
microbiana del organismo, es natural que exista un desarrollo simultaneo y divergente de
procesos de control altamente sofisticados, que deriven en la tolerancia hacia la microbiota
normal y la proteccion contra patégenos (Donnet-Hughes y col, 2010). Se conoce que la
leche materna humana contiene numerosos factores que pueden modular la repuesta
inmunitaria ante componentes microbianos. Este efecto fisiolégicamente protector, muy
probablemente sea el resultado de la accion combinada de los distintos componentes de la
leche. Entre estos factores encontramos: las células inmuno-competentes,
inmunoglobulinas maternas, dacidos grasos, glicoproteinas, lisozimas, oligosacaridos,
glicolipidos y proteinas antimicrobianas como lactoferrina y defensinas. Por un lado, estos
factores interfieren en la union y viabilidad de bacterias patdgenas al epitelio intestinal, y
por otro se aprovecha la experiencia inmunolégica de la madre para dar preponderancia a

ciertas especies microbianas por sobre otras, influenciando de esta manera la composicién
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de la microbiota en el lactante, lo cual redunda en la proteccion del intestino aun inmaduro

del neonato (Lonnerdal, 2003).

Estudios recientes revelan la presencia de una microbiota no patégena en la leche
de madres sanas. Debido a esto, se piensa que la lactancia es la principal fuente de
bacterias mutualistas, comensales y potencialmente probidticas para el intestino del recién
nacido (Martin y col, 2003; Martin y col, 2009), y juegan un papel clave en la iniciacion y
desarrollo de su microbidta intestinal. La leche materna humana garantiza un aporte
continuo de bacterias, ya que se estima que el lactante puede ingerir aproximadamente
800 mL de leche al dia y recibir por esta via entre 10° y 10’ bacterias (Heikkild y Saris, 2003;
Martin y col, 2003), por lo que la composicién microbiana en el intestino del neonato
podria estar estrechamente relacionada con el contenido microbiano encontrado en la
leche de sus respectivas madres. Estos hallazgos se han reportado en poblaciones
estudiadas en paises distantes entre si, lo que sugiere que la presencia de estas bacterias
en la leche es un hecho comun, y mas aun, podria ser considerado un componente natural
de la microbiota de las glandulas mamarias, y no una simple contaminacién (Fernandez y

col, 2013).

El origen de las bacterias contenidas en la leche materna humana esta aun en
discusion, lo cual ha sido motivo de controversia los ultimos afios, de hecho se ha
argumentado que éstas provenian de la cavidad oral del lactante o de la piel de la madre
(West y col, 1979).Aunque poco se conoce acerca de la microbiota de la saliva en infantes,

investigaciones llevadas en adultos revelan que entre las especies mas representativas
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estan los Streptococcus, (Nasidze y col, 2009; Yang y col, 2012)siendo este grupo de los mas
encontrados en leche materna (Jiménez y col, 2008a; Jiménez y col, 2008b; Hunt y col,
2011),lo0 cual sugiere que la leche materna también podria jugar un rol en el

establecimiento de la microbiota bucal.

Por otro lado, bacterias del grupo de los Staphylococcus, son comunmente
encontradas en la piel de adultos (Gao vy col, 2007; Grice y col, 2009;), asi como también en
la leche materna humana (Fernandez y col, 2013). Sin embargo, al comparar las bacterias
detectadas en leche y en la piel de los senos de las madres, se observa que aunque
comparten algunos filotipos, existen grandes diferencias entre estas comunidades
microbianas (Hunt y col, 2011). Se reconoce que los lactobacilos reportados en la
microbiota de leche humana son genéticamente diferentes de las bacterias del mismo
grupo aisladas de la piel del hospedador (Martin y col, 2003), lo que sugiere que la

microbiota encontrada en la leche materna no proviene estrictamente de la flora de la piel.

Cabe afiadir que otros reportes han revelado que bacterias del grupo de los
lactobacilos y bifidobacterias encontradas en lecha materna, no pudieron ser aisladas a
partir de las aureolas de los senos de madres donantes (Gueimonde y col, 2007; Martin y
col, 2009;). Considerando que las bifidobacterias pertenecen al grupo de las bacterias
estrictamente anaerobias, resulta poco probable que sea la piel del seno la fuente de esta

microflora en leche.
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El mecanismo mediante el cual, estas bacterias del intestino cruzan la barrera
intestinal y llegan a la glandula mamaria esta aun en discusién, aunque algunos trabajos

ofrecen evidencias cientificas que apoyan la teoria de la ruta entero-mamaria, (figura 1).

Microbiota de la piel

del seno materno

Bacterias del intestino Microbiota
oral del
recién
i nacido
2
o
2 Ruta entero-mamaria r
o
£ Glandula mamaria
. /—\ Sistema
Epiteliodelz
Nodulos circulatorioflinfatico
linfatico zlandulamamariz
measantericos
Microbiota
W2
> .5y e dela leche/
Calostro
Microbiota materna
Intestino Materno
’

Intestino neonato

Figura 1.Representacion esquematica de la ruta entero-mamaria para el acceso de las bacterias

comensales de la microbidta intestinal a la leche materna (Fernandez y col, 2013).
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Entre la comunidad cientifica estd ampliamente aceptado que las células dendriticas
(CD) tienen la capacidad de abrir, mediante la expresién de proteinas de union estrecha, las
vias paracelulares del epitelio intestinal, y proyectarse hacia el lumen intestinal, pudiendo
muestrear mediante la expresion de receptores de reconocimiento de patrones (PRR, por
sus siglas en inglés), los microbios que continuamente transitan y colonizan el intestino,
todo esto sin poner en riesgo la integridad de la barrera epitelial (Rescigno y col, 2001).
Adicionalmente, se ha observado que CD intestinales pueden retener bacterias comensales
vivas por varios dias en los nédulos linfaticos mesentéricos (Macpherson y Uhr, 2004). Por
medio de células dendriticas o macrofagos, las bacterias del intestino pueden diseminarse
a través del sistema linfatico, debido a que los linfocitos antigeno-estimulados, tienen la
capacidad de moverse desde el epitelio intestinal hasta sitios distantes como el tracto
respiratorio o el genitourinario, glandula salival y mas significativamente, la glandula
mamaria (Roitt, 2001). Ademas, se conoce que linfocitos que han sido originados en tejidos
linfaticos asociados al intestino son extravasados a la glandula mamaria durante el
embarazo tardio y la lactancia, en un proceso regulado por hormonas lactogénicas
(Bertotto y col, 1991). Este proceso es el responsable de la abundancia de células inmuno-
competentes en la leche materna humana, y podria ser un modelo hipotético para explicar
cémo, bacterias provenientes de la microbiota materna podrian ser transferidas al

intestino del neonato (Fernandez y col, 2013).

La hipdétesis de que las células bacterianas viables encontradas en leche materna
humana podrian tener su origen en el intestino de la madre y llegar a la glandula mamaria a

través de una ruta enddgena, que involucra a células dendriticas y macréfagos ha sido
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confirmada por los resultados de varios grupos de investigacion. Se logré demostrar por un
lado que, células dendriticas inmaduras de ratones expuestas a cepas bacterianas aisladas
de leche materna humana, fueron estimuladas y se observd la maduracion de estas en
comparacién con otras células dendriticas expuestas a bacterias muertas o particulas
inertes, las cuales no indujeron su activacion o maduracion (Langa, 2006; Langa y col,
2012;).0tro grupo de investigadores, utilizando ratones como modelo experimental, han
observado un incremento de la translocacion de bacterias desde el intestino a nddulos
linfaticos y glandula mamaria en el embarazo tardio y en la lactancia, asi como también la
presencia de linfocitos con bacterias asociadas a estos, en tejido de glandula mamaria en
este periodo (Pérez y col, 2007; Donnet-Hughes y col, 2010).Todos estos resultados
parecen confirmar que bacterias derivadas del intestino son transportadas hasta la leche
materna dentro de células mononucleares del sistema inmune (Fernandez y col, 2013). En
concordancia a este argumento otros estudios muestran una transferencia de bacterias de
los géneros Lactobacillus, Staphylococcus, Enterococcus y Bifidobacterium desde la madre
al infante, a través de la lactancia (Martin y col, 2003; Martin y col, 2009; Jiménez y col,

2008a; Makino y col, 2011).

Es un hecho a destacar que la leche humana, estd compuesta también por
sustancias prebiodticas, las cuales pueden estimular selectivamente el crecimiento de un
numero limitado de bacterias benéficas en el intestino (Dai y Walker, 1999). Entre los
ejemplos de prebidticos estan los oligosacéaridos de la leche humana (HMOs por sus siglas
en inglés), los cuales no son digeribles por el recién nacido, pero si por parte de bacterias

probioticas tales como bifidobacterias y lactobacilos (Zivkovic y col, 2011), lo que favorece
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el crecimiento de estos potenciales probidticos en el tracto intestinal del neonato. Asi pues,
se reconoce que la leche materna puede proveer un primer inoculo bacteriano al recién
nacido y ademads proveer factores que dirigen la proliferaciéon selectiva de estas especies,

determinando asi la composicion de una comunidad microbiana que beneficie al lactante.

Entre las diferencias importantes, recientemente documentadas entre nifios
alimentados con leche materna y nifios alimentados artificialmente estd la microflora del
intestino, donde los primeros tienen un porcentaje mucho mayor de lactobacilos, en
especial Lactobacillus bifidus. Estudios han sugerido que la exposicidn a estas bacterias por
parte de nifios alimentados naturalmente ha tenido efectos beneficiosos en la prevencién
de enfermedades diarreicas y respiratorias. Adicionalmente es destacable que la practica
del amamantamiento estd asociada a tasas significativamente mas bajas de asma vy
dermatitis atépica (Kirjavainen y col, 2001), asi como una reduccion en el riesgo de
contraer otras enfermedades crénicas, como la diabetes y la obesidad (Hunt y col, 2011;
Sanz, 2011), por lo cual, el consumo exclusivo de leche materna por lo menos los primeros
seis meses de vida son determinantes, dados sus efectos protectores que se extienden mas
allad del periodo neonatal y pueden influenciar el desarrollo o no de enfermedades durante

toda la vida (Jacksony Nazar, 2006).
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2. Antecedentes

2.1 Seleccion del gen de ARNr 16S como marcador molecular

En la década de los 1960’s, Dubnau y col, notaron la existencia de regiones
conservadas en la secuencia del gen que codifica ARN ribosomal (rARN 16S) de
Bacillosspa.Como consecuencia, el uso de la secuencia de este gen para identificaciéon y
taxonomia en bacterias es ampliamente usado, a partir de los trabajos de Carl Woese,
quien fue pionero en el uso del rARN 16S, y de cuyos trabajos se originaron las divisiones
de los procariotas en dos grupos o reinos: Eubacteria y Arqueobacteria. Inclusive se
propuso a éste como marcador o crondmetro molecular, y permitido establecer las
divisiones y subdivisiones dentro de ambos reinos en su trabajo, “Bacterial Evolution”
(Woese, 1987). Esto es posible debido a que la comparacion de secuencias nucleotidicas
demostrd la existencia de regiones altamente conservadas entre todos los organismos y
otras regiones que varian en diferentes grados (regiones variables). La variabilidad de estas
regiones, incrementa en cierta proporcion a la distancia filogenética o evolutiva entre dos
organismos, lo que permite establecer relaciones filogenéticas y distinguir unos

microorganismos de otros (Woese, 1983; Woese, 1987).

El gen rADN 16Stiene una longitud de unos 1500 pares de bases aproximadamente,
y cuanta con 9 regiones variables o polimorfismos inter-especificos los cuales son
importantes para la identificacién taxondmica. Intercalados entre estas regiones variables
estan las regiones conservadas, que permite el uso de cebadores universales, disefiados

para ser complementarios a éstas(Figura 5 panel A)(Chen vy col, 1989; Relman, 1999).
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2.2 Transicion de estrategias de identificacion del cultivo bacteriano al andlisis molecular

En muchos estudios microbioldgicos, la observacion al microscopio de células
bacterianasy el posterior sembrado de estas muestras en medio agar no selectivo, arrojaba
un nimero mucho menor de células o unidades formadoras de colonia, en comparacién
con las vistas en microscopio, y estas diferencias se atribuyeron a la imposibilidad de
cultivar la mayoria de las bacterias contenidas en una muestra. Sin embargo, estudios
recientes basados en analisis moleculares, demostraron que existia una gran diferencia
numeérica entre las bacterias existentes en una muestra o ecosistema bacteriano en
comparacion con las especies detectadas por el método de cultivo. Es de esta forma como
se desarrolla y se hace extensivo el uso de técnicas moleculares o “cultivo-independiente”

para el estudio de muestras y ecosistemas microbianos complejos (Zoetendal y col, 2004).

2.3 Bacteriologia de la leche materna humana

La leche humana muy pocas veces fue fuente de estudio microbioldgico, a
diferencia de la leche procedente de vaca, cabra y bufala, debido al condicionamiento en la
calidad de esta ultima como producto comercial. Ocasionalmente se ha procedido a la
deteccién e identificacién de bacterias potencialmente patdgenas de leche humana
almacenada en bancos, en casos de infecciones neonatales humanas, pero los estudios
microbiolégicos de la leche humana obtenida directamente de mujeres sanas ha sido muy
escaso ya que historicamente y hasta hace muy pocos afios se pensd que éste era un fluido
estéril.

Los datos disponibles hasta afios recientes, indican que entre las bacterias que se

aislan con mayor frecuencia a partir de leche materna destacan diversas especies de los
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géneros Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Weissella
y Leuconostoc (Heikkila y Saris, 2003; Martin y col, 2003). (Tabla 1).

Por otra parte, recientemente se ha confirmado que la concentracién de
lactobacilos y enterococos es significativamente mas elevada en la microbiota intestinal de
nifios lactantes, en comparacion a nifios alimentados con féormulas lacteas (Ahrné, y col,
2005; Rinne y col, 2005).Esto no parece ser un hecho aislado, ni un fendmeno dependiente
del lugar geofisico, ni las diferencias socio-econdmicas o culturales, ya que se han aislado
bacterias de dichos géneros en muestra de leche de madres radicadas en paises distantes,
lo que hace pensar que éstas constituyen la microbiota natural de la leche humana
(Rodriguez y col, 2008). Entre las bacterias comuUnmente aisladas de leche materna se
tienen especies de lactobacilos como L. gasseri, L. plantarum, L. rhamnosus, L. salivarus. L.
fermentum o L. faecium, las cuales poseen un potencial probidtico similar o mayor a ciertas
cepas ya comercializadas (Martin y col, 2004; Martin y col, 2006).

La aplicacién de métodos moleculares basados en la utilizacién del gen que codifica
el ARN ribosomal 16S (rADN), ha confirmado que la leche materna es una buena fuente de
estafilococos, estreptococos, y bacterias lacticas, pero ademas se han descubierto que
algunas bacterias como Escherichia coli, también estan contenidas en leche, y su presencia
no contradice el hecho de que la microbiota del intestino del lactante deriva de la

microbiota contenida en la leche materna (Heikkila y Saris, 2003; Martin y col, 2003).
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Tabla 1: Listado parcial de especies bacterianas detectadas mediante técnicas moleculares en
leche de mujeres sanas.

Otras bacterias ldcticas

Lactobacillus Staphylococcus Streptococcus
L. fermentum Enterococcus faecalis S. aureus S. bovis
L. gasseri Enterococcus faecium S. epidermidis S. mitis
L. gastricus Lactococcus lactis S. hominis S. oralis
L. plantarum Leuconostoc citreum S. xylosus S. parasanguis

L. reuteri
L. rhamnosus
L. salivarius

L. vaginalis

Leuconostoc fallax
Leuconostoc mesenteroides
Pediococcus pentosaceous
Weissella cibaria

Weissella confusa

S. haemolyticus

S. lugdunensis

S. salivarium
S. infantis

S. peroris

Tomado y modificado de (Rodriguez y col, 2008)
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El proceso que da lugar a que células mononucleares del sistema inmune materno
engloben bacterias del intestino de la madre, y transloquen hasta aparecer en la glandula
mamaria parece incrementarse en el embarazo y la lactancia, segun resultados
experimentales realizados en ratones (Pérez y col, 2007). Estos estudios hacen suponer
que, mediante la exposicion temprana a un conjunto elite de componentes microbianos, el
sistema inmune del neonato es preparado para reconocer patrones bacterianos especificos
y responder apropiadamente a organismos comensales y patdogenos de forma diferencial
(Pérez y col, 2007). Esta suposicidon es soportada por la hipdtesis de la diversidad
microbiana (Matricardi, 2010; Von Hertzen y Haahtela, 2011), que sostiene que la
diversidad y el recambio de especies bacterianas en la mucosa intestinal es un factor clave
en la regulacion del sistema inmune, en lugar de la colonizacidon estable con una especie en
particular. No esta claro si es la diversidad en si, o es que en una poblacion diversa se
incluird a ciertos organismos preponderantes como los que hemos referido anteriormente,
sin los cuales el sistema inmune no se desarrollaria adecuadamente. El sistema inmune
embrionario en este sentido, puede ser comparado con una computadora que contiene
programas pero pocos datos asociados a estos. Durante la gestacion y la infancia, la
exposicion a diversos microorganismos constituye una “base de datos” que permite al

sistema inmunitario identificar y responder a agentes nocivos (Rook y col, 2013).
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3. Objetivo general

Determinar la presencia de bacterias acido lacticas en el binomio madre-lactante a partir

del estudio de muestras de leche materna y heces a través de métodos moleculares.

3.1 Objetivos especificos

= Extraer ADN total contenido en las muestras tanto de leche materna como de heces
de los neonatos.

=  Estandarizar las condiciones éptimas para la reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR) para determinar la presencia tanto de bacterias en general (cebadores
universales), como de bacterias lactobacilos (cebadores especificos para
lactobacilos), en muestras de leche materna y heces.

= Determinar por PCR mediante el uso de cebadores (bacterianos) universales y
cebadores para lactobacilos, que reconocen la porcion de ADN ribosomal 16S, la
presencia de estas bacterias en muestras de leche materna y heces.

= Analizar mediante una corrida electroforética en un gel en gradiente de condiciones
desnaturalizantes (DGGE), los productos de PCR de las muestras de leche y heces.

= Purificar y amplificar por PCR las bandas obtenidas en el DGGE.

= |dentificar mediante secuenciacion los organismos contenidos en las muestras a

partir de los segmentos resueltos por DGGE.
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4. Materiales y métodos

4.1 Materiales
e Extractor de leche AVENT

e Kit para PCR:

PlatinumTag DNA Polymerase de la casa comercial INVITROGENy

KAPA Taq HotStart PCR Kit de la casa comercial KAPABIOSYSTEMS

e Termociclador: Eppendorf mastercycler gradients
e Cdmara para DGGE: Bio-Rad Protean Il xi cell
e Registro fotografico: Alliance 4.7 Ubitec Cambridge

e kits de extraccidon de ADN:

Para muestras de heces: QlAamp DNA Stool, (QIAGEN).

Paramuestras de leche:wizard Genomic DNA purification kit (PROMEGA).

4.2Métodos

4.2.1Muestreo de leche materna y heces del lactante

Este estudio cuenta con el aval de la Comision de Bioética del IVIC, y se procedid
luego de obtener el consentimiento informado por parte de las donantes.

Para el muestreo se pidié la colaboracién de madres sanas, y con plena conciencia
del alcance y objetivo del proyecto, el cual se desarrolla en colaboracion establecida entre
el laboratorio de Fisiologia Molecular (IVIC), y el Centro Obstétrico Aurora Madre, con el

apoyo del Dr. Beltran Lares, médico obstetra. Este grupo tiene entre sus metas, el parto
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respetado. Este consiste en la practica del alumbramiento natural, sin prescripcién de
antibidticos, y con apego temprano, de manera de garantizar lactancia exclusiva para el
neonato.

El criterio de inclusidon usado para las donantes fue el de haber dado a luz de forma
natural y a término (9 meses), haber practicado la lactancia en forma exclusiva y sin la
administracion ningln antibidtico que pudiera alterar el contenido bacteriano en las
muestras.

El criterio de exclusidon fue el parto prematuro o que la madre haya padecido de
mastitis o algun proceso inflamatorio asociado a la mama.

Una vez obtenido el consentimiento informado de las madres donantes, se procedid
a la recoleccion de una Unica muestra que consiste en un volumen minimo de 20mL de
leche materna fresca (directamente del seno de la madre), utilizando un “tira leche”
comercial el cual previamente se esterilizd con agua hirviendo por 10 minutos y luego se
dejé en campana de flujo laminar por 10 minutos bajo luz UV antes de su empacado, donde
se mantuvo hasta el momento de la extraccion de la muestra en la vivienda de la madre. La
leche se trasvasd a un recipiente estéril de 50mL, y se colocé en una cava con hielo hasta
llegar al laboratorio donde se almacend a -20°C hasta su procesamiento.

Se tomd una muestra de heces del lactante, el mismo dia del muestreo de la leche y
se transporté y almacend de la misma manera que la leche de la madre.

El total de muestras (par madre y lactante), fue de 12, lo que constituye 12

muestras de leche materna y 12 muestras de heces.
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Tabla 2. Cédigos de las muestras de leche materna y heces del lactante (par madre y
lactante). Todas las muestras se recolectaron en los primeros 10 dias postparto, a excepcién
de la donante 5 (5 meses postparto), y la donante 12 (15 dias postparto).

Codigo de donante  Cddigo de muestra  Codigo de muestra
leche materna de heces del lactante

1 1-M 1-B
2 2-M 2-B
3 3—-M 3-B
4 4—M 4-8
5 5-M 5-B
6 6—M 6—B
7 7-M 7-8B
8 8—M 8—B
9 9-M 9-B
10 10-M 10-B
11 11-M 11-B
12 12-M 12-B
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4.2.2Extraccion de ADN

Se extrajo ADN total de las muestras de leche usando el kit comercial PROMEGA
(wizard Genomic DNA purification kit), con una modificacién en la cantidad de leche usada.
La modificacion se debe a que el contenido bacteriano en leche humana parece no ser
suficiente para el volumen que recomienda en el kit (1 mL), por lo que en nuestro caso se
usé un minimo de 20 mL de muestra, para garantizar suficiente cantidad de ADN para la
reaccion de amplificacion PCR que se realizaria mas tarde.

El volumen de leche materna se centrifugd a 10.000g por 10 minutos con el
proposito de tener un primer paso de descremado, donde se obtuvo una fase lipidica (la
cual se descartd), y una fase acuosa, con la cual se re-suspendio el sedimento. Esta fase
acuosa se repartié en varios tubos de 1,5 mL y luego se procedid a centrifugar a 14.000g
por 10 minutos, con la finalidad de separar aun mas la grasa contenida en la leche, y
sedimentar las células contenidas en la muestra. El sobrenadante se descartdé conservando
un pequefio volumen que sirvié para re-suspender el sedimento, el cual se paso a un tubo
de 1,5 mL nuevo. Este procedimiento se repitid con todos los tubos de 1,5 mL de manera
obtener un volumen de entre 1y 1,5mL de muestra inicial lo cual es lo recomendado por el
fabricante en el paso de extraccién. Este tubo de 1,5 mL se centrifugd a 14.000g para
sedimentar las células en la muestra, se descartd el sobrenadante y se re-suspendieron las
células en 480ulL de EDTA 50mM y 60uL de Lisozima (20mg/mL) y se prosiguié con los

pasos siguientes descritos en el protocolo del Kit figura 2.
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Células re-suspendidas en 480 L
de EDTA 50mM y 60ul de lisozima
(20mg/ml) incubara 37°C 60°

Centrifugar 14.000 rpm y descartar
sobrenadante

LISIS CELULAR

Se agrega 600yl de solucion de lisisnuclear. Seincuba a 80°C por5°

Se agrega3ul ARNasa —incubara37°C 60

PRECIPITACION DE PROTEINAS
Agrega 200ul solucion de precipitado.

Se incuba por 5" en hielo
Centrifugar a 14.000g por 3°

PRECIPITACION DE ADN
Se transfiere el sobrenadantea un epp. De 1,5mL Que

contenga 600uL de isopropanol

Centrifugar a 14.000g por 3

Se descarta el sobrenadantey se
agrega 600uL de etanol 70%

._-ia Centrifugara 14.000g por 3’

REHIDRATACION
Se descarta el sobrenadante y se permite evaporar.
Se agregan 50ul de solucion derehidrataciony se deja de un dia
paraotroa 4°C.

Figura 2. Protocolo para aislamiento de ADN de bacterias gram positivas y gram negativas
en muestras de leche Wizard® Genomic DNA Purification Kit Technical Manual (promega).Tomado
de:
http://www.promega.com/~/media/files/resources/protcards/wizard%20genomic%20dna%20purifi
cation%20kit%20quick%20protocol.pdf [consulta: 18 de febrero de 2014]
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En el caso de las heces del lactante el aislamiento de ADN se realizard siguiendo las

instrucciones del kit QlAamp DNA Stool, (QIAGEN) sin ninguna modificacion (figura 3).

Muestra 180-200

n buffer ASL. 95°C

min
Agregar Tableta inhibiEX :F 14.000¢ 3 min

| i matris inibidores de PCR- inhibiEX

14.000g 3 min ¢

Proteinasa K y buffer AL digestion
de proteinas como nucleasasy

otros contaminantes

14.0002 3 min -l.."F Tnciihar 70°C x 10

Union 200 pL EtOH 100%y
se pasa una columna

14.0002 3 min Ep
Lavar 500 pL de buffer
AW1yAW2

14.000¢ 3 min ==

E? Eluir 200 pL de buffer AE
14.0002 3 min e

Se obtiene el ADN genomico

Figura 3. Protocolo para aislamiento de ADN de bacterias gram positivas y gram negativas
en muestras de hecesQlAamp DNA Stool, (QIAGEN).Tomado de:
http://www.ebiotrade.com/buyf/productsf/qgiagen/1018546_HBQAStoolmin_082001.pdf
[Consulta: 18 de febrero de 2014]
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4.2.3 Amplificacion por PCR de la regién que codifica rARN 16S ARN ribosomal.

Se realizd una reaccion de amplificacion (PCR) de una region de ADN que codifica
ARN ribosomal 16S de la subunidad menor del ribosoma (30S) de procariotas, esta region
es un marcador molecular para la identificacién de especies bacterianas (Woese, 1983;
Woese, 1987).

Se utilizd un par de cebadores universales para bacterias U968Sentido y U1401Anti-
Sentido (Zoetendal y col, 1998).Adicionalmente se usaron dos pares de cebadores para
una PCR anidada especifica para lactobacilos: cebadores externos U0011 Sentido (Poulsen y
Stahl, 1993) y LO677Anti-Sentido (Heilig v col, 2002), y los cebadores anidados: LO159
Sentido (Heiligy col, 2002) y LO515Anti-Sentido (Lane, 1991).

Los cebadores universales para bacterias: U968(S) 5'- AAC GCG AAG AAC CTT AC- 3’
y U1401(AS) 5'- CGG TGT GTA CAA GAC CC- 37, que hibridizan con regiones conservadas
comunes para todas las bacterias y flanquean las regiones variables (V6-V8) del gen que
codifica ARN ribosoma 16S de (Zoetendal y col, 1998). El producto de PCR es de 500 pb, y
sirvié para verificar la presencia de ADN bacteriano en las muestras procesadas tanto de
leche como de heces del lactante.

Los numeros de cada uno de los cebadores sefialan en que sitio del gen rADN 16S

son complementarios estos (figura 4).
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Figura 4. Estructura secundaria de la secuencia de ARN ribosomal 16S de E. coli con los sitios
de reconocimiento de los diferentes cebadores usados en la PCR.
Tomado de:http://rna.ucsc.edu/rnacenter/ribosome_images.html(Center of Molecular

Biology of RNA University of California) [consulta: 22 de abril de 2014]
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Para el andlisis de productos de PCR y la identificacién de lactobacilos mediante DGGE se
realizé una PCR anidada, dirigida a detectar bacterias del género de los Lactobacillus.

El control positivo utilizado para la PCR anidada fue un diluido de Liolactil, un polvo
para suspension oral el cual contiene un cultivo liofilizado de Lactobacillus rhamnosus
(equivalente a 8 x 108 UFC/g).

En la primera ronda de amplificacion de PCRfigura5 panel B, se utilizé un cebador
universalU0011(S) complementario a la posicion 11- 28 (Poulsen y Stahl, 1993;) vy un
cebador grupo especifico para Lactobacilos LO677(AS) disefiado para ser complementario
en la posicion 677 (Heilig y col, 2002).

Para la segunda ronda de amplificaciéon Figura 5, se utilizé el parlL0159(S)
complementario a la posicion 158, que corresponde a un sitio conservado para los géneros
Lactobacillus y Enterococcus (Heilig v col, 2002) y el cebador LO515(AS) complementario a
posicion 515. Estos cebadores flanquean las regiones variables V2 y V3 Figura 4 y 5.

Se reporta que las bacterias que fueron detectadas mediante la PCR anidada son:

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus
curvatus, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus

ruminis, Lactobacillus salivarium, Leuconostoc sp., y Pediococcus sp(Heilig y col, 2002).
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Figura 5. A: Frecuencia de ocurrencia del residuo nucleétido mds comun en cada posicion
de base dentro del gen del ARNr 16S, ésta se determind a partir de una lista de 4383 cepas (fuente
RDP Ribosomal Database Project) con E. coli U0O0096 como referencia. Estas frecuencias son
medidas de la variabilidad en el gen, la grafica se genera mediante la adopcién de la frecuencia
promedio dentro de ventana de 50 bases, moviendo una base a la vez a lo largo del gen. La
ubicacidn de las regiones hipervariables estan etiquetados con barras grises definen las regiones de
V1 a V9 (tomado de Appl. Environ. Microbiol. 2005, 71(12):7724). B. Identificacion de especies
bacterianas por hibridacién in silico con cada cebador (RDP). Representacién de la localizacién y
orientacion y uso de los cebadores en las PCRs. C. Rendimiento tedrico de identificacién de cepas

bacterianas para cada pareja de cebadores empleadas (RDP).

Al cebador LO515GC(AS), se le adiciond una “grapa” que consiste en una secuencia
en el extremo 5° enriquecida en G-C (40 nucledtidos entre guaninas y citocinas):5- (CGC
CGG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG G) - ATC GTATTA CCG CGG CTG
CTG GCA 3’ (Muyzer, de Waal y Uitterlinden, 1993).

Esta secuencia adicional en el extremo 5" permite una correcta separacion de los
fragmentos de ADN obtenidos de la reaccién de PCR en la corrida DGGE. Los productos de
la PCR anidada fueron usados para correrlos en una electroforesis en gel en gradiente
lineal desnaturalizante, (DGGE) con la finalidad de identificar las especies bacterianas de las
muestras procesadas.

Las condiciones de temperatura para la primera ronda de PCR:

Un primer paso de 95°C (desnaturalizacion) por 5 minutos, seguido de 35 ciclos con
temperaturas de 95°C (desnaturalizacion), 30 segundos, 66°C (temperatura de hibridacion)
por 30 segundos, y 72°C (elongacién) por 1 minuto. Se finaliza con 10 minutos a 72°C
(elongacion final). El tamafio de producto esperado es de 700pb aproximadamente.

Las condiciones de temperatura para la segunda ronda de PCR:
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Un primer paso de 95°C (desnaturalizacién) por 5 minutos, seguido de 35 ciclos con
temperaturas de 95°C (desnaturalizacion) por 40 segundos, 58°C (temperatura de

hibridacion) por 30 segundos, y 72°C (elongacién) por 1 minuto. Se finaliza con 10 minutos

a 72°C (elongacion).

Tabla 3: Componentes del ensayo de reaccién en cadena de la polimerasa

Componentes de la mezcla Vollmenes por reaccién Volldmenes por tubo de reaccién
para la PCR (concentracién final en 50 pL) (concentracién final en 50 pL)
Cebadores universales U968-GC PCR ANIDADA
U1401
H.0O Completar hasta 50 uL Completar hasta 50 pL
1Buffer PCR (10X) 1X 1X
dntp’s (10 mM) 0,2 mM 0,2 mM
2MgCl, (25 mM) 2mM 3mM
Cebador (sentido) 0,2 uM 0,2 uM
(2 um)
Cebador (anti-sentido) 0,2 uM 0,2 uM
(2 um)
KAPA Taq HotStart (kapa 1U 1U
biosystem)
ADN (molde) 4,0 uL 4,0 uL

Buffer PCR +MgCl; (la concentracién final del MgCl, a 1X es de 1.5 mM), se suplementa con MgCl,
(25 mM) seglun sea el caso.

2Concentracién final de MgCl,1° ronda de PCR (2mM) 2° ronda de PCR (3mM).
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Tabla 4: Lista de cebadores empleados en la PCR

Cebadores Secuencias Sitio de Blanco Referencia
Reconocimiento
*U968-GC(S)  5- AAC GCG AAG AACCTT AC-3’ 968 Bacteria Zoetendaly col, 1998
U1401 (AS) 5’- CGG TGT GTA CAA GACCC- 3’ 1401 Bacteria Zoetendaly col, 1998
U0o011(S) 5- AGA GTT TGA TCC TGG CTC 11 Bacteria Poulsen y Stahl, 1993
AG-3’
LO677(AS) 5’- CAC CGC TAC ACA TGG AG-3’ 677 Lactobacillus  Heiligy col, 2002
L0159 (S) 5- GGA AAC AG(A/G) TGC TAA 159 Lactobacillus  Heilig y col, 2002
TAC CG -3’
*UO515(AS) 5'- ATC GTA TTA CCG CGG CTG 515 Lactobacillus  Lane, 1991
GCA 3’
Grapa GC 5’- (CGC CGG GGG CGC GCC CCG Muyzer, de Waal vy

GGC GGG GCG GGG GCA CGG

GGG G) -3’

Uitterlinden, 1993

*Una grapa G-C es adicionada al extremo 5’ del cebador El cebador (antisentido) LO515GC(AS) segun

Muyzer, de Wall y Uitterlinden, 1993.
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4.2.4 Analisis por electroforesis DGGE.

Tomando en cuenta que el producto de 400 pb de la PCR anidada estd compuesto
por tantas secuencias como bacterias del grupo de los lactobacilos este contenido en la
muestra (Para leche materna y heces del lactante), estos fueron corridos en una
electroforesis en gradiente lineal desnaturalizante (DGGE) de manera de poder separar los
diferentes fragmentos de igual tamafio, de acuerdo a sus diferencias en la secuencia
nucleotidica.

El gradiente lineal desnaturalizante estara en un rango de 30% a 80% de urea, en un
gel de poliacrilamida al 6%, a partir de una solucion de acrilamida/bisacrilamida 37.5: 1
(40%). Cada banda que se resuelva y sea visualizada en la corrida, se tomard como una
posible especie bacteriana por separado. Haciendo énfasis en las bandas mas intensas vy
mejor resueltas en el gel, y las bandas que tengan el mismo perfil de corrida entre los
carriles de leche materna y heces de su respectivo lactante. Estas uUltimas tienen especial
importancia ya que son candidatas a ser relacionadas como indculo a partir de la leche

materna y colonizacion de la bacteria en tracto intestinal.

36



Para el DGGE se necesitan 7 litros de buffer de corrida se distribuyen en 3L en la
camara de electroforesis y 4 litros en la fiola que sirve de reservorio. Todo el buffer es
continuamente recirculado durante el tiempo que dura la corrida, (6 horas) mediante una
bomba peristaltica. Esto permite que el buffer mantenga su fuerza iénico. La corrida tiene
una duracion de 6 horas a 250 voltios. Todo el sistema es mantenido a 60°C mediante el

calentamiento del buffer, y la recirculacion de agua figura 6.

Recirculaciéon de buffer

Figura 6: Esquema del sistema para electroforesis DGGE.
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4.2.5 Extraccion y elusion de ADN a partir del gel de poliacrilamida DGGE

Las bandas separadas por DGGE se analizaron y se identificaron como “de interés”,
segln los siguientes pardmetros:

Todas las bandas que se lograron separar y resolver adecuadamente.

De estas bandas fueron de especial interés todas aquellas bandas que co-migraron
en el carril de los amplicones pertenecientes a la muestra de leche de la madre y el carril de
la muestra de heces de su respectivo lactante.

Estas bandas de interés se cortaron a partir del gel de poliacrilamida, y se
recolectaron en un tubo de 1,5 mL debidamente rotulados, en buffer TE 1X (tris EDTA), y se

dejaran difundir a 6°C por un lapso de 48 horas, para luego proceder a su re-amplificacion.

4.2.6 Electro elusidon de ADN a partir del gel de poliacrilamida DGGE:

Una vez cortadas y extraidas las bandas de interés a partir del gel de poliacrilamida

(DGGE), estas se dispusieron en tubos de 1.5 ml con 50 pl de TE 1x.

Estas bandas se colocan en los depdsitos de una camara de electro elusién, la

funciona de forma andloga a una camara de electroforesis.

Dichos depdsitos para el ADN estan dispuestos de manera de que el gel cortado con
la banda de interés esté del lado mas cercano al dnodo (carga negativa), de manera que el

ADN sea atraido fuera del gel hacia la direccion del catodo (carga positiva).

El Tampdn de corrida utilizado fue TBE a una concentracion de 0,5X.
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Después de una hora de corrida a 100 V, el ADN ha sido extraido por completo del
gel de poliacrilamida. EI ADN se recupera del lado mas cercano al catodo (figura 7)para

luego proceder a su re-amplificacion.

Y

- 4

Figura 7. Esquema de una camara de electro-elusion. (-) carga negativa (+) carga positiva. La flecha

sefiala la direccion en la que se desplaza el ADN.

4.2.7 re-amplificacién del ADN eluido:
Se realizé una reaccion de amplificacion a las secuencias de ADN escindidas y
eluidas a partir del gel de poliacrilamida, con los cebadores anidados L0159 y LO515 (sin

grapa GC).

4.2.8Secuenciacion de ADN para la identificacion de género y especie bacteriana:

Este paso no fue logrado. Las secuencias que pudieran ser obtenidas a partir de los
amplicones secuenciados se podran usar para realizar un andlisis de complementariedad
(similitud) en diferentes bases de datos con la finalidad de identificar las bacterias

encontradas en las diferentes muestras.

39



5. Resultados:

5.1 Estandarizacion de las PCRs

Para las PCR se utilizaron cebadores que amplifican una region del ADN
bacteriano que codifica ARN ribosomal 16S. Se realizaron estandarizaciones de los
cebadores universales U968-GC (Sentido) U1401 (Anti Sentido), (Zoatendal y col,
1998). En la figura 8 se muestran los productos de la amplificacién por PCR del gen
rARN 16S a dos diferentes temperaturas de hibridacion, empleando cebadores
universales para este gen bacteriano. El producto esperado es de 473 pares de
bases (pb). A Ambas temperaturas de hibridacion se observaron bandas del tamafio
esperado. En el panel Il se muestra también el amplicdn obtenido a partir de una
leche materna (donante 5-M), utilizando para esto el kit (Milk Bacterial DNA
Isolation Kit) de la casa comercial NORGEN, con un volumen inicial de 1 mL leche
materna segun las instrucciones del kit. Se observd para esta muestra una sefial con
una intensidad muy débil, en comparacién a los carriles 2 y 3 (controles positivos), y
la muestra de heces (el carril 4), lo que sugiere que la eficiencia de la amplificacion a

partir ADN obtenido de 1 ml de leche materna (visto cualitativamente), es baja.
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I Temperatura de Hibridacion 55° C  IITemperatura de Hibridacién 55,5 °C

473bp

Figura 8. Deteccidn del gen rARN 16S por PCR a dos temperaturas de hibridacién,
empleando cebadores universales (U968-GC - U1401). En ambos paneles | y II, Carril M: Marcador
de peso molecular 100 pb DNA. Carril 1: Control negativo H,0. Carril 2: Control positivo
Lactobacillus rhamnosus. Carril 3: Control positivo Escherichia coli. Carril 4: ADN obtenido de heces
donante 5B. Adicionalmente sdlo en el panel ll, carril 5: ADN obtenido de leche humana, donante

5M.

Con el objetivo de mejorar la deteccidn, se decidid incrementar el volumen de
muestra para el aislamiento del ADN de leche a 20 mL tal como se describe en los métodos
(4.2.2Extraccion de ADN). Por otro lado, se evalué comparativamente la eficiencia de dos
diferentes estuches comerciales para el aislamiento de ADN 1) Milk Bacterial DNA Isoation
Kit, NORGEN y 2) Wizard Genomic DNA Purification Kit, PROMEGA. Para esto se utilizé la
leche materna de la misma donante (5-M), y se realizé una PCR empleando los cebadores
universales para verificar la eficiencia del aislamiento de ADN. Basandose en la intensidad
de las bandas de producto de PCR se compard la eficiencia de ambos kits de purificacién de

ADN a partir de muestras de leche materna (figura 9).En los carriles 4 y 5, correspondientes
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a los aislados de ADN de muestras de leche 5-M (P) y 5-M (N), se observan bandas con una
mayor intensidad en comparacion a la obtenida en la PCR anterior (panel Il carril 5, figura
8), lo que demuestra que al aumentar la cantidad inicial de leche materna para el aislado
de ADN de 1 mL a 20 mlL, se obtiene una mayor cantidad de producto de PCR.
Adicionalmente se pudo observar que la intensidad de las bandas de los carriles 5y 6
(aislados de ADN a partir de leche materna con los kits PROMEGA y NORGEN
respectivamente) es parecida, por lo que se decidid escoger el kit de la casa comercial

PROMEGA para el resto de los aislamientos de ADN a partir de leche materna

I

‘v
)}

Figura 9. Deteccién del gen rARN 16S por PCR a partir de templados de ADN obtenidos
empleando dos diferentes estuches comerciales, y cebadores universales (U968-GC - U1401).
Carril M: Marcador de peso molecular 100 pb DNA. Carril 1: Control negativo H,0. Carril 2: Control
positivo Escherichia coli Carril 3: ADN obtenido de heces donante 5B. Carril 4: Amplificacion de

templado ADN obtenido con estuche Promega (5M-P). Carril 5: Amplificacion de templado ADN

obtenido con estuche Norgen (5M-N).
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Seguidamente se probaron temperaturas de hibridacion mas altas, tal como se presenta
en la figura 10. A 56 °C (figuras 10 A, B) se logrd obtener productos de PCR con menos
inespecificidades), aungque aun no se logrd corregir del todo. En la figura 10B, se observo
una leve sefial en el carril 1 (control negativo), que probablemente se deba a
contaminacion de la reaccion. Como puede apreciarse en la figura 10 paneles Cy D, a
temperatura de 572C la presencia de bandas inespecificas fue menor. En vista de estos
resultados la temperatura de hibridacién escogida para las PCR con los cebadores

universales (U968-GC - U1401) fue de 57°C.
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Temperatura de hibridacion: 56°C

A 5Mp 5Mn B 5Mp 5Mn

Temperatura de hibridacién: 57°C
C

5Mp 5Mn D 5Mp 5Mn

2345 M

Figura 10. Deteccion del gen rARN 16S por PCR a dos temperaturas de hibridacién,
empleando cebadores universales (U968-GC - U1401). Paneles A, By C se realizaron a 562C.
Paneles Dy E se realizaron a 572 C Para todos los paneles A-E. Carril M: Marcador de peso
molecular 100 pb DNA Ladder INVITROGEN, carril 1: Control negativo H20, carril 2: Control positivo
Escherichia coli. Carril 3: Muestra lactante (5 - B), carril 4: Amplificacién de templado ADN obtenido

con estuche Promega (5M-p). Carril 5: Amplificacion de templado ADN obtenido con estuche

Norgen (5M-n).
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Estandarizacién de la nueva ADN polimerasa (KAPA Taq HotStart), kit de la casa comercial
KAPABiosystems:

Debido al cambio de ADN polimerasa usada para los experimentos, se procedio a
estandarizar las PCR con el uso de este nuevo kit KAPA Tag HotStart. Usando la misma
temperatura de hibridacion usada hasta ahora (66°C), se realizé una curva de
concentracion de cloruro de magnesio (MgCly) de 2,0; 2,5; 3,0 y 3,5 mM, para la primera
ronda de PCR, correspondiente a los cebadores: U0011 - L0677, en este caso también se
empled el ADN aislado a partir de una muestra de heces de 5 — B. Los productos de PCR
fueron corridos en geles de agarosa al 2%. Para la segunda ronda de PCR, se realizd una
curva de concentracion de cloruro de magnesio de 2,0; 2,5; 3,0y 3,5 mM, usando como

ADN molde el producto de PCR de la primera ronda de PCR.
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MgCl, 2.0 mM 2.5 mM 3.0 mM 3.5 mM
A | 45
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ik et ey By O : Band by
\
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
MgCl, 2.0 mM 2.5 mM 3.0 mM 3.5 mM
Amplicon Amplicon Amplicon Amplicon
B —Jleraronda —Jleraronda —Jleraronda —Jleraronda

1:1 1:5 1:10 C+ 1:1 1:5 1:10 C+ 1:1 1:5 1:10 C+ 1:1 1:5 1:10 C+
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Figura 11. Determinacién de la concentracion final éptima de cloruro de magnesio para la
primera y segunda ronda de PCR anidada, con ADN polimerasa de la casa KAPABiosystems. Panel A,
primera ronda de la PCR, se emplean los cebadores U0011 - LO677. MgCly: carriles 1-3: 2.0 mM,
carriles 4-6: 2.5 mM, carriles 7-9: 3.0 mM, carriles 10-12: 3.5 mM. Carril M: Marcador de peso
molecular 100 pb, carriles 1, 4, 7 y 10: muestra de heces del lactante 5-B, carriles 2,5, 8 y 11:
control positivo Lactobacillus rhamnosus, carriles 3, 6, 9y 12: control negativo H,O. Panel B,
segunda ronda de PCR anidada, se emplean los cebadores L0159 - U0515GC. MgCl; carriles 1-5: 2.0
mM, carriles 5-10: 2.5 mM, carriles 11-15: 3.0 mM, carriles 16-20: 3.5 mM. Carril M: Marcador de
peso molecular 100 pb. En cada serie se corren diluciones del templado originado en la primera
ronda de 1:1 (carriles 1, 6,11y 16) 1:5 (carriles 2,7, 12,y 17) y 1:10 (carriles 3, 8, 13 y 18). El
amplicon correspondiente control positivo Lactobacillus rhamnosus en los carriles 4,9, 14 y 19. El

control negativo H,0 en carriles 5, 10, 15y 20.
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Del anadlisis de los resultados de la figura 11A, se tomd para la primera ronda de
PCR concentracion de cloruro de magnesio de 3 mM. La temperatura de hibridacion se
mantuvo en 66°C, la misma usada por Heilig y colaboradores, (2002) con estos cebadores.
Usando como templado el amplicon obtenido a 3mM de cloruro de magnesio de 3mM, se
procedid a evaluar varias diluciones (1:1, 1:5 vy 1:10), para cada concentracién de cloruro de
magnesio (figura 11B), con la finalidad de observar el efecto de la concentracién inicial del
templado en la reaccién. En esta segunda ronda la temperatura de hibridacién fue de 68°C.
En resumen para la nueva ADN polimerasa (KAPA Taq HotStart), kit de la casa comercial
KAPABiosystems, la temperatura de hibridacidon escogida fue de 66°C (primera ronda de
PCR) y 68°C (segunda ronda de PCR). Para ambas rondas de amplificacion la concentracion

de cloruro de magnesio escogida fue de 3 mM.

5.2 Estandarizacion de la PCR anidada.

Para la PCR anidada se utilizaron los cebadores U0011 Sentido (Poulsen y Stahl,
1993) y L0677 Anti Sentido (Heilig y col, 2002), para la primera ronda de PCR, el tamafio
esperado del producto de PCR es de 666 pares de bases, en la segunda ronda de PCR se
emplean los cebadores L0159 Sentido (Heilig y col, 2002) y UQ0515GC Anti-Sentido (Lane,
1991). A este ultimo se le adiciond una secuencia de 40 nucledtidos guaninas y citocinas en
el extremo 5°. A esta secuencia se le denomina comunmente “grapa G-C”: (Muyzer, de
Waal y Uitterlinden, 1993), esta grapa es importante para obtener amplicones que puedan
ser analizados en un DGGE. El tamafio esperado del producto de esta segunda ronda de

PCR es de 396 pb. Todos los amplicones se corrieron en geles de agarosa al 2%. La
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estandarizacion de esta PCR anidada se realizd con una muestra de ADN aislado a partir de
heces del lactante de la donante 5, utilizando una temperatura de hibridacién (66°C),
siguiendo las metodologia descrita por Heilig y colaboradores(2002). Bajo estas
condiciones se procedid a efectuar una curva de concentracion de cloruro de magnesio
para de modo de establecer la concentracién de magnesio adecuada para los estos
cebadores U0011 - L0677 en la primera ronda de PCR. Los resultados se muestran en la
figura 12 donde se observan los productos de PCR del tamafio esperado. En consideracién
de los resultados obtenidos, se adoptd como condiciones dptimas para la primera ronda de
PCR (cebadores U0011- LO677) la temperatura de hibridacion 66°C y la concentracién de
magnesio de 4,5 mM. Seguidamente, se hizo uso de este amplicon obtenido como ADN
molde para la siguiente ronda de PCR, empleando los cebadores anidados L0159 -
UO0515GC. En este caso también se procedid a determinar las condiciones éptimas de

temperatura de hibridacién y de concentracion de cloruro de magnesio (figura 13).
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MgCl, 1.5 mM 2.5 mM 3.5 mM 45 mM

Figura 12. Determinacion de la concentracion final dptima de cloruro de magnesio para la
primera ronda de la PCR anidada. Se emplean los cebadores U0011 - L0677. MgCl,: carriles 1-3: 1.5
mM, carriles 4-6: 2.5 mM, carriles 7-9: 3.5 mM, carriles 10-12: 4.5 mM. Carril M: Marcador de peso
molecular 100 pb, carriles 1, 4, 7 y 10: muestra de heces del lactante 5-B, carriles 2, 5, 8 y 11:
control positivoLactobacillus rhamnosus, carriles 3, 6, 9 y 12: control negativoH,O. Tamafio

esperado del amplicon 666pb
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Figura 13. Determinacién de las condiciones éptimas de la segunda ronda de la PCR
anidada, cebadores L0159 - UO515GC. Panel A. Amplificacién obtenida a cuatro diferentes
temperaturas de hibridacion. Carriles 1-3: 662C, carriles 4-6: 68°C, carriles 7-9:70°C. Carril M:
Marcador de peso molecular 100 pb. En cada serie se presentan los productos obtenidos a partir de
muestra de heces del lactante 5 - B (carriles 1, 4 y 7), los productos obtenidos para el control
positivo Lactobacillus rhamnosus (carriles 2, 5y 8) y la corrida de los controles negativos, H,O
(carriles 3, 6 y 9) Panel B. Determinacion de la concentracién optima de cloruro de magnesio:
carriles 1-3: 1.5 mM, carriles 4-6: 2.0 mM, carriles 7-8: 2.5 mM. Carril M: Marcador de peso
molecular 100 pb. Se presentan los productos obtenidos a partir de la muestra de heces del
lactante 5-B en carriles 1, 4, 7. Los controles positivos de Lactobacillus rhamnosus en: carriles 2, 5,
8. Los controles negativos en los carriles 3 y 6. Tamano esperado del amplicdn especifico es de 396

pb.

En la figura 13A se observd una doble banda, una del tamafio esperado y otra de

mayor tamafio. Ademas no se obtuvo amplificado para la condicidn del control positivo. A
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pesar de esto se eligid usar la temperatura de hibridacion de 68°C y proceder con la
estandarizacion de la concentracion de cloruro de magnesio. (Figura 13B). Con este
resultado se determind que la concentracién optima es de 2 mM En resumen, las
condiciones de PCR anidada se establecieron como primera ronda de PCR: temperatura de
hibridacién 66°C y [MgClz]= 4.5 mM. Segunda ronde de PCR: temperatura de hibridacion

68°C y [MgCly]= 2.0 mM.

5.3 Estandarizacion del DGGE:

Con el objetivo de estandarizar la técnica de DGGE se realizé una corrida en un gel
al 6 % acrilamida/bisacrilamida en condiciones desnaturalizantes con un gradiente de 0% al
100% de Urea. Para cada carril se cargaron 10 plL de producto de PCR de los experimentos
independientes bajo las condiciones descritas en la figura 10, correspondientes a las

muestras del par madre (5-M) vy lactante (5-B).

Debido a que la radiacién con luz UV necesaria para visualizar las bandas
(previamente teflidas con SYBR Green), provoca dimeros de timina que entorpecen la
replicacion normal del ADN y por ende la reaccion de PCR (klug, Cummings y Spencer,
2006), se decidié iluminar con UV sélo el tiempo necesario para cortar y extraer las bandas
de interés a partir del gel sin arriesgar su integridad, prescindiendo de la

fotodocumentacion, por lo que la imagen del gel (DGGE) no se muestra.

Es importante mencionar que las bandas sefialadas como de interés son todas
aquellas que hayan sido correctamente resueltas y sean facilmente visibles en el gel, con

énfasis en las secuencias co-migrantes.
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A continuacién se muestra un esquema de cémo se cargaron las muestras el gel

para el DGGE y las bandas escindidas una vez finalizada la corrida (figura 14).
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Figura 14. Esquema del gel de DGGE. Carriles 1, 6 y 13 (producto de PCR del control positivo, E.
coli), carriles 2, 7, y 15 (producto de PCR de la muestra del lactante 5 — B), carriles 3, 8, y 17
(productos de PCR de las muestras de leche materna 5 — M, correspondiente al kit de aislamiento
de ADN (kit PROMEGA), carriles 4, 9 y 19 (productos de PCR de las muestras de leche materna 5 —
M, correspondiente al kit de aislamiento de ADN (kit NORGEN).La numeracion corresponde a la
separacion por experimento: 1, 2 y 3 (figura 11A,B, y C respectivamente). Las lineas verdes
muestran esquematicamente las posiciones de las bandas que fueron escindidas. En el carril 3 se
observé un barrido, por lo que no se cortd ninguna banda. Las flechas azules y rojas sefialan las

bandas que co-migran con las bandas de control positivo (carriles 1, 6y 13).
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Para tener una banda patrén en el DGGE, se cargaron muestras de producto de PCR
a partir de aislados de ADN de colonias de E. coli (E), en los carriles 1, 6 y 13. Para este
templado se obtuvieron 2 bandas correspondientes a dos secuencias diferentes del mismo
tamanfio (473 pares de bases), lo que sugiere la existencia de dos cepas de E. coli en este
aislado, y que a su vez co-migran con las muestras de heces del lactante 5 — B, de los tres

experimentos, carriles 2, 7y 15 (flechas azules y rojas).

Para los productos de PCR del experimento 1, se pudo observar bandas co-
migrantes (flecha azul) entre las muestras del lactante 5 — B (1) y muestras de leche
materna de la madre 5 - M (N.1), carriles 2 y 4 respectivamente y que a su vez migran al
mismo nivel en el gel con una de las bandas detectada en la muestra del carril 1 muestra

patron E.1.

En el experimento 3 podemos observar el mismo patréon de corrida en comparacion
al experimento 1 (flecha azul), carril 13: E.3, carril 15: 5—B (3), carril 17: 5= M (P.3) y carril
19:5-M(N.3), lo que sugiere la presencia de E. coli tanto en leche materna como en heces

del lactante.

Cuando analizamos la corrida del experimento 2, en los carriles 6y 7 (Ey 5 — B
respectivamente) no se observan cambios con respecto a los experimentos réplicas 1y 3
(flechas azules y rojas). En contraposicion, las muestras de leche materna (carriles 8 y 9,
flecha roja), exhiben un patréon de migracién totalmente diferente con respecto a las
mismas muestras de los experimentos 1y 3 (carriles: 4, 17 y 19). Se debe destacar que para

el caso de las muestras 5 — B, correspondiente a los experimentos 1y 2, solo se obtuvieron
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dos bandas, en comparacién al carril 15: 5 — B (3), donde se obtienen una mayor cantidad
de bandas (5 en total), lo que podria esperarse tomando en cuenta que se trata de una

muestra de heces, la cual es una referencia de la microbiota intestinal del lactante.

Con la finalidad de indagar acerca de la aparicion de una banda de tamafio esperado
en el carril del control negativo (figura 10B), se corrid esta junto con otra muestra de
control negativo sin sefal (figura 10A), carriles 5 y 11 respectivamente. Se observa
entonces una banda (carril 5) que co-migra con las bandas del control positivo (flechas
azules, figura 14), lo cual hace presumir de una contaminacion que fue detectada con el
uso de los cebadores universales U968-GC - U1401, los cuales poseen una gran sensibilidad

a la existencia de ADN de cualquier organismo bacteriano.

Extraccién de ADN a partir de bandas escindidas de un gel de poliacrilamida (DGGE):

Las bandas escindidas (figura 14), fueron eluidas del gel de poliacrilamida (4.2.5
Extraccion y elusion de ADN a partir del gel de poliacrilamida DGGE). Los cédigos de las

muestras eluidas se muestran en la tabla 5.
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Tabla 5. Cadigos de las bandas escindidas a partir del gel de DGGE, por experimento y
por muestra. B (control negativo de las PCR), E (control positivo de las PCR), 5 — B (amplicon a
partir del aislado de ADN de muestras de heces del lactante), 5 — M (P) (amplicon de ADN
aislado a partir de leche materna con el kit de la casa comercial PROMEGA), 5 — M (N)
(amplicon de ADN aislado a partir de leche materna con el kit de la casa comercial NORGEN).

# DE BANDA ESCINDIDA POR MUESTRA A PARTIR DEL GEL DE DGGE

MUESTRA B E (E.coli) 5-B 5—M (P) 5—M (N)
Experimento 1 . 6,12 7,8 . 9
Experimento 2 10 5,11 2,4 3 1
Experimento 3 . 20, 21 15, 16, 17, 14 13

18,19

En la figura 15, se observa la re-amplificacion de las bandas electro eluidas, se
realizd una PCR usando los cebadores universales U968 (cebadorU968-GC sin la grapa GC) y
U1401, con el fin de verificar si el ADN podia ser re-amplificado exitosamente, paso

importante para su posterior secuenciacion.
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Figura 15: Re-amplificados de las bandas escindidas a partir del gel de DGGE con cebadores
universales (U968 - U1401). Panel A(carril M:Marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder
INVITROGEN, carriles 1 al 5: re-amplificados del 1 al 5, carril 6: control negativo: H,O,carril 7: control
positivo Escherichia coli.), Panel B (carril M: Marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder
INVITROGEN. carriles 1 al 11: re-amplificados del 6 al 16, carril 12: control negativo H,0, carril 13:
control positivoEscherichia coli.), Panel C (carril M: Marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder
INVITROGEN. carriles 1 al 5: re-amplificados del 17 al 21, carril 6: control negativo: H,0, carril 7:
control positivo Escherichia coli.). Cédigos de las muestras en la Tabla 4. Tamafio de producto de

PCR esperado 433.
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5.4 Estandarizacion Electro Elusion:

Con el objeto de acotar la deteccién de especies bacterianas al orden de
lactobacillales, se emplearon cebadores especificos para este orden de bacterias. Se realizd
una PCR anidada segln se describe en el punto 4.2.3. En la figura 16 se muestra una corrida
DGGE de tres productos de diferentes PCR anidadas, empleando un templado control

correspondiente a Lactobacillus rhamnosus.

<== 3 bandas

- == 1 banda

P (o

Figura 16. Perfil de bandas en corrida DGGE (30-80% urea), de productos de PCR anidada.
Carril 1, 2 y 3: amplicones de control positivo (Lactobacillus rhamnosus), de tres diferentes PCR
anidadas. Se escindieron 3 bandas co- migrantes (flecha azul), de los carriles 1, 2 y 3 (L.1, L.2, L.3
respectivamente), otra banda (L.4) correspondiente al carril 3 (flecha roja), y un segmento de gel

(B): gel sin ADN (control negativo).

Se obtuvo un patrén de bandas muy similar para las tres muestras corridas (figura
16, carriles 1, 2 y 3). Este resultado es coherente tomando en cuenta que se trata de
distintos productos de PCR con una misma muestra (aislado de ADN a partir de un

liofilizado de Lactobacillus rhamnosus). Se escindieron 4 bandas y un control negativo a
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partir del gel de DGGE, tal como se muestra en la figura 16, y se procedio a eluir el ADN con

una técnica de electro-elusion, (4.2.6 Electro elusion de ADN a partir del gel de

poliacrilamida DGGE).

Posteriormente, se procedié a realizar una PCR del ADN eluido, usando los

cebadores LO159 - U0515 (figura 17). El tamafio esperado para el amplicon es de 356 pb.

=
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<= 356 pb

100 pb

Figura 17. Re-amplificados de las bandas electro eluidas a partir del gel de DGGE
empleando cebadores especificos (L0159 - U0515). Carril M: Marcador de peso molecular 100 pb
DNA Ladder, carriles 1, 2 y 3: bandas escindidasL.1, L.2, L.3, carril 4: banda escindida L.4, carril 5:
Control positivo DNA gendmico de Lactobacillus rhamnosus, carril 6: Control negativo

correspondiente a una banda escindida sin ADN (B), carril 7: Control negativo correspondiente al

buffer de corrida de la cdmara de electro-elusion (BF).

Se obtuvieron amplicones para todas las muestras (Figura 17, bandas escindidas L.1,
L.2, L.3,L.4), Lo que indica el ADN eluido a partir de bandas escindidas de un gel de

poliacrilamida (DGGE), mediante el uso de un campo eléctrico similar al usado en
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electroforesis en geles de agarosa fue exitoso. Para L[.4 se obtuvo una sefal
considerablemente menor, lo que posiblemente se deba a que se trata de una banda con
menos afinidad por los cebadores LO159 - U0515, en comparacién con L.1, L.2 yL.3. Para el
carril (B) en el que se esperaria una ausencia absoluta de sefial, se puede apreciar una leve
sefial, y otra un poco mas intensa en el carril (BF), lo que sugiere la existencia de una
pequefia contaminacién en el buffer de corrida para la electro-elusién, cuya fuente podria
deberse al contacto del ADN eluido a partir de las bandas con producto de PCR con el

buffer de corrida.

5.5 Deteccion molecular de bacterias en muestras pareadas de leche materna y heces
de lactante.

En la figura 18 se presentan los productos de amplificacion con cebadores
universales U968-GC (Sentido) U1401 (Anti Sentido), (Zoatendal y col, 1998), se evaluaron
los pares donantes 1 al 4, y del 6 al 9, en esta ronda de experimentos no se incluyd el par
donante 5, por haber sido amplificado en la estandarizaciéon de los cebadores. Se
obtuvieron productos de PCR para todas las muestras amplificadas (paneles A y B). Este
resultado confirma la existencia de ADN bacteriano en muestras de leche materna, la
amplificacién también resultd exitosa para las muestras de heces (paneles C y D).
Seguidamente se procedié a utilizar sobre el mismo conjunto de templados, un par de
cebadores especificos para el género de los Lactobacillus (L0159 - LO677), disefiados por
Heilig y colaboradores, (2002) con una modificacién en el cebador L0159 (sentido), al que

se le adiciond una “grapa GC” tal como se describe en el punto 4.2.4 Analisis por
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electroforesis DGGE, esta grapa es imprescindible para posteriormente hacer las corridas
en un DGGE, y que consiste en una secuencia en el extremo 5" enriquecida en G-C (40
nucledtidos entre guaninas y citocinas): (Muyzer, De Waal y Uitterlinden, 1993), en este
caso el tamafio esperado para estos amplicones es de 558 pb. En esta figura se puede
observar que todas las muestras de leche humana en estudio (Figura 19A y 19B),
mostraron amplicones consistentes con la presencia de lactobacilos. También se observé el
amplicon de lactobacilos en cada muestra pareada de heces de sus lactantes (figuras 19C y
19D). Cabe sefialar la diferencia entre donantes en relacion a la intensidad de la bandas en
el gel, sugiriendo la variabilidad en la cuenta de bacterias lactobacilos entre muestras de

leche humana.
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__Amplificacién de bacterias d bacterlas de leche humana

M7 8 9 10 11 12

Amplificacién de bacterias de heces de lactante
C

M1 2 3 4 56 M7 8 9 10 11 12

Figura 18. Deteccion por PCR, del gen rARN 16S, empleando cebadores universales (U968-
GC - U1401) en ocho muestras del estudio. Paneles A y B amplicones obtenidos en leche materna.
Carriles M: Marcador de peso molecular 100 pb, carriles 1 al 4 (panel A) y 7 al 10 (panel B):
muestras de leche materna, carriles 5 y 11: control negativo H,0, carriles 6 y 12: control positivo
Escherichia coli. Panel C y D amplicones obtenidos en heces de lactantes. Carriles M: Marcador de
peso molecular 100 pb, carriles 1 al 4 (panel C) y 8 al 11 (panel D): muestras de heces de lactantes,
carriles 6 y 7: control negativo H,0O, carriles 5 y 12: control positivo Escherichia coli. Tamafio de

producto de PCR esperado 473.
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Amplificacién de lactobacilos de leche humana
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Amplificacién de lactobacilos de heces de lactante
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Figura 19. Deteccion por PCR, del gen rARN 16S, empleando cebadores especificos para
lactobacilos (LO159-GC - L0677) en ocho muestras del estudio. Paneles A y B amplicones obtenidos
en leche materna. Carriles M: Marcador de peso molecular 100 pb, carriles 1 al 4 (panel A)y 7 al 9
(panel B): ADN de muestras de leche materna, carriles 5y 11: control negativo H,0, carriles 6 y 12:
control positivo Escherichia coli. Panel C y D amplicones obtenidos en heces de lactantes. Carriles
M: Marcador de peso molecular 100 pb, carriles 1 al 4 (panel C) y 8 al 11 (panel D): muestras de
heces de lactantes, carriles 5y 12: control negativo H,0, carriles 6 y 7: control positivo Escherichia

coli. Tamafio de producto de PCR esperado 558
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5.6 Analisis de los segmentos amplificados del gen rARN 16S por DGGE

empleando cebadores para lactobacilos.

Fueron realizadas varias corridas de DGGE con productos de PCR como los
presentados en las figuras 16A, B, C y D con los cebadores especificos para lactobacilos
(LO159-GC - LO677). Los resultados no fueron satisfactorios, y en todos los DGGE realizados
con productos de PCR llevadas a cabo con los cebadores (LO159-GC - L0677), se obtienen

resultados similares al al presentado en la figura 20.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 20. Andlisis de los productos de PCR especifica para lactobacillus en DGGE con
gradiente de urea de 30% a 80%. Carriles 1 y 18: Amplicones de control positivo (Lactobacillus
rhamnosus,), carriles 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y 16: amplicones obtenidos a partir de leche materna.
Carriles 3, 5,7, 9, 11, 13, 15 y 17: amplicones obtenidos a partir de heces de lactantes. Muestras

pareadas donantes 1, 2, 3,4,6, 7,8,y 9.

En vista de la pobre deteccién de bandas en los carriles correspondientes a leche
humana y a la deficiente resolucién de los productos de PCR con cebadores especificos
para Lactobacillus corridos en el DGGE (figura 20), se realizd una revision bibliografica

sobre los oligonucledtidos usados hasta ahora, y se decidié utilizar una PCR anidada segun
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la metodologia utilizada por Heilig y colaboradores (2002), con el objeto de enriquecer los

amplicones de la leche.

5.7 Deteccién molecular de bacterias en muestras pareadas de leche materna y heces
de lactante por la estrategia de la PCR anidada

Se realizaron las reacciones de PCR con la totalidad de los pares donantes,
incluyendo la muestra de heces de la madre donante 2 (figura 21). Esta estrategia emplea
cebadores especificos para microorganismos del género de los Lactobacillus, logrando la
deteccion de este género en 10 de las 12 muestras en estudio y en la totalidad de las
muestras de heces evaluadas (figura 21). De un total de 12 pares de muestras (n= 12), la
detectacién de Lactobacillus en 10 de ellas, equivale a un 83.3% de muestras positivas para
este género. Adicionalmente, se observd un amplicon del tamafio esperado (396 pb) para
Lactobacillus en el andlisis de la muestra de heces de la madre donante Nro. 2. Estos
resultados demuestran la existencia de bacterias del género de los Lactobacillus en heces
de la madre del nifio, su leche y las heces del lactante.
Ademas del amplicdn de tamafio 396 pb, en muchas de las muestras en estudio y también

en los controles positivos, se obtuvo una segunda banda de alrededor de 600 pb.
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Figura 21. Deteccion por PCR anidada, de segmento del gen rARN 16S, empleando
cebadores especificos para lactobacilos en doce muestras pareadas del estudio. Se procesaron
simultdneamente la muestra de ADN de leche de la madre y la muestra de ADN de heces del
lactante correspondiente. Carriles M: Marcador de peso molecular 100 pb, Muestras de leche
materna: carriles 1 al 5, 15 al 18 y 25 al 27. Muestras de heces de los lactantes: carriles 6 al 10, 19 al
22 y 28 al 30. Control positivo Lactobacillus rhamnosus carriles 11, 23 y 31. Control negativo H,0:

carriles 13, 24 y 32. El carril 14 corresponde al analisis de una muestra de heces de la donante 2.
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5.8 Andlisis de los segmentos amplificados del gen rARN 16S por DGGE empleando la estrategia de la
PCR anidada

Algunos de los productos de PCR de los pares madre e hijo Nros 2, 4 y 5 fueron amplificados
exitosamente y corridos en un DGGE (figura 22). En esta figura se observa una banda comun que
co-migra entre muestras pareadas en estudio, y estas a su vez coinciden con la banda
perteneciente al control positivo (Lactobacillus rhamnosus), en el carril 7. Esto demuestra que
efectivamente existe ADN de bacterias del género de los Lactobacillus, en la leche materna que
conforma parte de la microbiota del bebé (muestras de heces) en lactancia exclusiva.

Desafortunadamente, no se obtuvo a partir de las bandas escindidas vy
reamplificadas, cantidad suficiente para efectuar la secuenciacion. Ademas, las siguientes
corridas por DGGE de las otras muestras en estudio no resultaron en perfiles aceptables
para su procesamiento. A pesar de volver repetidamente a la optimizacion de las
condiciones de la amplificacion, nunca se pudo obtener una corrida suficientemente limpia

para escindir las bandas para su secuenciacion.
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Par #2 Par #4 Par #5

Leche Heces Leche Heces Leche Heces C+

Figura 22. Andlisis de los productos de PCR anidada en DGGE con gradiente de urea de 30%
a 80%. Amplicones obtenidos a partir de leche materna: carriles 1, 3 y 5. Amplicones obtenidos a
partir de heces de lactantes, carriles 2, 4 y 6. Control positivo Lactobacillus rhamnosus, carril 7. Las

muestras corresponden a los pares de muestra madre e hijo NUmeros 2, 4y 5.
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6 Discusion:

Al evaluar la composicion microbiana de una muestra con métodos dependientes
de cultivo se corre el riesgo de cometer errores de identificacion, esto es debido a que al
utilizar métodos de enriquecimiento y crecimiento en medios microbioldgicos, la
microbiota originalmente presente en la muestra es sometida a importantes cambios
adaptativos, lo que favorece que ciertas especies bacterianas con mas capacidad para
dominar el entorno, se seleccionen y superen a otros componentes microbianos. Por esta
razon las poblaciones numéricamente menos importantes, o mas sensibles a las

condiciones de estrés aplicadas durante el cultivo, son dificiles de recuperar e identificar.

Una metodologia cultivo-independiente de amplia aplicacion y versatilidad es el
DGGE, empleada en el presente trabajo. Se debe tomar en cuenta, sin embargo, que este
método también tiene limitaciones 1) La extraccion de acidos nucleicos de las muestras no
segura la lisis de todos los microorganismos presentes ni la recuperacién de los acidos
nucleicos intactos. Es posible que durante la purificacion de los acidos nucleicos obtenidos
no se eliminen totalmente sustancias que puedan inhibir la reaccién de PCR. 2) También la
reaccion de PCR puede introducir errores, pueden ocurrir amplificaciones preferenciales
(debido a la reasociacion del DNA gue se usa como templado y que evita la unién de los
cebadores o a la formacién de moléculas quiméricas (moléculas de rADN hibridas). Una
dificultad importante en la aplicacién del DGGE es la formacion de moléculas heteroduplex
(asociacién de cadenas sencillas de moléculas diferentes de DNA) durante la amplificacion

por PCR. Estos heteroduplex dificultan la interpretacion de patrones de DGGE, estos
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artefactos pueden ser reducidos utilizando en la reaccion de PCR mayor fuerza ionica,
aumentando las concentraciones de cebadores y disminuyendo las temperaturas de
asociacion y el numero de ciclos de amplificacién. Todos estos pardmetros fueron

laboriosamente ajustados a lo largo del presente trabajo.

Aungue existen reportes sobre la posibilidad de separar por DGGE secuencias que
difieren en una sola base, también se ha reportado la dificultad de separar fragmentos que
difieren en 2 ¢ 3 bases (Kisand y, Wikner, 2003). Otra limitacion de esta técnica es el
ndmero maximo de bandas de DNA que puedan separarse, aunque se ha reportado la
deteccion de poblaciones que constituyen el 1% de la comunidad por PCR-DGGE, es posible
gue ocurra la co-migracion de fragmentos de DNA, que provocaria la subestimacion de la
diversidad microbiana y la dificultad para extraer secuencias para su identificacion, para
contrarrestar esta posibilidad en este estudio trabajamos con cebadores especificos para la

familia de los lactobacillaceae (figura 21).

Estandarizacion de cebadores universales (U968-GC - U1401) y aislamiento d ADN a partir
de muestras de leche materna y heces de sus respectivos lactantes:

Para la estandarizaciéon de reacciones de PCR, uno de los factores criticos en tomar
en cuenta para obtener amplicones limpios y especificos es la temperatura de hibridacién,
la cual debe ser estandarizada empiricamente para cada par de cebadores. Es importante
tener en cuenta que, al tener una temperatura de hibridacién muy baja, se obtendran
segmentos no especificos del producto de ADN, causando la aparicién de multiples bandas

en el gel de agarosa, y si por el contrario la temperatura de hibridacidon es muy alta, la

69



amplificaciéon del producto deseado se reduce considerablemente debido a que la

hibridaciéon de los cebadores al ADN blanco disminuye (Rychlik, Spencer y Rhoads, 1990).

El magnesio (Mg?*) es también un componente importante en la reaccién de PCR,
debido a que este cofactor es indispensable para la actividad de la enzima ADN polimerasa,
responsable de la sintesis de ADN en la reaccién de PCR. Dado que el magnesio es
adicionado a la reaccién como una sal de cloruro de magnesio (MgCl,), esta se disocia en
iones de Mg?* y CI" en el ambiente acuoso de la reaccién de PCR y los iones con carga
positiva del magnesio interactlan con las cargas negativas de los grupos fosfato tanto del
ADN molde como de los cebadores, por lo que a concentraciones muy altas de Mg?*, la
interaccion ADN blanco/cebador es estabilizada, inclusive cuando no son altamente
complementarios, obteniéndose productos de PCR inespecificos. Por esta razéon es
necesario establecer empiricamente una concentracion de magnesio que por un lado
permita que la enzima ADN polimerasa trabaje adecuadamente, y por otro se evite la
formacion de productos de PCR inespecificos. Tomado de:
http://www.babec.org/files/PCR_2012/PCR_Optimization_Student_Guide 2012.pdf (2 de

marzo de 2015).

Tomando en cuenta todos estos factores, y posteriormente a una serie de
reacciones de PCR, la temperatura de hibridacién escogida para las PCR con los cebadores
universales (U968-GC - U1401) fue de 57°C (figura 10C). Se observd que al aumentar a
58°C (figura 10D), las bandas de tamafio esperado tienden a desaparecer debido a que a

temperaturas de hibridacion son muy altas, y la cantidad de producto de PCR deseado se
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reducen notablemente lo que indica que a esta temperatura, la interacciéon cebador ADN
molde es ya muy ineficiente y por lo tanto se hace mas dificil la adhesién de los cebadores
con el ADN blanco (Rychlik, Spencer y Rhoads, 1990). Se obtuvieron buenos resultados con

estos cebadores a una concentracion de MgClode 1,5 mM.

Paralelamente se realizé la estandarizaciéon de los aislamientos de ADN total a partir
de muestras de la donante 5 (leche materna y heces de su respectivos lactante). Para esto
se realizaron reacciones de PCR con los aislados de ADN para verificar la existencia de ADN
bacteriano. En el caso de las muestras de heces del lactante 5 - B, se uso el kit QIAmp DNA
Stool siguiendo las instrucciones del fabricante y se obtuvo una banda de tamafio esperado
de 473 pares de bases (figura 8), por lo que se no se realizaron modificaciones para este

Caso.

Para el aislamiento de ADN total a partir de una muestra de leche materna (donante
5 -M), usando 1 mL de la muestra segun instrucciones del fabricante (Milk Bacterial DNA
Isolation Kit), la banda de tamafio esperado (473 pares de bases) fue muy tenue en
comparacién a las bandas de control positivo y de aislado de ADN a partir de heces de su
respectivo lactante (figura 8, panel Il), por lo que se decidid probar con un volumen inicial
de 20 mL en lugar de 1 mL. Ademas del kit (Milk Bacterial DNA Isoation Kit, NORGEN) se
utilizé el kit (Wizard Genomic DNA Purification Kit, PROMEGA), con el objetivo de comparar
la eficiencia del aislado de ADN entre estos, y determinar la metodologia mas idonea para

el aislamiento de ADN a partir de leche materna.
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Basandose en experimentos en los que se realiza la estimacion de la abundancia de
un taxon especifico mediante la intensidad de las bandas de productos de ADN en perfiles
de DGGE, y relacionandolo con la cantidad de ADN especifico para ese taxdén en una
muestra (Nikolcheva y col, 2003; Nubel y col, 1999), que no es mas que la cantidad de ADN
de un microorganismo especifico, amplificado mediante una reaccién de PCR, se procedid a
comparar la intensidad de los productos de una PCR con cebadores universales para
bacterias (U968-GC - U1401)y contrastar la eficiencia de ambos kits de purificaciéon de
ADN a partir de muestras de leche materna (figura 10). En el presente trabajo, los
resultados no fueron analizados mediante ningln programa informatico, por lo que se dice
gue estos analisis se hicieron de manera cualitativa, con el solo objetivo de discernir vy
decidir entre dos kits diferentes de extraccion de ADN. En los carriles5 y 6,
correspondientes a los aislados de ADN de muestras de leche 5-M (P) y 5-M (N) (figura 10),
se observan bandas con una mayor intensidad a la obtenida en el experimento anterior
(carril 5, figura 8), por lo que se determind que al aumentar la cantidad inicial de leche
materna para el aislado de ADN (de 1 mL a 20 mL), se obtiene una mayor cantidad de
producto de PCR, dado posiblemente a una mayor concentraciéon de ADN molde aislado a
partir de las muestras de leche materna. Por otro lado, la intensidad de las bandas de los
carriles 5y 6 (aislados de ADN a partir de leche materna con los kits PROMEGA y NORGEN
respectivamente) es parecida, lo que sugiere que la eficiencia de aislado de ADN mediante
ambos kits es similar. Este resultado nos permitid escoger el kit de la casa comercial
PROMEGA (mas econdmico) para el resto de los aislamientos de ADN a partir de leche

materna.
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Estandarizacion del DGGE:

Posteriormente se utilizaron productos de PCR de 3 reacciones diferentes (figuras
10 A, B y C) correspondientes a muestras del par donante 5 para la estandarizacion de la
técnica de DGGE (figura 14). En relacién a los producto de PCR obtenidos a partir de
aislados de ADN de colonias de E. coli que sirvieron como secuencias conocidas para ser
comparadas con el perfil de corrida de las muestras, cabe sefialar que se obtuvieron 2
bandas correspondientes a dos secuencias diferentes del mismo producto de PCR (473
pares de bases), lo que sugiere la existencia de al menos dos cepas de E. coli.
Adicionalmente, se observaron bandas tanto para las muestras de leche materna como
para las muestras de heces de su lactante que co-migraron con la muestra patrén lo que
sugiere la presencia de Escherichia coli tanto en leche materna como en heces del lactante,

es necesario sefialar que no se descarta la posibilidad de contaminacién cruzada.

A lo largo de este trabajo, se encontré diferencias encontradas entre diferentes
reacciones de PCR, llevadas a cabo con las mismas condiciones experimentales, no son un
evento extrafio, debido a que las reacciones de PCR son procesos estocasticos en si
mismos, y estas variaciones dependientes del azar se hacen mas evidentes en reacciones
de PCR donde el ADN blanco se encuentra en pequefias cantidades, obteniéndose

fluctuaciones entre resultados de varias réplicas de una misma PCR (Butler y Hill, 2010).

Por otro lado, la aparente existencia de cepas de E. coli en muestras de leche
materna observadas en el DGGE, es coherente con estudios recientes que sefialan que esta

bacteria podria encontrarse entre las primeras especies que colonizan el intestino neonatal
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(Favier y col, 2002). La presencia de E. coli en leche materna ya ha sido reportada, (Martin y
col, 2007; Rodriguez y col, 2008), y aunque existen cepas patégenas, otras cepas de esta
especie son habitantes normales de la flora intestinal, y con funciones ecoldgicas
relevantes en la mucosa intestinal humana (Grozdanov y col, 2004). Estas propiedades
pueden resultar muy Utiles para reducir la incidencia de patdgenos en neonatos de alto
riesgo expuestos a ambientes hospitalarios, como es el caso de la cepa E. coli Nissle 1917
(06:K5:H11), la cual es la base de un producto probidtico infantil ampliamente usado en
Alemania y otros paises del este de Europa, donde diversos estudios han reportado que su
aplicacion via oral, tanto en nifios nacidos a término como en prematuros, ha resultado en
una reduccion significativa en el nimero y la gravedad de infecciones infantiles (Cukrowska

y col, 2002).

Después de haber realizado varias corridas de DGGE, se hizo evidente la ventaja de
ir reduciendo el rango del gradiente de urea de 0 a 100% hasta llegar a 30-80% de urea,
con la finalidad de lograr una mejor resolucién de las bandas de ADN. Las bandas
escindidas, fueron eluidas y re-amplificadas exitosamente (mediante una PCR usando los
cebadores universales U968 (cebadorU968-GC sin la grapa GC) y U1401, paso importante

para su posterior secuenciacion.

Estandarizacion Electro Elusion:

Para esta estandarizacion se usaron 3 productos de PCR anidada pertenecientes a
liofilizados de Lactobacillus rhamnosus, y se corrieron en un DGGE. Se obtuvo un patrén de

corrida similar para las 3 muestras tal y como se esperaba, tomado en cuenta que se trata
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de réplicas de la misma muestra, sin embargo cada carril mostré un perfil de corrida de 3
bandas, a pesar de tratarse de un amplicon de una muestra que solo contenia ADN
perteneciente a una cepa de Lactobacillus rhamnosus. Las razones de este resultado no se
conocen. Se cortd una banda por muestra a partir del gel de poliacrilamida (flecha azul,
figura 16) y una adicional para la muestra del carril 3 (flecha roja, figura 16), para un total
de 4 de las bandas resueltas, y adicionalmente se cortd un pequefio segmento del gel de
poliacrilamida para ser usado como control negativo. Las bandas escindidas fueron electro-
eluidas (4.2.6 Electro elusion de ADN a partir del gel de poliacrilamida DGGE), y
posteriormente se realizd una reaccion de PCR usando los cebadores LO159 - U0515 (figura
17). Vale destacar que para este paso el uso de cebadores sin la grapa GC (U0515 sin grapa
GC), es importante ya que los productos de PCR (correspondientes a las muestras de las
donantes) que pudieran ser obtenidos a partir de este paso, seran usados para
secuenciacion, y el segmento 5" (grapa GC) ya no es necesario. Se obtuvieron amplicones
de tamafio esperado (356 pb), para todas las bandas electro eluidas, lo que demuestra el
éxito de la técnica para eluir ADN de bandas escindidas a partir de geles de poliacrilamida
(figura 17). Para la banda L.4 (escindida del carril 3, flecha roja), se obtuvo una sefial
considerablemente menor en comparacion con las bandas de los carriles 1, 2y 3 (L.1, L.2,
L.3 respectivamente, flecha azul). Esta diferencia se debié posiblemente a que [.4 sea una
banda inespecifica a partir de la amplificacién por PCR de una muestra Unica de
Lactobacillus rhamnosus, que solo se hizo visible en la corrida de DGGE, y por lo tanto esta
banda tenga una menor afinidad por los cebadores L0159 - U0O515, sin embargo esto solo

puede ser corroborado mediante la secuenciacién.
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Reaccién de PCR con cebadores universales (U968-GC - U1401) de las muestras de

leche materna y heces de sus respectivos lactantes:

Se realizaron amplificaciones con los cebadores universales (U968-GC - U1401), de
muestras de leche materna y heces de los pares donantes 1 al 9 (figura 18), con excepcién
del par 5 que habia sido amplificado durante la estandarizacion de los cebadores

universales (figura 10).

Se detectd la presencia de ADN bacteriano tanto en los aislados de ADN de
muestras de leche materna, como en la muestras de heces de sus respectivos lactantes
para todas las muestras procesadas. Sin embargo, es importante sefialar que la poca
intensidad de las bandas obtenidas en las reacciones de PCR correspondientes a las
muestras de leche materna (figuras 18A y 18B), se debe probablemente a la cantidad
relativamente baja de ADN blanco que tiene una correlaciéon directa con la baja
concentracion bacteriana contenida en leche materna, <10® UFC/ml (Pérez y col, 2014), lo
cual contrasta con una mayor concentracion bacteriana en muestras de heces (figuras 18C

vy 18D).

Este resultado sugiere la existencia de una microbiota bacteriana en la leche
materna de madres sanas, y es consistente con algunos estudios que destacan la presencia

de grupos bacterianos aislados a partir de leche materna entre los que se encuentran
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Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus, staphilococcus, Leuconostoc y lactcoccus

(Donnet-Hughes y col, 2010; Heikkila y Saris, 2003)

Se conoce que la leche materna es vital para el crecimiento de una microbiota
benéfica en el intestino del recién nacido, por un lado mediante la transmision directa de
bacterias viables y por otro mediado por factores bioquimicos e inmunoldgicos que
favorecen el establecimiento de estas. El desarrollo e integridad de estas comunidades
microbianas parecen tener implicaciones muy importantes, en relacion al desempefio
metabdlico y funcionamiento inmunoldgico del intestino después del destete y para toda la

vida (Martin y Sela, 2013).

En la actualidad existen cada vez mas evidencias que sugieren que alteraciones en la
composicion de la microbiota intestinal debido a habitos alimenticios occidentales, higiene
y la medicina moderna, estarian asociados a enfermedades crénicas como la obesidad
(Backhed y col, 2005), la diabetes (Neu y col, 2010) y desordenes inmunoldgicos e
inflamatorios (Penders y col, 2007; Round y Mazmanian, 2009; Shorter y col, 1979) y cancer

(Zzhangy col, 2011).

Al momento de nacer el intestino del neonato es estéril, y el primer encuentro con
organismos microbianos comienza durante el parto y por consiguiente, la primera fuente
de bacterias para el intestino del recién nacido provendra del ambiente vaginal, la piel de la
madre, y las heces maternas (dada su cercania con el orificio vaginal), por lo que el recién
nacido sera colonizado tanto por microorganismos intestinales como no intestinales. Estos

primeros colonizadores son capaces de reducir el ambiente intestinal, preparando el
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camino para bacterias entéricas y propiciando asi la colonizacion de anaerobios que
tomaran el lugar de las bacterias aerobias provenientes de ambientes externos (Morelli,

2008; Faviery col, 2002).

Los Bebés nacidos vaginalmente y a término son colonizados casi inmediatamente
por anaerobios facultativos como Lactobacillus y Streptococcus y posteriormente los
Bifidobacterium dominaran la microbiota de nifios alimentados exclusivamente con leche
materna (Favier y col, 2002). Con el paso de los meses y la introduccion de alimentos
solidos en el periodo de destete, decrecerd el nimero de anaerobios facultativos vy
aumentara la cantidad de anaerobios como los Bacteroides y Clostridium (Magne vy col,
2006; Zhang y col, 2005), por lo que el mayor cambio en la microbiota del infante, esta
asociada a la introduccion de alimentos soélidos vy el final de la lactancia (Favier y col, 2002).
Las bacterias anaerobias estarian entonces entre las mas abundantes, siendo las bacterias

facultativas las menos abundantes (Marteu y col, 2001).

Reaccion de PCR con cebadores grupo especificos para el género de los Lactobacillus

(L0159 - LO677):

Los probidticos son bacterias benéficas que forman parte de la microbiota normal y
colectivamente estas son capaces de producir nutrientes (arginina, glutamina), incrementar
la produccion de inmunoglobulinas secretoras (slgA), estimular la respuesta inmune en las
células de la mucosa intestinal y desplazar por competencia a bacterias patdgenas. Entre

las bacterias probioticas se encuentran los Lactobacillus, las cuales son capaces de
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degradar lactosa y producir acido lactico (Sanders, 1994), lo que incrementa la acidez en el
intestino inhibiendo el crecimiento de bacterias patdégenas, adicionalmente se ha
observado que la exposicidn a estas bacterias tiene efectos beneficios en la prevencion de

enfermedades diarreicas y respiratorias (AAP, 1997).

Tomando en cuenta las propiedades probioticas de los Lactobacillus, ademas de estar entre
los géneros que comunmente se encuentran en la leche materna, se decidié utilizar un par
de cebadores especificos para el género (L0159 - L0677), disefiados por Heilig y
colaboradores, (2002) con una modificacion en el cebador L0159 (sentido), al que se le
adiciond una grapa GC imprescindible para posteriormente ser corridas en un DGGE, y que
consiste en una secuencia en el extremo 5  enriquecida en G-C (40 nucledtidos entre
guaninas y citocinas): (Muyzer, De Waal y Uitterlinden, 1993), por lo que los amplicones
tendran una longitud de 558 pb. Se analizaron un total de 8 pares de muestras (pares
donantes 1 al 9), con excepcién del par 5, la cual hasta el momento de este experimento
habia sido usada para estandarizaciones. Se obtuvieron productos de PCR para todas las
muestras de leche materna y heces de sus respectivos lactantes, lo que demuestra la
presencia de bacterias del género de los Lactobacillus tanto en leche materna como en
heces de los infantes. Es destacable la poca cantidad de producto de PCR para las muestras
de leche de las donantes 2 y 4 y para la donante 8, que pudiera deberse a la baja

concentracién de bacterias de este género en la leche de estas madres.

Los productos de PCR obtenidos con los cebadores género especificos (figuras 19 A,

B, Cy D) fueron corridos en un DGGE, pero los resultados fueron deficientes, debido a que
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no se logré resolver ninguna banda (figura 20). Se realizaron varias réplicas del

experimento con el mismo resultado.

En vista de estos resultados, en los que fue imposible resolver y analizar los
productos de PCR con los cebadores especificos para el género de los Lactobacillus (L0159 -
LO677), se realizd una revision bibliografica y se decidid utilizar la metodologia del grupo de
Heilig y colaboradores (2002), en la que se usan estos mismos cebadores disefiados por

ellos, pero adicionando dos cebadores universales en una PCR anidada.

Estandarizacion de la reaccion de PCR anidada con cebadores grupo especificos para

el género de los Lactobacillus:

Para la PCR anidada se utilizaron los cebadores U0011 Sentido (Poulsen y Stahl,
1993) y L0677 Anti Sentido (Heilig y col, 2002), para la primera ronda de PCR, con un
tamafio de producto de PCR esperado de 666 pares de bases, y una segunda ronda de PCR
con los cebadores L0159 Sentido (Heilig y col, 2002) y U0515GC Anti-Sentido (Lane, 1991).
A este ultimo se le adiciond una secuencia en el extremo 5 enriquecida en G-C (40
nucledtidos entre guaninas y citocinas): (Muyzer, de Waal y Uitterlinden, 1993), a la que se
le denomina grapa GC, la cual es importante para obtener amplicones que puedan ser
analizados en un DGGE, por lo que el tamafio esperado de estos productos de PCR es de
396 pb.

Se realizd entonces una estandarizacion de la PCR anidada con los nuevos

cebadores, usando la ADN polimerasa Tag Platinum® de la casa comercial INVITROGEN,
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teniendo como temperatura optima de hibridacién 66°C para la primera ronda de PCR y
una concentracion de cloruro de magnesio de 4.5 mM, para la segunda ronda de PCR una
temperatura optima de hibridacién 68°C y una concentracion de cloruro de magnesio de
2.0 mM (tabla 6). Con estas condiciones de PCR se llevé a cabo la amplificacion de las
muestras de leche materna y heces de los pares donantes 1 al 5 (figura 34), y a partir de
estos productos se realizé una corrida de DGGE (figura 21). Debido a que se cambio la ADN
polimerasa usada por la tag polimerasa (KAPA Taq HotStartBiosystems), se realizd una
estandarizacion con la cual se establecieron las mismas temperaturas de hibridacion que
con la Tag Platinum®, 66°C y 68°C para la primera y segunda ronda de PCR respectivamente
(tabla 6), y haciendo referencia a los resultados de las figuras 11 Ay B, las concentraciones
de cloruro de magnesio fueron cambiadas para quedar en 3.0 mM para ambas rondas de
PCR.

Con estas condiciones de temperatura y concentracion de MgCl, se realizaron las
reacciones de PCR anidada del resto de las muestras de leche materna y heces de los
respectivos lactantes de las donantes 6 al 12, y la muestra de heces de la donante 2 (figura
21).

Los productos de PCR obtenidos a partir del cambio de ADN polimerasa fueron
corridos en un DGGE, pero los resultados no fueron satisfactorios, dado que se obtuvieron
perfiles de corrida ilegibles (barridos) y por esta razén se procedid a realizar una nueva
estandarizacion con el propdsito de poder obtener productos de PCR que pudieran ser
resueltos en un DGGE, sin embargo el resultado del DGGE fue igualmente ineficiente a

pesar de haberse repetido una tercera estandarizacion (tabla 6).
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Tabla 6. Diferentes condiciones para la PCR anidada.

Estandarizacién temperatura optima de hibridacién y concentracion de

MgCl,
cebadores Segun Taqg Platinum®  1° KAPATaq  2°KAPATag  3° KAPA Taq
HotStart HotStart HotStart
(Heilig y col,
2002)
U0011- LO677 66°C 66°C 66°C 58°C 62°C
3mM 4.5 mM 3mM 3mM 1.5mM
L0159- U0515GC 66°C 68°C 68°C 70°C 70°C
3mM 2 mM 3mM 1.5mM 1.5mM
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Reaccion de PCR anidada con cebadores grupo especificos para el género de los

Lactobacillus:

Se detectaron bacterias del género de los Lactobacillus para la mayoria de las
muestras de leche materna, a excepcién de la muestras de leche 3 —My 8 — M (figura 21).
Esto demuestra que de un total de 12 muestras de leche materna (n= 12), se detectaron
Lactobacillus en 10 de ellas, lo que equivale a un 83.3% de muestras positivas para este

género.

Por otro lado, para las muestras de heces de los lactantes de dichas donantes, se
detectaron Lactobacillus en un 100%. Aunque para nuestro estudio, la muestra fue
relativamente pequefia (n=12), es interesante contrastar este resultado con el obtenido
por otro grupo de investigadores en un estudio realizado a 112 lactantes suecos, de los
cuales 74% poseia bacterias de este género en su microbiota (Ahrné y col, 2005). La
discrepancia entre muestras de leche materna negativas para Lactobacillus (donantes 3y 8)
y muestras de heces de sus lactantes con sefial positiva, pudo deberse por un lado a la baja
cantidad de bacterias de este grupo en las muestras de leche y problemas que de esto se
desprende al momento de aislar ADN a partir de dichas muestras, aunque también existe la
posibilidad de que estas madres no tuvieran bacterias del género de los Lactobacillus en su
leche. Existe la posibilidad que los Lactobacillus encontrados en las heces de los lactantes
pudieran haber llegado al intestino de estos infantes por una via distinta a la lactancia, pues

al haber tenido parto natural, los primeros colonizadores del intestino de los recién nacidos
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son anaerobios facultativos, como Lactobacillus y Streptococcus (Martin, y Sela, 20012),

provenientes del ambiente vaginal de la madre.

Una mencion especial merecen las muestras de la donante 2, dado que se
obtuvieron amplicones para la muestra de leche materna (2 — M), muestra de heces de su
respectivo lactante (2 — B) y heces de la madre como tal (2 — H), lo que demuestra la
existencia de bacterias del genero de los Lactobacillus para estas tres muestras. Estos
resultados podrian demostrar que efectivamente existen bacterias del género de los
Lactobacillus en la leche materna provenientes de la microbiota de la madre, y a través de

la lactancia esta podria estar influenciando la microbiota de su lactante.

Estos observaciones no son concluyentes, ya que no se pudieron obtener las
secuencias que permitieran corroborar la identidad de los productos de PCR presentados,
sin embargo estas nos llevan a preguntarnos si efectivamente hay un mecanismo fisiolégico
responsable de la existencia de bacterias viables en la leche materna, las cuales podrian
tener su origen en la misma microbiota de la madre y por ende ser |a propia lactancia la via
mediante la cual estas bacterias terminen siendo parte de la microbiota del intestino
neonatal, lo cual es consistente con la hipdtesis de la ruta entero-mamaria, la cual propone
gue los microorganismos comensales encontrados en la leche materna tienen su origen en
la misma microbiota del intestino materno y estos terminarian influenciando, mediante la
lactancia, la microbiota intestinal del lactante (Donnet-Hughes y col, 2010; Fernandez y col,

2013).
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DGGE de los productos de PCR anidada (muestras de leche materna y heces de sus

respectivos lactantes) de los pares donantes 2, 4y 5:

En la corrida de DGGE (figura 22), se puede apreciar una banda comuin que co-migra
entre muestras pares (madre y lactante). Esta banda es comun para los tres pares de
muestras (par donante 2, 4 y 5), y coinciden con la banda perteneciente a la secuencia
patron (Lactobacillus rhamnosus). Este patron de corrida demuestra que efectivamente
existe ADN de bacterias del género de los Lactobacillus, tanto en la leche materna como en
la microbiota del lactante (muestras de heces) que fue alimentado exclusivamente con
leche materna.

Estos resultados sugieren que la leche materna influye en la microbiota de los
lactantes. Sin embargo, para establecer una relacion directa entre la leche materna vy la
microbiota de sus respectivos lactantes es necesaria obtener mediante secuenciacion la
identidad de las bandas resueltas por DGGE, y determinar los porcentajes de similitud que
permitan establecer si realmente existe relacion entre las bacterias detectadas en la leche
materna y las detectadas en la microbiota del lactante. El hecho de haber detectado
mediante PCR, la presencia de lactobacilos tanto en muestras de leche materna como en
heces de los lactantes, ademas de haber obtenido un perfil de DGGE (figura 22) con bandas
que co-migran entre dichos pares (madre y lactante) sugiere, como ha sido reportado en
varios trabajos, que la leche procedente de la madre influye en la microbiota de nifios que
han sido alimentados exclusivamente con este fluido natural (Donnet-Hughes y col, 2010;
Fernandez y col, 2013; Rodriguez y col, 2008; Pérez y col, 2007). Adicionalmente varios

autores sefialan la presencia de bacterias pertenecientes al grupo de los Lactobacillus en la
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leche materna (Donnet-Hughes y col, 2010; Heikkila y Saris, 2003; Pérez y col, 2007; Martin
y col, 2003) y destacan que la administracién de Lactobacillus a través de la lactancia
podrian reducir en un 46% las infecciones intestinales y en 27% las infecciones del tracto

respiratorio (Fernandez y col, 2013).

Adicionalmente se han observado diferencias entre las bandas encontradas en los
carriles pertenecientes a las muestras de leche materna, en comparacion al perfil de
corrida de las muestras de heces de sus respectivos lactantes (figura 22). Estas diferencias
son mas visibles entre la muestra de leche de la donante 5 (carril 5) y la muestra de heces
de su lactante (carril 6). Estas desigualdades pueden ademas apreciarse entre los diferentes
pares donantes. Estas diferencias podrian ser por un lado, consecuencia de la colonizacién
de bacterias durante el parto, especialmente por el fluido vaginal de la madre, asi como por

bacterias de la piel de esta y hasta del ambiente (Martin y Sela 20012).

Otro factor de vital importancia que podria explicar estas diferencias es la dieta, sin
embargo en el caso de los pares donantes 2, 4 y 5, todos fueron alimentados
exclusivamente con leche materna. Aun asi, existen componentes en la leche materna
como los HMO (oligosacdridos de la leche humana), los cuales difieren quimicamente
entre una madre y otra y pudieran seleccionar el crecimiento y establecimiento de

diferentes bacterias en el intestino del recién nacido (Martin y Sela, 2012).

En la leche materna ademdas de los HMO también encontramos a los HMG
(glicoconjugados de leche humana), los cuales tienen propiedades prebidticas que en

conjunto tienen la capacidad de modificar la microbiota intestinal y estimular el
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crecimiento de bacterias mutualistas, confiriendo beneficios a la salud (Newburg y Grave,
2014). Los HMO vy sus componentes glicosidados pueden promover el crecimiento de
bacterias mutualistas, y la fermentacion de estos prebioticos por parte de estos
microorganismos acidifican la mucosa intestinal inhibiendo el establecimiento de bacterias

patégenas y oportunistas (Yu, Cheny Kling, 2013).

Adicionalmente estos carbohidratos complejos contenidos en la leche materna
tienen la capacidad de inhibir la adhesion de patégenos al intestino del recién nacido,
debido a la analogia quimica entre estos y los glicanos expresados en células de la mucosa
intestinal (Newburg y Grave, 2014). Por otra parte, se ha demostrado que los glicanos
expresados en la superficie de la mucosa intestinal del neonato permiten la adhesiéon de
diferentes bacterias, por ejemplo: bacterias que utilizan fucosa y se adhieren
especificamente a células intestinales con secresiones de glicanos fucosilados
(Nanthakumar, Meng y Newburg, 2013), y variaciones genéticas asociadas con la
glucosiltransferasa entre diferentes infantes resultan en diferencias en el tipo de
glicosidacion en la mucosa intestinal del neonato, por lo que estas diferencias podrian ser

las responsables de las diferencias en la colonizacion del intestino (Morrow y col, 2013).

Es importante mencionar que la bioquimica del hospedador, la cual estd
determinada por el genotipo, podria ser el principal factor a determinar la composicion
microbiana, sin embargo la dieta estaria influenciando las actividades metabdlicas de los
grupos bacterianos presentes en el intestino, y de esta manera podria cambiar la

preponderancia de ciertas especies bacterianas por sobre otras (Gaskins y col, 2008).
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La produccién de estas moléculas en la leche materna también difiere entre
madres, debido aparentemente a las diferencias alélicas de genes implicados en la
expresion de la glicosiltransferasa responsable de los diferentes tipos de glicanos en la
leche humana (Coppa, Gabrielli y Zampini, 2011), por lo que la seleccién de los
microorganismos que finalmente se estableceran en el intestino del recién nacido
dependera tanto por el fenotipo de los glicanos expresados por las células del epitelio
intestinal, como por las caracteristicas quimicas de los oligosacaridos y glicanos contenidos
en la leche materna, los cuales seran el reflejo del genotipo de las glicosiltransferasas tanto

del infante como de la madre (Newburg y Morelli, 2014).

En el presente trabajo no fue posible secuenciar e identificar el contenido exacto de
las bacterias del género de los Lactobacillus presentes en las muestras procesadas, debido
a la imposibilidad de resolver y separar, mediante DGGE, los amplicones obtenidos, por lo
que no se pudo concluir si efectivamente, los lactobacilos detectados en las heces del
lactante, son influencia directa de los lactobacilos detectados en la leche de sus respectivas

madres.

Sin embargo estos resultados no hacen mas que reflejar la importancia biolégica
que tiene la leche materna en el establecimiento de una flora intestinal beneficiosa para el
recién nacido. Entre los Lactobacillus aislados normalmente en este fluido, se encuentran
especies comol. gesseri, L. plantarum, L. salivarium, L. fermentum, y L. rhamnosus, las

cuales poseen un potencial probidtico similar o superior en comparacién con otras cepas la
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lactobacilos ampliamente comercializadas como es el caso de L. rhamnosus GG, L. casei

inmunitas, o L. johsonii (Martin y col, 2004; Martin y col, 2006).

La presencia de bacterias comensales y/o mutualistas en la leche materna y la
influencia de estas en el establecimiento de una microbiota benéfica en el neonato
determina el correcto desarrollo del sistema inmune del neonato, dado que se ha
observado que durante la infancia temprana, las bacterias en el intestino estimulan la
expresion de los receptores TLR (toll like receptors), importantes para la deteccion de
antigenos potencialmente perjudiciales por parte de células epiteliales del intestino y en
células dendriticas en el tracto gastrointestinal permitiendo que bacterias que
continuamente transitan por el lumen intestinal sean censadas por estas TLR, disparando la
produccion de factores inmunoldgicos como las inmunoglobulinas, involucrados en la
proteccion del ambiente intestinal ademas de estimular la produccién de citoquinas pro y
anti-inflamatorias, por lo que los continuos desafios antigénicos a los que se enfrenta el
sistema inmune en el intestino por la entrada de bacterias comensales y patogenas
parecen desarrollar en el sistema inmune la capacidad de reaccionar adecuadamente ante
lo perjudicial y no perjudicial, y desencadenar por un lado repuestas pro-inflamatorias e
inmunoldgicas, y por otro lado a tolerar (o no reaccionar) ante microrganismos no
patégenos, y de esta manera desarrollar un sistema inmune saludable y balanceado

(Lawrence y Pane, 2007; Rakoff-Nahoum y Medzhitov, 2006).
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7 Conclusiones:

e Se detectd ADN bacteriano para las muestras procesadas de leche materna humana
con cebadores universales, lo que demuestra la presencia de una microbiota
bacteriana en la leche de mujeres sanas.

e Se obtuvieron amplificados para 10 de las 12 muestras de leche materna, con
cebadores grupo especificos para Lactobacillus, lo que demuestra la presencia de
ADN de bacterias de este grupo en el 83.3% de las madres donantes.

e E| perfil de corrida del DGGE demostrd la presencia de secuencias de ADN
pertenecientes a bacterias del grupo de los Lactobacillus, que co-migraron tanto
para las muestras de leche materna como en las muestras de heces de sus
respectivos lactantes.

e Los resultados de DGGE sugieren que la leche materna podria estar influyendo, al
menos parcialmente, en la composicion de la microbiota del lactante.

e Para corroborar que efectivamente, el ADN encontrado en la leche materna guarda
relacion directa con el ADN en heces del lactante, se sugiere el escindido y
posterior secuenciacion de las bandas co-migrantes en el DGGE, a fin de establecer

los porcentajes de similitud entre estos.
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PERSPECTIVAS:

Los avances recientes en los métodos para analizar comunidades microbianas hacen
posible vislumbrar que en el futuro se podran complementar a los métodos
microbioldgicos clasicos para obtener informacion sobre aspectos importantes de la
ecologia microbiana de la leche humana: diversidad, estructura y funcidn. Se hace
necesario abordar las preguntas écual es la verdadera diversidad microbiana de este nicho?
éQué especies presentan actividad o mayor actividad? éCémo cambian las poblaciones
microbianas durante la lactancia o al variar factores ambientales? ¢Coémo interactian los

microorganismos que coexisten en leche, entre si?

En relacion a la deteccidn de su actividad, es interesante pensar en el analisis de
genes funcionales. Mientras la deteccion por DGGE da una idea de la actividad microbiana,
para la deteccién de actividades especificas, seria necesario cuantificar los mRNAs

particulares de enzimas, digamos por ejemplo mediante la tecnologia de microarreglos.

El mejor conocimiento sobre la composicion microbiana existente en la leche
humana pudiera permitir monitorear y controlar el desarrollo y la actividad de las
poblaciones microbianas complejas que se requiere actien en el desarrollo dptimo de los

lactantes.
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