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 Los probióticos se definen como microorganismos viables o vivos que al ser 

consumidos en cantidades apropiadas confieren efectos benéficos para la salud del 

hospedero. En el siguiente trabajo se estudia molecularmente bacterias con potencial 

probiótico aisladas de heces de neonatos humanos.
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� RESUMEN

� El objetivo de este estudio es caracterizar 

molecularmente bacterias con potencial probióti-

co aisladas de heces de neonatos humanos. Se 

evaluó 60 muestras de heces de neonatos (0-3 

días) se enriquecieron en caldo Man Rogosa y 

Sharp (MRS) a 37°C/24h. Se seleccionó y se 

sometió a pruebas in vitro con sales biliares, 

resistencia a pH bajo y actividad antimicrobiana 

frente a Escherichia coli ATCC25922,E. coli 

ATCC35218, Salmonella enterica y Listeria inocua 

mediante el ensayo difusión en agar. La identifi-

cación molecular se realizó con amplificaciones 

PCR-BOX y el secuenciamiento del gen 16S rRNA.
 

>>>

>>>



9



10 Revista Bioanálisis I Enero 2021 l 109 ejemplares

 Se aislaron un total de 48 cepas y todas 

presentaron resistencia a pH 3 y 0.3% sales biliares; 

3 cepas mostraron actividad antimicrobiana frente 

a E. coli ATCC25922, 1 cepa frente a E. coli ATCC-

35218, 5 cepas frente a L. inocua y todas frente a 

Salmonella entérica. De las 48 cepas se obtuvieron 

dos perfiles BOX-PCR pertenecientes a los 

géneros de Lactobacillus y Enterococcus. Nueve 

cepas (C5 , C6 , C7 , C11 , C16 , C19 , C20, C35, y C42) 2 1 1 2 2 2

presentaron un 100% de similaridad a Lactobacillus 
T

plantarum ATCC 14917  [ACGZ0100-0098] y dos 

cepas (C15 y C40) un 99.93% y 99.80% de 

similaridad, respectivamente a Enterococcus 
Tfaecium CGMCC 1.2136  [AJKH01000109]; estas 

cepas mostraron actividad en leche con diferen-

cias significativas (p valor < 0.05) en la cinética de 

pH 3. En conclusión, se encontró bacterias con 

potencial probiótico.

Palabras clave: Recién nacidos; PCR-BOX; Ente-

rococcus;Lactobacillus; Fermentar.

� INTRODUCCIÓN

� Enfermedades como la obesidad, dia-

betes tipo 1 y 2, colitis, hígado graso no alcohólico, 

y ciertos tipos de cáncer están asociadas con la 

alteración de la microbiota intestinal aberrante 

(Ley et al. 2006, Icaza 2013) y se ha demostrado 

que la modificación de esta puede prevenir y tratar 

estas enfermedades (Tai et al. 2017).

� La microbiota intestinal del ser humano 
11 

está conformada por una carga microbiana de 10 y 
12 

10 bacterias por gramo de heces, dentro de los 

cuales se tienen aproximadamente 500 especies, 

encontrándose los lactobacilos en minoría (Visozo 

et al. 2006). La microbiota intestinal es funda-

mental para el correcto crecimiento corporal, la 

nutrición y el desarrollo de la inmunidad donde las 

alteraciones de esta podrían explicar en parte 

ciertas epidemias de la humanidad como el asma y 

la obesidad, así como la disbiosis que se ha 

asociado a diversos casos como el hígado graso no 

alcohólico, la enfermedad celíaca y el síndrome de 

intestino irritable (Icasaza 2013).

� Los probióticos se definen como micro-

organismos viables o vivos que al ser consumidos 

en cantidades apropiadas confieren efectos 

benéficos para la salud del hospedero, siendo los 

más utilizados los géneros Lactobacillus y Bifido-

bacterium (FAO/OMS 2001, Delgado 2005). 

Asimismo, está probado el efecto beneficioso de 

los probióticos en alergias, infecciones urinarias, 

diarreas, e intolerancia a la lactosa, entre otros. Sin 

embargo, para que el uso de los probióticos sea 

exitoso, tienen que ser resistentes a las condi-

ciones del tracto gastrointestinal, tales como las 

sales biliares y la acidez gástrica. Estos son 

criterios que debe cumplir cualquier microorga-

nismo que se considere probiótico (FAO/OMS 

2001, Delgado 2005, Cagigas et al. 2002, Mejía et al. 

2007).

� Es importante mencionar que la micro-

biota nativa está constituida por el conjunto de 

microorganismos que colonizan establemente la 

superficie de las mucosas, como las de la vagina de 

la mujer (Guarne 2007). Esta microbiota favorece 

la colonización del aparato digestivo del neonato 

durante el parto vaginal, como consecuencia del 

contacto del niño con la microbiota vaginal y 

perineal de la madre. Esta colonización se ve 

favorecida por el pH gástrico relativamente 

elevado y la secreción atenuada de bilis, típicas de 

los recién nacidos. La evolución posterior de la 

microbiota va a estar muy ligada al régimen 

alimenticio del niño, por lo cual la leche materna 

humana es otro factor importante en el desarrollo 

de la microbiota intestinal del neonato, ya que 

representa una fuente continua de microorga-

nismos (Rodríguez et al. 2008, Olivares et al. 

2008). Se ha observado que la microbiota de los 

lactantes alimentados con leche materna está 

constituida principalmente por bifidobacterias y 

lactobacilos, mientras que en la microbiota de los 

neonatos alimentados con fórmulas lácteas pre-

dominan las bacterias coliformes. (Ibañez 2017).

 Esta microbiota nativa tiene gran impor-

tancia porque son bacterias que sirven de semilla 

para el desarrollo de la microbiota y son capaces 

de modular la colonización bacteriana neonatal 

con efecto protector sobre las enfermedades 

gastrointestinales infecciosas (La Rosa et. al. 

2014). Hoy se tiene pruebas que las primeras 

colonias nativas funcionan como entrenadoras del 

sistema inmunitario y muchas de ellas son bacte-

rias con potencial probiótico y por lo tanto son 
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especies importantes por los beneficios en la salud 

del aparato digestivo humano y por la producción 

de compuestos antimicrobianos. Además, estas 

bacterias tienen la capacidad de fermentar 

diferentes carbohidratos y tienen alta tolerancia a 

pH bajo (Rodríguez 2009). Por ello las bacterias 

nativas de origen humano sirven de semilla o 

inoculo para cultivos benéficos a la salud por lo 

que es necesario caracterizarlos.

� Los objetivos del presente estudio fue-

ron: (1) caracterizar bacterias aisladas de heces de 

neonatos humanos, (2) evaluar su resistencia a pH 

3, (3) sales biliares, así como su (4) actividad 

antimicrobiana frente a bacterias patógenas y que 

posean actividad en leche.

 MATERIAL Y MÉTODOS

Colección de las muestras. Se colectaron 60 

muestras aleatoriamente de heces de neonatos 

(de 0 a 3 días) nacidos en el Instituto Nacional 

Materno Perinatal (INMP) de Lima, desde 

noviembre del 2016 a febrero del 2017. Ésta 

colección fue en forma semanal (2 a 3 mues- tras) 

durante 4 meses, siguiendo el protocolo aprobado 

por la Comisión de Ética del INMP y con el material 

debidamente esterilizado, realizada la colección 

de la muestra se llevaron al laboratorio inmedia-

tamente para su análisis.

Aspectos éticos. El Comité de ética de Investiga-

ción del Instituto Nacional Materno Perinatal de 

Lima aprobó el proyecto (código 078-16).

Aislamiento de bacterias ácido lácticas. Para el 

aislamiento de LAB se disolvió 2 gramos de cada 

muestra en 18 mL de caldo Man Rogose Sharpe 

(MRS) (Merck, USA) y se incubó a 37 °C por 24 

horas. Transcurrido este tiempo se realizaron 
-6 diluciones seriadas hasta 10 usando para ello 

solución salina (0.9% NaCl) y se vertieron en placas 

de agar MRS (Moreno et al. 2011) ajustado a pH 5.4 

como medio selectivo para bacterias ácido lácticas 
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(Rodríguez 2009), se incubo a 37 °C por 48 horas en 

microaerobiosis para el crecimiento bacteriano. 

Las colonias a aislar se sometieron a tinción Gram, 

detección de esporas y prueba de catalasa (Mejía 

et al. 2007). Con fines a diferenciar mejor morfo-

lógicamente las colonias se hizo una prueba 

adicional en MRS modificado (Lee & Lee 2008) con 

bromofenol.

� Las cepas aisladas se conservaron a -80 °C 

(Cueto & Aragón 2012) en caldo MRS con 40% de 

glicerol como crio protector. Las bacterias se 

incubaron en caldo MRS a 37 °C por 18 horas, 

previo a realizar los ensayos.

Resistencia a sales biliares. Para este estudio se 

realizaron ensayos in vitro, donde la resistencia a 

sales biliares se hizo siguiendo la metodología 

utilizada por Lara y Burgos (2012), utilizando tubos 

con 3 mL de caldo MRS con adición de sales 

biliares 0,3% de origen bovino (Sigma chemicol 

B8756), esterilizados en autoclave al que se 

inoculo con 10% de la cepa a evaluar y se incubo a 37 

°C por 24 horas. Los controles fueron caldos a los 

cuales se sembró las cepas sin adición de sales 

biliares y para cuantificar la resistencia de las cepas 

se midió la densidad óptica (DO) a 600 nm (Ávila et 

al. 2010) en un espectrofotómetro UV (Génesis, 

10S UV-VIS).

Tolerancia a ácido. Para tolerancia a ácido se 

realizó en tubos con 3 mL de caldo MRS ajustada a 

pH 3 con adición de ácido clorhídrico 6M (Moreno 

et al. (2011), se inoculo 10% de la cepa a evaluar y se 

incubo a 37 °C por 24 horas. Como referencia se usó 

caldo MRS sin adición de ácido clorhídrico, 

inoculado con la cepa a evaluar y se trató bajo los 

mismos parámetros de inoculación, temperatura y 

tiempo de incubación que se hicieron a pH 3.

� Los resultados se expresaron como densi-

dad óptica (DO) leída a 600 nm (Ávila et al. 2010) 

en un espectrofotómetro UV (Génesis, 10S UV-

VIS). La tasa de sobrevivencia se calculó como el 

porcentaje de absorbancia (Sánchez et al. 2015) 

mediante la ecuación:

� Las cepas con mayor tolerancia a sales 

biliares y resistencia a ácido durante las 24 horas se 

seleccionaron y sometieron a las mismas condi-

ciones de pH y sales biliares durante 2 horas (Cueto 

et al. 2010) de incubación a 37 °C, seguidamente se 

realizaron las diluciones seriadas y siembra en 

placas con agar MRS dejando en incubación a 37 °C 

por 24 horas para hacer el conteo de las colonias.

Actividad antimicrobiana. La actividad antimi-

crobiana fue evaluada a las 48 cepas aisladas, y se 

determinó con la técnica de difusión en agar 

(Vallejo et al. 2009). Las bacterias indicadoras 

utilizadas fueron cepas de la Colección del 

Laboratorio de Microbiología Ecología y Biotecno-

logía (Facultad de Ciencia, Biología – UNALM); 

estas bacterias fueron Escherichia coli ATCC25922, 

E. coli ATCC35218, Salmonella enterica y Listeria 

inocua, y como cepas control se utilizaron Lactoba-

cillus plantarum y Lactococcus lactis.

� Para esta prueba se preparó una suspen-

sión a 60% de transmitancia de cada una de las 4 

cepas indicadoras y se sembraron 30 μL en placas 

de agar triptona de soya (TSA, OXOID, United 

Kingdom), se dejaron secar durante 5 minutos y en 

la superficie se depositó 5 μL de los sobrenadantes 

de los cultivos libres de células bacterianas, las 

cuales previamente fueron centrifugadas a 5000 g 

durante 5 minutos. Se incubaron a 37 °C por 24 

horas, al término del cual se hicieron las lecturas 

correspondientes. Los resultados se expresaron 

como positivos cuando el halo externo formado 

fue mayor a 1 mm (Sánchez et al. 2015).

Caracterización molecular. Las 48 cepas aisladas 

se activaron en caldo MRS a 37 °C por 18 horas, y se 

procedió a la extracción de DNA genómico de 

cada cepa de acuerdo a las indicaciones del kit 

comercial (Thermo SCIENTIFIC, USA) y la 

amplificación PCR fue realizado de acuerdo a 

Versalovic et al. (1991), empleando el primer BOX 

A1R (5´- CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3´).

� Obtenidos los perfiles BOX-PCR de las 
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cepas en ensayo se formaron agrupamientos de 

alta similitud. Las cepas representativas de cada 

agrupamiento fueron amplificadas mediante el 

gen 16S rRNA usando cebadores (primers) fD1 

GACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) y de 

reversa rD1 (5′-CCCGGGATCCAAGCTTAAGGA-

GGT-GATCCAGCC-3′)  descritos por Versalovic et 

al. (1991). El producto de amplificación fue 

purificado con el kit (DNA Purification Kit–Thermo 

Scientific) y posteriormente secuenciado por 

MacroGen Inc. (Seoul, Korea).

� Las lecturas y análisis de las secuencias se 

realizaron a partir de los cromatogramas y las 

secuencias de nucleótidos obtenidas se compa-

raron con las bases de datos del GenBank PDB 

(BLASTN 2.2.0). Para la limpieza e identificación 

de las secuencias se usó el programa Bio Edit 

Sequence Aligment Editor.

Cinética de crecimiento de las cepas ácido lácticas 

caracterizadas en leche.  Esta prueba se realizó 

con dos cepas representativas 5(2) y 15 que 

mostraron resistencia a medio adverso como pH 

bajo, sales biliares y actividad antimicrobiana. Se 

inició activando las cepas en tubos con 5 mL de 

caldo MRS a 37 °C durante 24 horas.

� Para determinar la cinética de crecimien-

to se siguió la técnica de Rodríguez (2009) con 

ciertas modificaciones, donde las cepas activadas 

en caldo se sembraron (10%) en leche reconstituida 

(10%), descremada y debidamente tindalizada, se 

dejaron en incubación a 37°C de donde se tomó las 

muestras a las 0.0, 3.0, 6.0, 9.0,12.0 y 24 horas de 

incubación, para medir el pH y hacer la siembra en 

placas, por lo que se extrajo 1 mL de las muestras 
-8 para hacer las diluciones hasta la 10 y se sembró 

en placas con agar MRS, estos fueron incubados a 

37°C por 24 horas, al término de este tiempo se 

determinó el crecimiento log UFC/mL.

� Todos los ensayos fueron por duplicado y 

los valores obtenidos se utilizaron para determi-

nar la curva de crecimiento en leche.

Análisis estadístico. Los resultados se analizaron 

utilizando el paquete SAS (Statistical Análisis 

System) versión 9 y se consideró diferencia esta-

dísticamente significativa cuando P<0.05.

� RESULTADOS

 Aislamiento de bacterias ácido lácticas de 

heces. De las 60 muestras de heces de neonatos 

humanos de 0 a 3 días de nacidos en el INMP de 

Lima, se aislaron 48 cepas bacterianas con borde 

regular redondeado, con una elevación pequeña, 

de color blanco opaco, cuyo color se modificó a 

azulado cuando se sembró en agar MRS con 

bromofenol, pero se pudo diferenciar mejor por 

las características morfológicas de borde y eleva-

ción (Fig. 1). Estas colonias mostraron ser Gram 

positivas, no esporuladas, anaerobias facultativas 

y catalasa negativa.

 Figura 1. Colonias desarrolladas en agar 

MRS (S) y MRS (M).

� Resistencia a sales biliares.- Es esencial 

que las bacterias tengan sistemas de protección a 

efectos de contrarrestar las condiciones del estó-

mago y la bilis del intestino delgado, pues la 

digestión está en función al tipo de alimento 

además se debe considerar que el transito del 

alimento a través del intestino delgado es hasta de 

12 horas (Clark & Martin 1994). Por ello, con la 
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finalidad de seleccionar cepas más resistentes se 

sometió a una incubación en caldo MRS con 0.3% 

de sales biliares a 37°C durante 24 horas, en la que 

la totalidad de las cepas mostraron resistencia 

aunque algunas tuvieron mayor resistencia res-

pecto al control (Tabla 1). En total se aislaron 15 

cepas (31.25%) que presentaron una resistencia 

igual o mayor a 30% a la concentración de sales 

biliares respecto al control.

 Tabla 1. Densidad óptica de sobrevivencia 

de cepas sometidas a pH 3 y 0.3% de sales biliares a 

37 °C durante 24 horas.
� Tolerancia a pH bajo.- La resistencia a pH 

bajo dio como resultado diversos porcentajes de 

tolerancia a estas condiciones, donde algunas 

cepas mostraron mejor resistencia que otras a 

pesar que todas las cepas resistieron dichas 

condiciones; sin embargo, solo se consideró como 

positivo a aquellas cepas que tuvieron 30% o más 

de tolerancia en medio acido respecto al de la 

referencia obteniéndose una toleración del 60.4% 

(29 cepas, Tabla 2).

 Tabla 2. Porcentaje de sobrevivencia de 

cepas después de las 24h de incubación a sales 

biliares y pH bajo.
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� Comparando los porcentajes de sobre-

vivencia de las 48 cepas sometidas a pH 3 y 

resistencia a 0.3% de sales biliares, se encontró 

diferencias significativas (p<0.05) donde las cepas 

aisladas presentaron mejor tolerancia al pH en 

comparación a las sales biliares.

� Se seleccionaron 11 cepas que tuvieron 

mejor tolerancia (30% mínimo) a 0.3% de sales 

biliares y a pH 3 (50% mínimo, con ácido clorhí-

drico), siendo estas sometidas a las mismas condi-

ciones en caldo MRS ajustado a pH 3 y caldo con 

0.3% de sales biliares a 37 °C durante dos horas de 

incubación, obteniéndose buen crecimiento de 3 

cepas 5(2), 6(1) y 40 a pH 3 que fueron igual a la 

cepa de referencia L. plantarum (7 log UFC/mL) 

mientras que las demás cepas tuvieron un creci-

miento de 6 log UFC/mL.

� La tolerancia a 0.3% de sales biliares de las 

cepas 5(2), 6(1), 19, 20 y 40 mostraron el mismo 

crecimiento que la cepa de referencia (L. planta-

rum, 5 log UFC/mL) y en las cepas restantes el 

crecimiento fue 1 log UFC/mL menos que la cepa 

de referencia (Tabla 3).

 Tabla 3. Efecto de la tolerancia a pH bajo y 

sales biliares sobre el crecimiento microbiano

 Un criterio obligatorio en la selección de 

cepas probióticas para la producción de alimentos 

probióticos, como los productos lácteos fermen-

tados y otros, es la capacidad de sobrevivir a 

condiciones de pH bajo y resistir a las sales biliares. 

En este estudio se encontró que la mayoría de las 

cepas evaluadas mostraron mejor resistencia a pH 

3 que tolerancia a sales biliares, lo que sugiere que 

podrían sobrevivir al pH bajo del estómago, por lo 

que, las cepas 5(2), 6(1), 7(1) y 40 cumplieron con 

este criterio debido a que mostraron buen número 

de células viables en esta prueba.

� Actividad antimicrobiana.- En la prueba 

de actividad antimicrobiana contra microorga-

nismos patógenos se observó la formación de 

halos mayores a 1 mm. En la Tabla 4 se puede 

apreciar que todas las cepas mostraron inhibición 

contra S. entérica, mientras que sólo tres cepas 

5(2), 6(1) y 7(1) inhibieron E. coli ATCC25922; una 

cepa 7(1) inhibió E. coli ATCC35218 y cinco cepas 

5(2), 7(1), 7(2), 11 y 15 inhibieron L. inocua (Fig. 2).

 Figura 2. Ensayo de difusión en agar de las 

cepas aislados de neonatos contra Listeria inocua. 

(A). Cepa 5(2)c con caldo MRS y 5(2)L con leche. 

(B). Cepa 15 con caldo MRS.
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� La actividad antimicrobiana de las cepa 

7(1) fue positiva contra todas las bacterias pató-

genas indicadoras E. coli ATCC25922, E. coli 

ATCC35218, L. inocua yS. entérica; mientras que la 

cepa 5(2) mostró actividad antimicrobiana contra 

tres bacterias indicadoras E. coli ATCC25922, L. 

inocua y S. enterica, pero no contra E. coli ATCC-

35218. Y la cepa 15 y 11 tuvo actividad antimi-

crobiana contra dos cepas L. inocua y S. enterica 

(Tabla 4).

 Tabla 4. Actividad antimicrobiana de las 

cepas aisladas de neonatos contra a E. coli 

ATCC25922, E. coli ATCC35218, L. inocua y S. 

enterica.

� Las cepas fueron activadas en leche pre-

vio a la prueba de actividad antimicrobiana, 

observandose que la cepa 5(2)L mostró un halo 

más grande contra L. inocua en comparación a 

dicha cepa activada en caldo MRS. Además, la 

cepa 15 activada en caldo MRS mostró presencia 

de halo contra L. inocua (Fig. 2).

� Las cepas control A (L. plantarum y L. 

lactis) utilizadas en esta prueba formaron halos 

similares a quellos formados por las cepas en 

estudio (B) contra S. entérica (Fig. 3).

 Figura 3. Ensayo de difusión en agar de las 

cepas aisladas de neonatos contra Salmonella 

enterica. (A). Cepas control: Lp= Lactobacillus 

plantarum y Ll= Lactococcus lactis. (B). cepas 

aisladas de neonatos.

Identificación molecular de las cepas aisladas de 

neonatos

� Amplificación PCR-BOX.- Para conocer la 

diversidad microbiana de las bacterias acido 

lácticas aisladas de neonatos humanos se extrajo 

el ADN y se amplificó las 48 cepas obteniéndose 

perfiles similares tal como se muestra en la Figura 

4. Cada uno de los perfiles fue analizado de 

acuerdo a las bandas formadas obteniéndose dos 

grupos diferentes.

 Figura 4. Perfiles PCR-BOX de las cepas 

aisladas de neonatos usando el primer BOXA1R 

>>
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para perfiles: (A) de 1 al 16, (B) del 17 al 31, y (C) del 

32 al 45.

� Secuenciación del gen 16S rRNA.- Para 

ello, se seleccionaron11 cepas que cumplían crite-

rios de tolerancia a pH 3, resistencia a 0.3% de sales 

biliares y actividad antimicrobiana. En la Figura 5 se 

pueden apreciar las bandas del gen 16S de las once 

cepas. Comparados y analizados las secuencias 

con la base de datos del GenBank se encontró 

nueve cepas [5(2),6(1), 7(1), 11(2), 16(2), 19 (2), 20, 

35 y 42] con 100% de similaridad a Lactobacillus 

plantarum ATCC14917 T y dos cepas (15 y 40) con 

99.93% y 99.80% de similaridada Enterococcus 

faecium CGMCC 12136T respectivamente. En este 

estudio se aisló y caracterizo mayor número de 

lactobacilos que lactococos (Tabla 5).En las 11 

cepas clasificadas filogénicamente aisladasde 

heces de neonatos humanos nacidos en el INMP 

de Lima se halló mayor número de lactobacilos (9 

cepas) que lactococos(2 cepas), donde la cepa 5(2) 

(Fig. 6) mostró buen potencial probiótico, mien-

tras que, para los lactococos la cepa 15 mostró 

potencial probiótico.

� Cinética de crecimiento de las cepas en 

leche.- La cinética de crecimiento en leche de la 

cepa 5(2), que tuvo un 100% de similaridad a L. 
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plantarum subsp. plantarumATCC 14917T, desa-

rrolló una rápida multiplicación que se incrementó 

de 5 a 7 log UFC/mL en tres horas, y alcanzando8 

log UFC/mL a las 9 horas, evidenciando así un buen 

crecimiento de esta bacteria antes de llegar a la 

fase estacionaria (Fig. 7).

 Figura 7. Cinética de crecimiento respecto 

al tiempo en leche de la cepa 5(2) con 100% de 

similaridad a Lactobacillus plantarum subsp. 

plantarum ATCC 14917T

� La cinética de crecimiento de la cepa 15, 

que tuvo99.93% de similaridad a Enterococcus 

faecium CGMCC1.2136T, mostró rápido creci-

miento pasando de 5 a 7 log UFC/mL al cabo de 

tres horas, llegando hasta 8 Log UFC/mL a las 24 

horas. Lo que evidencia que el mayor crecimiento 

de estas bacterias se produce dentro de las 3 pri-

meras horas de incubación (Fig. 8).

 Figura 8. Cinética de crecimiento respec-

to al tiempo en leche de la cepa 15 con 99.93% de 

similaridad a Enterococcus faecium CGMCC 

1.2136T

 Figura 5. Electroforesis del gen 16S rRNA de 
once cepas seleccionadas. B: blanco, M: Marcador 
1Kb.

 Figura 6. Observación al microscopio 5(2) 
de Lactobacillus plantarum subsp. plantarum 
ATCC 14917T (Izquierda) y 15 Enterococcus fae-
cium CGMCC 1.2136T (Derecha).

 Tabla 5. Caracterización molecular y clasificación filogenética de las cepas BAL aisladas de 
neonatos humanos. 
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� En la Tabla 6 se muestra la variación de pH 

y el crecimiento de las cepas 5(2) y 15 durante las 24 

horas de incubación. La cinética de disminución de 

pH es un factor importante para la selección de 

bacterias ácidos lácticas en la producción de 

productos lácteos fermentados, sien- do las cepas 

5(2) y 15 las que mostraron mejor actividad de 

fermentación en leche, determinándose diferen-

cias significativas (p<0.05) en la cinética de pH a 

favor de la cepa 15 como mejor productor de ácido 

láctico.

 Tabla 6. Variación del pH y crecimiento de 

las cepas en leche.

 DISCUSIÓN

� Aislamiento de bacterias ácido lácticas de 

heces.- A través de las diferentes investigaciones 

se han podido identificar diversas ventajas del 

microorganismo probióticos, lo que ha incremen-

tado sobre todo el consumo de productos lácteos 

fermentados, siendo importante identificar y cara-

cterizar estas bacterias a través de aspectos como 

características morfológicas, fisiológicas y técni-

cas moleculares.

� En el presente estudio las características 

morfológicas de las colonias en agar MRS coinci-

den con colonias típicas formadas por BAL (Yadav 

et al. 2016). Todas las bacterias aisladas fueron 

Gram-positivas, catalasa-negativa, no espo-

rulados, anaerobios facultativos y durante la fer-

mentación no produjeron gas; estos correspon-

dían a bacilos y algunos lactococos, encontrán-

dose estas últimas con células en pares. Shin et al. 

(2008) reportan iguales características de bacte-

rias aisladas del tracto gastrointestinal de pollos. 

Los lactococos son comensales habitantes del 

tracto gastrointestinal del ser humano y animales, 

que frecuentemente se encuentran en alimentos 

fermentados Ren et al. (2016).

� Resistencia a sales biliares.- La tolerancia 

a sales biliares es considerada una prueba esencial 

para las bacterias ácido lácticas a efectos que 

puedan sobrevivir al paso del intestino; en nuestro 

estudio el uso de 0.3% de sales biliares redujo el 

crecimiento en 1 Log/mL en 6 de las cepas caracte-

rizadas y en 5 Log/mL en 11 cepas, cuyo comporta-

miento fue similar al control (Lactobaci- llus 

plantarum) reforzando así lo reportado por Park et 

al. (2002). Las bacterias ácido lácticas probióticas 

varían su nivel de tolerancia biliar considera-

blemente, sin embargo se desconoce el mínimo 

nivel de tolerancia biliar que estos poseen (Klaen-

hammer 1982).

� Las cepas que mostraron mayor resisten-

cia a las sales biliares podría deberse a que 

hidrolizan mejor las sales biliares a través de la 

enzima hidrolasa biliar atenuando de esta manera 

el efecto detergente de la sal biliar (Erkkila & 

Petaja, 2000). Las bacterias ácido lácticas que 

tuvieron resistencia a concentraciones de sales 

biliares 0.3% permite seleccionar cepas resistentes 

para el uso en productos fermentados por probió-

ticos (Erkkila & Pe- taja 2000).

� Cueto y Aragón (2012) obtuvieron mayor 

porcentaje de crecimiento de bacterias ácido 

lácticas a pH bajo (3.0) comparado con aquellas 

sometidas a concentraciones de 0.3% de sales 

biliares, coincidiendo con lo hallado en el presente 

estudio.

� Tolerancia a pH bajo.- La tolerancia a pH 

bajo es otra característica importante de los 

probióticos (Brink et al. 2006). El recubrimiento de 

sustancias poliméricas extraelulares (EPS) puede 

ser un protector de las bacterias que les permite 

soportar el ácido del estómago (Boke et al. 2010); 

de acuerdo a nuestros resultados algunas cepas 

estarían mejor recubiertas de EPS que otras, por 

ello, la DO mostraron valores diferentes de 

tolerancia a pH bajo. Estos resultados coinciden 

con los trabajos de aislamiento de cepas de heces 

humanas realizados por Park et al. (2002). Según la 

DO, los porcentajes de sobrevivencia fueron 

menores a los hallados por Tulumoglu et al. (2013), 

quienes sometieron a las cepas a un proceso de 
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incubación de 2 horas, mientras que en el presente 

estudio fueron realizadas a 24 horas. Sin embargo, 

cuando se seleccionaron las 11 cepas más toleran-

tes al pH bajo durante 24 horas y sometieron a la 

misma prueba por dos horas, las cepas mostraron 

crecimiento de 7 log UFC/mL, valores similares 

encontrados por otros investigadores. Park et al 

(2002) igualmente al aislar cepas de heces de 

bebes obtuvieron un crecimiento de hasta 7 log 

UFC/ mL en medio a pH 3.

� Actividad antimicrobiana.- Jabbari et al. 

(2017), encontraron algunas cepas de Lactoba-

cillus plantarum que no muestran actividad 

antimicrobiana contra E. coli y en algunos casos el 

halo fue más pequeño que otros patóge- nos. Por 

su parte Saxelin (1997), señala que determina- das 

cepas de lactobacilos tienen actividad antimi-

crobiana contra Salmonella y E. coli, sin embargo, 

en el presente estudio la cepa 7(1) inhibió a dos 

cepas patógenas de E. coli  (AT C C25922 y 

ATCC35218)

� Messensy (2002) señalan que varias 

bacterias ácido lácticas producen sustancias inhi-

bitorias denominados bacteriocinas como bavari-

cina y plantaricina ST31, pero estas sustancias son 

diferentes de los ácidos orgánicos. Shin et al. 

(2008) hallaron genes de enterocina A y ente- 

rocina B en Enterococos faecium SH 632 que 

mostraron actividad inhibitoria contra Listeria 

monocitogenes, siendo además considerado como 

candidato potencial para ser usado como probióti-

cos.

� Identificación de las cepas aisladas.- La 

cepa 5(2) especie identificada con similaridad de 

100% a Lactobacillus plantarum subsp. plantarum 

ATCC 14917 refuerza lo encontrado por Rodríguez 

(2009) quien aisló Lactobacillus plantarum de 

heces de niños. Este lactobacilo es considerado 

como probiótico GRAS (GenBank YJ Jin– 2018) y 

actualmente se está utilizando en alimentos para 

humanos y animales (Rodríguez 2009). Jabbari et 

al. (2017) aislaron Lactobacillus plantarum con 

caracterís- ticas probióticas de queso tradicional, 

esta bacteria es la más utilizada para la producción 

de alimentos fermentados. Por lo tanto, esta 

bacteria al tener 100% de similaridad con Lactoba-
T 

cillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917 y ser 

considerada como cepa GRAS se sugiere su uso 

como bacteria probiótica en productos fermen-

tados, mientras que la cepa 15 necesita ser someti-

das a más pruebas para el uso como cultivo para la 

producción de productos fermentados de consu-

mo humano.

� La cepa 15 especie identificada con simila-

ridad de 99.93% a Enterococcus faecium CGMCC 
T 

1.2136 es aislado frecuentemente de las heces de 

humano y anima- les y son mucho más prevalentes 

en humanos que en el ganado, como los cerdos y 

las ovejas (Franz et al. 1999). Los enterococos 

tienen muchos rasgos positivos aprecia- dos en la 

fermentación y conservación de los alimentos, y 

también pueden servir como probióticos (Ingolf 

2014). Actualmente, el Enterococcus faecium CGM-
T CC 1.2136 se utiliza en la fabricación de yogur en 

china (Ren et al. 2016). Foulquie et al. (2006) 

señalan que los enterococos se han utilizado como 

probióticos debido a sus posibles capacidades de 

promover buena salud. Así mismo los enterococos 

productores de bacteriocina son aislados de 

alimentos, heces y del tracto gastrointestinal de 

humanos y animales, pero también pueden aislar-

se de otras fuentes como las heces de bebés sanos 

y estos parecen ser ricos en enterococos que 

producen bacteriocina, por lo que es probable que 

la mayoría de los enterococos se originen en el 

tracto digestivo de humanos y animales (Ingolf 

2014). Vélez (2014) por su parte aisló, lactococos y 

lactobacilos con características probióticas de 

leche porcina, por lo que también se pueden 

encontrar en leche. Sin embargo, es necesario 

realizar pruebas adicionales para determinar el 

uso de la cepa 15 en productos fermentados para 

humanos.

� Cinética de las cepas en leche.- En este 

trabajo, se necesitó tres horas de fermentación 

para que la cepa 5(2) pase de 5 log UFC/mL a 7 log 

UFC/mL. Esto difiede lo reportado por Rodríguez 

(2009), quien demoró 10 horas para incrementar 

un ciclo de 6 a 7 log UFC/mL al trabajar con cepas 

de Lactobacillus plantarum aislados de heces de 

niños y sembrados en leche. Sin embargo, trans-

currido 24 horas de incubación, la cepa 5(2) 

alcanzó un ciclo menos de los hallados en 24 horas 

por Rodríguez (2009), debido probablemente a 

que la carga bacteriana inicial fue de 6 y no de 5 Log 
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UFC/mL. La cepa 15, igualmente en 3 horas pasó de 

5 a 7 log UF/mL y a las 24 horas alcanzó el 

desarrollo de 8 log UFC/mL, mostrando buena 

cinética de crecimiento.

� Variación de pH en la fermentación de 

leche.- La cepa 5(2) fermentó la leche alcanzando 

valores de pH 5.4 a las 3 horas de fermentación 

debido a la multiplicación de las bacterias por el 

consumo de la lactosa de la leche como fuente de 

energía. El pH 4.1 de la leche a las 12 horas de 

fermentación es fundamental para evitar el creci-

miento de microorganismos patógenos. Aguilar y 

Cold (2011) demostraron que la viabilidad de E. coli 

disminuyó en un 100% cuando los valores de pH 

alcanzaron 4.0 por fermentación con L. plantarum 

LB279 en caldo MRS. Por lo tanto, al inocular con 

flora microbiológica que sea competitiva, inocua y 

no patógena, como las BAL, puede reducir el pH e 

inhibir la proliferación de patógenos y mejor si está 

alrededor de pH 5 (FAO/OMS 1997).

� La cepa 15 después de 3 horas de fermen-

tación alcanzó un pH de 5.3 partiendo con un valor 

más alto que la cepa 5(2), esto sugiere que posee 

buena actividad para producción de ácido láctico y 

ácidos orgánicos (Rahman 2013). Estos resultados 

indican que la cepa 15 tiene buena actividad y 

mayor velocidad de arranque de fermentación, 

característica importante cuando se quiere tener 

producción de ácido láctico en menor tiempo.

� Sarantinopoulos et al. (2003) observaron 

el cometabolismo de glucosa y citrato al cultivar en 

caldo MRS una cepa de E. faecium, tanto en 

condiciones aeróbicas como anaeróbicas. La 

fermentación del citrato por esta cepa es impor-

tante por la producción de diacetilo y actaldehído, 

los cuales dan muy buenas características organo-

lépticas a los productos lácteos fermentados. 

Aymerich et al. (2000) indican que las cepas de 

Enterococcus son competitivas durante la fermen-

tación de la carne e inhibe fuertemente el creci-

miento de Listeria spp. y al no producir sabores 
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desagradables, el enterococo puede ser adecuado 

para la adición a la carne en calidad de cultivos para 

mejorar la seguridad alimentaria. Por otra parte, el 

ácido láctico producido por la cepa 15, actualmen-

te ha tomado gran importancia a nivel mundial por 

su utilidad. Rahman et al. (2013), mencionan que el 

ácido poliláctico biodegradable que sustituye a los 

plásticos derivados del petróleo, se obtiene por la 

producción de ácido láctico mediante el uso de 

Enterococcus faecium.

� De acuerdo a los resultados obtenidos en 

este estudio se puede concluir que las heces de 

neonatos humanos nacidos en el INMP de Lima 

poseen bacterias acido lácticas con potencial 

probiótico como tolerancia a ácido, resistencia a la 

bilis, actividad antimicrobiana y fermentan la 

leche.
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