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Resumen

El establecimiento de la microbiota intestinal durante los primeros meses de vida
constituye un proceso esencial para la salud a largo plazo, ya que interviene en la maduracion
inmunitaria, el metabolismo de nutrientes, la proteccion frente a microorganismos con potencial
patégeno y el mantenimiento de la homeostasis intestinal. Dentro del microbioma intestinal
temprano, Bifidobacterium spp. ocupa una posicion relevante debido a su elevada presencia en
lactantes sanos, su capacidad para utilizar oligosacaridos de la leche humana (HMOs, del inglés
Human Milk Oligosaccharides) y su posible contribucién a la reduccion de la carga de genes de
resistencia a antibidticos. En este contexto, el presente trabajo tuvo como objetivo la
caracterizacion funcional de cepas de Bifidobacterium spp. aisladas del entorno materno-infantil,
con el fin de evaluar su potencial probiético y postbiético. Para ello, se analizaron 14 cepas
pertenecientes a cinco especies: B. bifidum, B. longum, B. infantis, B. pseudocatenulatum y B.
breve, procedentes de muestras fecales y de leche materna de la cohorte MAMI.

Se evalué su capacidad de adhesién a mucina en diferentes condiciones fisioldgicas, su
perfil de utilizacién de fuentes de carbono mediante tiras API® 50 CHL y su crecimiento en medios
suplementados con HMOs especificos, como 2’-fucosilactosa (2'FL), lacto-N-tetraosa (LNT) y 6'-
sialilactosa (6’SL). Ademas, se determind la concentracién minima inhibitoria frente a tetraciclina,
se cuantificd la produccion de acidos grasos de cadena corta (SCFA, de inglés Short-Chain Fatty
Acid) mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) y se
estudio la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes libres de células frente a Escherichia
coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus y Listeria innocua. Finalmente, se analizé
el efecto de estos sobrenadantes sobre la conjugacién plasmidica como modelo de transferencia
horizontal (HGT) de genes de resistencia a antibidticos (ARGs, del inglés Antibiotic Resistance
Genes). Los resultados mostraron una marcada variabilidad funcional entre cepas, incluso dentro
de una misma especie. Las cepas de B. bifidum destacaron por su adhesién a mucina en
condiciones estéticas, mientras que algunas cepas de B. breve mostraron mayor adhesién
cuando se mantuvieron metabdlicamente activas. El analisis metabdlico revel6 un uso
generalizado de sustratos como glucosa, galactosa, fructosa y LNT, mientras que el consumo de
2’FL fue limitado a determinadas cepas de B. infantis y la 6'SL no fue utilizada por las cepas
estudiadas. La resistencia a tetraciclina también fue heterogénea, presentando resistencia al
antibiotico en un rango desde 0,25 hasta 32 ug/mL. En cuanto a la produccion de metabolitos, el
acido acético fue el principal SCFA detectado. Los sobrenadantes, especialmente los obtenidos
en medio MRS, redujeron el crecimiento de bacterias potencialmente patégenas, un efecto
asociado principalmente a la acidificacion del medio, aunque no exclusivamente. Asimismo,
estos sobrenadantes disminuyeron la frecuencia de conjugacion bacteriana de forma
dependiente de la concentracion y del medio de cultivo.

En conjunto, estos hallazgos refuerzan la relevancia de Bifidobacterium spp. como
moduladores funcionales del microbioma infantii y destacan la importancia de evaluar
propiedades especificas a nivel de cepa para su aplicacion en estrategias probidticas y
postbidticas.

Palabras clave

Bifidobacterium spp., microbiota materno-infanti, HMOs, SCFAs, postbidticos, actividad

antimicrobiana, transferencia horizontal de genes.



Abstract

The establishment of the intestinal microbiota during the first months of life constitutes an
essential process for long-term health, as it is involved in immune maturation, nutrient
metabolism, protection against potentially pathogenic microorganisms, and the maintenance of
intestinal homeostasis. Within the early intestinal microbiome, Bifidobacterium spp. occupies a
prominent position due to its high abundance in healthy infants, its ability to utilise human milk
oligosaccharides (HMOs), and its potential contribution to reducing the burden of antibiotic
resistance genes. In this context, the present work aimed to functionally characterise strains of
Bifidobacterium spp. isolated from the maternal-infant environment, in order to evaluate their
probiotic and postbiotic potential. To this end, 14 strains belonging to five species were analysed:
B. bifidum, B. longum, B. infantis, B. pseudocatenulatum, and B. breve, obtained from faecal
samples and breast milk from the MAMI cohort.

Their mucin adhesion capacity was assessed under different physiological conditions,
their carbon source utilisation profile was determined using API® 50 CHL strips, and their growth
in media supplemented with specific HMOs, including 2'-fucosyllactose (2'FL), lacto-N-tetraose
(LNT), and 6'-sialyllactose (6'SL) was evaluated. In addition, the minimum inhibitory concentration
against tetracycline was determined, short-chain fatty acid (SCFA) production was quantified by
gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS), and the antimicrobial activity of
cell-free supernatants was assessed against Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus, and Listeria innocua. Finally, the effect of these supernatants on plasmid
conjugation was analysed as a model of horizontal transfer of antibiotic resistance genes (ARGs).
The results revealed marked functional variability among strains, even within the same species.
B. bifidum strains were notable for their mucin adhesion under static conditions, while some B.
breve strains showed greater adhesion when maintained metabolically active. Metabolic analysis
revealed widespread utilisation of substrates such as glucose, galactose, fructose, and LNT,
whereas 2'FL consumption was restricted to certain B. infantis strains and 6'SL was not utilised.
Tetracycline resistance was likewise heterogeneous. Regarding metabolite production, acetic
acid was the predominant SCFA detected. The supernatants, particularly those obtained in MRS
medium, reduced the growth of potentially pathogenic bacteria, an effect attributed primarily,
though not exclusively, to medium acidification. Furthermore, these supernatants decreased the
frequency of bacterial conjugation in a concentration- and culture medium-dependent manner.

Taken together, these findings reinforce the relevance of Bifidobacterium spp. as
functional modulators of the infant microbiome and highlight the importance of evaluating strain-
specific properties for their application in probiotic and postbiotic strategies.

Keywords

Bifidobacterium spp., maternal-infant microbiota, HMOs, SCFAs, postbiotics, antimicrobial
activity, horizontal gene transfer.
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Introduccion

1. Introduccion

1.1 Microbiota

La microbiota intestinal humana se define como el conjunto de microorganismos que
colonizan el tracto gastrointestinal manteniendo con el huésped una relacion dinamica, compleja
y fisioldgica (Pantazi et al., 2023; Vandenplas et al., 2020). La microbiota no es una comunidad
de microorganismos estable y pasiva, sino que participa de forma activa en los procesos
fisioldgicos y metabdlicos del hospedador, incluyendo el metabolismo de sustratos no digeribles
provenientes de la dieta, la produccién de compuestos bioactivos, la maduracion del sistema
inmunitario y el mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal (Samarra et al., 2024;
Vandenplas et al., 2020). Teniendo en cuenta estas funciones, el estudio de la microbiota ha ido
evolucionando desde una visién descriptiva y clasificatoria hacia un enfoque ecoldgico y
funcional, donde la composicién taxonémica, la capacidad metabdlica y las interacciones entre
microorganismos y con el hospedador se consideran elementos clave para interpretar su impacto
sobre la salud a corto y largo plazo (Ferretti et al., 2018; Pantazi et al., 2023).

Los primeros afios de vida se consideran una etapa crucial y de gran importancia para el
desarrollo y estabilizacion de la microbiota intestinal (Samarra et al., 2024). Durante este periodo
de tiempo, el intestino experimenta un proceso de colonizacién microbiana de forma progresiva
qgue se ve influenciado de forma directa por factores perinatales y ambientales (Reyman et al.,
2022). Entre los factores que mas influyen en esta primera etapa de colonizacion se incluyen el
tipo de parto, la edad gestacional, la exposicion a antibiéticos, la alimentacién neonatal, la
lactancia materna, la introduccién de la alimentacion complementaria y las caracteristicas
geograficas, culturales y gastrondmicas del entorno (Pantazi et al., 2023; Selma-Royo et al.,
2024). En conjunto, estos factores condicionan no solo qué microorganismos se establecen en
el intestino infantil, sino también qué funciones metabdlicas e inmunoldgicas llegan a
consolidarse, siendo una etapa critica para la salud a largo plazo (Reyman et al., 2022; Samarra
et al., 2024). La microbiota debe entenderse como una comunidad dinamica, cuya estructura
cambia conforme el lactante transita desde una dieta basada en leche materna hacia una
alimentacion mas diversa (Pantazi et al., 2023). La disponibilidad de nutrientes, la competencia
por nicho, la cooperacion metabdlica y la interaccion con el huésped condicionan que grupos
bacterianos prosperen (Mills et al., 2023; Selma-Royo et al., 2024). En este contexto, la leche
materna desempena un papel fundamental, aportando tanto microorganismos como HMOs que
actuan como sustratos selectivos para determinados colonizadores tempranos (Samarra et al.,
2025).

Teniendo en cuenta la variabilidad de microorganismos de la microbiota, existe un amplio
consenso en que la abundancia de Bifidobacterium spp. constituye uno de los rasgos mas
caracteristicos de la microbiota intestinal del lactante, particularmente durante los primeros
meses (Jarman et al., 2025; Pantazi et al., 2023). Esta prevalencia no es casual, ya que las
bifidobacterias poseen la maquinaria enzimatica necesaria para degradar los HMOs presentes
en la leche materna, confiriéndoles una ventaja competitiva en el entorno intestinal del lactante
(Samarra et al., 2025). Por ello, comprender cémo se establece el microbioma materno-infantil y
qué factores favorecen la colonizacién de Bifidobacterium resulta esencial para interpretar la
colonizacion temprana y su relevancia funcional en etapas posteriores (Jarman et al., 2025;
Selma-Royo et al., 2024).

1.1.1 Microbioma materno-infantil
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La microbiota del lactante se encuentra condicionada por la interaccion entre transmision
materna, factores perinatales, tipo de alimentaciéon y dinamica ecoldgica del propio intestino
infantil. Dentro de este proceso, la transmision vertical de bifidobacterias, refiriéndose a la
transmisién de bacterias de la madre hacia el lactante, ha emergido como una de las
caracteristicas mas relevantes para la configuracién temprana del microbioma (Flores Ventura et
al., 2025; Milani et al., 2015; Vandenplas et al., 2020). Se estima que existe una transferencia
del 30% de cepas de Bifidobacterium spp. entre madre-hijo (Flores Ventura et al., 2025; Milani
et al., 2015). Entre ellas, especies como B. bifidum y B. longum son las que muestran mayor
abundancia observando ademas una mayor transmisiéon en lactantes nacidos por via vaginal
respecto a los nacidos por cesarea (Flores Ventura et al., 2025; Milani et al., 2015).

El establecimiento del microbioma materno-infantil no se limita inicamente al momento del
parto, sino que existe una interaccién dinamica entre la microbiota fecal infantil y la microbiota
de la leche materna durante los primeros meses, donde la relacion entre ambos nichos es mas
compleja y bidireccional de lo que se asumia tradicionalmente (Feehily et al., 2023; Wu et al.,
2025). La lactancia materna constituye una de los principales factores que modulan este
microbioma, teniendo los HMOs un papel fundamental. Los HMOs son oligosacaridos complejos
que constituyen el tercer componente sélido mas abundante de la leche materna con mas de 200
estructuras identificadas, las cuales se encuentran clasificados en tres grupos segun su
composicion: fucosilados neutros, neutros no fucosilados vy sialilados, siendo los mas relevantes
la 2'-fucosilactosa (2'-FL), la lacto-N-tetraosa (LNT) y las sialilactosas (3'-SL y 6'-SL) (Slater et
al., 2025). Al ser resistentes a la digestion del lactante, alcanzan el colon intactos y actian como
sustratos prebidticos selectivos que favorecen la colonizacion y predominio de Bifidobacterium
en la microbiota infantil (Lordan et al., 2024; Mills et al., 2023; Yang et al., 2024).

En relacion con la lactancia, Laursen et al. (2021) demostraron que Bifidobacterium spp.
producen SCFAs en el intestino infantil, sugiriendo que estos metabolitos podrian influir sobre
diferentes funciones como reforzar la integridad de la barrera intestinal, actuar como fuente de
energia para los colonocitos, regular las respuestas inmunes modulando asi la diferenciacion de
linfocitos T y ejerciendo efectos antiinflamatorios (Fusco et al., 2023). Ademas, Dai et al. (2023)
observaron que el enriquecimiento de B. longum subsp. infantis asociado a la lactancia se
relaciona con microbiotas que presentan una menor carga de ARGs. Este concepto apoya la
idea de que la leche materna favorece no solo una composicion caracteristica, sino también una
mayor estabilidad del microbioma intestinal frente a perturbaciones tempranas (Dai et al., 2023;
Laursen et al., 2021).Mediante la interpretacion de estos datos se sostiene que el microbioma
materno-infantil depende de la interaccién entre transmision vertical, lactancia, metabolismo de
HMOs y perturbaciones tempranas, donde Bifidobacterium spp. puede llegar a ocupar una
posicion estructural y funcional central (Flores Ventura et al., 2025; Fusco et al., 2023; Jarman et
al., 2025; Reyman et al., 2022; Samarra et al., 2024).
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Figura 1. Interaccién madre-lactante en el establecimiento de la microbiota infantil. Esquema de los
principales factores maternos, perinatales y ambientales que influyen en la fransmisibn microbiana y en la
colonizacién temprana del intestino del lactante. Adaptada de Xiao & Zhao (2023).

1.1.2 Papel de Bifidobacterium spp. en la microbiota temprana

El género Bifidobacterium se describié por primera vez a partir de heces de lactantes
alimentados con leche materna por Tissier en 1899. Este género pertenece al filo Actinobacteria,
familia Bifidobacteriaceae, y agrupa bacterias Gram-positivas, anaerobias estrictas, inmdviles,
no esporuladas y con morfologia caracteristica en forma de Y (Alessandri et al., 2021). La
longitud del genoma en este género varia de forma considerable entre especies y cepas con
tamanos que van desde 1,73 hasta 3,25 Mb, con un contenido en guanina y citosina que varia
entre el 55 y el 67% (Milani et al., 2016). Actualmente existen 50 especies identificadas de este
género que contintan creciendo a partir de la caracterizacion de microbiotas de distintos
hospedadores (Alessandri et al., 2021). Los plasmidos no son un rasgo caracteristico en estas
cepas, se estima que solo el 20% de las cepas aisladas contienen elementos plasmidicos, con
un tamano relativamente pequefio (1,8-10,2 kb) (Milani et al., 2014). En cuanto a resistencias
antibioticas, Bifidobacterium presenta resistencia intrinseca a aminoglucésidos y quinolonas,
mientras que son generalmente sensibles a B-lactamicos, glucopéptidos y cloranfenicol. Por otra
parte, presentan resistencia adquirida principalmente frente a tetraciclinas mediada por genes
como tet(W), tet(O) o tet(M) y macrélidos (ermB) (Milani et al., 2014; Terlizzi et al., 2025).

Bifidobacterium es considerado uno de los grupos bacterianos clave en la microbiota
intestinal del lactante, debido a su abundancia y adaptacion funcional al microbioma(Jarman et
al., 2025; Pantazi et al., 2023). La abundancia de este género en las primeras etapas se debe a
la capacidad de determinadas especies y cepas de metabolizar HMOs, las interacciones cross-
feeding entre especies, asi como la cooperacion de B. infantis y B. breve en la degradacion de
mucinas y glicanos (Arzamasov et al., 2025; Egan et al., 2014; Segui-Perez et al., 2025). Las
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alteraciones en la abundancia de Bifidobacterium spp. esta asociada a posibles consecuencias
alargo plazo, ya que se ha observado que una disbiosis en los primeros meses de vida se asocia
a un mayor riesgo de desarrollar enfermedades alérgicas, asma, eccema, obesidad y trastornos
del neurodesarrollo en etapas posteriores (Dai et al., 2023; Tremblay et al., 2023). Por ultimo,
Bifidobacterium spp. se ha observado que contribuyen a la maduracion del sistema inmunitario
a través de la modulacion de la respuesta de linfocitos T (Vogel et al., 2023), de modo que su
presencia durante los primeros 1000 dias de vida representa un factor determinante para el
correcto establecimiento y desarrollo del sistema inmune (Shao et al., 2024).
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Figura 2. Relacion entre HMOs, Bifidobacterium spp. y microbiota intestinal. Los HMOs favorecen el crecimiento
de Bifidobacterium spp., cuya actividad metabdlica contribuye a la produccion de SCFAs, la estabilidad de
la microbiota y la inhibicion de patégenos. Adaptada de Lordan et al. (2024).

1.1.3 Interacciéon de Bifidobacterium spp. frente a microorganismos con
potencial patdgeno

El rol que presenta Bifidobacterium spp. frente a microorganismos con potencial patégeno
debe interpretarse como la capacidad de la microbiota establecida para limitar la colonizacién o
expansion de determinados grupos bacterianos (Duar et al., 2020; Shao et al., 2024). Especies
como B. infantis reducen el pH intestinal, reduciendo la abundancia de bacterias con potencial
patdégeno y bacterias degradadoras de la capa de mucosa, considerandose un mecanismo de
proteccion mediado por acidificacion del entorno intestinal (Lordan et al., 2024; Mills et al., 2023).
De forma complementaria, Shao et al. (2024) mostraron que las microbiotas dominadas por
Bifidobacterium spp., en especial por B. longumy B. breve, presentan un microbioma mas estable
y con resistencia duradera frente a la integracién de patdgenos, observando ademéas que B.
breve confiere resistencia a la colonizacion. En el contexto materno-infantil, bacterias como
Escherichia coli, Klebsiella spp. y Staphylococcus aureus pueden formar parte de la microbiota
temprana, pero también pueden llegar a ser especies patégenas cuando se expanden en una
microbiota inmadura, debido a un nacimiento prematuro, cesarea, hospitalizaciéon o exposicion a
antibidticos (Li et al., 2025; Xiao & Zhao, 2023). Durante los primeros dias de vida, el intestino
del lactante favorece la colonizacién por bacterias anaerobias facultativas, entre ellas destacan
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Enterobacteriaceae como Escherichia coli y Klebsiella spp., pero cuando la microbiota comienza
a ser colonizada por anaerobios estrictos, como Bifidobacterium spp., se considera un indicador
de maduracion del microbioma intestinal (Samarra, Alcafiz, et al., 2025). En este caso, la
abundancia de Bifidobacterium puede limitar la expansion de estos grupos mediante la reduccién
del pH, la competencia de nutrientes y la colonizacion del microbioma intestinal (O’'Brien et al.,
2022; Shao et al., 2024).

Klebsiella spp., especialmente K. pneumoniae, es de gran interés en el contexto materno-
infantil debido a su relacién con microbiotas alteradas, especialmente en lactantes prematuros o
sometidos a intervenciones clinicas tempranas (Kiu et al., 2025). Por otra parte, S. aureus se
suele asociar a microbiomas cutaneos, nasales y mamarios, facilitando su transmisiéon durante
el contacto piel con piel, la lactancia o la estancia hospitalaria, aunque en recién nacidos
vulnerables puede llegar a actuar como oportunista (Kiu et al., 2025). A diferencia de estos
microorganismos, Salmonella spp. y Listeria spp. se consideran patdgenos exdgenos asociados
a contaminacién alimentaria, con especial relevancia durante el embarazo, la lactancia y los
primeros meses de vida debido a la vulnerabilidad inmunoldgica de la madre y del recién nacido
(Khalil et al., 2023; Woelfel et al., 2024). La microbiota intestinal contribuye a la resistencia de
estos patdégenos mediante competencia por nutrientes, produccion de metabolitos
antimicrobianos y mantenimiento de la barrera intestinal, por lo que una microbiota inmadura o
alterada puede presentar menor capacidad de exclusién frente a infecciones alimentarias (Deng
& Wang, 2024; Woelfel et al., 2024).

Mejora de la barrera intestinal, uniones estrechas y motilidad intestinal
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Figura 3. Funciones de Bifidobacterium spp. en el intestino infantil. Representacion de los mecanismos
mediante los cuales Bifidobacterium spp. contfribuye a la barrera intestinal, la modulacién inmunitaria y la
proteccién frente a microorganismos con potencial patdégeno. Adaptada de Sadeghpour Heravi & Hu (2023).

1.2 Probidticos y postbidticos

El interés por modificar o adaptar la microbiota intestinal de forma dirigida ha impulsado el
estudio de probidticos y postbidticos como estrategias con potencial preventivo y terapéutico
(Mills et al., 2023; Pantazi et al., 2023; Vandenplas et al., 2020). Segun el consenso de la
“International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP)”, los probidticos son
“microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren un
beneficio para la salud del huésped”’, mientras que los postbidticos se definen como
“preparaciones de microorganismos inanimados y/o sus componentes que confieren un beneficio
para la salud del huésped” (Salminen et al., 2021). Una de las ventajas que presentan los
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postbidticos frente a los probidticos es su estabilidad debido a que, al estar compuestos por
microorganismos inactivados, sus componentes o sus metabolitos, no tienen que mantener la
viabilidad celular y presentan un menor riesgo de seguridad en poblaciones vulnerables
(Salminen et al., 2021). Durante la infancia, el uso de probiéticos y postbiéticos presenta una
gran relevancia ya que la microbiota intestinal se encuentra en una fase de desarrollo y es
especialmente sensible a los factores que modulan su composiciéon, actividad metabdlica e
interaccion con el huésped (Salminen et al., 2021).

En el contexto materno-infantil, uno de los ejemplos mas estudiados es Bifidobacterium
longum subsp. infantis EVC001, esta cepa se seleccioné en base a su capacidad para utilizar de
forma eficiente HMOs. Esta cepa ha sido evaluada en lactantes alimentados con leche materna
mediante estudios clinicos en los que se administré diariamente durante los primeros dias de
vida y posteriormente se analizaron muestras fecales mediante técnicas de secuenciacion,
cuantificacion bacteriana y analisis de metabolitos, donde se observé una colonizacion estable
por B. infantis hasta el primer afio de vida (O'Brien et al., 2022). Ademas, esta cepa se ha
asociado con una mayor abundancia de Bifidobacteriaceae, mayor utilizacion de HMOs,
produccion de lactato y acetato, reduccion del pH fecal y menor presencia relativa de
microorganismos potencialmente patégenos, lo que indica que su efecto depende de una
adaptacion especifica al entorno intestinal del lactante (O’'Brien et al., 2022).También se han
evaluado probidticos en neonatos prematuros, una poblacion especialmente vulnerable por la
inmadurez intestinal y la frecuente exposicion a antibidticos. En este contexto, formulaciones
multicepa que incluyen Bifidobacterium y Lactobacillus han mostrado capacidad para modificar
la composicion y funcion del microbioma intestinal. Por ejemplo, Beck et al. (2022) observaron
que la administracion de un probidtico en prematuros fue uno de los principales factores en el
desarrollo del microbioma, destacando que este efecto era dependiente de las cepas incluidas
en el probidtico. Estos resultados apoyan que el potencial probiético debe evaluarse de forma
individualizada y no atribuirse de manera general a todo un género bacteriano (Beck et al., 2022).
Por otra parte, se han estudiado probiéticos que combinan cepas como Bifidobacterium longum
subsp. infantis, Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 y Lactobacillus acidophilus La-5 en
neonatos prematuros. Estos probidticos se han evaluado en ensayos clinicos mediante
seguimiento de colonizaciéon bacteriana, composiciéon del microbioma y presencia de
microorganismos multirresistentes. Aunque no siempre se observa una reduccion significativa de
la colonizacion por bacterias multirresistentes, si se ha descrito una modulacién del microbioma
hacia comunidades mas enriquecidas en bacterias beneficiosas, especialmente Bifidobacterium
y Lactobacillus (Van Rossum et al., 2024).

Un postbidtico disefiado para el microbioma infantil extraido a partir de la fermentacion de
Lacticaseibacillus paracasei CBA L74, se asocié con un aumento de inmunoglobulina A secretora
y cambios en la microbiota intestinal, dando lugar tras su administracién a una composicion del
microbioma intestinal similar a la observada en lactantes alimentados con leche materna
(Roggero et al., 2020). Estos resultados sugieren que los productos derivados de la fermentacion
bacteriana pueden contribuir a la maduracién inmunitaria y microbiana durante los primeros
meses de vida, incluso sin administrar necesariamente bacterias viables (Roggero et al., 2020).
Otro ejemplo de postbidticos centrados en lactantes son los fermentados obtenidos a partir de
Bifidobacterium breve C50 y Streptococcus thermophilus 065, donde tras un ensayo clinico en el
que evaluaron parametros de seguridad, crecimiento, tolerancia digestiva y analisis de microbiota
fecal, observaron que fueron seguras, bien toleradas y capaces de modular la microbiota hacia
un perfil mas proximo al de lactantes alimentados con leche materna (Béghin et al., 2021)
Ademas, existen estudios que indican que los postbiéticos, en general parecen seguros y bien
tolerados, aunque todavia no existen evidencias suficientes para afirmar que el uso de estos
compuestos presenten un beneficio real para la salud infantil (Szajewska et al., 2022).
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En este trabajo, las cepas de Bifidobacterium spp. aisladas del entorno materno-infantil se
estudian desde una doble perspectiva, por un lado, como posibles candidatas probioticas
mediante la evaluacion de propiedades como la adhesiéon a mucina, el metabolismo de HMOs y
la produccion de SCFAs y, por otro lado, el posible potencial postbittico de los sobrenadantes
producidos por las cepas mediante el analisis de sus sobrenadantes libres de células frente a
bacterias con potencial patégeno y en ensayos de conjugacién plasmidica.

1.3Resistencia a antibidticos y diseminacion de ARGs

En los ultimos afos la resistencia a antibidticos ha constituido uno de los principales
desafios para la salud publica a nivel mundial, considerando a la microbiota intestinal un
reservorio dindmico de ARGs (Ott & Mellata, 2022; Reyman et al., 2022). En 2021,
aproximadamente 1,14 millones de muertes fueron directamente atribuidas a infecciones por
bacterias multirresistentes, con estimaciones que elevan la cifra a 39 millones entre 2025y 2050.
Entre los mecanismos de transferencia horizontal (HGT), la conjugacion plasmidica destaca
como una de las rutas mas relevantes de diseminacién de resistencias (Alvarez-Molina et al.,
2023; Neil et al., 2021; Ott & Mellata, 2022). Ademas, la eficiencia de la conjugacién varia en
funcion del entorno del microbioma, del contacto donador-receptor, del rango de hospedadores
y del contexto fisico y metabdlico del nicho intestinal (Ma et al., 2024). Respecto a este ultimo
factor, durante los primeros meses de vida es un factor muy influyente debido a que la microbiota
se encuentra en un estado de inestabilidad siendo especialmente sensible a presiones selectivas
externas (Reyman et al., 2022). Se ha observado que la administracién neonatal de antibiéticos
de amplio espectro altera el desarrollo del microbioma y favorece la selecciéon de resistencia
antimicrobiana en el resistoma intestinal (Casaburi et al., 2019; Reyman et al., 2022). Por otra
parte, respecto a la composicién de la microbiota y el resistoma, Samarra et al. (2025) observaron
que una mayor abundancia de Bifidobacterium spp. se asocia con una menor carga de ARGs, y
que los nifios con lactancia materna exclusiva durante el primer mes poseen resistomas menores
a los 6 meses (Samarra et al., 2025; Taft et al., 2018).

Haciendo referencia al plano mecanistico, la transferencia plasmidica de genes de
resistencia constituye un proceso dinamico condicionado por diversos factores tanto externos
como internos (Ma et al., 2024; Neil et al., 2021). Se ha demostrado que algunos compuestos
como los acidos grasos 2-alquinoicos sintéticos pueden actuar como inhibidores de la
conjugacion bacteriana (Getino et al., 2015; Kwapong et al., 2019). Ademas, se ha observado
que la exposicion a antibiéticos favorece la diseminacion plasmidica debido al aumento de la
sobreexpresion de la maquinaria implicada en la conjugacion en presencia de estos compuestos
(Liu et al.,, 2019). Por otra parte, existen interacciones metabdlicas durante el crecimiento
bacteriano, especialmente en biofilms, donde las bacterias son capaces de modular la eficiencia
de transferencia de ARGs (Ma et al., 2024). Estos hallazgos refuerzan la idea de que la
conjugacion no es un proceso estatico, sino altamente dependiente del estado fisioldgico
bacteriano y de la poblacién bacteriana del nicho intestinal.

Dentro de este marco, los estudios con Bifidobacterium spp. resultan especialmente
relevantes. Se ha demostrado en modelos gnobidticos que determinadas cepas de
Bifidobacterium spp. pueden reducir de forma significativa la transferencia de ARGs [3-lactamicos
entre enterobacterias, con descensos de hasta varios 6rdenes de magnitud en el numero de
transconjugantes (Moubareck et al., 2007). Ademas, evidencias mas recientes indican que
sobrenadantes de bacterias probidticas, postbidticos, pueden inhibir la transferencia plasmidica
in vitro, lo que sugiere que compuestos extracelulares bacterianos podrian interferir directamente
en los mecanismos de conjugacion (Apiwatsiri et al., 2021). En conjunto, la evidencia actual
apoya que Bifidobacterium spp. no solo se asocia con un resistoma infantil mas favorable, sino
que también podria modular activamente el microambiente intestinal e interferir en la propagacién
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de ARGs, lo que justifica el estudio de cepas aisladas del entorno materno-infantil, asi como de
sus metabolitos y sobrenadantes, en ensayos de transferencia plasmidica (Li et al., 2025;
Samarra et al., 2025).
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Figura 4. Propagacién de genes de resistencia a antibidticos en el intestino infantil. La presién antibidtica
favorece la fransferencia plasmidica de ARGs, mientras que Bifidobacterium spp. y la lactancia materna
podrian contribuir a reducirla. Readlizado en Biorender.

El presente trabajo se enmarca dentro de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de
la Agenda 2030, especialmente en relacion con el ODS 3: Salud y bienestar, el ODS 2: Hambre
cero, y el ODS 9: Industria, innovacién e infraestructura. El estudio de cepas de Bifidobacterium
spp. aisladas del entorno materno-infantil se vincula directamente con la mejora de la salud
durante las primeras etapas de vida, asi como con la busqueda de estrategias frente a
microorganismos con potencial patégeno y la diseminacion de ARGs. Por otra parte, el estudio
de HMOs y la relacion que presentan con el desarrollo del microbiota conecta este trabajo con la
nutricién infantil y con el papel de la lactancia materna en el establecimiento de una microbiota
beneficiosa. Finalmente, la caracterizacion funcional de estas cepas y de sus sobrenadantes
contribuyen al desarrollo de conocimiento biotecnolégico aplicable a estrategias probiéticas y
postbiodticas.
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2. Hipotesis

Bifidobacterium spp. forma parte del grupo de bacterias beneficiosas presentes en la
microbiota tanto de adultos como nifios, teniendo una gran relevancia durante los primeros
meses de vida. Sin embargo, la abundancia de cada especie no es homogénea ni todas las
especies presentan las mismas capacidades metabdlicas. Ademas, las microbiotas dominadas
por Bifidobacterium spp. en las primeras etapas de la vida presentan una menor carga de ARGs
pero no se conoce el mecanismo implicado y, por lo tanto, si hay especies o cepas que presenten
caracteristicas 6ptimas en estos procesos.

3. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es la caracterizacion funcional de cepas de
Bifidobacterium spp con potencial probioético aisladas del entorno materno-infantil. Para
poder alcanzar nuestro objetivo principal, se han establecido los siguientes objetivos especificos:

e Determinar la capacidad de adhesion a mucina asociada a la colonizacién del
microbioma intestinal.

e Evaluar el metabolismo de fuentes de carbono incluyendo los HMOs.

e Cuantificar la produccion de SCFAs tras el crecimiento en diferentes medios de cultivo.

e Identificar la concentracion minima inhibitoria (MIC) de tetraciclina de las cepas
estudiadas.

e Evaluar la inhibicién del crecimiento de bacterias con potencial patégeno por medio de
postbiodticos (sobrenadante) de Bifidobacterium.

e Determinar el efecto de postbidticos de Bifidobacterium sobre la transmision de genes
de resistencia mediante conjugacion plasmidica.
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4. Materiales y métodos
4.1 Medios de cultivo

Las cepas de Bifidobacterium se cultivaron con medio de cultivo de Man, Rogosa y Sharpe
(MRS) disefiado para bacterias acido-lacticas compuesto por peptona de proteasa n°3 10 g/L,
extracto de carne 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, dextrosa 20 g/L, polisorbato 80 g/L, citrato
de amonio 2 g/L, acetato de sodio 5g/L, sulfato de magnesio 0,1 g/L, sulfato de manganeso 0,01
g/L y fosfato dipotasico 2 g/L, disuelto en agua destilada (Thermo Fisher Scientific, CM059B).
Este medio se suplementa después de autoclavar con L-Cisteina hidroclorhidrica monohidratada
(cisteina) al 0,05% (p/v) (Thermo Fisher Scientific, A10389.22) necesaria para el crecimiento de
Bifidobacterium. En el caso de medio sélido se afiadié agar europeo bacteriolégico (Condalab,
1800) a una concentracion de 15 g/L.

Por otra parte, las cepas de Bifidobacterium también se cultivaron con medio de cultivo
Medio Anaerdbico Gifu GAM (HiMedia, M1801) suplementado con mucina porcina tipo Il (Sigma-
Aldrich, M2378) a una concentracion de 15 mg/mL. Después de autoclavar, se suplementa con
cisteina 0,05%, hemina 0,05% (Sigma-Aldrich, H9039) y vitamina K 1:100 (Thermo Fisher
Scientific, L10575.03) previamente filtrados utilizando filtros de 0,22 ym (Merck, SLGP0O33RS).

En el ensayo de consumo de HMOs, se utiliz6 MRS sin dextrosa (Condalab, 1295), el cual
presenta los mismos componentes que el medio MRS descrito previamente pero sin fuente de
carbono, permitiendo afadir fuentes de carbono diferentes que se quieren estudiar. Se afadié a
0,2% (v/v) de D-(+)-Glucosa (Glu) (Sigma-Aldrich, G8270) a todos los medios del ensayo como
fuente de carbono minima, y un 2% (v/v) de las fuentes de carbono seleccionadas en las que se
incluyen: Glu, LNT (Sigma-Aldrich, L6770), 2’FL (Sigma-Aldrich, SMB00933) y 6’SL (Sigma-
Aldrich, A8556). Los HMOs y la cisteina fueron afadidos al medio después de esterilizarlos
utilizando un filtro de 0,22 pm.

El medio de cultivo de infusion de corazén y cerebro (BHI) (Condalab, 1400) se utilizé para
el crecimiento de Listeria innocua'y Staphylococcus aureus, el cual esta compuesto por dextrosa
2 g/L, gelatina de peptona 10 g/L, fosfato disddico 2,5 g/L, cloruro de sodio 5 g/L, infusion de
corazon 10 g/L e infusion de cerebro 7,5 g/L.

El medio de cultivo de caldo de lisogenia (LB) (NZYtech, MB145) se utilizdé para el
crecimiento de Escherichia coliy Salmonella typhimurium, compuesto por triptona 10 g/L, cloruro
soédico 10 g/L y extracto de levadura 5 g/L. En los ensayos de conjugacion este medio se
suplementé con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-D-galactopiranésido (X-Gal) (Thermo Fisher
Scientific, AM9944) 40 mg/ml (v/v) y los antibiéticos cloranfenicol (Guinama, 97980/94195) 25
mg/ml (v/v) y tetraciclina (Sigma-Aldrich, T7660) 15 mg/ml (v/v) cuando fue necesario.

Todos los medios de cultivo se esterilizaron en el autoclave a 121°C durante 15 min a una
presion de 1 atmosfera.

4.2 Cepas y Condiciones de Cultivo

Las 14 cepas de Bifidobacterium que se utilizaron en el estudio provienen de la coleccion
del grupo MAINBiIotics de la Dra. M. Collado en el IATA-CSIC aisladas de muestras fecales y
leche materna de madres y sus bebés incluidos en la cohorte MAMI (MAternal Microbes). Se
seleccionaron cepas de 5 especies diferentes: B. bifidum (IATA039, IATA365, IATA102), B.
longum (IATA006, IATA063, IATA054), B. infantis (IATA009, IATA132, IATA331), B.
pseudocatenulatum (IATA044, IATA057) y B. breve (IATA013, IATA059, IATA027).
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Los aislados de Bifidobacterium se encuentran conservados en glicerol (Sigma-Aldrich,
G5516) al 20% a -80°C. De forma general, las cepas se sembraron en placas de MRS agar
suplementado con un 0,05% de cisteina y se incubaron a 37°C en una jarra de anaerobiosis
(Thermo Fisher Scientific, AGO025A) con bolsa AnaeroGen de 2,5 L (Thermo Fisher Scientific,
ANO0025A) durante 24h. Tras este paso, se seleccionaron 1-2 colonias y se inocularon a 1,8 ml
de MRS liquido suplementado con 0,05% cisteina (cys). Finalmente, se incubaron a 37°C en
anaerobiosis durante 24h en estatico.

Las cepas de Listeria innocua CECT 910, Staphylococcus aureus CECT 86, Escherichia
coli MG1655 ATCC 700926 y Salmonella typhimurium CECT722 provienen de la coleccién
espafiola de cultivos tipo (CECT). Las cepas se sembraron en placas LB BHI agar y se incubaron
a 37°C durante 16-24h. Seguidamente, se inocularon 1-2 colonias en 5 mL de medio liquido en
un tubo falcon de 50 mL (Corning, 352070) y se incubd a 37°C en aerobiosis durante 24h en
agitacion.

4.3 Evaluacion de la adhesion a mucina

La capacidad de adhesion a mucina de las cepas de Bifidobacterium se realiz6 siguiendo
el protocolo de Mufoz-Provencio et al., (2009) con algunas modificaciones. En concreto, las
placas de 96 pocillos (Thermo Fisher Scientific, 168055) fueron tratadas afiadiendo 100
mL/pocillo de una dilucién 1:10 de mucina porcina tipo Il en una soluciéon 50 mM de
carbonato/bicarbonato (Sigma-Aldrich, C3041) pH9,6. Las placas tratadas se incubaron a 4°C
durante 16-24h. Tras la incubacién, las placas se lavaron tres veces con 300 mL/pocillo de
tampon salino fosfato (PBS) (Thermo Fisher Scientific, 10010023), y se afiadié 200 mL/pocillo de
la solucion de bloqueo PBS 1% Tween 20 (Sigma-Aldrich, P1379), incubando 1h a temperatura
ambiente. Tras este paso, se descarto la solucién de bloqueo y se afiadié 100mL/pocillo del
cultivo bacteriano ajustado a densidad optica (DO) en 600 nm de 1. Luego, se incubaron las
placas a 4°C durante 16-24h.

Tras la incubacién, se descarté la solucién bacteriana y se lavaron las placas 3 veces con
200 mL/pocillo de PBS 0,05% Tween 20, dejando secar la placa a 55°C. Después del secado,
se afadieron 100 mL/pocillo de una solucién de cristal violeta al 0,33% (Sigma-Aldrich, V5265)
y se incubd durante 45 min. El cristal violeta que no se ha adherido a las bacterias es eliminado
lavando las placas 6 veces con 300 mL/pocillo de PBS. Finalmente, se utilizé 100 mL/pocillo de
acido aceético al 10% (EPICA, S.L, ACAC-GIA-1K0), se incubd durante 5-10 min para disolver
todo el colorante y se midié en el espectrofotometro la DO a una longitud de onda de 595 nm.

De forma paralela, la evaluacion de adhesion a mucina también se llevd a cabo en
bacterias metabdlicamente activas. En este caso, una vez afiadido el cultivo bacteriano ajustado
en las placas se incubaron en anaerobiosis a 37 °C durante 2h. El ensayo se realizé con 4
réplicas de cada cepa con mucina y 4 réplicas sin mucina como control, afiadiendo un control de
PBS que se utiliza como blanco a la hora de la medicién.

Cuando se ha tenido que ajustar la densidad o6ptica de los cultivos, de forma general los
cultivos de Bifidobacterium se lavaron 2 veces con PBS para eliminar restos de medio de cultivo,
se centrifugaron a 6000 x g durante 2 min, se descart6 el sobrenadante y el pellet se resuspendié
en 1mL de PBS. La absorbancia se midié en el espectrofotometro (SPECTROstar Nano) a una
longitud de onda de 600 nm y el cultivo se ajusté a DO 1 utilizando PBS.

4.4 Caracterizacion del uso de fuentes de carbono mediante tira API®
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El consumo y fermentacion de las diferentes fuentes de carbono por las cepas de
Bifidobacterium se evalué mediante un método semi-cuantitativo haciendo uso de las tiras API®
50 CHL (BioMérieux, 50300) con 50 fuentes de carbono distintas, siguiendo las indicaciones del
fabricante. En resumen, los cultivos de Bifidobacterium se crecieron durante toda la noche en las
condiciones indicadas y se lavaron 2 veces con PBS para eliminar restos de medio de cultivo.
Luego, se ajustaron 10 mL del medio incluido en el kit API® 50 CHL (BioMérieux, 50410) a una
DOeoonm de 0,45. En la tira donde se encuentran las 50 fuentes de carbono se afadieron 200
uL/pocillo del medio de API® 50 CHL suplementado con las bacterias y se incubé en una jarra de
anaerobiosis a 37°C durante 48h.

La interpretacién de los resultados después del tiempo de incubacion se detecté mediante
colorimetria, en el cual el color amarillo del medio es positivo e indica que se ha fermentado la
fuente de carbono, mientras que si el medio mantiene el color azul el resultado es negativo

4.5 Evaluacion del consumo de HMOs

El consumo de HMOs de las cepas de Bifidobacterium se evalué6 mediante el medio de
cultivo MRS sin dextrosa que se suplementd con 0,2% de glu, 2% de HMO de interés (2'FL, LNT,
6'SL) y 0,05% de cys en una placa de 96 pocillo con un volumen final de 200 pL/pocillo. Como
control positivo se utilizd tanto medio MRS completo como medio MRS sin dextrosa
suplementado con 0,2% de glu.

Los cultivos de Bifidobacterium se ajustaron a una DO inicial de 0,1 y se incubaron 24h a
37°C en anaerobiosis. Tras este tiempo se midié la DOsoonm y la capacidad de utilizaciéon de cada
HMO se analiz6 a partir de la comparacién estadistica entre la absorbancia obtenida en cada
tratamiento y la del control basal (MRS sin dextrosa + 0,2% glu) por triplicado, Anexo 1.

4.6 Evaluacion de la resistencia a tetraciclina

La concentracion minima inhibitoria (MIC) de tetraciclina para cada cepa de
Bifidobacterium se realizd en placas de 96 pocillos. Se suplementé medio MRS 0,05% cys con
concentraciones crecientes de tetraciclina (0,25 pg/ml, 0,5 pg/ml, 1 yg/ml, 2 ug/ml, 4 pg/ml, 8
pg/ml, 16 pg/ml, 32 ug/mly 64 ug/ml). Los pocillos se inocularon con las cepas Bifidobacterium,
ajustando previamente el cultivo a DO 0,1, y se incubaron las placas 48h en anaerobiosis.
Ademas, se afiadié un control positivo con medio sin antibiético y un control negativo de medio
sin inocular. Tras la incubacion, se leyeron las placas en el espectrofotémetro y se evalud la
concentracion de antibiético donde dejoé de crecer en comparacion con el control. El ensayo se
realizd por triplicado por cada cepa estudiada.

4.7 Determinacion de dacidos grasos de cadena corta (SCFAs)

La determinacion de los SCFAs se llevé a cabo en base al protocolo descrito por Eberhart
etal., (2021) a partir de los sobrenadantes de las cepas de Bifidobacterium en medio MRS 0,05%
cys y medio GAM.

En primer lugar, se preparé el estandar interno (Sl) incluido en todas las muestras con
acido 3-metilvalérico a una concentracion de 5 mM. La solucion stock de 10 mM se diluyd con
agua ultrafiltrada y acido clorhidrico (Merck, 7647-01-0) al 32%. Por otra parte, se preparé una
recta patron a partir de una solucién madre compuesta por 8 SCFAs (acido acético (Sigma-
Aldrich, A6283), acido propionico (Sigma-Aldrich, 402907), acido butirico (Sigma-Aldrich,
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B103500), acido isobutirico (Sigma-Aldrich, 11754), acido isovalérico (Sigma-Aldrich, 129542),
acido valérico (Sigma-Aldrich, 240370), acido caproico (Sigma-Aldrich, 21529) y acido férmico
(Sigma-Aldrich, 211529)) a una concentracion de 100 mM, de la cual se obtuvieron diluciones
seriadas (0,1 mM, 0,2 mM, 0,4 mM, 2 mM , 4 mM, 10 mM, 20 mM).

Tras preparar las soluciones, se llevé a cabo la extraccion de los SCFAs siguiendo el
siguiente protocolo: se mezcl6 800 pL de solucion Sl, 1 mL de dietiléter anhidro (Sigma-Aldrich,
346136) y 200 uL del sobrenadante. Después, se afnadié una pequena cucharada de sulfato
sédico anhidro (Sigma-Aldrich, 238597), equivalente a 5-10 mg, con el objetivo de desecar la
muestra, y se agité en vortex (IKA, 3340000) durante 10 segundos. Luego, se centrifugd, en una
centrifuga refrigerada (Eppendorf, 5424R) a 16000 g durante 2 minutos a 4 °C y se transfirieron
al menos 200 pL de la fase organica a los viales de cromatografia de 2 mL (Agilent, 5182-0714).

El blanco se preparé siguiendo el mismo protocolo de extraccion utilizado para la recta
patron empleando medio MRS o GAM en vez del sobrenadante de las bacterias. Todo el
protocolo se llevé a cabo en hielo para evitar la pérdida de compuestos volatiles en el proceso
de extraccion.

El andlisis de las muestras se realizé mediante GC-MS en un sistema Agilent GC 7890B-
5977 equipado con un muestreador multiple (Gerstel MPS) y una columna Agilent DB-FATWAX
de 30 m x 0,25 mm x 0,25 pym. El programa de temperatura del horno se establecié del siguiente
modo: 100 °C durante 3 min, seguido de un aumento a 100 °C a una velocidad de 5 °C por
minuto; posteriormente, la temperatura se elevé hasta 150 °C durante 1 min; después, se
incrementd hasta 200 °C a una velocidad de 20 °C por minuto; y, por ultimo, se mantuvo a 200
°C durante 5 min. El helio se utiliz6 como gas portador con un flujo de 1 mL por minuto.
Finalmente, se identificaron los espectros de los SCFAs con la biblioteca de espectros NIST y se
cuantifico la produccién de SCFAs mediante el programa MassHunter Quantitative Analysis
(Agilent).

4.8 Evaluacion del efecto antimicrobiano del sobrenadante frente a
patégenos potenciales

En primer lugar, se crecieron cultivos de las cepas de Bifidobacterium en medio MRS y
GAM a 37 °C en anaerobiosis durante toda la noche. Al dia siguiente, se centrifugaron los
cultivos, se separ6 el sobrenadante y se filtré por filtros de 0,22 ym. Seguidamente, se determiné
el pH mediante un pHmetro de los sobrenadantes y de los medios LB y BHI suplementados con
10% de sobrenadante.

Por otra parte, se crecieron cultivos de Listeria innocua y Staphylococcus aureus en medio
BHI, y Escherichia coli y Salmonella typhimurium en medio LB, todos a 37 °C en aerobiosis con
agitacion durante 24h. Tras el crecimiento, se lavaron los cultivos con PBS para eliminar restos
de los medios de cultivo. El ensayo del efecto antimicrobiano en las 4 bacterias se realizé
mediante cinéticas de crecimiento en placas de 96 pocillos ajustando la DOeoonm inicial a 0,05,
usando medio LB y BHI suplementado con un 10% de los sobrenadantes de las 14 cepas de
Bifidobacterium crecidas en medio MRS y GAM, realizando cada cinética por triplicado. Ademas,
se afnadioé un control positivo inoculando medio sin suplementar (LB o BHI), un control negativo
sin inocular y un control de pH afiadiendo al medio acido acético hasta alcanzar el mismo pH que
presentaba el medio suplementado con el sobrenadante, este valor fue entorno a un pH de 4,8.
La DO se midi6 en un espectrofotdmetro realizando medidas cada 30 minutos durante 24 horas,
incubando las placas a 37 °C y agitando antes de cada medida. El protocolo también se llevo a
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cabo con sobrenadantes neutralizados, pH 7, utilizando NaOH (Sigma-Aldrich, S2770). Todas
las cinéticas se realizaron por triplicado.

4.9 Ensayos de conjugacion de plasmidos

El ensayo se conjugacion se llevé a cabo modificando el protocolo descrito por Huttener
et al., (2019). Se uso la cepa donadora E. coli MG1655 transformada con el plasmido pKAZ3
(Accession number KR827392) que presenta un gen de resistencia a tetraciclina. Como cepa
receptora se us6 E. coli MG1655 lacZ, en la cual el gen lacZ se ha sustituido por un gen de
resistencia a cloranfenicol.

Las conjugaciones se realizaron en presencia de sobrenadantes de las cepas de
Bifidobacterium seleccionadas. En todos los ensayos, los cultivos de la cepa donadora y
receptora se lavaron 2 veces con PBS, descartando el sobrenadante, y el pellet se resuspendio
en LB sin antibiético ajustando la concentracion bacteriana a DOsoonm 1. La conjugacion se llevé
a cabo mezclando 200 pL de la cepa donadora y 200 pL de la receptora y diferentes
concentraciones de sobrenadante dependiendo del ensayo y se incubd 2h a 37°C en estatico.
Después de la incubacion, se realizé un banco de diluciones utilizando PBS como disolvente. Se
sembraron por duplicado las diluciones 10"y 102 en placas suplementadas con los 2 antibioticos
y X-Gal para crecer los transconjugantes, las diluciones 10y 10-® se sembraron en placas con
tetraciclina y X-Gal para conocer el nimero de donadoras que hay en el cultivo, incubando las
placas 24h a 37°C. Al dia siguiente se realizaron los recuentos de cada una de las placas y la
tasa de conjugacion se calculé dividiendo el nUmero de transconjugantes frente al nimero de
donadores.

4.10 Andiisis estadistico y bioinformatico de los datos

La estadistica de los ensayos de adhesion a mucina, inhibicion del crecimiento de
bacterias con potencial patégeno e inhibicion de la conjugacién plasmidica se realizé un analisis
de la varianza (ANOVA) de dos vias con la prueba de comparaciones multiples mediante el
software GraphPad Prism 10 (GraphPad Prism, 2023), detectando las diferencias significativas
entre el control y los resultados en cada una de las 14 cepas considerandose significativos los
valores con un p-valor<0,05. En el caso de la cuantificacién de SCFAs, se realizé una prueba
estadistica ANOVA de dos vias con la prueba de comparaciones multiples en GraphPad Prism
10 para saber si las diferencias de concentracién de SCFAs respecto al control eran
significativas.

El perfil metabdlico y funcional de las cepas se analizé conjuntamente mediante un
analisis de componentes principales (PCA) con el programa R(R Core Team, 2024) , donde se
compararon las 14 cepas frente a 56 variables distintas donde se incluyeron las 53 fuentes de
carbono, incluidos los HMOs, los dos ensayos a mucina (4°C y 37°C) y la concentraciéon minima
inhibitoria de tetraciclina. EI PCA se ejecutd con la funcion “prcomp()” del paquete base stats de
R (R Core Team, 2024), con centrado y escalado previo de las variables (z-score), de este modo
todas las variables contribuyen al analisis con el mismo peso. El biplot se generd con la funcién
“fviz_pca_biplot()” extraido del paquete factoextra (Kassambara y Mundt, 2020). Ademas, se
representaron solo las 20 variables con mayor contribucién a los dos primeros componentes
principales para facilitar la interpretacion. Los dos primeros componentes explicaron,
respectivamente, el 30,9 % y el 18,7 % de la varianza total (49,6 % acumulado).

Las 14 cepas de Bifidobacterium se representaron mediante un dot plot integrado para
agrupar los resultados de todos los ensayos realizados en este trabajo. Los porcentajes de
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inhibicién del crecimiento en sobrenadante de GAM se derivaron de las areas bajo la curva (AUC)
de las cinéticas de crecimiento mediante la expresion % inhibicion = ((AUC_control -
AUC_muestra)/AUC_control) x 100, conservando los valores negativos cuando la cepa crecia
por encima del control. Cada variable se normalizé por el método min—max al intervalo [0, 1],
invirtiéndose la escala del pH (menor pH = mayor capacidad acidificante). En los bloques de
inhibicién del crecimiento y de SCFA se aplicé una normalizacion min—max global, empleando
un minimo y un maximo comunes a todas las variables del bloque, de modo que el tamafio del
punto fuera comparable entre patégenos, medios y entre los distintos acidos; el resto de variables
se normalizaron de forma individual. La figura se gener6 en R (R Core Team, 2024) con los
paquetes tidyverse (Wickham et al., 2019), que incluye dplyr (Wickham et al., 2023) y tidyr
(Wickham et al., 2024) para el procesamiento de los datos y ggplot2 (Wickham, 2016) para la
representacion mediante ‘geom_point” y “facet_grid”. Por otra parte, se utilizé el paquete
patchwork (Pedersen, 2024) para la composicién de paneles y cowplot (Wilke, 2024 ) para las
anotaciones de titulo y la leyenda superior.

En la elaboracion de este trabajo se han utilizado herramientas de inteligencia artificial
como apoyo para tareas de redaccion, correccion linglistica y organizacion de informacion. El
contenido final, revision critica y elaboracién del trabajo corresponden integramente al autor de
este trabajo, Borja Hidalgo Garcia.
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5. Resultados
5.1 Adhesion a mucina

La adhesién a mucina constituye una caracteristica de gran relevancia en bacterias
intestinales, ya que influye en su capacidad de interactuar con las células epiteliales y colonizar
de forma estable el ambiente intestinal. La adhesién a mucina estudiada en 14 cepas de
Bifidobacterium, fue analizada con el objetivo de evaluar este potencial de forma independiente
entre cepas, evaluando esta capacidad bajo dos condiciones experimentales que permitian
observar diferentes estados fisioldgicos (Figura 5).
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Figura 5. Capacidad de adhesion a mucina de 14 cepas de Bifidobacterium. (A) Ensayo de adhesion tras
incubacién a 4°C durante 24 h. (B) Ensayo de adhesidn con bacterias metabdlicamente activas tras
incubacién durante 2 h a 37 °C. La adhesion se expresdé como absorbancia a 595 nm tras tincion con cristal
violeta. La linea discontinua indica el valor del control. Los colores identifican las distintas especies de
Bifidobacterium. Las barras representan la media y las lineas de error la variabilidad entre réplicas. Los
asteriscos indican diferencias significativas respecto al control correspondiente (*p<0,05).

En el ensayo de 24 h a 4°C, las tres cepas de B. bifidum presentaron los valores mas
elevados de adhesion, esto indica una alta capacidad de interaccién con la mucina. Entre ellas,
B. bifidum IATA102 fue la cepa que mostré valores de adhesién mas altos. Ademas, B. breve
IATA027 presentd también una adhesion significativamente superior al control, aunque en menor
proporcién en comparacion con las cepas de B. bifidum. El resto de las cepas mostraron valores
de adhesion similares al control (Figura 5A).

Cuando la adhesion se evalu6 en condiciones que permitian mantener a las bacterias
metabdlicamente activas durante 2 h a 37°C en un ambiente anaerébico, el patron observado
cambio de forma evidente. En estas condiciones, las cepas de B. bifidum dejaron de mostrar el
grado de adhesion que se observé en el ensayo de 24 h, mientras que varias cepas de B. breve
incrementaron su capacidad de unién, destacando entre ellas B. breve IATA059 (Figura 5B).

Los resultados muestran la existente variabilidad en la capacidad de adhesién a mucina
entre las cepas de Bifidobacterium, asi como una dependencia en funcion de las condiciones
experimentales. Las diferencias observadas entre ambos ensayos sugieren que la adhesion
puede estar influida por el estado fisiolégico bacteriano, aunque los mecanismos asociados
requieren ser investigados.

5.2 Perfil metabdlico de Bifidobacterium
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Utilizar diferentes fuentes de carbono representa un rasgo clave en la adaptacion de
Bifidobacterium en el microbioma intestinal, destacando su importancia en las primeras etapas
de vida del intestino del lactante. Mediante tiras API® 50 CHL y ensayos especificos de consumo
de HMQOs, se analiz6 el perfil metabdlico que existia entre las diferentes cepas.

El analisis del perfil metabdlico de fuentes de carbono y HMOs reveldé una elevada
heterogeneidad en la utilizacion de fuentes de carbono entre las cepas de Bfidobacterium (Figura
6). A pesar de esta variabilidad, se identificé un grupo comun de fuentes de carbono que eran
muy utilizadas, entre los que destacan D-galactosa, D-glucosa y D-fructosa, asi como D-manosa
en la mayoria de los aislados. Ademas, varias fuentes de carbono que presentan una mayor
complejidad, como N-acetilglucosamina, amigdalina, esculina, D-celobiosa, D-lactosa y D-
maltosa, fueron utilizadas por un numero elevado de cepas, aunque con diferencias puntuales
entre los aislados (Figura 6). Por otra parte, hubo fuentes de carbono que presentaron un uso
mas limitado o discontinuo, esto evidencia la heterogeneidad y especificidad que existe entre las
cepas de Bifidobacterium. Este comportamiento fue especialmente relevante en relacion con los
HMOs, donde se observé un uso diferencial de estos carbohidratos propios del entorno materno-
infantil. EI LNT fue utilizado por todas las cepas analizadas, esto evidencia una capacidad que
se distribuye de forma eficiente entre todas las cepas del estudio. En cambio, el 2’FL solo fue
metabolizado por B. infantis IATA009 e IATA132, mientras que 6’'SL no fue utilizado por ninguna
de las cepas. Esta variabilidad, tanto en la amplitud como en la especificidad de los sustratos
utilizados, sugiere distintos grados de adaptacién a los recursos disponibles en el entorno
intestinal, particularmente en relacién con los HMOs (Figura 6, Anexo 1).
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Figura é. Perfil metabdlico de utilizacién de fuentes de carbono y HMOs por cepas de Bifidobacterium. Las filas
corresponden a los distintos sustratos evaluados y las columnas a las cepas analizadas. El color amarillo indica
consumo positivo, mientras que el color morado indica consumo negativo. Se incluyeron los HMOs 2'-
fucosilactosa (2'FL), lacto-N-tetraosa (LNT) y é'-sialilactosa (6'SL).

53 Resistencia a tetraciclina

Bifidobacterium spp. se asocia con un microbioma infantil mas estable y con menor carga
de genes de resistencia, pero la sensibilidad a antibiéticos no es homogénea dentro del género.
En este caso, la tetraciclina representa un antibiético de interés debido a la resistencia que
presentan algunas cepas, independientemente de la especie.

La evaluacion del crecimiento en presencia de tetraciclina mostré un amplio gradiente de
sensibilidad entre las cepas estudiadas. Las cepas de B. bifidumy la mayoria de las de B. longum
presentaron crecimiento unicamente a concentraciones bajas del antibidtico, lo que sugiere una
gran sensibilidad. Resultados similares se observaron en B. infantis 1ATA009, B.
pseudocatenulatum IATAQ57 y B. breve IATA013. Por otra parte, B. infantis IATA132 e IATA331,
al igual que B. breve IATA059, mostraron crecimiento a concentraciones intermedias-altas,
mientras que B. pseudocatenulatum IATAO044 y B. breve |IATA027 fueron las cepas con mayor
tolerancia, manteniendo su crecimiento hasta una concentracién de tetraciclina de 32 pyg/mL
(Figura 7).
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Figura 7. Crecimiento de cepas de Bifidobacterium en presencia de tetraciclina. La intensidad del color
refleja el crecimiento residual detectado en cada condicidn y permite estimar la MIC de cada aislado. Las
filas corresponden a las cepas y las columnas a las concentraciones de tefraciclina ensayadas.

5.4 Determinacion de la produccion de SCFAs

Los SCFAs son metabolitos clave producidos por Bifidobacterium durante la fermentacion
de carbohidratos en el intestino. Su presencia en el microbioma intestinal contribuye a reducir el
pH y la composicién microbiana, por lo que su cuantificacion permite evaluar diferencias
relevantes entre cepas.

La cuantificacion de SCFAs mostré que el acido acético fue el principal metabolito
producido por las cepas de Bifidobacterium en los medios seleccionados (Figura 8). En medio
MRS, la produccién de acetato fue claramente superior a la del resto de compuestos analizados
y presentando una notable variabilidad entre cepas, destacando B. infantis IATA132, B. infantis
IATA331 y B. bifidum IATA365 como los mayores productores de acido acético (Figura 8A). En
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medio GAM, el mismo patréon general se mantuvo en las cepas seleccionadas, aunque con
concentraciones menores en comparacion con el medio MRS (Figura 8B). En cambio, los acidos
propanoico y butanoico se detectaron en cantidades mucho menores y con un patron mas
irregular entre cepas, lo que confirmd que el perfil fermentativo en las condiciones estudiadas
esta dominado por acetato (Figuras 8C y 8D).
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Figura 8. Cuantificacion de SCFAs mediante GC-MS en sobrenadantes de cultivos de Bifidobacterium. (A)
Produccién de dcido acético en medio MRS. (B) Produccién de dcido acético en medio GAM en las cinco
cepas seleccionadas. (C) Produccidén de dcido propanocico en medio GAM. (D) Produccién de dcido
butanoico en medio GAM.

5.5 Integracién funcional para la seleccion de cepas candidatas

Se llevé a cabo un andlisis de componentes principales (PCA) para integrar los resultados
obtenidos de adhesién a mucina, uso de fuentes de carbono y resistencia a tetraciclina,
explicando el 49,6 % de la varianza total (Figura 9, PC1 = 30,9 %; PC2 = 18,7 %). La mayoria de
las cepas se agruparon segun las caracteristicas de la especie, donde B. bifidum en el cuadrante
izquierdo, asociada a un perfil fermentativo mas restringido; B. longum y B. infantis en la zona
central superior, proximas a los vectores de pentosas y disacaridos (D-xilosa, D-tagatosa, D-
celobiosa); y B. breve desplazada al cuadrante inferior derecho, asociada al consumo de poliosas
(almidon, glucégeno, D-turanosa). B. pseudocatenulatum fue la Unica especie con una clara
dispersién interna entre sus dos aislados, ocupando posiciones contrastadas en el plano (Figura
9). Teniendo en cuenta esta distribucion, se seleccionaron 5 cepas con el objetivo de cubrir el
mayor numero de caracteristicas y funciones entre las cepas. La seleccion priorizé la inclusion
de una cepa de cada especie con el fin de poder evaluar la posible diferencia entre especies y
por otro lado evaluar la variabilidad dentro de la misma especie, eligiendo aquellas cepas con
caracteristicas aisladas. Esta estrategia permitié constituir un subconjunto reducido pero
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representativo, en el que cada cepa aporta un perfil funcional distintivo y, en consecuencia, un
potencial mecanismo de acciéon potencialmente diferenciado frente a la evaluaciéon de los

ensayos futuros. Las cepas seleccionadas fueron las siguientes: B. bifidum IATAQ039, B. longum
IATAO054, B. infantis IATA132, B. pseudocatenulatum IATAQ057 y B. breve IATAQ027.
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Figura 9. Andlisis de componentes principales (PCA) de las catorce cepas de Bifidobacterium a partir de 53
variables (fuentes de carbono, adhesidn a mucina y resistencia a tetraciclina). Se representan las 20 variables
con mayor contribucién a PC1 (30,9 %) y PC2 (18,7 %). Las cepas se colorean por especie y las elipses delimitan
cada grupo.

5.6 Actividad antimicrobiana de los sobrenadantes

Bifidobacterium spp. puede producir metabolitos extracelulares capaces de modificar el
crecimiento de otras bacterias, por lo que se evalud la actividad antimicrobiana de sus
sobrenadantes frente a bacterias con potencial patégeno (Anexo 2). Ademas, se evaluaron
condiciones que podrian aumentar como disminuir este efecto, como el medio de cultivo, el nivel
de acidificacion o incluso la bacteria diana.

Los sobrenadantes libres de células que se obtuvieron tras el cultivo en medio MRS
redujeron significativamente el crecimiento de las bacterias seleccionadas, aunque la magnitud
del efecto antimicrobiano varié tanto entre las bacterias con potencial patégeno como entre las
cepas de Bifidobacterium (Figura 10). Frente a Escherichia coli, todos los sobrenadantes
provocaron una disminucion significativa del AUC respecto en control, siendo B. bifidum IATA102
la que presentd menor efecto inhibitorio (Figura 10A). En Salmonella typhimurium, también se
observé una inhibiciéon significativa en la mayoria de los sobrenadantes, aunque con una
respuesta mas variable entre cepas donde B. bifidum IATA102 fue la cepa con menos efecto
(Figura 10B). En Staphylococcus aureus la reduccion del crecimiento fue mas homogénea entre
las cepas, mientras que en Listeria innocua el efecto continud siendo significativo pero mas
moderado, con valores de AUC mas proximos al control, siendo de todas las bacterias
seleccionadas la que mostré6 una menor inhibicion del crecimiento en presencia de los
sobrenadante (Figuras 10C y 10D)
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0 B. bifidum [0 B. longum N B. infantis B. pseudocatenulatum B. breve

Figura 10. Acftividad antimicrobiana de sobrenadantes obtenidos en medio MRS frente a bacterias con
potencial patégeno. Se redlizaron cinéticas de crecimiento de las bacterias seleccionadas, expresado como
drea bajo la curva (AUC). (A) Escherichia coli. (B) Salmonella typhimurium. (C) Staphylococcus aureus (D)
Listeria innocua. La linea discontinua indica el valor del control sin sobrenadante. Los colores identifican las
distintas especies de Bifidobacterium. Las barras representan la media y las lineas de error la variabilidad entre
réplicas. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control (*p<0,05).

Cuando se evaluaron los sobrenadantes extraidos a partir del cultivo en medio GAM de
las cepas de Bifidobacterium, se observé una actividad antimicrobiana mucho mas limitada
(Figura 11). Los valores de AUC de E. coli, S. typhimuriumy S. aureus, se mantuvieron cercanos
al control, incluso en algunos casos superandolo (Figuras 11A, 11B y 11C.) Sin embargo, frente
a L. innocua se observd una disminucion significativa del AUC en todas las cepas evaluadas
(Figura 11D).
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Figura 11. Actividad antimicrobiana de sobrenadantes obtenidos en medio GAM frente a bacterias con
potencial patégeno. Se realizaron cinéticas de crecimiento de las bacterias seleccionadas, expresado como
drea bajo la curva (AUC). (A) Escherichia coli. (B) Salmonella typhimurium. (C) Staphylococcus aureus. (D)
Listeria innocua. La linea discontinua indica el valor del control sin sobrenadante. Los colores identifican las
distintas especies de Bifidobacterium. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control
(*p<0.,05).

La contribucidon de pH (Anexo 3) y otros metabolitos presentes en el sobrenadante se
evalu6 mediante un control acidificado a un pH de 4,8 y neutralizando los sobrenadantes, para
ello E. coli fue seleccionada como la bacteria de estudié debido a que habia sido la bacteria
donde mas efecto habian tenido los sobrenadantes. En este ensayo solo se usaron las 5 cepas
de Bifidobacterium seleccionadas previamente con el PCA (Figura 9). El control a pH acido redujo
el crecimiento bacteriano mostrando una inhibicion significativamente mayor frente a los
sobrenadantes de Bifidobacterium (Figuras 12A y 12B). Cuando E. coli se sometio al cultivo con
los sobrenadantes neutralizados, se observd que estos dejaron de presentar el efecto inhibitorio
que se habia observado en los anteriores ensayos. B. longum IATAQ054 fue la Unica cepa que
mostré una reduccion significativa del crecimiento, pero de una forma mucho mas moderada. En
el resto de sobrenadantes E. coli presenté un crecimiento similar respecto al control (Figuras 12C
y 12D).

Estos resultados indican que los sobrenadantes de Bifidobacterium presentan actividad
antimicrobiana dependiente de la cepa, del medio de cultivo y de la bacteria diana. El efecto
parece estar principalmente asociado a la acidificacion del medio, aunque la inhibicién residual
tras la neutralizaciéon sugiere que otros metabolitos extracelulares podrian contribuir de forma
secundaria.
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Figura 12. Actividad antimicrobiana de los metabolitos y el pH de los sobrenadantes obtenidos en medio MRS
frente E. coli. (A) Cinética de crecimiento de Escherichia coli con control de pH 4,8. (B) AUC de la cinética de
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crecimiento de Escherichia coli con control de pH 4,8. (C) Cinética de crecimiento de Escherichia coli con los
sobrenadantes neutralizados. (D) AUC de la cinética de crecimiento de Escherichia coli con los sobrenadantes
neutralizados. La linea discontinua indica el valor del control sin sobrenadante. Los colores identifican las
distintas especies de Bifidobacterium. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control
(*p<0.,05).

5.7 Efecto del sobrenadante en la conjugacién bacteriana

Se evalud la frecuencia de conjugaciéon en presencia de sobrenadantes de cepas de
Bifidobacterium obtenidos en diferentes condiciones de cultivo, con el objetivo de evaluar si los
metabolitos extracelulares sintetizados por estas cepas pueden influir en la transferencia
horizontal de genes de resistencia. Dado que la conjugaciéon se encuentra entre uno de los
mecanismos principales en la diseminacion de genes de resistencia, la capacidad de ciertas
bacterias intestinales para reducir este proceso podria presentar un mecanismo adicional de
control en el resistoma intestinal.

La frecuencia de conjugacion se expresé como log,, fold change respecto al control,
estableciendo este como linea basal (valor 0), de modo que los valores negativos indican una
reduccion de la conjugacion. La linea discontinua situada en -4 representa el limite inferior de
deteccion del ensayo, es decir, los valores situados en este punto corresponden a condiciones
en las que no se detectaron transconjugantes bajo las condiciones evaluadas, sin que ello
implique necesariamente una inhibicion absoluta de la conjugaciéon (Figura 13).
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Figura 13. Efecto de los sobrenadantes de Bifidobacterium sobre la conjugacion bacteriana y la viabilidad
de las bacterias donadoras. (A) Log, fold change de la frecuencia de conjugacion en presencia de
sobrenadantes de MRS al 10%, 5% y 1%. (B) Log, fold change de la frecuencia de conjugacién en presencia
de sobrenadantes de GAM al 10% vy 5%. (C) Recuento de bacterias donadoras en los ensayos con
sobrenadantes de MRS. (D) Recuento de bacterias donadoras en los ensayos con sobrenadantes de GAM. El
control se representa como linea basal en 0; los valores negativos indican reduccién de la conjugacién. La
linea discontinua en -4 indica el limite inferior de deteccién del ensayo, correspondiente a condiciones en las
que no se detectaron transconjugantes. Las barras muestran la media + desviacion estdndar. Los asteriscos
indican diferencias significativas respecto al control (*p < 0,05).

Los sobrenadantes obtenidos en medio MRS presentaron una reduccion muy marcada de
la frecuencia de conjugacién a una concentracion del 10% en todas las cepas analizadas,
alcanzando en todos los casos el limite inferior de deteccion en el ensayo. Este efecto fue
constante tanto en el sobrenadante de las cepas como en el control acidificado a un pH de 4,8.
Al disminuir la concentraciéon al 5%, la inhibicién de la conjugacién se mantuvo en todos los
sobrenadantes, pero el control acidificado a un pH de 5,6 mostré6 cambios reduciendo su
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inhibicién respecto a las cepas, manteniendo aun asi una inhibicion significativa frente al control.
En cambio, a una concentracion del 1%, el efecto fue considerablemente menor, siendo B.
longum IATA054 la Unica cepa cuyo sobrenadante mostré una inhibicion significativa. Ademas,
el control acidificado a un pH de 6,8 presenté los mismos valores que el control situandose en la
linea basal 0 (Figura 13A). El recuento de donadoras en estos ensayos de conjugacion se
mantuvo estable y similar a los valores que presentaba el control, donde Unicamente en el ensayo
de MRS al 10% los sobrenadantes de B. longum IATA054 y B. breve IATA027 presentaron una
reduccion significativa en el nUmero de bacterias donadoras (Figura 13C).

Los sobrenadantes obtenidos en medio GAM mostraron una reduccion de la frecuencia de
conjugacion, aunque de menor magnitud y con mayor variabilidad entre cepas que en MRS. A
una concentracién del 10%, la mayoria de los sobrenadantes produjo reducciones moderadas,
siendo B. breve IATA027 la unica que alcanzo el limite inferior de deteccion. Al 5%, el efecto
inhibitorio disminuyd de forma general, con valores préximos a 0 en la mayoria de las condiciones
(Figura 13B). El recuento de bacterias en GAM mostraba un perfil muy similar al de MRS donde
todas las cepas presentaban valores muy similares respecto al control. Esto indica que la
disminucion de la conjugacion observada en este medio no tiene origen en la pérdida de la
viabilidad de las bacterias (Figura 13D).

En conjunto, estos resultados muestran que los sobrenadantes de Bifidobacterium
reducen la frecuencia de conjugacion de forma dependiente de la concentracion y del medio de
cultivo. En MRS, el efecto fue mas intenso y alcanzé frecuentemente el limite de deteccion del
ensayo a concentraciones del 10% y 5%, mientras que en GAM la reduccion fue mas moderada
y dependiente de la cepa. Ademas, el analisis de las bacterias donadoras indica que la reduccion
de la conjugacion no puede atribuirse exclusivamente a una disminucion de la viabilidad celular.

6. Discusion

El objetivo principal de este trabajo se centraba en la caracterizacion funcional de catorce
cepas de Bifidobacterium aisladas del entorno materno-infantil, agrupando un total de 5 especies.
Los resultados obtenidos muestran la heterogeneidad que existe entre cepas en todas las
caracteristicas evaluadas. Esto confirma que las propiedades funcionales de Bifidobacterium no
pueden valorarse de forma uniforme entre especies ni entre cepas de una misma especie.

La adhesion a mucina es un factor clave en las primeras etapas de la estabilizacion del
microbioma intestinal y en la eficiencia de colonizacion y expansién por este nicho (Engevik et
al., 2019). Los resultados obtenidos muestran diferencias entre las cepas, incluso se observa un
cambio al cambiar también las condiciones. En el ensayo de 24h a 4°C (Figura 5A), las tres cepas
de B. bifidum (IATA039, IATA365 y IATA102) presentaron los valores de adhesion mas altos,
destacando B. bifidum IATA102. Ademas, B. breve IATA027 fue la Unica cepa de otra especie
que también mostré valores de adhesion significativos. Esta capacidad de adhesién que
caracteriz6 a las cepas de B. bifidum se respalda con estudios donde demostraron que B. bifidum
se adhiere de forma especialmente intensa al mucus intestinal humano de origen neonatal o
infantil, dependiendo el grado de adhesion en base a la edad el huésped (Harata et al., 2021).
Se ha descrito que esta afinidad a la mucina esta relacionada con la expresion del gen perB, que
codifica una glicosil hidrolasa de la familia GH136 implicada en la degradacion y adhesion a
mucina, donde la inhibicion de este gen reduce la capacidad de esta especie para crecer en
mucina y persistir en el ambiente intestinal (Rizzo et al., 2024). Los resultados de adhesion en el
ensayo a 4°C, donde la bacteria no se encuentra metabdlicamente activa, puede explicar que la
unién a mucina esta relacionada con componentes constitutivos presentes en la membrana
celular, esto es compatible por la relacion descrita de B. bifidum como especialista en ambientes
mucosos (Collado et al., 2005).
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En cambio, en el ensayo de 2h a 37°C (Figura 5B), las cepas de B. bifidum dejaron de
presentar la alta unién a mucina que habian mostrado en el ensayo a 4°C, en cambio, las cepas
de B. breve incrementaron su adhesion, destacando B. breve IATA059. Este cambio puede
sugerir que la adhesion no siempre es una caracteristica dada por componentes expresados de
forma constitutiva, sino que puede estar influida por el estado fisiolégico de la bacteria. Una
hipétesis para explicar este cambio entre condiciones, es que ciertas cepas de B. breve
metabdlicamente activas y en presencia de mucina expresan adhesinas especificas para la
adhesién a mucina que no se expresan de manera constitutiva. Esto se sustenta con la idea de
que las interacciones de Bifidobacterium con la mucosa esta regulada por redes de expresion
génicas que pueden variar dependiendo de las condiciones (Argentini et al., 2024). Los
resultados demuestran que la adhesion a mucina de las cepas de Bifidobacterium puede estar
inducida por diferentes factores, independientemente de la especie, como el estado fisioldgico,
la temperatura, la presencia de mucina en el medio o el tiempo de contacto entre la bacteria y la
mucina.

Por otro lado, la capacidad de utilizar distintas fuentes de carbono es otro rasgo
fundamental en Bifidobacterium spp., y la heterogeneidad entre cepas refleja la diversidad
metabdlica que existe en el microbioma intestinal del lactante (Arzamasov et al., 2025; Lordan et
al., 2024). Los resultados obtenidos mediante API® 50 CHL y los ensayos con HMOs respaldan
esta afirmacion (Figura 6).Se identifico un grupo de fuentes de carbono utilizadas de forma
generalizada por la mayoria de las cepas: D-glucosa, D-galactosa, D-fructosa y D-manosa, asi
como sustratos de mayor complejidad como N-acetilglucosamina, amigdalina, esculina, D-
celobiosa, D-lactosa y D-maltosa. Este nucleo metabdlico comun refleja la adaptacion de
Bifidobacterium a un entorno intestinal rico en azucares derivados de la dieta y de la degradacion
de oligosacaridos complejos (Mills et al., 2023). Por otro lado, otras fuentes de carbono mostraron
un uso mas limitado y variable entre cepas, esto podria explicar la gran adaptacion y
especializacion de este género al microbioma infantil (Figura 6).

El resultado mas relevante en relacion con el entorno materno-infantil es el patrén de
utilizacion de los tres HMOs evaluados (Figura 6). EI LNT, fue metabolizado por todas las cepas,
esto indica que el uso de este oligosacarido ampliamente expandido dentro de las especies de
Bifidobacterium. Este uso generalizado del LNT se respalda por un estudio llevado a cabo por
Samarra et al. (2025), donde en un estudio con cepas aisladas de la cohorte MAMI, misma de
donde proceden las cepas utilizadas en este este ensayo, observaron que la capacidad de
degradar HMOs no fucosilados, como el LNT, estd muy conservada dentro de este género
(Samarra, Renwick, et al., 2025). La metabolizacion del LNT en el intestino ocurre tanto de forma
intracelular como extracelular proporcionando a otras especies productos accesibles
favoreciendo el cross-feeding (Egan et al., 2014). En cambio, el 2’'FL Unicamente fue
metabolizado por B. infantis IATA009 e IATA132, mientras que la otra cepa de esta especie, B.
infantis IATA331, no metabolizé este HMO. Esta especificidad de B. infantis para el uso de HMOs
fucosilados como el 2’FL es un rasgo que se ha descrito en varios estudios, en los cuales se
describe que esta subespecie presenta un operén genomico que codifica glucosidasas,
transportadores de oligosacaridos y rutas catabdlicas intracelulares especificas para la
degradacion de este tipo de carbohidrato (He et al., 2025; Mills et al., 2023). La ausencia de
capacidad para poder metabolizar el 2’FL en la cepa IATA331, aun perteneciendo a la misma
especie, explica la gran heterogeneidad intraespecifica, como observé He et al. (2025) en un
estudio sobre B. infantis donde el uso de 2’'FL variaba considerablemente y lo correlacionaron
con la diversidad y el tipo de genes codificantes de glicosil hidrolasas. Estos resultados respaldan
la idea de que la capacidad de metabolizar HMOs fucosilados no esta garantizada por la especie,
sino que requiere verificacion a nivel de cepa. Por otra parte, el 6'SL no fue metabolizado por
ninguna de las cepas estudiadas. Este resultado no refleja necesariamente una incapacidad
general de Bifidobacterium para metabolizar este HMO, ya que el metabolismo de HMOs
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sialilados como el 6'SL depende frecuentemente de interacciones cross-feeding en las que
especies que liberan sialidasas extracelulares, como B. bifidum, degradan parte del HMO y
liberan sustratos accesibles por otras cepas (Diaz & Garrido, 2024; Préschle-Donoso et al., 2025)
. Por tanto, la ausencia de 6’'SL en monocultivo es, por tanto, un resultado esperable teniendo en
cuenta estudios anteriores sobre el metabolismo de este tipo de HMO (Figura 6).

Los resultados obtenidos en los ensayos de resistencia a tetraciclina mostraron una gran
variabilidad entre las cepas, donde no se observé un patron cepa-dependiente como en otros
ensayos (Figura 7). La presencia de tolerancia a tetraciclina en las cepas aisladas del entorno
materno-infantil es de gran relevancia, ya que la tetraciclina es uno de los antibioticos frente a
los cuales Bifidobacterium puede presentar resistencia adquirida. El gen tet(w), que codifica una
proteina de proteccién ribosomal, es el causante de las resistencias a tetraciclina mas comun en
Bifidobacterium (Masco, 2006; Nghr-Meldgaard et al., 2021). Se ha descrito que en especies de
Bifidobacterium como B. bifidum o B. animalis subsp. lactis se encuentra integrado flanqueado
por elementos IS5-like que sugieren que el gen fue integrado por medio de transferencia
horizontal, aunque el analisis filogenético daba a entender que el gen seguia un patrén propio de
evolucién vertical (Nohr-Meldgaard et al., 2021). En estudios recientes, Terlizzi et al. (2025)
analizaron 657 valores de MIC frente a tetraciclina en B. animalis subsp. lactis y B. longum, donde
describen que entre el 25 y 50% de las cepas superaban los puntos de corte establecidos por la
European Food Safety Authority (EFSA). Los resultados de este estudio tienen implicaciones
directas para la evaluacion de la seguridad de estas cepas como candidatas probioticas, donde
los aislados de origen materno-infantil no garantizan la ausencia de genes de resistencia
transferibles dentro del microbioma intestinal, tal y como describe Samarra et al. (2025) a partir
del analisis gendmico de cepas de la cohorte MAMI.

La cuantificacion de SCFAs mediante GC-MS mostré que el acido acético fue el metabolito
dominante producido por las cepas de Bifidobacterium, tanto en medio MRS como GAM,
detectando en este ultimo una presencia baja de acido propanoico y butanoico (Figura 8). Este
patron fermentativo es caracteristico de este género debido a que presentan de manera exclusiva
la via de la fructosa-6-fosfato fosfocetolasa, la cual favorece la produccién de acido acético como
metabolito principal (Ozcan & Sela, 2018), tal y como se ha descrito en estudios in vitro y ex vivo
(De Bruyn et al., 2024; Sanchez et al., 2026).

La diferencia que existe en la produccion de acetato en medio GAM y MRS se podria
explicar por la presencia de carbohidratos para la fermentacion mas accesibles en MRS (Figuras
8A y 8B). Esta dependencia del medio a la hora de la produccion de acetato se respalda en las
investigaciones de Sanchez et al. (2026), quienes trabajando con cepas de B. longum y B. breve
aisladas de lactantes, observaron que el acetato es el Unico SCFA que se detecté de forma
significativa. En nuestro caso, existia una diferencia en la producciéon de acido acético entre
cepas, siendo B. infantis IATA132 e IATA331 y B. bifidum IATA365 las que presentaron valores
mas altos, sustentando la variabilidad que existe entre cepas en la eficiencia fermentativa o en
la regulacién de las rutas metabdlicas asociadas a este proceso. En el microbioma intestinal del
lactante, el acido acético producido por Bifidobacterium procedente de la fermentacion de los
HMOs tiene consecuencias funcionales directas, ya que reducen el pH intestinal, limitan el
crecimiento de bacterias con potencial patdégeno puede servir como sustrato en procesos de
cross-feeding para bacterias productoras de butirato (De Bruyn et al., 2024; Duar et al., 2020).
Estas caracteristicas del acido acético son de gran relevancia a la hora de interpretar los
resultados obtenidos en los ensayos de inhibicion de crecimiento y conjugacion.

Los acidos propanoico y butanoico se detectaron en cantidades mucho menores y con un
patron mas irregular entre cepas, apoyando la afirmacién que la produccion de SCFAs en
Bifidobacterium esta dominada por acido acético (Figuras 8C y 8D). Su deteccion unicamente en
medio GAM, se podria atribuir a rutas metabdlicas complementarias o debido al uso de ciertos
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componentes del medio que favorecen la produccion de estos metabolitos. Este resultado
evidencia que las rutas de fermentacion de Bifidobacterium son flexibles pudiéndose adaptar a
distintos sustratos disponibles en el medio y mantener la produccién de SCFAs.

En cuanto a la actividad antimicrobiana, los sobrenadantes libres de células frente a E.
coli, S. typhimurium, S. aureusy L. innocua revelaron un efecto inhibitorio dependiente de la cepa
de Bifidobacterium, del medio de cultivo y de la bacteria diana. Los sobrenadantes en medio
MRS ejercieron una inhibicién significativa del crecimiento de todos los patégenos evaluados,
mientras que en medio GAM la Unica bacteria con potencial patégeno donde los sobrenadantes
mostraron efecto antimicrobiano fue en L. innocua, a pesar de que el nivel de acidificacion no era
tan significativo como en los sobrenadantes con MRS. Este efecto se podria relacionar con
componentes exclusivos del medio GAM que al metabolizarse podrian modular el crecimiento de
L. innocua (Figuras 10 y 11). La diferencia entre el efecto de los sobrenadantes obtenidos en
GAMy en MRS podria estar directamente relacionada con la produccién de acido acético, debido
a que una mayor presencia de estos metabolitos en el medio produce una mayor acidificacion, y
ser esta acidificacion la principal causante de la inhibicién del crecimiento de las bacterias con
potencial patégeno (Anexo 4). Esta hipétesis se confirmé de forma experimental mediante un
ensayo con un control de pH, en el que el control acidificado a pH 4,8 mostré una inhibicién
significativa del crecimiento de E. coli, incluso con mayor efecto que los sobrenadantes de
Bifidobacterium, esto explica que la acidificacion es el principal factor del efecto antimicrobiano
observado (Figuras 12A y 12B). Estudios similares con sobrenadantes de B. animalis subsp.
lactis BB-12 frente a Listeria monocytogenes y Salmonella typhimurium han descrito resultados
similares, en los que el efecto del sobrenadante se correlacionaba de forma directa al del pH
acido(Roozbahani et al., 2024).

El efecto antimicrobiano frente a E. coli desaparecid cuando se neutralizaron los
sobrenadantes, siendo B. longum IATA054 la unica cepa que mantuvo una inhibicion significativa
aunque fuera de menor magnitud con los resultados obtenidos con el sobrenadante sin
neutralizar (Figuras 12C y 12D). Este resultado, da pie a afirmar que pueden existir metabolitos
extracelulares en el sobrenadante de esta cepa con actividad inhibitoria independientemente del
pH. En un estudio llevado a cabo por Wang et al. (2024) describieron que el sobrenadante libre
de células de B. longum FB1-1 presenta actividad inhibitoria frente a Klebsiella pneumoniae
resistente a carbapenems, este efecto se atribuyd tanto a la acidificacion como a otros
componentes del sobrenadante. Por otra parte, Ji et al., (2025) identificaron en una cepa de
Bifidobacteirum spp. proteinas antibacterianas de naturaleza no acida que mantenian su
actividad en un rango de pH de 2 a 4, incluso, permanecia estable frente al calor y la luz
ultravioleta. Estos estudios confirman el efecto en B. longum IATAQ054 tras neutralizacion,
apuntando a que esta cepa podria secretar metabolitos proteicos o de otra naturaleza con
actividad antimicrobiana secundaria.

En conjunto, los resultados indican que la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes
de Bifidobacterium esta relacionada a la acidificacion del medio producida por la sintesis de acido
acético, con una contribucién secundaria y cepa-especifica de otros metabolitos extracelulares,
identificada de forma clara unicamente en B. longum |IATA054. Esto situa al acido acético como
el principal componente antimicrobiano en los sobrenadantes, y a B. longum |1ATA054 como la
cepa con mayor complejidad en su repertorio antimicrobiano.

El ensayo de conjugacion se utilizd para evaluar si los metabolitos extracelulares
producidos por las cepas de Bifidobacterium pueden inhibir o interferir en la transferencia
horizontal de genes de ARGs a través de la conjugacién plasmidica. Los resultados obtenidos
mostraron que los sobrenadantes de todas las cepas evaluadas reducen la frecuencia de
conjugacion de forma dependiente de la concentracion del sobrenadante y del medio de cultivo,
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sin que este efecto se explique de Unicamente por una reduccion de la viabilidad de las bacterias
donadoras (Figura 13).

En medio MRS al 10% todos los sobrenadantes y el control de pH, que se encontraba a
pH 4,8, alcanzaron el limite inferior de deteccion del ensayo. Debido a que el efecto de los
sobrenadantes fue el mismo al del pH, se puede afirmar que el efecto sobre la conjugacién es
principalmente causado por el pH acido. Al reducir la concentracién de sobrenadante al 5% la
inhibicién se mantuvo en todos los sobrenadantes, pero al contrario que en el ensayo anterior, el
control de pH, con un valor de 5,6 en este caso, presenté una inhibicion menor, esto podria
explicar la presencia de otros metabolitos que afectarian al proceso de conjugacion. A una
concentracion del 1%, el efecto inhibitorio practicamente desaparecio, siendo B. longum IATA054
la unica cepa que mantuvo una inhibicion significativa, en este caso el control de pH que se
encontraba a 6,8 presentaba la misma frecuencia de conjugacion que el control por lo que se
situaba en la linea basal. Las diferencias entre los controles a concentraciones de 5y 1%
respecto a los sobrenadantes indica que ademas del papel de la acidificacion del medio por la
produccion de &acido acético, existen metabolitos con capacidad anti-conjugativa que se
manifiestan cuando la contribucién del pH se diluye (Figura 13A).

Las bacterias donadoras se mantuvieron estables en todos los ensayos con valores
similares al control, siendo la Unica excepcion B. longum IATA054 y B. breve IATA027 donde en
el ensayo de MRS 10% mostraron una reduccion significativa en el numero de donadoras (Figura
13C). Este resultado es relevante para el ensayo de conjugacion, ya que confirma que la
reduccion de la conjugacion no es causada por una pérdida de la viabilidad bacteriana, sino que
refleja una interferencia directa en el proceso de transferencia de plasmidos. La inhibicion de la
conjugacion manteniendo la viabilidad celular se respalda por el mecanismo propuesto por Ott &
Mellata (2022), quienes demostraron que los SCFAs inhiben completamente la transferencia
conjugativa de plasmidos de resistencia a concentraciones de 1 M y 0,1 M, y la reducen
significativamente a 0,01 M, tanto en sistema liquido como en tejido intestinal, sin provocar
necesariamente muerte celular. La propuesta de estos autores se basa en la inhibicién de la
fuerza protén-motriz y al compromiso energético que necesita la maquinaria conjugativa. Por otro
lado, Tan et al. (2025) describieron que los SCFAs interfieren sobre el eje CpxAR—-OMP,
reduciendo la actividad de los promotores de los genes conjugativos {rfAp y trbBp y alterando la
integridad de la membrana externa a través de la supresion de porinas como OmpF, necesarias
para el contacto intercelular previo a la transferencia plasmidica.

En medio GAM la inhibicion de la conjugacién fue mas moderada y variable entre cepas.
En el ensayo al 10% de sobrenadante, B. breve IATA027 alcanzé el limite de deteccion, en 5%
el efecto disminuyé y ningln sobrenadante mostré una inhibicion significativa (Figuras 13B y
13D). Este resultado puede estar asociado a la menor produccion de acido acético en GAM, que
se traduce en una menor acidificacion del medio. El efecto del sobrenadante de B. breve IATA027
en GAM al 10% podria presentar metabolitos anti-conjugativos activos en condiciones donde los
recursos fermentables son mas limitados, lo cual merece ser investigado en estudios posteriores.

Los resultados presentan una evidencia funcional sobre el papel de Bifidobacterium en la
interferencia de uno de los principales mecanismos de transferencia de ARGs en el intestino.
Esta capacidad no se habia relacionado hasta ahora con sobrenadantes de cepas de origen
materno-infantil de forma sistematica, esto conecta la asociacion entre una microbiota dominada
por Bifidobacterium y una menor carga de ARGs en el resistoma infantil (Samarra, Alcafiz, et al.,
2025; Taft et al., 2018). Estos resultados también estan respaldados por los resultados descritos
por Moubareck et al. (2007) que demostraron en intestino de ratén gnotobidtico que B. longum,
B. bifidum y B. pseudocatenulatum reducen significativamente la frecuencia de transferencia de
genes de resistencia (-lactamicos entre enterobacterias, ademas, Wang et al., (2024)
describieron que el sobrenadante libre de células de B. longum FB1-1 inhibe la transferencia de
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plasmidos de resistencia entre cepas de K. pneumoniae resistentes a carbapenems. Por ultimo,
Li et al. (2025) demostraron en modelo murino que la suplementacién con B. infantis 15697 inhibe
la colonizacién intestinal por E. coli resistente y la transferencia horizontal de ARGs, actuando a
través de la modulacién del metabolismo de &cidos biliares y la composiciéon de la comunidad
microbiana.

En conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo confirman que la funcionalidad de
Bifidobacterium spp. depende de la cepa y no se pueden generalizar funciones o caracteristicas
a partir de la especie, ya que cada aislado presentdé un rendimiento diferente en funcion de la
condicién (Anexo 5). Entre los resultados mas relevantes se encuentra la elevada adhesién a
mucina de las cepas de B. bifidum, especialmente B. bifidum IATA102, y el incremento de
adhesion de B. breve IATA059 cuando las bacterias se mantuvieron metabdlicamente activas. A
nivel metabdlico, todas las cepas fueron capaces de utilizar LNT, mientras que la utilizacion de
2’'FL se restringié a B. infantis IATA009 e IATA132, lo que evidencia una adaptacion especifica
a determinados HMOs. El estudio de SCFAs, determind que el acido acético es el metabolito
mas producido destacando B. infantis IATA132, B. infantis IATA331 y B. bifidum IATA365 como
las cepas con mayor produccion. Respecto al potencial postbiético, los sobrenadantes obtenidos
en medio MRS mostraron la mayor capacidad antimicrobiana y de reduccion de la conjugacion
bacteriana, siendo especialmente relevante B. longum IATA054, ya que mantuvo actividad
antimicrobiana tras la neutralizaciéon del sobrenadante y fue la Unica cepa que conservé una
inhibicion significativa de la conjugaciéon a concentraciones bajas. Por tanto, aunque no existe
una unica cepa que reuna el mejor rendimiento en todos los ensayos, B. longum IATA054
destaca como una candidata de interés postbidtico, mientras que B. bifidum |IATA102, B. breve
IATAO059, B. infantis IATA132/IATA331 y B. bifidum IATA365 sobresalen en funciones concretas
relacionadas con adhesién, metabolismo de HMOs o produccion de acetato. Estos resultados
refuerzan la necesidad de seleccionar cepas probidticas o postbidticas mediante una
caracterizaciéon funcional individualizada, integrando tanto su eficacia como su perfil de
seguridad, especialmente en relacién con la resistencia a tetraciclina.

Para finalizar, los resultados obtenidos permiten relacionar este trabajo con varios Objetivos de
Desarrollo Sostenible de la Agenda 2030. En particular, la identificacion de cepas de
Bifidobacterium spp. con capacidad de adhesion a mucina, utilizaciéon de HMOs, produccién de
SCFAs, actividad antimicrobiana y reduccién de la conjugacién bacteriana refuerza su conexion
con el ODS 3: Salud y bienestar, al aportar conocimiento orientado a la mejora de la salud
intestinal infantil y al control de la resistencia antimicrobiana. Asimismo, la capacidad de
determinadas cepas para metabolizar componentes propios de la leche materna, especialmente
LNT y 2°FL, asocia los resultados con el ODS 2: Hambre cero, ya que destaca la importancia de
la nutriciébn temprana en el establecimiento de una microbiota beneficiosa. Por ultimo, la
evaluacion de sobrenadantes bacterianos como posibles postbidticos situa este trabajo en el
marco del ODS 9: Industria, innovacion e infraestructura, al generar informacién util para el
desarrollo futuro de productos biotecnoldgicos seguros y funcionales. En conjunto, estos
hallazgos muestran que la caracterizacion funcional de cepas del entorno materno-infantil no solo
tiene interés microbiolégico, sino también relevancia en salud publica, nutricion e innovacion
biomédica.
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7. Conclusiones

La caracterizacion funcional de las 14 cepas de Bifidobacterium spp. aisladas del entorno
materno-infantii mostr6 una notable heterogeneidad en todas las propiedades evaluadas,
confirmando que las capacidades funcionales de este género deben valorarse de forma
independiente a la especie, observando su potencial a nivel de cepa

La adhesion a mucina fue heterogénea entre las cepas estudiadas y dependiente de las
condiciones experimentales. Las cepas de B. bifidum mostraron una mayor adhesion en
condiciones estaticas, destacando B. bifidum IATA102, mientras que algunas cepas de B. breve,
especialmente B. breve IATA059, incrementaron su adhesién cuando se mantuvieron
metabdlicamente activas. Estos resultados proponen que la interaccion con la mucina depende
de las condiciones ambientales y del estado fisiolégico de cada cepa.

El perfil metabdlico mostré una elevada variabilidad. Aunque la mayoria de los aislados
utilizé fuentes comunes de carbono, el consumo de HMOs fue especifico: el LNT fue
metabolizado por todas las cepas, el 2'FL unicamente por B. infantis IATA009 e IATA132 y el
6'SL por ninguna, lo que refuerza el papel de los HMOs como sustratos selectivos en el
microbioma materno-infantil.

La cuantificacion de SCFAs confirmé al acido acético como principal metabolito, con
mayor produccion en MRS que en GAM y B. infantis IATA132 e IATA331 y B. bifidum IATA365
como mayores productoras, evidenciando una funcionalidad dependiente tanto de la cepa como
del medio.

La sensibilidad a tetraciclina fue heterogénea y cepa-dependiente, con MIC entre 0,5 y
64 pg/mL, siendo B. longum IATAO054 y B. infantis 1ATA009 las mas sensibles y B.
pseudocatenulatum |IATA044 y B. breve IATA027 las mas resistentes, por lo que su evaluacion
individualizada resulta esencial antes de considerar estas cepas como candidatas probiéticas.

Los sobrenadantes en MRS inhibieron el crecimiento de los cuatro patégenos,
principalmente por acidificacién del medio, con una actividad mas limitada en GAM. B. longum
IATAO054 fue la Unica cepa con actividad antimicrobiana tras la neutralizacion, lo que sugiere la
produccion de metabolitos antimicrobianos independientes del pH.

Los sobrenadantes redujeron la frecuencia de conjugacién de forma dependiente de la
concentracion y del medio, principalmente por acidificacion, manteniendo B. longum |IATAO054
una inhibicion significativa a concentraciones bajas e independientemente del pH, lo que apoya
una menor carga de ARGs en microbiotas dominadas por Bifidobacterium spp.
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9. Anexos
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Anexo 1. Evaluacion del crecimiento de cepas de Bifidobacterium en presencia de HMOs. Absorbancia final
de los cultivos de Bifidobacterium en los ensayos de HMOs.
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Anexo 2. Cinéticas de crecimiento de las bacterias con potencial patdégeno en presencia de sobrenadantes
de Bifidobacterium. (A) Escherichia coli. con sobrenadantes de Bifidobacterium en medio MRS (B) Salmonella
typhimurium. con sobrenadantes de Bifidobacterium en medio MRS (C) Staphylococcus aureus. con
sobrenadantes de Bifidobacterium en medio MRS (D) Listeria innocua con sobrenadantes de Bifidobacterium
en medio MRS. (E) Escherichia coli. con sobrenadantes de Bifidobacterium en medio GAM (F) Salmonella
typhimurium. con sobrenadantes de Bifidobacterium en medio GAM (G) Staphylococcus aureus. con
sobrenadantes de Bifidobacterium en medio GAM (H) Listeria innocua con sobrenadantes de Bifidobacterium

en medio GAM.
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Anexo 3. Resultados de la medicion de pH en los sobrenadantes de Bifidobacterium

Anexos

SN MRS SN GAM
Cepas completo | 10%en | 10%en |~ | 10%en | 10% en

P LB BHI P LB BHI
B. bifidum IATA039 4.03 4.75 6.26 5.15 6.39 7.2
B. bifidum IATA365 3.97 4.69 6.21 5.11 6.40 7.19
B. bifidum IATA102 4.51 5.50 6.88 5.06 6.39 7.21
B. longum 1ATA006 4.23 4.66 6.30 4.88 6.25 7.13
B. longum 1ATA063 3.88 4.76 5.99 4.97 6.28 7.12
B. longum 1ATA054 3.84 4.59 5.74 5.09 6.35 7.14
B. infantis IATA009 3.87 4.59 6.07 5.11 6.36 7.16
B. infantis IATA132 3.90 4.59 6.00 5.04 6.52 7.14
B. infantis IATA331 3.89 4.68 6.04 4.94 6.23 7.14
B. pseudocatenulatum
IATAO44 3.06 4.83 6.36 4.34 5.64 6.89
B. pseudocatenulatum
IATAO57 4.00 4.77 6.22 4.92 6.25 71
B. breve IATA013 3.98 4.75 6.19 4.59 5.96 6.96
B. breve IATA059 3.96 4.75 6.20 4.34 5.72 6.89
B. breve IATA027 3.98 4.81 6.00 4.41 5.82 6.93

Acetate vs pathogen inhibition (Spearman)
Linear fit per pathogen | shaded band = 95% CI
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Anexo 4. Representacion de la correlacion de Spearman entre la produccion de dcido acético y la
inhibicion de bacterias con potencial patégeno.

40




Propiedades de las cepas de Bifidobacterium spp. aisladas del entorno materno-infantil

Acidificacién, SCFA e Inh. Crecimiento: escala global conjunta (MRS y GAM) | Resto de variables: normalizacién por ensayo | Cepas agrupadas por especie
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Anexos

Anexo 5. Dot plot de las 14 cepas de Bifidobacterium con elrendimiento de cada una de las cepas en todos los ensayos evaluados.. El tamano de cada punto codifica la puntuacién

normalizada [0-1] y el color identifica cada cepa dentro de su especie.
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