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De conformidad con las Reglas y Procedimientos del Consejo de Expertos, el Comité de Expertos en
Suplementos Dietéticos No Botanicos ha revisado la monografia de Lactobacillus rhamnosus. El
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cepa GG. Ademas, el nombre de la monografia se cambié a Lactobacillus rhamnosus.

El Boletin de Revision de Lactobacillus rhamnosus reemplaza la monografia oficial vigente y sera
incorporado en una proxima publicacién.
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Cambio en la redaccion:

Lactobacillus rhamnosus* 4 usp 1-may-2021)

Para ver el Aviso del Comité de Expertos que fue publicado
junto con esta revision acelerada, hacer clic en https://
www.uspnf.com/rb-lactobacillus-rhamnosus-
20201218-esp.

DEFINICION
Cambio en la redaccion:

A Lactobacillus rhamnosus es una bacteria
heterofermentadora y gram-positiva, en forma de bastén,
que no forma esporas. Las células son bacilos sin
motilidad, a menudo con extremos cuadrados, que se
presentan de forma individual o en cadenas. La arginina no
es hidrolizada. Se pueden agregar crioprotectores
adecuados a la bacteria concentrada después de la
fermentacion, después de lo cual el producto se congela y
luego se liofiliza. El producto formulado puede mezclarse
con diluyentes y/o agentes de volumen adecuados.
Contiene no menos de 100% del recuento declarado de
células viables de la cepa apropiada de Lactobacillus
rhamnosus.

* Cepa HNOO1: La cepa HNOO1 es una cepa pura y
especifica de Lactobacillus rhamnosus. Es una cepa no
productora de D-lactato. 4Contiene
p|é5midOS.A (BR 1-may-2021)

¢ Cepa GG: La cepa GG es una cepa pura y especifica de
Lactobacillus rhamnosus. Es una cepa no productora de
D-lactato. a sp 1-may-2021) #No contiene ningin
p|ésmid0-A (BR 1-may-2021)

IDENTIFICACION

Cambio en la redaccion:

¢ A. “*IDENTIFICACION MICROSCOPICA
Analisis: Proceder segun se indica en la Valoracién y realizar
el examen microscépico.
Criterios de aceptacion:
e Cepa HNOO1: Se presenta como bacilos de distintas
longitudes, en cadenas cortas. 4 4 (gr 1-may-2021)
* Cepa GG: Se presenta como bacilos pequefios
uniformes, en cadenas.A 4 (g 1-may-2021)a (USP 1-may-2021)

Cambio en la redaccion:

o AB., (USP 1-may-2021) IDENTIFICACION BASADA EN ACIDOS
NUCLEICOS
[NoTta—Para todos los casos en Identificacion
A Ba (Usp 1-may-2021), "agua estéril" se refiere a agua estéril
exenta de nucleasas adecuada para uso en biologia
molecular.’]

Solucién amortiguadora: Usar una solucién amortiguadora
de grado para biologia molecular de clorhidrato de Tris
10 mM con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) sédico
1 mM.2

Solucién muestra: 100 mg/mL del polvo probidtico
liofilizado en Solucién amortiguadora

ASets de cebadores (primers): Verla Tabla 1.

Dilucion del cebador: Los cebadores deben diluirse con
Solucién amortiguadora hasta una concentraciéon madre de

1 Se puede obtener Agua Certificada para PCR exenta de RNAsas y
DNAsas adecuada en Teknova (www.teknova.com).

2 Se pueden obtener soluciones amortiguadoras adecuadas (p. €j., TE
Buffer 1X, Molecular Biology Grade) en Promega (www.promega.com).
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100 pM, y luego diluirse adicionalmente con Solucién

amortiguadora hasta 25 uM y almacenarse a

-20°.a (USP 1-may-2021)

Preparacion de la muestra para reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR): 1 uL de Solucién muestra,

A1 Z,SA (USP 1-may-2021) |J|_ de polimerasa

mastermix, 434 wusp1-may-2021) 1 UL de cebador directo diluido

(25 uM), 1 pL de cebador inverso diluido (25 uM) y

49,54 (UsP 1-may-2021) ML de agua estéril

Control negativo para PCR: Preparar seguin se indica en
Preparacion de la muestra para PCR, reemplazando el
volumen de Solucién muestra (1 pL) con 1 pL de agua estéril.

AControl positivo para PCR: Preparar segun se indica en
Preparacion de la muestra para PCR, reemplazando la
Solucién muestra con 1 uL del ADN gendémico de la cepa de
referencia o reemplazando los cebadores especificos de la
cepa con cebadores universales especificos de la especie
para Lactobacillus rhamnosus. a usp 1-may-2021)

Amplificacion por PCR: Realizar una PCR en la Preparacion
de la muestra para PCR, el Control negativo para PCR 4 y el
Control positivo para PCRa (usp 1-may-2021) usando un
termociclador apropiado.* Incubar a 95° durante
4104 (sp 1-may-2021y Minutos (etapa 1), 95° durante 30
segundos (etapa 2), 57,0° durante 30 segundos (etapa 3)
y a 72° durante 41 minutoa (usp 1-may-2021) (etapa 4). Repetir
las etapas 2—4 por 34 ciclos, luego incubar a 72° durante 5
minutos y mantener a 4°.

Analisis: Analizar los productos de la Amplificacién por PCR
para la Preparacién de la muestra para PCR y el Control
negativo para PCR usando un sistema automatizado de
electroforesis en chip con kit para analisis de ADN.5 Seguir
las instrucciones del fabricante para el anélisis. Como
alternativa, se puede llevar a cabo el analisis y la
visualizacién usando electroforesis en gel. Preparar o usar
un gel de agarosa al 2% a (usp 1-may-2021) (p/Vv) disponible
comercialmente en una solucién amortiguadora de
tris-acido acético-EDTA 1X (clorhidrato de Tris 40 mM,
acido acético glacial al 1% y EDTA 1 mM). Tefiir el gel con
0,5 mg/mL de bromuro de etidio en agua y decolorar con
agua desionizada. [PRECAUCION—EI bromuro de etidio se
considera una sustancia téxica y un posible mutageno. Usar
equipos de proteccién personal apropiados, incluyendo
guantes de nitrilo, al manipular este reactivo.] Usar un
estandar de pares de bases de ADN (1 kilobase plus DNA
ladder)® adecuado para determinar el tamario de los
fragmentos lineales de ADN de doble cadena
A 4 (Usp 1-may-2021) amplificados con los Sets de cebadores
descritos en la Tabla 1. El estandar de pares de bases debe
usarse en la primera y dltima calle del gel para lograr una
comparacién apropiada de los amplicones.

ASi se usa el ADN genémico de las cepas como control
positivo, el andlisis del Control positivo para PCR debe dar
como resultado la amplificacion de pares de bases
especificos seguin se indica en los criterios de aceptacion.
Si se usan cebadores universales especificos de la especie
como control positivo, el anélisis del Control positivo
para PCR debe dar como resultado la amplificacién de
pares de bases especificos segun se indica en la literatura

3 AmpliTagq Gold 360 Master Mix de Applied Biosystems
(www.thermofisher.com) o equivalente.

4 Se encuentran disponibles termocicladores adecuados en Eppendorf
(www.eppendorf.com).

5 Se encuentran disponibles sistemas automatizados de electroforesis en
chip con kits para analisis de ADN adecuados (p. ej., Agilent 2100
Bioanalyzer with Agilent DNA 1000 Kit) en Agilent
(www.genomics.agilent.com).

6 Se encuentran disponibles marcadores de pares de bases de ADN (més
de 1 kilobase) adecuados en Life Technologies (https://
www.thermofisher.com/us/en/home.html).

https://buildonline.uspnf.com/uspnf/document/4_GUID-57B47059-4779-4A17-916C-08D6052DCA5E_3_es-ES 1/3
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Tabla 1. Sets de Cebadores y Criterios de Aceptacién

Cepa

Set de Cebadores?

Secuencia de Cebador Directo

Secuencia de Cebador Inverso

Criterios de Aceptacion®

HNO0O01

(5'-3") CACCTGCGATCAAAGC-
GAAAC

(5'-3") GCTCCCACCGGCACATTA

Producto de amplificacion de 340
pares de bases.

(5'-3") GTGATCGGAA-
CATCTTTGGCCACTTGTTTG

(5'-3") ACTTAATCAAACAAGG-
CAAGCTGGACGATG

Producto de amplificacion de 552
pares de bases; puede dar como
resultado diferentes amplicones
en otras cepas.

2 CA

(5'-3") CTTCCACATTGCGCCAAA- | (5'-3") ACAACCTTCACCACGAC-

Producto de amplificacion de 388
pares de bases con 1 polimorfis-
mo de un solo nucleétido (SNP,
por sus siglas en inglés); puede
dar como resultado un amplicén
similar en otras cepas. La secuen-
cia SNP se identifica como (su-
brayado en la siguiente secuencia
de 21 pares de bases) ACCAATG-
TAAaCATACCCATC y se encuen-
tra a 250 pares de bases, a partir
del extremo 3’ del cebador direc-
to descrito en Set de cebadores 2.
La secuencia del amplicén debe
determinarse mediante tecnolo-
gias de secuenciacién estandar
validadas, tal como la secuencia-

CAA cién de Sanger.

GG

3 CATA

(5'-3") GCCGGTTGTCAGTGAC-

Producto de amplificacién de 293
pares de bases con 2 SNP; puede
dar como resultado un amplicén
similar en otras cepas. El primer
SNP se identifica como (subraya-
do en la siguiente secuencia de
21 pares de bases)
TCTTCCCGACLTTAGCAGGGA y
se encuentra a 71 pares de ba-
ses, a partir del extremo 3’ del ce-
bador directo descrito en Set de
cebadores 3. El segundo SNP se
identifica como (subrayado en la
siguiente secuencia de 21 pares
de bases) TCAGGCGCALTAT-
GAAGATGG y se encuentra a 98
pares de bases, a partir del extre-
mo 3’ del cebador directo descri-
to en Set de cebadores 3. La se-
cuencia del amplicén debe deter-
minarse mediante tecnologias de
secuenciacién estandar valida-
das, tal como la secuenciacién de
Sanger.

(5'-3") AGACAAATGCCTG-
GATGCCT

4 GATTGG

(5'-3') TGCAACACATCAAGC-
G

Producto de amplificacién de 490
pares de bases. No debe presen-
tarse un producto de amplifica-
cién de 367 pares de bases; pue-
de dar como resultado un ampli-
c6n similar en otras cepas.

(5'-3") TCATAACCAGCA-
TACGCCGG

@ Se pueden obtener comercialmente cebadores (primers) de ADN (de fabricacién por encargo) en Integrated DNA Technologies (www.idtdna.com/pages) y otras

fuentes comerciales.

b Se deben cumplir los criterios de aceptacién de cada set de cebadores para comprobar la identidad de la cepa.

publicada. s wsp 1-may-2021) El andlisis del Control negativo
para PCR debe dar como resultado la ausencia de
productos de amplificacion; de lo contrario, se debe
repetir la Preparacion de la muestra para PCR'y el Control
negativo para PCR, seguido de la Amplificacién por PCR y
el Andlisis.

Criterios de aceptacion: AVer la Tabla 1.4 sp 1-may-2021)

VALORACION
Cambio en la redaccion:

¢ RECUENTO
A Analisis: Proceder segln se indica en el capitulo general
Pruebas para Probi6ticos (64). a usp 1-may-2021)

Criterios de aceptacion: No menos de 100% del recuento
declarado de células viables, en ufc/g

CONTAMINANTES

[NoTA—Los métodos de analisis microbiano incluidos en
esta seccién como ejemplos representan métodos
actualmente aceptados y usados cominmente en la
industria. Los usuarios pueden usar otros métodos de
prueba validados en lugar de los métodos de esta
seccion.]

Eliminar lo siguiente:

A+ PRUEBAS DE RECUENTO MICROBIANO (2021): El recuento
total combinado de hongos filamentosos y levaduras no
excede de 10% ufc/g.a wsp 1-may-2021)
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Eliminar lo siguiente:

4+ BACTERIAS NO PRODUCTORAS DE ACIDO LACTICO:
Ndmero estandar internacional 1ISO 13559 (IDF 153),
disponible en International Organization for
Standardization (Organizacién Internacional para la
Estandarizacién) (www.iso.org). El recuento total de
bacterias no productoras de acido lactico es menos de 5 x
103 UfC/g-A (USP 1-may-2021)

Eliminar lo siguiente:

4 e AUSENCIA DE MICROORGANISMOS ESPECIFICOS (2022),
Procedimientos de Prueba, Prueba de Ausencia de
Escherichia coliy Prueba de Ausencia de Salmonella spp.:
Cumple con los requisitos de la prueba para determinar la
ausencia de Escherichia coli. Cumple con los requisitos de la
prueba para determinar la ausencia de Salmonella spp. en
40 g.a (UsP 1-may-2021)

Agregar lo siguiente:

A« PRUEBAS PARA PROBIOTICOS (64), Contaminantes,
Microorganismos Contaminantes: El recuento total
combinado de hongos filamentosos y levaduras no excede
de 102 ufc/g. El recuento total de bacterias no productoras
de 4cido lactico es menos de 5 x 103 ufc/g.a usp 1-may-2021)

@2021 USPC
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Agregar lo siguiente:

A« PRUEBAS PARA PROBIOTICOS (64), Contaminantes,
Microorganismos Especificos: Cumple con los requisitos de
la prueba para determinar la ausencia de Escherichia coli en
10 g. Cumple con los requisitos de la prueba para
determinar la ausencia de Salmonella spp. en
40 g.a (USP 1-may-2021)

e LISTERIA: (Ver Food Chemicals Codex, Appendix XV,
disponible solo en inglés.) Cumple con los requisitos de la
prueba para determinar la ausencia de Listeria en 25 g.

REQUISITOS ADICIONALES

¢ ENVASADO Y ALMACENAMIENTO: Conservar en bolsas de
laminado de aluminio de barrera alta. Almacenar a una
temperatura de 4° o menor.

Cambio en la redaccion:

¢ ETIQUETADO: Este ingrediente debe etiquetarse con los
nombres del género, especie y cepa, y con el recuento
formulado en ufc/g (o unidades similares). Esta monografia
aplica solo a las #cepas HNOO1 y GG (s 1-may-2021) de
Lactobacillus rhamnosus y a ninguna otra cepa de cultivos
de Lactobacillus rhamnosus.
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