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Resumen
B

En los dltimos afios la tendencia de la sociedad hacia un estilo de vida mads
saludable y una alimentaciéon mds equilibrada ha impulsado la investigacion hacia el
disefio de alimentos funcionales que otorguen un beneficio al consumidor, més alld del
nutritivo. La leche materna humana es un alimento completo y complejo, fundamental
para el desarrollo normal de los nifios en sus primeros meses de vida, por lo que podria
ser considerada como el alimento funcional natural por excelencia. No sélo tiene un
alto valor nutritivo y contiene inmunoglobulinas y agentes bioactivos, sino que ademads
es una fuente de bacterias que son transferidas de la madre al hijo desde el primer dia
de lactancia. Estas bacterias, entre las que se encuentran bifidobacterias y lactobacilos,
son responsables en parte de la colonizacién temprana del tracto gastrointestinal del
recién nacido y de la correcta maduracion del sistema inmune asociado al mismo. Los
probidticos son definidos como microorganismos vivos que, cuando son consumidos en
cantidades adecuadas, confieren un efecto saludable al hospedador. A nivel mundial,
cepas especificas de lactobacilos y bifidobacterias, son las mds estudiadas por sus
efectos benéficos y las mds comercializadas masivamente en productos lacteos y
suplementos dietarios, entre otros. En este contexto, el uso de microorganismos
provenientes de leche materna humana como probidticos, para su incorporaciéon a
alimentos funcionales direccionados a nifios en sus primeros afios de vida, resulta de
potencial interés cientifico y para la industria de alimentos. Sin embargo, para que un
microorganismo sea considerado probidtico, se debe recorrer un largo camino desde su
aislamiento hasta la llegada al consumidor, donde, fundamentalmente, tres aspectos
deben ser evaluados. En primer lugar, la seguridad de la cepa debe ser garantizada. En
este sentido, contar con un microorganismo aislado a partir de una fuente segura como
es la leche materna facilitaria esta afirmacién, sumado a que los lactobacilos y
bifidobacterias generalmente son reconocidos como seguros (GRAS, segtn su sigla en
inglés), y ademds cuentan con una larga historia de consumo seguro. Los otros dos
aspectos son igualmente importantes: la funcionalidad del microorganismo, es decir, su
capacidad de inducir un efecto benéfico comprobable, y su resistencia a los procesos

tecnoldgicos necesarios para ser producido en grandes volimenes, vehiculizado en el
1



alimento o suplemento, y mantenerse viable en concentraciones adecuadas hasta el
momento de ser consumido.

En la presente Tesis Doctoral se buscé avanzar en el conocimiento sobre los
microorganismos presentes en la leche materna humana que pudieran ser de interés
para la industria de alimentos, particularmente las bifidobacterias, de manera de evaluar
su potencial tecnolégico y funcional para ser utilizadas en alimentos o suplementos
funcionales. En una primera etapa (Capitulo I), se trabaj6 en colaboracion con diversas
instituciones de salud y personal médico de la ciudad de Santa Fe y se realizaron
aislamientos a partir de muestras de leche materna de madres locales, entre el dia 1 y la
semana 8 posparto. Los aislamientos presuntivos de bifidobacterias (y lactobacilos)
fueron estudiados microbiol6gicamente y genéticamente (RAPD PCR) e identificados
molecularmente, por secuenciacion del ARNr 16S. Se conformé una coleccion de
bacterias de leche materna, compuesta por 6 cepas de bifidobacterias correspondientes
a 3 especies distintas: Bifidobacterium animalis subsp. lactis, Bifidobacterium longum
y Bifidobacterium dentium, ademds de 4 cepas de lactobacilos. A continuacién se
estudié el potencial tecnoldgico y funcional de las cepas de bifidobacterias,
principalmente una de ellas, B. animalis subsp. lactis INL1. Si bien a fines de facilitar
la organizacién de los resultados, en el presente trabajo se informan primero los
estudios relacionados al aspecto tecnolégico (Capitulo II) y luego los estudios
funcionales (Capitulo III), en realidad ambos aspectos estidn estrechamente
relacionados por lo que han sido estudiado en paralelo a lo largo del desarrollo de la
presente Tesis.

Respecto a la caracterizacion tecnoldgica, en primer lugar se evalud el desarrollo
de las cepas en diferentes medios de cultivo, de bajo costo y formulados con suero de
queseria, a fines de hallar condiciones de crecimiento adecuadas para las mismas. No
sOlo se analizaron las condiciones de cultivo para obtener un alto nimero de células
viables sino también cultivos resistentes al almacenamiento, a condiciones de acidez
(simulacién de digestion gastrointestinal) y al proceso de deshidratacién mas utilizado
por las industrias productoras de cultivos lacticos y probidticos: la liofilizacién. Se
observé un comportamiento diferencial entre las distintas cepas estudiadas, y en

particular B. animalis subsp. lactis INL1 demostré ser una cepa robusta, capaz de ser
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desarrollada en medios de cultivo de bajo costo con buenos rendimientos y alta
resistencia a la liofilizacion, al almacenamiento y a la simulacién a la digestion
gdstrica, por lo que fue seleccionada para los estudios tecnolégicos posteriores. En una
segunda etapa, se evaluaron diferentes tecnologias de deshidrataciéon sobre un cultivo
concentrado de B. animalis subsp. lactis INL1 producido a escala industrial por una
empresa italiana productora de cultivos lacticos. Se estudiaron algunas tecnologias de
deshidratacion utilizadas a nivel industrial, como la liofilizacién y el secado spray, y
otras no convencionales como el secado al vacio y el secado al vacio y la liofilizacion
asistidos por microondas. La liofilizaciéon y la liofilizacién asistida por microondas
fueron las tecnologias para las cuales se obtuvo una mayor sobrevida de la cepa en
estudio, cuando se las aplic en el cultivo sin agregado de agentes protectores, mientras
que el secado spray fue la tecnologia menos efectiva bajo las condiciones ensayadas.
Sin embargo, la adicién de diversos agentes protectores (lactosa, maltodextrina,
sorbitol, leche descremada, caseinomacropéptidos) permitié mejorar la sobrevida de los
cultivos deshidratados en todos los casos. La lactosa fue seleccionada como agente
protector para comparar las diversas tecnologias en un test de almacenamiento
acelerado de 8 semanas en condiciones no Optimas (25°C, actividad acuosa de 0,23 y
0,43, atmodsfera aerdbica). Para la actividad acuosa de 0,23, todos los cultivos
mostraron niveles satisfactorios de viabilidad al finalizar el periodo de
almacenamiento, mientras que a una actividad acuosa de 0,43 en todos los casos se
observaron importantes pérdidas de viabilidad. Los resultados obtenidos confirmaron la
robustez de B. animalis subsp. lactis INL1 y demostraron que es una cepa versdtil,
capaz de resistir diferentes tecnologias de deshidratacion y de sobrevivir en
condiciones de almacenamiento adversas, por lo que posee potencial tecnoldgico para
ser utilizada en la industria alimenticia o farmacéutica. Por ultimo, con vistas a simular
la adicién de la cepa a una férmula infantil, se realizaron ensayos preliminares de
secado spray en leche descremada. Esta tecnologia de deshidratacion estd disponible a
nivel nacional en medianas y grandes industrias lcteas, por lo que su escalamiento y
aplicacion serian factibles. Se evalu6 la sobrevida de B. animalis subsp. lactis INL1 al
secado spray en leche descremada al 20% (p/v), a escala laboratorio e industrial. Se

logré obtener polvos con humedades satisfactorias y sobrevida aceptable (reducciones
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de viabilidad < 0,5 ordenes log a escala industrial y < 0,2 ordenes log a escala
laboratorio). Estos resultados indican que B. animalis subsp. lactis INL1 posee
potencial tecnolégico para ser incorporada, mediante secado spray, a una férmula
infantil.

La seguridad y caracterizacion funcional de los aislamientos de leche materna se
evaluaron a través de ensayos in vitro e in vivo. En una primera etapa de ensayos in
vitro se analizé la resistencia de las 6 cepas de bifidobacterias a diversos antibidticos,
su hidrofobicidad superficial y su resistencia a una simulacién de digestion
gastrointestinal en etapas sucesivas de pH dcido-pepsina, shock de sales biliares a pH 8
y exposicion a sales biliares-pancreatina. En general se observaron resultados de
resistencia a antibidticos e hidrofobicidad acordes a lo reportado previamente para
miembros del género Bifidobacterium. Respecto a la digestion gastrointestinal, las 4
cepas de B. animalis subsp. lactis (INL1, INL2, INL4 e INLS) y la cepa B. longum
LM?7a fueron resistentes a la acidez géastrica simulada y al shock de bilis, mientras que
s6lo B. longum LM7a fue capaz de sobrevivir a la exposicién a pancreatina y B.
dentium LMS8a’ mostrdé gran sensibilidad desde la primer etapa de la simulacion.
También se evalué la capacidad de algunas de las cepas de sintetizar derivados
conjugados del 4cido linoleico y del 4cido linolénico, siendo B. animalis subsp. lactis
INL?2 la cepa con mayor capacidad de sintesis entre las estudiadas para estos lipidos
bioactivos.

Por ultimo, para evaluar la funcionalidad en ensayos in vivo en ratones, se
selecciond la cepa B. animalis subsp. lactis INL1. Se la utiliz6 en un modelo de trénsito
intestinal, siendo administrada como cultivo puro o acompafiada por inulina, un
prebidtico con efecto bifidogénico reconocido, y en ambos casos fue posible detectar
bifidobacterias presuntivas en las heces de los animales que la recibieron de forma oral,
lo que indicaria su capacidad de sobrevivir al trdnsito intestinal in vivo. También se
analiz6 su capacidad inmunoestimuladora a nivel intestinal y su capacidad protectora
frente a un patégeno intestinal (Salmonella), cuando se la administré6 como cultivo
fresco a diferentes concentraciones y periodos de tiempo. Se utilizaron diversos disefios
experimentales, dos cepas de ratones distintas (BALB/c y Swiss) y se evalud la

influencia de los tratamientos tecnoldgicos (secado spray, liofilizacién, congelamiento)
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en las propiedades funcionales. La cepa fue capaz de estimular la respuesta inmune
mucosa intestinal mediada por IgA cuando se la administré como cultivo fresco, y
demostré capacidad protectora frente a una cepa de Salmonella enterica ser.
Typhimurium, disminuyendo los indicadores de dafo inflamatorio y la translocacion
del patégeno a sitios extra intestinales, como bazo e higado. Cuando fue sometida a
tratamientos tecnoldgicos, mantuvo algunas de sus propiedades inmunoestimuladoras
principalmente en su forma de cultivo secado spray, si bien se observé una cierta
variabilidad en los resultados dependiente del disefio experimental utilizado y de la
variabilidad intrinseca asociada al trabajo con animales. En su conjunto, los resultados
obtenidos del estudio funcional in vivo de B. animalis subsp. lactis INL1 permiten
postularla como una bacteria potencialmente probidtica, con capacidad de estimular la
funcién inmune en el intestino y protegerlo parcialmente frente a una infeccién con
Salmonella ser. Typhimurium. Estos hechos, sumado a su robustez ante diversos
procesos tecnoldgicos, en escala laboratorio e industrial, ademds de la capacidad de
mantener su funcionalidad cuando es sometida a los mismos, particularmente el secado
spray, posicionan a B. animalis subsp. lactis INL1 como el primer aislamiento de leche
materna humana del pais con potencial probidtico demostrado en estudios in vivo y con
potencial de ser transferida a la industria, una vez realizados los estudios clinicos en

humanos necesarios para verificar los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis.
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In the last years, the society’s trend towards a healthier lifestyle and a more
balanced nutrition has encouraged research on functional foods. Breast milk is a
complex and complete food, essential for the normal development of infants in the first
years of life, so it could be considered as an outstanding natural functional food. It has
high nutritional value and contains immunoglobulins and bioactive agents, as well as it
is a source of bacteria that are naturally transferred from mother to child since the
moment the child is born. These bacteria, including bifidobacteria and lactobacilli, are
responsible in part for the gastrointestinal colonization of the newborn and for the
adequate maturation of the gut mucosal immune system. Probiotics are defined as live
microorganisms which, when administered in adequate amounts, confer a health benefit
on the host. Specific strains of lactobacilli and bifidobacteria are the most studied
microorganisms worldwide because of their beneficial effects, and they are at the same
time the most used ones in food and pharma. In this context, the use of microorganisms
derived from breast milk as probiotics for infant food raises scientific and industrial
interest. However, for a microorganism to be regarded as probiotic, a long road must be
ridden from its isolation to its commercialization. Three aspects must be evaluated,
mainly. First, the safety of the strain must be guaranteed. The fact that breast milk is
considered a safe food and that lactobacilli and bifidobacteria are considered GRAS
microorganisms (generally recognized as safe), support the claim for safety. The other
two aspects are equally important: the functionality of the microorganism (its capacity
to induce a sustained beneficial effect), and its resistance to the technological processes
found from production to consumption.

The aim of this Doctoral Thesis was to study the microorganisms present in the
human breast milk that could be of interest for the food industry, particularly
bifidobacteria, in order to evaluate their technological and functional potential to be
used in functional foods or supplements. First (Chapter I), an isolation stage was
carried out, in collaboration with health institutions and medical staff of Santa Fe city.
Strains were isolated from breast milk samples donated by local mothers, and collected

from day 1 to week 8 postpartum. Presumptive bifidobacteria and lactobacilli isolates
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were microbiologically and genetically studied, and identified by 16S rRNA
sequencing. A collection of breast milk strains was created, composed by 6
bifidobacteria strains corresponding to 3 different species: Bifidobacterium animalis
subsp. lactis, Bifidobacterium longum and Bifidobacterium dentium, and as well as 4
lactobacilli strains not further studied in this work. Next, the technological and
functional potential of the bifidobacteria strains, mainly B. animalis subsp. lactis INLI,
was studied. To better present the results obtained, the technological aspects are
reported first (Chapter II) and then the functional ones (Chapter III). However, as both
are important for strain characterization, they've been studied in parallel along the
development of the present Thesis.

Regarding the technological characterization, the growth of the bifidobacteria
strains in different low-cost and whey formulated culture media was evaluated. The
aim was to search for the conditions to obtain cultures with high viability but also
resistant to storage, acidity (simulation of gastrointestinal digestion) and freeze drying,
the dehydration process most widely used by manufacturers of starter and probiotic
cultures. A strain-specific behavior was observed and, in particular, B. animalis subsp.
lactis INL1 showed to be a strain able to grow in low-cost culture media with good
yields and high resistance to freeze drying, storage and gastric acidity simulation, so it
was selected for further technological studies. Different dehydration technologies were
applied on a concentrated culture of B. animalis subsp. lactis INL1, produced by an
Italian manufacturer of lactic cultures. Two conventional dehydration technologies
were studied, freeze and spray drying, together with 3 other non-conventional ones:
vacuum drying and vacuum and freeze drying assisted by microwaves. Freeze drying
and freeze drying assisted by microwaves were the two technologies for which a higher
survival rate was observed, when applied on the bifidobacteria culture without adding a
protectant, while spray drying was the most detrimental one. However, the addition of
diverse protective agents (lactose, maltodextrin, sorbitol, skim milk, CMP) improved
the survival for all the assayed technologies. Lactose was selected as reference
protectant to compare the different technologies in an 8 week accelerated storage test
under detrimental storage conditions (25°C, water activity (ay) of 0.23 and 0.43,

aerobic atmosphere). For an ay, of 0.23, all cultures showed satisfactory viability levels
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at the end of the storage test, while at a,,=0.43, important viability losses were observed
for all drying technologies. Together, these results confirmed that B. animalis subsp.
lactis INL1 is a strong and versatile strain, capable of resisting different dehydration
technologies and surviving to adverse storage conditions, so it has potential to be used
in the food or pharmaceutical industry. At last, in order to simulate the addition of the
strain to an infant formula, preliminary spray drying tests were made, using skim milk
as matrix. This dehydration technology is available at national level, in middle and big
size dairy industries, so its scaling up and application would be feasible. B. animalis
subsp. lactis INL1 survival to spray drying in 20% (w/v) skim milk was evaluated at a
laboratory and industrial scale. Powders with satisfactory moisture and acceptable
survival rate were obtained (viability losses < 0.5 log orders for industrial scale and <
0.2 log orders for laboratory scale). These results indicate that B. animalis subsp. lactis
INLT has the potential to be added, through spray drying, to an infant formula.

The safety and functional characteristics of the breast milk strains were evaluated
by in vitro tests. In a first stage, the antibiotic resistance, the superficial hydrophobicity
and the resistance to a simulated gastrointestinal digestion were studied for the 6
bifidobacteria strains. In general, the antibiotic resistance and hydrophobicity results
were in accordance with published data for members of the genus Bifidobacterium. As
for the gastrointestinal digestion, all the B. animalis subsp. lactis strains (INL1, INL2,
INL4 and INLS) and the strain B. longum LM7a were resistant to the simulated gastric
acidity bile salts shock at pH 8, whereas only B. longum LM7a was able to survive to
pancreatin exposure and B. dentium LM8a’ showed high sensitivity from the first step
of the simulated gastrointestinal passage. The capacity of some strains to synthetize
conjugated linoleic and linolenic acids was also studied, being B. animalis subsp. lactis
INL?2 the strain which displayed the highest production capacity.

At last, B. animalis subsp. lactis INL1 was selected to evaluate its functionality in
in vivo assays. The strain was used in an intestinal transit model, administered alone or
together with the known prebiotic inulin. In both cases it was possible to detect
presumptive bifidobacteria in mice feces that received bifidobacteria orally. This could
indicate the strain’s capacity to survive the intestinal transit in vivo. The gut

immunostimulating capacity and the protective capacity against Salmonella were also
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evaluated, when the bifidobacteria strain was orally administered as fresh culture, at
different concentrations and periods of time. Several experimental designs and 2
different mice strains (BALB/c and Swiss) were used, and the influence of
technological treatments (spray drying, freeze drying, freezing) on the functional
properties was studied. B. animalis subsp. lactis INL1 was capable of stimulating the
intestinal immune response mediated by IgA when administered as fresh culture and
showed a protective capacity in a Salmonella infection model, diminishing the
inflammatory damage indexes and the pathogen translocation to extra-intestinal sites
(e.g. spleen and liver). When subjected to technological treatments, the strain kept
some of its immunostimulating properties, especially as spray dried culture. A certain
variability dependant on the experiment design and associated to the work with animals
was observed. Together, these results allows to propose B. animalis subsp. lactis INLI1
as a probiotic bacterial strain, capable of stimulating the immune function in the
intestine and protect it from a Salmonella infection. These facts, together with the
resistance to different technological processes, at laboratory and industrial scale, makes
B. animalis subsp. lactis INLI1 the first Argentinian breast milk-derived strain with
probiotic potential as candidate for its use in the food or pharma industry, once

demonstrated in human clinical trials the results obtained in this Thesis.



Objetivos
B ]

Objetivo General.
Determinar la presencia en leche materna de microorganismos de interés para la
industria de alimentos, principalmente la industria l4ctea, y sus propiedades
tecnoldgicas y funcionales.

Objetivos Especificos.
Aislar e identificar cepas de bifidobacterias (y eventuales lactobacilos de interés
para otros estudios) a partir de muestras de leche materna para formar una

coleccidn de cepas de este origen.

Determinar aspectos tecnoldgicos relacionados a la produccién de biomasa y la

viabilidad de los cultivos durante la conservacién de las cepas.

Determinar la capacidad de las cepas de modificar positivamente aspectos

relacionados a la salud intestinal en modelos in vivo.

Analizar la influencia de factores tecnoldgicos de interés en la industria lactea

sobre la viabilidad y funcionalidad de las cepas in vitro e in vivo.
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Capitulo I

Leche materna, fuente de cultivos potencialmente

probidticos.
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1. Introduccion.

1.1.  Colonizacion del tracto gastrointestinal.

El tracto gastrointestinal (TGI) humano estd colonizado por una microbiota
altamente diversa, conformada principalmente por bacterias, que contiene
aproximadamente un total de 10'* células microbianas y es uno de los ecosistemas més
densamente poblados, superando en aproximadamente 10 veces el repertorio de células
eucariotas del ser humano (Qin y col.,, 2010). La microbiota intestinal cumple
numerosas funciones que contribuyen a la salud del hospedador. Ademads de poseer un
gran potencial metabdlico (fermentacion de oligosacaridos, produccion de vitaminas)
que resulta vital para los procesos digestivos, de detoxificacién y bioactivacion, la
existencia de un epitelio intestinal saludable en asociaciéon con una poblacién
microbiana estable y balanceada constituye una barrera eficaz que asegura la
proteccién del hospedador contra la invasion de microorganismos patégenos y
compuestos dafiinos (Holzapfel y col., 1998, Isolauri y col., 2004). La composicién de
la microbiota intestinal es el resultado de multiples factores tanto intrinsecos (pH,
potencial redox, secreciones, movilidad) como extrinsecos (dieta, estrés,
medicamentos). Géneros como Bacteroides, Eubacterium y Bifidobacterium
predominan en el intestino grueso, junto a otros grupos como clostridios vy
estreptococos, mientras que los lactobacilos comprenden una mayor proporcién de la
poblacion total en intestino delgado. La edad es uno de los factores mds estudiados que
en relacidn a su capacidad de determinar la composicion de la microbiota intestinal.
Numerosos estudios basados en el secuenciamiento de poblaciones fecales han
mostrado que la microbiota intestinal es altamente variable durante los tres primeros
afios de vida y que su diversidad es significativamente menor respecto a la composicion
en un ser humano adulto, es decir que estd dominada por menos especies bacterianas
(Arrieta y col., 2014). La colonizacién del TGI es un proceso complejo y sistemdtico
que comienza inmediatamente luego del nacimiento, o tal vez antes (Jiménez y col.,
2008, Salazar y col., 2014), y que continda a través de los primeros afios de vida

(Rautava e Isolauri, 2002, de la Cochetiere y col., 2007). En los primeros dias posparto,
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son dominantes algunas cepas anaerdObicas facultativas de Staphylococcus,
Streptococcus, E. coli y otras enterobacterias, que colaboran en crear un
medioambiente reductor favorable para el establecimiento de microorganismos
anaerobios obligados como bacteroides y clostridios, los cuales son luego
reemplazados por anaerobios facultativos, principalmente de los filos Actinobacteria
(bifidobacterias) y Firmicutes (lactobacilos y enterococos) (Fouhy y col., 2012,
Voreades y col., 2014). Ademads de la edad, la composicion de la microbiota intestinal
del recién nacido es profundamente influenciada por el tipo de dieta que recibe, y esto
se refleja en su microbiota fecal. Mientras que los neonatos alimentados con leche
materna son colonizados preferentemente por bifidobacterias y lactobacilos, los nifios
alimentados con férmulas comerciales tienen una microbiota diferente y mds diversa,
constituida por numeros relativamente elevados de Bacteroides, clostridios,
enterobacterias, estafilococos y estreptococos, ademds de bifidobacterias presentes pero
no predominantes. La dominancia de bifidobacterias en los nifios que reciben leche
materna es atribuida a la composicién de la leche humana, la cual a diferencia de la
leche bovina, es rica en factores bifidogénicos tales como los oligosacdridos (Wall y
col., 2009). Cuando los nifios alimentados con leche materna comienzan a recibir una
alimentacion suplementaria, los niveles de clostridios, estreptococos y E. coli aumentan
y también aparecen progresivamente en numeros mayores especies del género
Bacteroides y cocos Gram positivos. Asi, luego del destete comienza la conversion

hacia una “microbiota adulta normal”, alcanzandose ésta aproximadamente desde el

2

segundo al tercer afio de vida (Bergstrom y col., 2014, Voreades y col., 2014).

1.2. Rol de la microbiota intestinal en el desarrollo del sistema inmune.

El sistema inmune de la mucosa (SIM) intestinal estd anatdmicamente en su lugar
previo al nacimiento y su maduracién estd directamente relacionada con la dieta del
recién nacido y el establecimiento de la microbiota a lo largo del intestino. La
poblacién microbiana intestinal es esencial para la estimulacién inmune de la mucosa y
la amplificacién de las células inmunocompetentes. Las bacterias comensales otorgan
resistencia contra la colonizacién de potenciales patégenos mediante la ocupacién de
los nichos disponibles (inhibicién competitiva de los sitios de unién) y a través de
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factores de regulacion autogénica (sintesis de dcidos grasos, peréxido de hidrogeno y
bacteriocinas) (Schmid y col., 2006, Stecher y Hardt, 2011). Ademads, el
establecimiento de la microbiota influencia profundamente el desarrollo de los
componentes humorales del sistema inmune de la mucosa intestinal y es esencial para
la “afinacion” de la funcion de los receptores de células T y los perfiles de citoquinas
de células T colaboradoras tipo 1 o tipo 2 (O’Hara y Shanahan, 2006). Otra
caracteristica que remarca la importancia del establecimiento de una microbiota estable
es que la colonizacion postnatal del intestino permite que el sistema inmune desarrolle
tolerancia hacia una variedad de antigenos microbianos, resultando en respuestas
inflamatorias y alérgicas controladas y atenuadas. Esto se logra principalmente a través
de receptores que reconocen patrones (Patern Recognition Receptors, PRRs segtin su
sigla en inglés) microbianos presentes en la superficie de las células epiteliales
intestinales y de las células dendriticas (como los receptores tipo Toll, TLR segiin su
sigla en inglés), 6 bien a través de receptores intracelulares (como los receptores tipo
NOD), los cuales al interactuar con la microbiota comensal desencadenan una cascada
de sefiales que mantienen la homeostasis intestinal y suprimen activamente las
reacciones inmunes (Weng y Walker, 2013). Es decir, si bien durante el periodo
posnatal temprano la microbiota estimula el desarrollo tanto de la inmunidad sistémica
como local, luego estos componentes evocan, por el contrario, mecanismos regulatorios
(inhibitorios) con la intencién de mantener balanceadas la inmunidad local y sistémica
(Gleeson y Cripps, 2004, Salzman y col., 2007). Muchas enfermedades, incluyendo la
inflamacion intestinal crénica, el sindrome del intestino irritable (IBS segun su sigla en
inglés) o las gastroenteritis alérgicas, e infecciones, son actualmente asociadas a un
desbalance de la microbiota, lo que pone en evidencia la importancia de la misma en la
regulacion de las respuestas inmunes mucosas y la salud intestinal (de Kivit y col.,

2014).

1.3. Leche materna humana y microorganismos.

Durante afios se consideré a la leche materna humana como un fluido estéril
mientras que los estudios microbioldgicos sobre este alimento se limitaban a evaluar su
rol como transmisora de bacterias potencialmente patdgenas provenientes de la piel
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(Novak y col., 2000, Le Thomas y col., 2001). Sin embargo, en la dltima década, el uso
de técnicas de cultivo mds sofisticadas y el constante desarrollo de las ciencias
“Omicas” (gendmica, metagenomica, transcriptomica, metabolomica) ha revelado la
presencia indigena de microorganismos en la leche materna (no provenientes de
contaminaciones cutdneas) y ha impulsado la idea que pueden ser transferidas de madre
a hijo durante la lactancia (Jeurink y col., 2013). Una de las primeras evidencias de la
presencia de bacterias potencialmente benéficas en leche materna fue dada en 1979
cuando West y col. (1979) reportaron el aislamiento, junto a especies patdgenas, de una
cepa de Lactobacillus plantarum a partir de leche materna humana. Mds tarde, andlisis
RAPD y PFGE permitieron concluir que una cepa de Lactobacillus salivarius,
previamente aislada de las heces de un nifio de 1 mes de edad alimentado con leche
materna, podia ser detectada también en la leche de la madre, sugiriendo que la
microbiota intestinal de los nifios alimentados con leche materna es un reflejo parcial
de la composicién microbiana de la misma (Martin y col., 2006).

Ademds de numerosos factores tales como nutrientes, agentes antimicrobianos,
oligosacdridos prebidticos, anticuerpos IgA y TGF-, que contribuyen a la maduracién
inmunoldgica y al bienestar del nifio (Mata y Wyatt, 1971, Rautava y col., 2006), la
leche materna contiene cantidades significativas de microorganismos. Hasta el
momento se han detectado aproximadamente 700 especies bacterianas presentes en
leche materna, si bien el nimero de especies cultivables presentes en un individuo es
mucho menor, encontrdndose en un rango de 2 a 18 especies diferentes (Cabrera-Rubio
y col., 2012, Jeurink y col., 2013). Esta caracteristica de falta de capacidad de
desarrollo en medios de cultivo tradicionales de laboratorio limité por muchos afios el
avance del conocimiento de la composicion microbioldgica de la leche materna, hasta
el desarrollo de las técnicas de metagendmica en los dltimos diez afios. Las bacterias
comensales de leche materna incluyen estreptococos, lactobacilos, corinebacterias,
micrococos y propionibacterias (O’Sullivan y col., 2005). En 2003, dos grupos
europeos, uno finlandés (Heikkild y Saris, 2003) y otro espafiol (Martin y col., 2003),
reportaron de forma simultinea e independiente el aislamiento de bacterias acido
lacticas (BAL) a partir de leche materna humana. El potencial probidtico de estas cepas

fue evaluado y los autores concluyeron que era similar, al menos, al de cepas
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comunmente utilizadas en productos probidticos comerciales. La firma espafiola Puleva
Food S.L. (www.puleva.es) ha industrializado uno de estos lactobacilos (Lactobacillus
fermentum CECT 5716) y en el afio 2008 lanz6 al mercado la primera leche en polvo
que contiene lactobacilos probidticos aislados de leche materna, recomendada para
nifios a partir de los 6 meses de edad. A excepcion de este caso, hasta el momento las
férmulas para bebés que contienen microorganismos probidticos han sido formuladas
con cepas aisladas a partir de alimentos fermentados o de la microbiota fecal de nifios
(Chassard y col., 2014). El uso de BAL aisladas de leche materna humana es
particularmente atractivo, considerando su origen y que cumplen a priori algunos de
los requisitos generalmente recomendados para probidticos de uso humano (Cérdenas y
col., 2014). En este contexto, la administracion de bacterias aisladas de leche materna a
neonatos y madres lactantes provee oportunidades para manipular de forma benéfica el
establecimiento de una microbiota intestinal saludable, lograr que la composicion de la
microbiota de los nifios alimentados con férmula se asemeje a la de aquellos nifios
alimentados con leche materna y para reducir el riesgo de enfermedades (Ezendam y

van Loveren, 2008, Moreno Villares, 2008).
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2. Objetivos.

En el afio 2008, el INLAIN comenzé una linea de investigacién centrada en el
aislamiento de microorganismos de interés a partir de leche materna humana, y los
primeros resultados obtenidos formaron parte de mi tesina de grado correspondiente a
la carrera de Licenciatura en Biotecnologia (Zacarias, 2010). En esta etapa se realizd
una ronda de aislamientos de la que participaron 16 madres, de las que se obtuvieron
una o dos muestras de leche materna entre los dias 1 y 12 posparto, y se aislaron 4
cepas de bifidobacterias (a partir de 4 donantes distintas), entre los dias 1 y 6. La
presente tesis busc6 avanzar y profundizar el conocimiento sobre microorganismos de
leche materna, particularmente bifidobacterias. En ese contexto, los objetivos

especificos planteados para este capitulo fueron:

1)  Realizar una nueva ronda de aislamientos y evaluar la composiciéon de la

microbiota de leche materna hasta la semana 8 posparto.

2)  Aislar e identificar cepas de bifidobacterias (y eventuales lactobacilos de

interés para otros estudios).

3) Estudiar la diversidad e identidad de los aislamientos mediante técnicas
moleculares, y realizar comparaciones entre las dos rondas de muestreo

realizadas en INLAIN, y con la informacién publicada por otros autores.

4)  Conformar una coleccion de cepas de este origen.
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3. Materiales y métodos.

3.1. Muestras.

Las muestras de leche materna fueron donadas voluntariamente por madres
atendidas en el Instituto Médico de la Mujer, el Hospital Iturraspe y el Sanatorio
Sagrado Corazo6n de la ciudad de Santa Fe, con conocimiento y consentimiento del uso
de las mismas. Ademds, mediante una breve encuesta se determiné el tipo de parto
(natural 6 por cesdrea), si la gestacion llegd a término o se trataba de niflos prematuros,
y si durante el embarazo o la lactancia la madre consumié productos lacteos
conteniendo probidticos (ver carta de consentimiento y encuesta modelo en seccion
Anexo). En el muestreo diez madres proveyeron muestras periddicas, entre los
primeros dias posparto y hasta 8 semanas luego del mismo. Para la toma de muestras se
solicitd a las madres que limpiaran cuidadosamente la areola mamaria y la piel del
pecho con jabon y luego enjuagaran varias veces con agua destilada estéril. Se ejercid
una ligera presion sobre el pecho, los primeros 500-600 pl de leche materna fueron
descartados, siendo recolectados los siguientes 500-1000 pl en tubos eppendorf
estériles. Las muestras fueron inmediatamente refrigeradas a 5°C y procesadas en el

laboratorio en un lapso de tiempo no mayor a 1-2 h desde la toma de las mismas.

3.2. Aislamiento de microorganismos de interés para la industria de

alimentos.

Se realizaron diluciones seriales de la leche materna en agua de peptona 0,1% y se
las sembré en agar MRS (Biokar, Beauvais, Francia, ver composicién en Anexo)
adicionado al 0,1% (p/v) de L-cisteina (Sigma, St Louis, MO, USA) (MRS-C),
acidificado o no con 4cido acético glacial (Ciccarelli, Buenos Aires, Argentina) a pH
5,5. Las placas fueron incubadas anaerébicamente (GENbox anaer, Biomérieux,
Francia) a 37°C por 72 h. Las colonias que presentaron morfologia tipica de
lactobacilos ¢ bifidobacterias (examinadas por microscopia de contraste de fase,
1000x) fueron aisladas y purificadas mediante estriados sucesivos (agar MRS-C),
realizdndose tincion de Gram, ensayo de movilidad y actividad de catalasa. Los

aislamientos presuntivos de lactobacilos o bifidobacterias se conservaron a -70°C en
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caldo MRS-C adicionado de glicerol 20% (v/v) para su posterior identificacion y

caracterizacion.

3.3. Identificacion molecular.

Se obtuvo el ADN total de cada aislamiento a partir de cultivos overnight (caldo
MRS-C), utilizando el kit GenElute™ Bacterial Genomic DNA (Sigma, St Louis, MO,
USA). Se determiné la identidad de las cepas mediante amplificaciéon por PCR vy
secuenciacion de un fragmento de 1500 bp perteneciente al gen que codifica para el
ARNTr 168, utilizando los primers universales pA y pH (Edwards y col., 1989). Todas
las reacciones de PCR se realizaron utilizando 2 pl of DNA como templado, 2,5 U Taq
de DNA polimerasa (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido), 200 nM de dNTPs
(GE Healthcare) y 400 nM de cada primer (Sigma-Genosys, The Woodlands, TX,
USA) en un volumen final de 50 pl. Las amplificaciones se llevaron a cabo en un
termociclador GeneAmp PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
bajo las siguientes condiciones: 3 min a 94°C, 35 ciclos de 30 seg a 94°C, 30 seg a 61°C
y 30 seg a 72°C, y un paso final de 7 min a 72°C. Los productos de PCR se separaron
en geles de agarosa al 1% (p/v) en buffer TBE, se tifieron con GelRed (Biotium,
Hayward, CA, USA) y se visualizaron bajo luz UV (Sambrook y Russell, 2001). Los
amplicones se purificaron utilizando el kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN). Su
secuencia nucleotidica se determino por “primer extension” (servicio de secuenciacion
de Macrogen, Corea) y se ensamblé empleando el software Vector NTI 9.0.0
(Informax). Finalmente, la identidad de las cepas se determiné mediante anélisis
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, www.ncbi.nlm.nhi.gov/blast), por

comparacion con las secuencias disponibles en esta base de datos.

3.4. Estudio de la diversidad genética (RAPD-PCR).

La diversidad genotipica entre los aislamientos se determiné comparando sus
perfiles genéticos mediante RAPD-PCR (Random Amplification of Polymorphic DNA)
utilizdndose cuatro primers arbitrarios (BO8, B10, M13 y 1254) en reacciones
independientes. Las condiciones de amplificacion para BO8 y BI10 fueron las

siguientes: 5 min a 94°C, 30 ciclos de 1 min a 94°C, 2 min a 36°C y 2 min a 72°C, y un
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paso final de 7 min a 72°C. Las condiciones de amplificacion para los primers M13 y
1254 se utilizaron siguiendo las instrucciones de Giraffa y col. (2004): en ambos casos
se realizé una desnaturalizacion inicial (3 min a 94°C) y un paso final (7 min a 72°C) y
para el primer M13, las condiciones fueron 30 ciclos de 2 min a 94°C, 20 seg a 45°C y
2 min a 72°C. Cuando se utiliz6 el primer 1254, las condiciones fueron 4 ciclos de 5
min a 94°C, 5 min a 36°C y 5 min a 72°C seguido de 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a
36°C y 2 min a 72°C. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de
25 pL con 1 pL de templado, 2,5 U Taq Polymerase (GE Healthcare) y 200 nM de cada
dNTP (GE Healthcare). Las concentraciones finales de los primers fueron 0,5 uM para
BO8 y B10, 2,0 uM para M13 y 0,8 uM para 1254. En todos los casos se utilizé un
control negativo de reacciéon (sin templado). Los productos de amplificacién se
separaron mediante electroforesis en gel de agarosa (1%), se tiferon con GelRed y

fotografiaron bajo luz UV (Sambrook y Russell, 2001).
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4. Resultados y discusion.

Diez madres (denominadas LM1-LM10) proveyeron muestras a distintos dias
posparto (y en algunos casos hasta las 8 semanas posteriores al mismo). El grupo de
madres estuvo conformado por 6 madres que tuvieron sus bebés por parto natural y 4
que tuvieron parto por cesdrea (3 de ellas no llegaron a término y tuvieron bebés
prematuros). En todas las muestras plaqueadas en agar MRS se encontraron cocos (sin
interés para el desarrollo de la presente tesis). A partir de muestras de cinco de las diez
madres participantes del muestreo se obtuvieron veintitrés aislamientos Gram positivos,
catalasa negativos, y no moviles, de bifidobacterias o lactobacilos presuntivos (colonias
que presentaron morfologia celular caracteristicas de bifidobacterias o lactobacilos)
(Tabla 1). Todos los aislamientos presuntivos se obtuvieron de las placas de MRS-C
agar sin acidificar, y en las primeras 4 semanas posteriores al parto, no encontrandose

potenciales bifidobacterias 6 lactobacilos entre las 4 y 8 semanas posteriores.

Tabla 1: Aislamientos de bifidobacterias y lactobacilos presuntivos a partir de

muestras de leche materna en las semanas 1-4 posparto.

Muestra de leche materna N° de aislamientos presuntivos
(LM) (denominacion)
LM1 3 (a-c)
LM4 4 (a-d)
LM5 9 (a-i)
LM7 2 (ab)
LMS S5(a,a’,b,fyh)

El andlisis RAPD con los primers BO§, B10, M13 y 1254 permiti6 evaluar la
diversidad genética entre los aislamientos de interés, previo al resultado de
identificacion molecular. Los aislamientos fueron denominados atendiendo a la

denominacién asignada a la madre (LM “X”) seguido de una letra. Si bien todos los
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perfiles RAPD permitieron analizar diferencias entre los aislamientos (y detectar la
posible aparicion de cepas “repetidas”) pertenecientes a una misma madre, en particular
los perfiles RAPD obtenidos con los primers B10 y M13 (Fig. 1) mostraron una mejor
resoluciéon de bandas (con los primers BO8 y 1254 algunos aislamientos directamente

no mostraron bandas o muy escasas). De su andlisis surgié que:

e en la muestra LM1 habria al menos 2 aislamientos diferentes (LMI1b

diferente de LM1a y LMlc);

e en la muestra LM4 habria al menos 2 aislamientos diferentes (LM4c

diferente de LM4a, LM4b y LM4d);

e en la muestra LM5 habria al menos 3 aislamientos diferentes (LM5a-d,

LMS5f y LM5h diferente de LMSe y LMSg, diferente de LM5i);
e en la muestra LM7 los dos aislamientos serian diferentes entre si;

e en la muestra LM8 habria al menos 4 aislamientos diferentes (LM8h y

LMS8a diferentes de LMS8f, diferente de LM8Db, diferente de LM8a’).
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Figura 1: Perfiles de RAPD PCR obtenidos con los primers BO8, B10 y M13 para los veintitrés aislamientos presuntivos (designados
por letras mindsculas) de bifidobacterias y lactobacilos, a partir de 5 madres donantes (LM1, LM4, LMS5, LM7 y LMS8). N = control

negativo; M= marcador de peso molecular Tracklt 1Kb plus (Invitrogen).



De la comparaciéon de la diversidad genética mediante RAPD surgié la primer
diferencia entre este muestreo y los aislamientos obtenidos en la primera ronda de
aislamientos realizada en el afio 2008. Mientras que para el primer BO8, ninguno de los
aislamientos presuntivos de bifidobacterias del presente muestreo presenté bandas, en
el muestreo de 2008 se obtuvieron 6 aislamientos presuntivos de bifidobacterias, 4 de
los cuales fueron identificados como pertenecientes a la especie Bifidobacterium
animalis subsp. lactis y denominados B. animalis subsp. lactis INL1, INL2, INL4 e
INLS (Zacarfas y col., 2011). Cuando se analiz6 la diversidad genética de estos
aislamientos por RAPD PCR con diferentes primers (B06, BO7, BO§ y B10), el tnico
primer que permitié detectar diferencias entre los aislamientos de leche materna y entre

éstos y la cepa comercial B. animalis subsp. lactis Bb12 fue el primer BOS8 (Fig. 2).
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Figura 2: Perfiles de RAPD PCR obtenidos con el primer BO8 para las cepas de
bifidobacteria aisladas en el afio 2008. Calle 1 = B. animalis subsp. lactis INL1; calle 2 = B.
animalis subsp. lactis INL2; calle 3 = B. animalis subsp. lactis INL4; calle 4 = B. animalis
subsp. lactis INLS5; calle 5 = B. animalis subsp. lactis Bb12 (Chr. Hansen); calle 6 = control

negativo; calle M= marcador de peso molecular Tracklt 1Kb plus (Invitrogen).



Finalmente, todos los aislamientos fueron identificados genéticamente basado en la
secuencia nucleotidica de un fragmento de 1500 bp dentro del gen ARNr 16S. Del
andlisis de las secuencias mediante andlisis BLAST, se identificaron los siguientes
aislamientos:

e Bifidobacterium longum LM7a, a partir de la muestra LM7, dia 9 posparto;

e Bifidobacterium dentium LMS8a’, a partir de la muestra LMS8, dia 20

posparto;

e Lactobacillus gasseri LM8b, Lactobacillus salivarius LM8a y LMS8f (2
cepas) y Lactobacillus vaginalis LM, a partir de la muestra LM8, semanas

3 y 4 posparto;

e El resto de los aislamientos fueron identificados como pertenecientes a los

géneros Propionibacterium y Actinomyces.

Todos los aislamientos hallados pertenecen a especies actualmente descriptas en la
bibliografia como potencialmente presentes en leche materna (Olivares y col., 2006,
Jeurink y col., 2013), ya sea detectadas por técnicas dependientes 6 independientes de
cultivo. La presencia de especies como L. salivarius, B. dentium y L. vaginalis en leche
materna, apoya la hipdtesis de la existencia de diversas vias de transmisién microbiana
madre-hijo (Funkhouser y Bordenstein, 2013) y de una via end6gena de transmision,
desde la microbiota materna a la glindula mamaria. Desde que se descubrié que la
leche materna no es estéril, el origen de las bacterias presentes en la misma se ha vuelto
un asunto controversial. Si bien en un primer momento se creia que las mismas
provenian exclusivamente de una contaminacion con bacterias de la piel de la madre 6
de la cavidad oral del bebé, en estos ultimos afios se ha hecho evidente que los nichos
ecoldgicos en el microbioma humano no son microambientes aislados sino una red de
comunidades interrelacionadas que experimentan cambios constantes (Fernandez y
col.,, 2013). Algunos filotipos hallados cominmente en la piel, tales como
Staphylococcus, Corynebacterium y Propionibacterium también son comunes en leche

materna, por lo que la hipétesis de que la microbiota de la piel materna contribuye a
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“moldear” la composicion de la microbiota de la leche tiene validez. Sin embargo,
existen grandes diferencias entre las dos comunidades microbianas. Una de ellas es la
presencia de bifidobacterias en leche materna, las cuales perteneces a un género
estrictamente anaerdbico, lo que haria que la piel sea una fuente poco probable. Este
hecho sumado a otros hallazgos basados en comparaciones de tipo genotipicas de
poblaciones de piel y leche materna han impulsado la hipétesis de que el origen de las
bacterias de leche materna podria ser el intestino materno, y que estas llegan a la
glandula mamaria a través de una ruta endégena que involucra captacion por células
dendriticas a partir de la luz intestinal y transporte mediante macréfagos (Ferndndez y
col., 2013). En 2007, Perez y col. demostraron que ocurrié translocacion bacteriana del
intestino a los nddulos linfoides mesentéricos y gldndula mamaria durante las etapas
tardias de embarazo y durante la lactacion en ratones. En un estudio reciente, Jost y col.
(2014) fueron capaces de detectar la misma cepa de B. breve de leche materna, en
heces de la madre y del nifio. De comprobarse la existencia de una via bacteriana
entero-mamaria durante el periodo de lactacién, la administracion de microorganismos
aislados de leche materna surge como una alternativa no sélo para nifios que no pueden
ser alimentados por sus madres sino también para mujeres embarazadas en el periodo
final de gestacion y durante la lactancia que vean restringidas sus posibilidades de

amamantar.

Los niveles de células viables totales en las muestras de leche materna, cuando
estas fueron plaqueadas en agar MRS-C, se encontraron en un rango de 3,42 — 5,82 log
UFC/mL en las primeras dos semanas posparto y se mantuvieron a lo largo de todo el
muestreo (Tabla 2), si bien la presencia de los aislamientos de interés para esta tesis, se
observo solo hasta la semana 4 posparto, y la concentracion de cocos fue creciente a lo

largo del muestreo (hasta la semana 8 posparto).
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Tabla 2: Niveles de células viables totales en muestras de leche materna durante el

muestreo (semanas 1 - 8 posparto).

Semanas posparto Bacwria&):%t;fs;(lio%]%FC/ mL)
ly2 4,62+1.2
3y4 4,38+ 0,47
5y6 4,62+ 1,12
7y38 4,31 +0,87

*en agar MRS-C sin acidificar.

Las bifidobacterias en particular son un género atractivo para la manipulacién de la
microbiota intestinal, principalmente en nifios, debido a que constituyen el grupo
bacteriano intestinal predominante en bebés de 3 dias de edad alimentados por leche
materna y nacidos a término, pueden llegar a alcanzar hasta aproximadamente un 90%
del recuento total bacteriano de su microbiota y su predominancia en la microbiota
fecal puede llegar hasta los 6 meses de edad (Gronlund y col., 2007, Grénlund y col.,
2011). En este estudio se aislaron dos cepas de bifidobacterias, una cepa de
Bifidobacterium longum (denominada B. longum LM7a) y una de Bifidobacterium
dentium (denominada B. dentium LM8a’). Estos aislamientos se obtuvieron a partir de
dos madres distintas, y por tnica vez (en los muestreos correspondientes a los dias 9 y
20 posparto respectivamente) y los niveles en que fueron halladas fueron de 1,48 y 2,51
log UFC/mL respectivamente. Estos valores (y los recuentos totales, Tabla 2) condicen
con las estimaciones por PCR cuantitativa de Gronlund y col. (2007), Gueimonde y col.
(2007) y Martin y col. (2009), y con los niveles hallados en el primer muestreo que se
realizé previamente en el INLAIN (Zacarias y col., 2009, Zacarias, 2010), tanto para
bacterias totales como para el género Bifidobacterium en leche materna. Resulta
interesante de la comparacion entre este muestreo y el realizado en el afio 2008, la
diversidad entre las especies encontradas. En el muestreo del afio 2008 todos los
aislamientos del género Bifidobacterium pertenecieron a la especie B. animalis subsp.
lactis y no se aislaron cepas pertenecientes al género Lactobacillus, mientras que el

muestreo realizado durante la presente tesis mostré mayor diversidad de
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microorganismos pertenecientes a estos dos grupos. Otra observacion que surgié de
ambos muestreos fue que en los casos en los que se logré aislar bifidobacterias o
lactobacilos, se trat6 de madres que tuvieron parto normal y gestaciones a término. Las
diferencias en la composicion de la microbiota de leche materna han sido descriptas
previamente y se ha postulado que podrian atribuirse a factores socio-econémicos,
genéticos y culturales, asi como a los hédbitos alimentarios y el uso de antibidticos
(Jeurink y col., 2013). Aun asi, en un estudio realizado sobre 61 pares madre-hijo,
donde se detectd la presencia de bifidobacterias mediante técnicas moleculares en
heces de madres e hijos, y en leche materna al 1° mes posparto (Gronlund y col., 2007),
a nivel leche materna la especie predominante fue B. longum, seguida por B. animalis,
y la predominancia de estas dos especies de bifidobacterias también fue observada por
Gueimonde y col. (2007), lo que podria indicar que estas dos especies son
“seleccionadas naturalmente” y de modo ‘“preferencial” por la madre para ser
transferidas al recién nacido. En total, de los dos muestreos de leche materna
correspondientes a 26 madres distintas se obtuvieron las cepas detalladas en la Tabla 3.
Todos los aislamientos pertenecientes al género Bifidobacterium se encontraron entre
los dias 1 y 20 posparto y, como ya se menciond previamente, a partir de madres que
dieron a luz por parto natural y gestaciones a término. La presencia de lactobacilos se
detect6 a partir de la tercer semana posparto por lo que ésta podria ser una de las
razones por las que no fueron detectados en la primer ronda de aislamientos (muestreo
entre los dias 1 a 12 posparto). Para aumentar el conocimiento sobre la ecologia de la
leche materna, los niveles en los cuales cada especie se encuentra presente y el periodo
durante el cual las madres transfieren las bacterias a los nifios durante la lactancia
serian necesarios planes de muestreo y andlisis adicionales y el empleo de
metodologias de secuenciamiento masivo para poder detectar microorganismos

presentes pero no cultivables por las técnicas tradicionales de cultivo en placa.
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Tabla 3: Composicion de la coleccion de microorganismos de leche materna de

INLAIN.
Cepas de bifidobacterias Cepas de lactobacilos
B. animalis subsp. lactis INL1 L. gasseri LM8b
B. animalis subsp. lactis INL2 L. salivarius LM8a
B. animalis subsp. lactis INL4 L. salivarius LM8h
B. animalis subsp. lactis INL5 L. vaginalis LM8f
B. longum LM7a
B. dentium LM8a’

La intervencién probidtica en el periodo neonatal ha atraido gran interés cientifico
en los ultimos afios. Aunque la alimentaciéon complementaria estaria desaconsejada
antes de los 6 meses de edad (Chouraqui y col., 2008), varios resultados de ensayos
clinicos sugieren que el empleo de ciertas cepas especificas de probidticos seria seguro
(Dekker y col.,, 2009) y util para reducir el riesgo de ciertas patologias como
enterocolitis necrotizante (Gonzéles de Dios y Gonzdlez Muifioz, 2013, Repa y col.,
2015) o infecciones del tracto respiratorio (Luoto y col., 2014) en neonatos. En este
punto, la dosis correcta en la cual el probidtico es administrado podria ser clave para
que la administracién de los mismos sea exitosa en los recién nacidos y nifios. En los
productos lacteos fermentados comerciales que contienen bacterias probidticas, se
encuentran niveles de células viables de, al menos, 10’-10° UFC/mL (Champagne y
Gardner, 2005) y los ensayos clinicos reportados en recién nacidos también utilizan
dosis diarias altas (Mugambi y col., 2012). Sin embargo, la dosis de bacterias viables
que la madre transfiere al nifio, de acuerdo a los niveles determinados en este trabajo y
coincidentes con reportes previos (Gronlund y col., 2007, Martin y col. 2009), es
mucho menor. El hecho de que las bifidobacterias estén presentes en la leche materna
en un rango de 1 a 4 6rdenes log podria indicar que la madre transfiere naturalmente
bajas cantidades de bifidobacterias para la colonizacion del tracto gastrointestinal y

evitar tal vez al mismo tiempo una reaccion inflamatoria en un tejido intestinal ain
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inmaduro inmunolégicamente. Esta “dosis natural” deberia ser considerada en el disefio
de los protocolos adecuados para los estudios in vivo en nifios, si se desea desarrollar
productos con bifidobacterias funcionales de origen materno destinados a recién

nacidos.
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5. Conclusiones parciales.

La leche materna es una fuente de bacterias benéficas que la madre transfiere al
nifio para la colonizacién del tracto gastrointestinal y la maduracién del sistema inmune
en los primeros dias de vida. En este estudio se observd que la composicion de la
microbiota (teniendo en cuenta las cepas cultivables exclusivamente) de la leche
materna es muy variable de madre a madre y que, particularmente, la presencia de
bacterias pertenecientes a los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus se observé sélo
hasta la cuarta semana posparto, lo que refuerza el concepto de la importancia de esta
transferencia parental en los primeros dias de vida del bebé para su desarrollo
saludable. Todos los aislamientos pertenecientes a los géneros Bifidobacterium y
Lactobacillus fueron purificados y almacenados a -70°C en MRS-glicerol siendo los
primeros de origen leche materna que integran la coleccién de cepas del Instituto de

Lactologia Industrial.
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Capitulo II

Propiedades tecnolégicas de bifidobacterias de

leche materna.

Potencial uso en la industria lactea.
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Introduccion General.
Probioticos.

Los componentes de la microbiota intestinal pueden dividirse por lo general segin
si las actividades que ejercen sobre el hospedador son potencialmente patogénicas,
potencialmente promotoras de la salud o una mezcla de ambas. Desde el momento en
que estos hechos fueron observados, numerosas investigaciones se han dedicado a
analizar el uso en alimentos o en suplementos alimentarios o farmacéuticos de
microorganismos que son beneficiosos para la salud del consumidor, con el fin de
aprovechar su potencial para ejercer efectos exclusivamente benéficos. En 1989 el
término probidtico fue introducido por el Dr. Roy Fuller para referirse a los
suplementos dietarios microbianos vivos que afectaban benéficamente la salud del
hospedador, mejorando su balance intestinal. A largo de los afios la definiciéon fue
reformuldndose, y hoy en dia es ampliamente aceptada por la comunidad cientifica
internacional propuesta por la Organizacion para la Agricultura y Alimentos de la ONU
junto a la Organizacién Mundial de la Salud (FAO/WHO, 2002), luego de una reunién
de expertos internacionales realizada en Cérdoba (Argentina) en Octubre de 2001 para
discutir el estado del arte de la temdtica. En esta definicion, los probidticos son
“microorganismos vivos que, cuando son consumidos en cantidades adecuadas,
confieren un efecto benéfico al hospedador, mas alla de la nutricién basica”. En los
ultimos 20 afos las investigaciones en el drea de los probidticos han progresado
considerablemente y se han obtenido importantes avances en la seleccién y
caracterizacion de cultivos especificos y en la comprobacién de los efectos benéficos
que presenta el consumo de los mismos para la salud. Bifidobacterium y Lactobacillus
constituyen los géneros mds frecuentemente utilizados (Arboleya y col., 2011). Cepas
especificas de estos géneros son las que han recibido la mayor atencién por sus efectos
funcionales y aptitud para su incorporacién a productos alimenticios y suplementos
dietarios. Hoy en dia son los géneros mds utilizados en alimentos probidticos
comerciales como productos licteos fermentados (yogures y quesos), y en mucha

menor medida helados y nuevos alimentos funcionales basados en cereales, jugos de
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fruta o salchichas, lo que representa un desafio tecnoldgico desde el punto de vista de
su incorporacién y viabilidad durante la vida ttil del producto (Champagne y Gardner,

2005).

El género Lactobacillus forma parte de un grupo de bacterias genéticamente
diversas denominadas bacterias acido lacticas (BAL), utilizadas normalmente en la
produccion de productos lacteos fermentados. Algunas caracteristicas de las BAL es
que son bacterias Gram positivas, no esporuladas, no mdviles y catalasa-negativas.
Dentro de las BAL, los lactobacilos son los miembros mas resistentes a la acidez,
encontrdndose su pH de crecimiento inicial 6ptimo entre 5,5 y 6,2 (Hassan y Frank,
2001). Los lactobacilos son capaces de crecer anaerébicamente pero son aerotolerantes
y fermentan obligadamente azicares, siendo el 4cido l4ctico el principal producto final
de su metabolismo. Dentro del género se observan especies tanto mesoéfilas como

termofilas, y homofermentantes como heterofermentantes.

El género Bifidobacterium estd constituido por bacterias Gram positivas, no
esporuladas, no mdviles y catalasa-negativas, con agrupaciones irregulares con forma
de Y o V, que integran la familia Actinomycetaceae. Son bacterias productoras de dcido
acético y dcido lactico en una proporcién 1:1,5. Su hébitat natural es el tracto intestinal
aunque también pueden ser encontradas en la microbiota vaginal y en caries dentales.
Son generalmente consideradas como anaerobios estrictos (aunque algunas cepas
pueden tolerar el oxigeno) y son dcido-tolerantes (pH 6ptimo de crecimiento entre 6,5 y

7,0). (Leahy y col., 2005).
Probioticos en la industria lactea.

En la actualidad, y desde su ingreso masivo al mercado a mediados de la década
del 90, el nimero de alimentos probidticos y funcionales en general mantienen un ritmo
sostenido de crecimiento, siendo los productos lacteos los que han mostrado
histéricamente el mayor desarrollo (leches fermentadas y en mucho menor medida
quesos blandos, duros y semiduros y kéfir) como vehiculo de bacterias probidticas
(Gomes y Malcata, 1999, www.es.mintel.com). En el caso del género Lactobacillus, las

especies mds utilizadas como probidticos en productos lacteos son la de los grupos L.
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casei (L. casei, L. paracasei, L. rhamnosus) y L. acidophilus (L. acidophilus, L.
gasseri, L. johnsonii). Dentro del género Bifidobacterium, la especie mas
intensivamente utilizada para la aplicacién probidtica es B. animalis subsp. lactis
(Gueimonde y col., 2010) seguida de B. longum y B. bifidum. Cabe mencionar que las
dos cepas mds ampliamente utilizadas en alimentos probidticos comerciales son B.
animalis subsp. lactis Bb12 (Chr. Hansen) y B. animalis subsp. lactis DN 173 010

(Danone).

Desde mediados de la década del ‘90 se comercializan en Argentina una serie de
leches fermentadas como Actimel (L. paracasei Defensis), Yakult (L. casei Shirota),
leche SanCor Bio (L. casei CRL 431 + fructanos), yogur Probio 2 (L. paracasei / B.
animalis subsp. lactis), Activia (B. animalis subsp. lactis + inulina), entre otros. En
cuanto a quesos probidticos, Argentina fue el primer pais de América Latina en
implementar la adicién de probidticos (cepas de L. casei, L. acidophilus y B. bifidum) a
un queso fresco comercial (Vinderola y col., 2000a), producto desarrollado por la
empresa sucesores de A. Williner (marca Ilolay) en colaboracién con el grupo de
microbiologia del INLAIN y comercializado entre 1999 y 2009 en la region.
Actualmente La Serenisima comercializa un queso fresco conteniendo Lactobacillus

GG.

Seleccion de bacterias probiéticas. Aspectos tecnolégicos.

Para seleccionar las cepas a ser utilizadas como microorganismos probidticos en
alimentos no sélo deben ser consideradas sus propiedades funcionales, sino también los
aspectos tecnoldgicos que hagan posible su uso en la industria. El criterio de seleccion
debe incluir la capacidad de crecer a alta densidad celular en medios relativamente
econdmicos, ser cosechadas por centrifugacion formando un pellet firme, ser
congeladas o deshidratadas, y de retener su viabilidad y propiedades funcionales a lo
largo de la conservacién del cultivo concentrado y de la vida de estante del producto
utilizado como vehiculo en el caso de que sean incluidas en un alimento. Por ejemplo,
Hughes y Hoover (1995) estudiaron la capacidad de sobrevida de algunas cepas de

bifidobacterias al almacenamiento refrigerado y congelado, haciendo hincapié en la
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tolerancia al oxigeno y al pH de los productos fermentados como elementos
condicionantes de la sobrevida. La resistencia a estos dos pardmetros debe ser siempre
tenida en cuenta, especialmente el dltimo, considerando la sensibilidad que presentan a
veces las bifidobacterias a la acidez. Adhikari y col. (2000) estudiaron la viabilidad de
una cepa de B. longum utilizada en un yogurt durante el almacenamiento refrigerado y
el efecto de la microencapsulacién como alternativa, mientras que Amine y col. (2014)
evaluaron la viabilidad de una cepa de B. longum incorporada previo a la manufactura
de un queso tipo Cheddar. Sabikhi y col. (2014) estudiaron la viabilidad de una cepa de
B. bifidum utilizada en la elaboracién de un queso Edam y su efecto en la maduracion
del mismo. En otro estudio, Vinderola y col. (2000b) demostraron una escasa
viabilidad de bifidobacterias en productos lacteos comercializados en Argentina. En
todos los casos, los resultados siempre muestran una fuerte dependencia de la cepa, lo
que remarca que no pueden realizarse generalizaciones para catalogar a una especie
como mads resistente o propicia para su uso en la industria lictea. Ademds, debe tenerse
presente que es deseable que la funcionalidad de una cepa considerada probidtica se
evalie una vez que ésta es incorporada en el producto y no exclusivamente como
cultivo puro, para constatar que el procesamiento, las caracteristicas fisicoquimicas de

la matriz y el almacenamiento no hayan afectado sus propiedades benéficas.
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Capitulo Ila

Desarrollo de bifidobacterias en medios de

cultivo formulados y con suero de queseria.
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1. Introduccion.

Uno de los pasos criticos para el uso masivo de microorganismos probiéticos es su
produccion a gran escala en medios de cultivos de bajo costo. La produccién de
biomasa de cultivos probidticos, particularmente bifidobacterias, puede ser un proceso
lento, debido a las bajas tasas de crecimiento en medios de cultivo sintéticos y basados
en derivados licteos y también, debido a la sensibilidad que presentan estos
microorganismos, particularmente a la presencia de O, y a la acidez. A escala
laboratorio, el medio de cultivo mds ampliamente utilizado para el crecimiento de BAL
y bifidobacterias es el medio formulado por de Man, Rogosa y Sharpe (MRS). Si bien
la eficiencia de produccién de biomasa de este medio en su version comercial es muy
buena, su uso a escasa piloto o industrial resulta econdmicamente inviable debido a su
costo. Sumado a esto, es deseable también la formulacién de un medio de cultivo
econdémico para la produccién de cultivos para adicion directa para el proceso de
produccién, siendo la tendencia la modalidad “direct vat inoculation” (inoculacién
directa en tina), con cultivos concentrados cominmente suministrados en sus formas
liofilizadas o congeladas (Ross y col., 2005).

El suero de queseria (SQ) es un subproducto abundante de la industria lictea,
resultante de la precipitaciéon y remocion de la caseina lactea durante el proceso de
manufactura tradicional del queso (Lavari y col., 2014). El SQ constituye el 90% de la
leche y contiene compuestos hidrosolubles como proteinas, lactosa, vitaminas y sales
minerales. Debido a su composicién rica en lactosa y proteinas posee una carga
orgédnica relativamente alta, la cual es monitoreada por su demanda bioldgica de
oxigeno (BOD segun su sigla en inglés) y su demanda quimica de oxigeno (COD,
segln su sigla en inglés), por lo que una mala gestion de este efluente trae asociado un
impacto medioambiental negativo (Prazeres y col., 2012). El SQ es simultineamente un
efluente con alto contenido orgdnico y salino, pero también de alto valor nutricional,
por lo que ofrece numerosas posibilidades para su explotacidon tecnolégica. Puede ser
utilizado para la produccion de ricota, pero en este caso se genera otro efluente, el
suero de ricota. Otra forma de valorizar el SQ es recuperar la fracciéon proteinica,

tipicamente por ultrafiltracién, para producir los concentrados de proteinas de suero
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(WPC segun su sigla en inglés), y obteniéndose al mismo tiempo grandes volumenes de
un subproducto liquido rico en lactosa, el permeado de suero (Guimardes y col., 2010).
La produccién de polvos de suero es la forma mds simple de agregar valor al mismo,
sin embargo los productores de queso deben realizar grandes inversiones si quieren
transformar el suero liquido en productos de mayor valor comercial (Peters, 2005). Otra
alternativa para el uso del suero de queseria, tanto en su forma liquida o como polvo,
seria su uso como medio de cultivo. Esto tendria importancia econdmica y al mismo
tiempo aportaria benéficamente a la problemdtica medioambiental de su disposicion
final.

Las bacterias probidticas normalmente son comercializadas como cultivos
superconcentrados congelados o liofilizados para ser adicionadas a los alimentos
(leches fermentadas, quesos) en los que serdn vehiculizados (Ranadheera y col., 2010).
Varios factores relacionados a la produccién de biomasa y su incorporacion a alimentos
comerciales que afectan la viabilidad celular y funcionalidad han sido descriptos por
estos autores. La definicion de probidticos reconoce la capacidad de microorganismos
vivos de ejercer un efecto benéfico en la salud de los consumidores. Desde el momento
en el que son incorporados a los alimentos, la viabilidad celular, medida a través de
recuentos en placas, es utilizada de rutina para monitorear la funcionalidad durante el
almacenamiento. Aun mds, el criterio cientifico de algiin modo generalizado (Ross y
col.,, 2005, Champagne y col., 1997) y la legislacién actual de algunos paises
(Amagase, 2008, Degnan, 2008, Saxelin, 2008) requiere una concentracién particular
de células viables en determinados productos para poder ser denominados alimentos
probidticos. Sin embargo, se han reportado cambios en la funcionalidad celular de una
cepa probidtica, sin que se observen cambios en los niveles de células viables (Saarela
y col., 2005), lo que indica que los recuentos microbioldgicos de bacterias probidticas
sOlo reflejan parcialmente la capacidad funcional de una cepa (Heller, 2001). Es por lo
tanto esencial aun definir otros criterios capaces de detectar cambios en la
funcionalidad de las cepas en una matriz alimenticia determinada, como por ejemplo, la
resistencia la digestion gastrica simulada (DGS) (Saarela y col., 2006, Wang y col.,
2009).
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2. Objetivos.

En este capitulo se plante6 determinar aspectos tecnoldgicos relacionados a la
produccién de biomasa de las cepas de bifidobacterias aisladas de leche materna, en

vistas a una produccion a gran escala. Los objetivos especificos propuestos fueron:

1) Formular medios de cultivo de bajo costo, empleando un subproducto de la

industria ldctea como el suero de queseria, para la produccion de biomasa.

2) Comparar la productividad en estos medios con respecto a un medio
comercial.
3) Evaluar la utilidad del suero de queseria como agente crioprotector para la

obtencion de cultivos de bifidobacterias liofilizados.

4) Estudiar como las condiciones de produccion afectan la sobrevida y la
resistencia a la digestion géstrica simulada durante el almacenamiento de

los cultivos liofilizados.
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3. Materiales y métodos.

3.1. Cepas.

Se utilizaron las cepas B. animalis subsp. lactis INL1, B. longum LM7a y B.
dentium LM8a’. Las cepas se mantuvieron a -70°C en caldo MRS (Biokar Diagnostics,
Beauvais, Francia) adicionado de glicerol 20% (v/v) (Cicarelli, San Lorenzo,

Argentina).
3.2. Medios de cultivos.

En un primer ensayo se prepar6 caldo MRS a partir de ingredientes de calidad
industrial y de producciéon nacional (provenientes de las empresas santafesinas
Microquin S.R.L. y Cicarelli Reagents S.A.) y se compararon los niveles de células
viables logrados con las 3 cepas seleccionadas, con la del medio de cultivo comercial
MRS (Biokar Diagnostics, Beauvais, Francia) utilizado de rutina en el INLAIN para el
desarrollo de bifidobacterias y BAL. Esto se realizé debido a las diferencias observadas
previamente para la cepa B. animalis subsp. lactis INL1, en su rendimiento, segun la

marca comercial del medio de cultivo MRS utilizado (resultados no mostrados).

En un segundo ensayo se prepararon dos medios de cultivo basados en suero de
queseria en polvo, cedido por la industria lictea Verdnica (Lehmann, Santa Fe,
Argentina). Para la formulacién de los medios se usé el suero de queseria en polvo al
5% (p/v) suplementado con extracto de levadura 1% (YEl) y 5% (YES) (p/v)
(Microquin) y se compar6 el crecimiento de las 3 cepas en estudio, en relacion al

crecimiento en el medio MRS comercial (Biokar).
3.3. Desarrollo en medios de cultivo econémicos.

Como procedimiento estdndar, las cepas se reactivaron a partir de los stocks
congelados en caldo MRS (Biokar) + L-cisteina 0,1% (p/v) (Cicarelli) y se realizaron
dos repiques en caldo MRS (Biokar) (2% v/v) previo a su utilizacién. Los cultivos
frescos (18 h) de las cepas en caldo MRS, se centrifugaron (5000 rpm, 10 min, 5°C), se
lavaron dos veces con buffer PBS (pH 7,4) y se resuspendieron (aproximadamente 10°

UFC/mL) en el mismo buffer. Los medios de cultivo se inocularon (2% v/v) con estas
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suspensiones y se incubaron a 37°C durante 18 h en anaerobiosis (Mitsubishi Gas
Chemical Co., Inc., Japon). Para el recuento de células viables se realizaron diluciones
decimales en solucion Ringer’s (Merck, Darmstadt, Alemania) las cuales se sembraron

en medio agar MRS-C. Las placas se incubaron a 37°C durante 48 h en anaerobiosis.
3.4. Liofilizacion y utilidad del suero de queseria como agente lioprotector.

Cultivos frescos (18 h) en caldo MRS de las cepas en estudio se centrifugaron
(5000 rpm, 10 min, 5°C), se lavaron dos veces con buffer PBS y se resuspendieron
(concentracién 10x) en una solucién de suero de queseria 10% (p/v) (cedido por la
industria lactea Verdnica, Lehmann, Argentina) o lactosa 10% (p/v) (Merck)
(crioprotector adoptado como de referencia). Las suspensiones celulares se alicuotaron
(1 mL) en viales de vidrio de 10 mL de capacidad, se congelaron a una velocidad de
congelamiento aproximada de 1°C/min y se almacenaron a -70°C hasta el momento de
la liofilizacién. Las muestras se liofilizaron durante 24 h en un liofilizador de cdmara
simple (beta 2-16, Christ, Osterode, Alemania). Durante el secado principal se aplicé
un vacio de secado de 0,37 mbar, asegurando una temperatura de producto de -15°C,
mientras que en el secado secundario se llevo la temperatura final de producto a +25°C
(Fig. 3). Al final del proceso de liofilizacion los viales se cerraron bajo vacio. Se
determiné el contenido de humedad (H%) por gravimetria, por triplicado (101°C,

aprox. 20 h).
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Figura 3: Perfil de presion y temperatura seleccionado para la liofilizacion de las cepas

en estudio.

Para evaluar de forma ripida la utilidad del suero de queseria como crioprotector,
se analizé la resistencia de las células liofilizadas a la digestion géstrica simulada
(DGS) como un test de estabilidad luego del almacenamiento congelado (-20°C) y
acelerado (+25°C) de 3 semanas (Saarela y col., 2005). Para evaluar la viabilidad de los
cultivos liofilizados y la resistencia a la digestion géstrica simulada (DGS), los cultivos
deshidratados contenidos en el vial se reconstituyeron con agua destilada (el mismo
volumen sublimado durante la liofilizacién) y las suspensiones celulares se
mantuvieron durante 15 minutos a temperatura ambiente, para una rehidratacion
adecuada. Luego, las suspensiones celulares fueron llevadas a pH 2,0 con HC1 5N y 0,1
N con el agregado de NaCl 0,5% (p/v) y pepsina porcina 0,5% (p/v) (Merck,
Darmstadt, Alemania) y se incubaron a 37°C en bafio de agua durante 90 min. Se
realizaron diluciones seriadas en solucion Ringer (Merck) y se realizaron recuentos en

superficie (agar MRS-C) antes de la acidificacion y luego de 90 min de exposicion a la
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solucién simuladora de la digestion géstrica, por duplicado. Las placas se incubaron en

anaerobiosis durante 48 h a 37°C.
3.5. Desarrollo en suero de queseria en biofermentador.

Para este estudio se seleccioné la cepa B. animalis subsp. lactis INL1, por haber
demostrado mejor crecimiento en los medios de cultivo econdmicos a escala
laboratorio y gran facilidad de manejo durante la centrifugaciéon (pellet firme y
facilmente resuspendible). Esta etapa se realizé en el Instituto Max Rubner (Kiel,
Alemania), durante una estadia corta de 2 meses por lo que las condiciones evaluadas
no se determinaron utilizando un disefio estadistico sino que se exploraron algunas
condiciones sugeridas por el grupo de trabajo (dada su experiencia en fermentaciones).
En una serie preliminar de fermentaciones, se desarroll6 la cepa en un biofermentador
de 1,5 L (Biostat B, Sartorius Stedim Systems, Melsungen, Alemania) en suero de
queseria 5% (p/v) suplementado con algunos de los ingredientes que se encuentran en
el caldo MRS (extracto de levadura, glucosa, sales), donde se evaluaron diferentes
condiciones de fermentacién: pH neutro (pH 6,5) o ligeramente acido (5,8 y 5,0), en
modalidad pH libre o constante (controlado con soluciones de NaOH 8N o 4cido
lactico 20% (Merck)), aplicacion de estrés dcido luego de un desarrollo a pH 6,5, tipo
de gas utilizado para producir la anaerobiosis (N, y CO;). Ademds se evalud la utilidad
de hidrolizar el suero de queseria mediante digestion enzimdtica debido a las
dificultades que presentaba la esterilizacion del producto en grandes volimenes, por la
formacion de agregados que precipitaban debido a la desnaturalizacién térmica de las
proteinas del suero. Para esto, se prepar6 el suero de queseria 5% (p/v), se lo transfirié
al biofermentador, se agregd tripsina pancredtica (Novo 6.0 S, Type Saltfree,
Novozymes, Bagsvaerd, Dinamarca) 0,3 % (p/p), y se incub6 a 37°C, pH 7,5 (ajustado

con NaOH 8N), durante 90 minutos, previo a la esterilizacion del medio.

Finalmente se seleccion6 una formulacién de medio de cultivo basado en la
composicion del medio de cultivo MRS, donde se reemplazaron el extracto de carne y
la tripteina presentes en este medio (fuentes proteicas) por el suero de queseria 5%
(p/v) hidrolizado y se disminuy6 el contenido de glucosa de 2% (p/v) a la mitad. Este
medio de cultivo se denominé MRS-SQ. El resto de los ingredientes que normalmente
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se encuentran en el caldo MRS se mantuvieron en sus concentraciones originales (ver

detalle de la composicion del medio de cultivo MRS-SQ en el Anexo).
Se cultivé B. animalis subsp. lactis INL1 bajo dos condiciones:

e pH 6,5 controlado (15 h) seguido de la aplicacion de un estrés dcido

inducido con 4cido lactico (Merck) (pH 5,0, 4 h).

e pH libre (desde un pH inicial de 5,8) (15 h) seguido de adicién de
NaOH 8M (Merck) hasta pH 5,0, manteniéndose este pH constante
durante 4 h.

El desarrollo de la cepa se realiz6 a 37°C con un influjo de CO; de 0,2 L/min y una
velocidad de agitacion de 150 rpm. Se tomaron muestras (500 mL) a las 15y 19 h de
cultivo (Fig. 4), se centrifugaron (5000 rpm, 15 min, 5°C), se lavaron dos veces con
buffer PBS y se suspendieron en solucion de lactosa 10% (p/v). Las suspensiones
celulares se alicuotaron (1 mL) en viales de vidrio de 10 mL de capacidad. Las
muestras se congelaron a una velocidad de congelamiento aproximada de 1°C/min y se
almacenaron a -70°C hasta el momento de la liofilizacién. Las muestras se liofilizaron
durante 24 h en un liofilizador de cdmara simple (beta 2-16, Martin Christ, Osterode,
Alemania), bajo las mismas condiciones descriptas en el inciso 2.4. Al final del proceso
las muestras se cerraron bajo vacio y se determiné el contenido de humedad (H%)
gravimétricamente, por triplicado (101°C, aprox. 20 h). Para comparar el efecto de las
condiciones de crecimiento en la funcionalidad de la cepa, se analiz6 la resistencia de
las suspensiones celulares en lactosa 10% (p/v) (previo a la liofilizacién) y de las
células liofilizadas y rehidratadas a la DGS. Se llevaron las suspensiones celulares a pH
2,0 con HC1 5N y 0,1 N en presencia de NaCl 0,5% (p/v) y pepsina porcina 0,5% (p/v)
(Merck) y se incubaron a 37°C en bafio de agua durante 90 min. Se realizaron recuentos
antes de la acidificacion y luego de 90 min de exposicion a la solucién simuladora de la

digestion gastrica en placas de agar MRS (Biokar).
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Figura 4: Perfiles de pH utilizados para el estudio del desarrollo de B. animalis subsp.

lactis INL1 en el medio de cultivo MRS-SQ.

3.6. Analisis estadistico.

El anélisis estadistico se realiz6 con el software GraphPad Prism version 5.00 para
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Los datos se analizaron
utilizando un test t unilateral para comparar las diferencias en el nimero de células

viables. El nivel de significancia estadistica se estableci6 en 0,05.
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4. Resultados y discusion.

4.1. Desarrollo en medios de cultivo econémicos.

La Figura 5 muestra los niveles de células viables alcanzados para las cepas de
bifidobacterias en estudio en el medio de cultivo MRS formulado a partir de

ingredientes nacionales y en MRS comercial (Biokar).
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Figura 5: Recuento de células viables de B. animalis subsp. lactis INL1, B. longum
LM7a y B. dentium LM8a’ en MRS formulado (M) y en MRS comercial (®). Valores

expresados como promedio + SEM.*Diferencia significativa para p < 0,05.

No se observaron diferencias significativas en el desarrollo de B. animalis subsp.
lactis INL1 y B. longum LM7a (p=0,14 y p=0,68 respectivamente) en los medios de
cultivo evaluados. Por su parte, B. animalis subsp. lactis INL1 mostr6 crecimiento
satisfactorio (aprox. 2 6érdenes log) en ambos medios, y B. longum LM7a sélo presentd
un aumento en el nimero de células viables de aproximadamente 1,3 orden log (6,79
log UFC/mL a tiempo cero), independientemente del medio de cultivo evaluado. Esto
podria indicar que la cepa B. longum LM7a tiene mayores requerimientos nutricionales

y plantearia la necesidad de formular un medio de cultivo que posibilite la obtencién de
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mayores rendimientos en biomasa para este microorganismo. En el caso de B. dentium
LM8a’, si bien tampoco se observaron crecimientos de 2 6rdenes log, si se observaron
diferencias en cuanto al medio de cultivo utilizado, siendo mayor el nivel de células

viables logrado en el medio de cultivo comercial (p=0,001).

La utilidad del suero de queseria para la produccion de biomasa de lactobacilos
(Pérez Guerra y col., 2007, Lavari y col., 2014) y bifidobacterias ha sido previamente
reportada (Corre y col., 1992, Doleyres y col., 2002), en su forma de permeados o
hidrolizados, o bien adicionado al medio de cultivo MRS. Los rendimientos de biomasa
fueron variables de acuerdo a las condiciones de cultivo y las cepas utilizadas
(Doleyres y Lacroix, 2005). En el ensayo de crecimiento en suero de queseria 5% (p/v)
suplementado con extracto de levadura 1% (YEl) y 5% (YES) (p/v) las cepas B.
animalis subsp. lactis INL1 y B. dentium LM8a’ mostraron crecimientos similares y
satisfactorios 24 h luego de la inoculacién en el medio YES, en comparaciéon con sus
crecimientos en el medio de referencia MRS (9,0 y 8,9 log UFC/mL para B. animalis
subsp. lactis INL1; 9,18 y 8,9 log UFC/mL para B. dentium LM8a’, en YES5 y MRS
respectivamente). En el medio YEI1, B. dentium LMS8a’ logré desarrollar 2 érdenes
logaritmicos luego de 2 repiques (al 2% (v/v)) sucesivos en este medio, mientras que B.
animalis subsp. lactis INL1 no logré crecer mds de 1,5 6rdenes log en el medio
adicionado de extracto de levadura 1%, ain luego de repiques sucesivos (Fig. 6 (a) y

(c) respectivamente).

En el caso de B. longum LM7a, esta cepa demostr6 en general grandes dificultades
para desarrollar en los medios basados en suero de queseria y requirié de 48 h de
incubacidn inicial mds al menos un repique en los medios YE1 y YES5, para alcanzar
(aproximadamente) los mismos niveles de crecimiento (de aprox. 1,4 6rdenes log)

observados para esta cepa en el medio de referencia (Fig. 6 (b)).

Estos resultados senalan la diversidad de comportamientos que pueden existir entre
cepas en lo que hace a su velocidad de desarrollo y niveles de células alcanzados, dos
pardmetros de interés al momento de considerar el escalado de la produccion de
biomasa de un cultivo desde la etapa de laboratorio a la escala piloto e industrial. El
comportamiento mds satisfactorio fue observado para B. animalis subsp. lactis INLI.
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Figura 6: Desarrollo (log UFC/mL) de B. animalis subsp. lactis INL1 (a), B. longum
LM7a (b), y B. dentium LM8a’ (c), 24 h luego de su inoculacion y luego de 2 repiques
sucesivos, en caldo MRS (¢), suero de queseria 5% (p/v) + extracto de levadura 1%

(M)o05% (A) (YEL e YES, respectivamente).
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4.2. Utilidad del suero de queseria como agente lioprotector.

Se liofilizaron cultivos frescos de B. animalis subsp. lactis INL1, B. longum LM7a
y B. dentium LM8a’ en SQ 10% (p/v), empledndose soluciéon de lactosa 10% (p/v)
como lioprotector de referencia. Los cultivos se sometieron a un test de
almacenamiento acelerado (25°C, 3 semanas) para detectar posibles diferencias en la
sobrevida y/o resistencia a la DGS en relacion al lioprotector utilizado. La Figura 7(a)
muestra que para B. animalis subsp. lactis INL1, independientemente del crioprotector,
se obtuvieron altos niveles (aprox. 10 ordenes log) de células viables luego de la
liofilizacion y de 3 semanas de almacenamiento a -20°C y a 25°C. Cuando se analizé la
resistencia a la DGS de los cultivos concentrados (previo a la liofilizacién), no se
observaron diferencias significativas en los recuentos celulares antes y después de la
exposicion a pH 2,0, y en el caso de las células liofilizadas (tanto a tiempo cero como
luego del periodo de almacenamiento), la lactosa y el suero de queseria fueron
igualmente efectivos en la proteccion de las bifidobacterias contra las condiciones

agresivas de la DGS.

B. longum LM7a mostré una menor resistencia a la liofilizacion (pérdidas < 1
orden log) y, en el caso de sus células liofilizadas, se observé una reducciéon de los
niveles de células viables de aproximadamente 2 Ordenes logaritmicos cuando las
mismas se sometieron a la DGS (Fig. 7(b)), para ambos lioprotectores. Durante el test
de almacenamiento acelerado, el suero de queseria demostré ser un protector mas
eficiente que la lactosa (pérdidas de viabilidad de 1 orden log y 3 6rdenes log
respectivamente) pero, cuando los liofilizados almacenados a 25°C se sometieron a pH
bajo, la pérdida de viabilidad fue mayor para los liofilizados en suero de queseria,
obteniéndose niveles de células viables similares (aprox. 5 log UFC/mL) para ambos

protectores.

Por tltimo, B. dentium LM8a’” mostr6 gran sensibilidad a la liofilizacion (pérdidas
de viabilidad de aproximadamente 3 6rdenes log) y el uso de lactosa como lioprotector
resulté en una reduccién del recuento de células viables de mds de 4 Ordenes
logaritmicos cuando las células se expusieron a pH bajo, mientras que para el suero de
queseria las pérdidas de viabilidad fueron ligeramente menores (Fig. 7(c)).
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Figura 7: Resistencia de B. animalis subsp. lactis INL1 (a), B. longum LM7a (b) y B.
dentium LM8a’ (c) a la liofilizacién en suero de queseria 10% (m) y lactosa 10% (m), a
la digestion géstrica simulada (DGS) y almacenamiento por 3 semanas a -20°C y 25°C.
Las suspensiones celulares frescas y concentradas (C) fueron liofilizadas (L) y
almacenadas (A) durante 3 semanas a -20°C (A-20) y a 25 °C (A25) y se sometieron a
una DGS. La columna denominada DGS a la derecha de cada etapa (C, L, A) indica el

nivel de células viables remanentes luego de la aplicacion del test de DGS.

El hecho de que para algunas de las cepas (B. longum LM7a y B. dentium LM8a’)
el suero de queseria resultara un mejor lioprotector, frente al almacenamiento

acelerado, respecto a la lactosa, no resulté sorprendente. Por ejemplo, si bien las
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proteinas y los polisacdridos han sido usado como materiales emulsionantes,
estabilizadores y de pared para la producciéon de microcdpsulas obtenidas por secado
spray (Lee y col., 2000), muchas veces el material de pared con un solo constituyente
(carbohidratos o proteinas) no tiene las propiedades funcionales deseadas (Choi y col.,
2010). En orden de superar este problema y ofrecer versatilidad, se ha sugerido una
combinacioén de proteinas y polisacdridos como material de pared para la encapsulacion
de compuestos (Young y col., 1993). En este sentido, se podria pensar que el suero de
queseria seria un protector mds eficiente, debido a que se trata de una matriz compleja
de proteinas y carbohidratos. Por otro lado, si bien es muy probable que todas las cepas
en estudio tengan importancia funcional en el momento de ser transferidas de la madre
al hijo via el amamantamiento (por el papel que tiene la microbiota intestinal en la
maduraciéon inmunoldgica del sistema inmune asociado a la mucosa intestinal), es
evidente a partir de estos resultados que no cualquier microorganismo aislado de leche
materna tiene potencial tecnoldgico para ser manipulado en laboratorio. Esto se
concluye al observar, por ejemplo, que ciertas cepas presentaron dificultades para su
desarrollo en medio liquido y para formar un pellet firme durante la centrifugacién o
inadecuada sobrevida a procesos nobles de conservacién como la liofilizacién o ante
condiciones adversas de almacenamiento e inclusive pasaje géstrico (lo cual constituye
un criterio de seleccion fisioldégico de importancia para cultivos potencialmente
probidticos). Nuevamente el comportamiento mds satisfactorio fue observado para B.
animalis subsp. lactis INL1. Algunas cepas de la especie B. longum tienen importancia
industrial no sélo por su funcién como probidticos (B. longum Morinaga BB536, B.
longum ES1) sino también por su potencial para la biosintesis de productos con valor
agregado para la industria alimenticia como es el caso de B-galactosidasas (Hsu y col.,
2007, Han y col., 2014). Los resultados obtenidos para la cepa B. longum LM7a tanto
respecto a su crecimiento en medios econdmicos como al ser liofilizada, no fueron
totalmente satisfactorios por lo que, su potencial utilizacién plantea el desafio en
primer lugar de optimizar las condiciones de cultivo y deshidratacion, en vistas a
evaluar su utilidad para fines especificos y su potencial transferencia a la industria. La
especie B. dentium ha sido descripta como patégeno oportunista ya que forma parte de

la ecologia de la cavidad oral, particularmente en el desarrollo de caries (Ventura y
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col., 2009) por lo que la importancia de la cepa B. dentium LM8a’ en este trabajo no
radic en su importancia con vistas a su uso como probidtico sino a fines académicos, ,
para contribuir a demostrar el hecho que existen diferencias en relacion a la tolerancia a
factores tecnoldgicos a nivel especie dentro de un mismo género y ademads al hecho de
que no es posible, en principio, industrializar cualquier aislamiento obtenido de leche

materna aunque a priori se consideren de interés funcional por su origen.

4.3. Produccion de biomasa en suero de queseria en biofermentador.

Debido a su capacidad de desarrollo en medio liquido, la formacién de un pellet
firme, la resistencia a la liofilizacion y a la DGS, para esta parte del trabajo se
seleccion6 la cepa B. animalis subsp. lactis INL1 para ser cultivada en un
biofermentador de 1,5 L en el medio de cultivo formulado con suero de queseria 5%
(p/v) (MRS-SQ) bajo dos condiciones: a) pH 6,5 controlado (15 h) seguido de estrés
acido con 4cido lactico hasta pH 5,0, manteniéndose este valor durante 4 h, y b) pH
libre (desde pH inicial 5,8) (15 h) seguido de adiciéon de NaOH 8N hasta pH 5,0,
manteniéndose este valor constante durante 4 h. La seleccion de pH inicial 5,8 para la
fermentacion a pH libre se basé en la recomendacion del Dr. Wilhelm Bockelmann,
integrante del grupo de trabajo alemdn (valor de pH que utilizaban de rutina para el

crecimiento de microorganismos de este tipo).

Los valores de células viables al inicio de las fermentaciones fueron similares (7,00
y 7,04 log UFC/mL para las condiciones (a) y (b) respectivamente). Luego de 19 h de
fermentacion se obtuvieron recuentos de células viables similares (aprox. 10° UFC/mL)
en ambas condiciones de fermentacién (Fig. 8). Sin embargo, el crecimiento a pH 6,5
fue mas lento y se observé un desarrollo de 0,5 érdenes log significativamente menor
(p = 0,0431) respecto al crecimiento a pH libre, en las primeras 15 h de fermentacion.
Cuando se sometié el cultivo desarrollado a pH 6,5 constante a un estrés acido con
acido lactico y se llevd a pH 5,0 constante durante 4 h, el crecimiento de B. animalis
subsp. lactis INL1 continu6 hasta alcanzar los niveles esperados de 9,0 6rdenes log. En

el caso de la fermentacion a pH libre, el crecimiento deseado (2 6rdenes log desde el
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nivel inoculado) se obtuvo en las primeras 15 h de cultivo, y cuando se llevé a pH 5,0

constante, el crecimiento se detuvo y el nivel de células viables se mantuvo constante.
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Figura 8: Crecimiento de B. animalis subsp. lactis INL1 en medio de cultivo MRS-SQ
a pH 6,5 constante (15 h) + estrés dcido hasta pH 5,0 (constante, 4 h) (W) y a pH libre
(pH inicial 5,8; 15 h) + pH 5,0 (constante, 4 h) (M). Valores expresados como
promedio = SEM. " Diferencias significativas para el mismo tiempo, entre diferentes
condiciones de fermentacién. ¥ Diferencias significativas dentro de la misma condicién

de fermentacion, respecto al tiempo de cosecha de las células; p < 0,05.

Cuando las células cultivadas a pH 6,5 constante + estrés dcido, y a pH libre,
durante 15 y 19 h, se liofilizaron en lactosa 10% (p/v) y se sometieron a DGS, las
células cultivadas a pH libre + pH 5,0 por 4 h, fueron las mds resistentes a las
condiciones adversas que simularon el transito gastrico (Tabla 4), y no se observaron
diferencias significativas en los recuentos celulares antes y después de la exposicion a
pH bajo (p = 0,13). Las células de esta fermentacion cosechadas a 15 h (sin exposicién
a pH 5,0) mostraron cierta sensibilidad a la DGS, si bien las pérdidas de viabilidad de
los liofilizados fueron cercanas a 1 orden log. Por el contrario, las células cultivadas a
pH 6,5 constante (15 h) fueron las mds sensibles a la acidez géstrica y presentaron
pérdidas celulares de aproximadamente 4 O6rdenes log cuando se las expuso a las
condiciones de la DGS (Tabla 4) y esta sensibilidad a la acidez no pudo ser

contrarrestada cuando se sometio a las c€lulas a un estrés acido durante su crecimiento.
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Tabla 4: Sobrevida de B. animalis subsp. lactis INL1 a la digestion géstrica simulada
(DGS) en cultivos desarrollados a pH 6,5 + estrés dcido (hasta pH 5,0) y a pH libre (pH
inicial 5,8) + pH 5,0 y liofilizados en lactosa 10% (p/v).

Recuentos (log UFC/mL + SEM) a

Condiciones de Tiempo de ) )
tiempo 0 y 90 min de DGS
desarrollo cultivo (h)
0 min 90 min
pH 6,5 constante 15 9,24 +0,35 % 5,13 £0,38 b
pH 6,5 constante + b
19 8,42+0,24° 452 £0.25
estrés dcido
pH libre b
15 9,16+0,16*" 7,87 £0,21
(desde pH 5.,8)
pH libre (desde pH 5,8)
19 9,03+£025* 8,26 £0,22°

+pH 5,0

b . . . 1: . .. B s B
*” Los valores en la misma linea con superindices distintos son significativamente

diferentes (p < 0,05).

Esta parte del trabajo permitié poner de manifiesto la importancia de la estrategia
de cultivo (pH constante vs. pH libre) no solo para alcanzar altos niveles de células
viables sino también una adecuada resistencia a la digestion géstrica simulada. La
dependencia de las condiciones de cultivo con este y otros pardmetros de funcionalidad
ha sido descripta para bacterias probidticas. Vinderola y col. (2012) mostraron para la
misma cepa utilizada en este estudio cultivada en MRS a pH 6,5 constante y liofilizada
en lactosa 10% (p/v), una significativa sensibilidad a la acidez gastrica,
independientemente del tiempo al que las células fueron cosechadas (12 y 22 h),
mientras que cuando las células fueron cultivadas a pH 5,0 constante durante el mismo
tiempo, no se observé muerte celular significativa en los liofilizados expuestos a la
DGS. La mayor resistencia a la DGS cuando las células son cultivadas a pH mas acidos
también fue reportada por Saarela y col. (2009) quien reporté una mayor tolerancia a la
acidez géstrica en L. rhamnosus E800 cuando se lo cultivé a pH 5,0 comparado a pH

5,8. Otros pardmetros de funcionalidad también son dependientes del pH al cual las
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células probidticas son producidas. Sashihara y col. (2007) demostraron que cultivos de
L. gasseri OLL2809 producidos a pH menores fueron mds efectivos para inducir la
produccion de IL-12 en células eucariotas. Otros estudios mostraron diferencias en la
funcionalidad de cepas probidticas cuando se las cosechd a diferentes tiempos a lo
largo de la curva de crecimiento. Estos autores demostraron que las células de L.
gasseri OLL2809 cosechadas durante la fase estacionaria de crecimiento, estimularon
mucho mads la produccién de IL-12 en esplenocitos murinos que las células cosechadas
durante la fase logaritmica. Haller y col. (1999) observaron que las bacterias dcido
lacticas en fase estacionaria indujeron una mayor cantidad de TNF-o en células
mononucleares de sangre periférica que cultivos en su fase logaritmica. Maassen y col.
(2003) observaron diferencias in vivo en la actividad inmunoestimuladora de L. casei
dependiendo de la fase de crecimiento, siendo la relacion entre anticuerpos IgGl e
IgG2a en suero de ratones mayor cuando los animales recibieron células de L. casei en

fase estacionaria.
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5. Conclusiones parciales.

El uso de suero de queseria como alternativa de medio de cultivo econémico es
prometedor y la produccion de biomasa de bifidobacterias en medios de cultivo de bajo
costo es posible, si bien las composiciones especificas de los medios a formularse y las
condiciones de cultivo son cepa dependientes y deben ser optimizadas para obtener
rendimientos de biomasa satisfactorios. Ademads, el suero de queseria fue efectivo en la
proteccion de las bifidobacterias cuando estas fueron liofilizadas y sometidas a un test

de almacenamiento acelerado.

En cuanto a la comparacion entre los distintos aislamientos de bifidobacterias de
leche materna, se observé que no todos poseen potencial tecnolégico. Mientras que B.
animalis subsp. lactis INL1 demostré ser una cepa robusta, con buenos rendimientos de
biomasa y resistente a la liofilizacidn, al almacenamiento acelerado y la acidez géstrica,
B. longum LM7a y B. dentium LM8a’ mostraron grandes dificultades para mantenerse

viables al ser manipuladas y por la sensibilidad pronunciada a la DGS.

Finalmente, cuando analizados en su conjunto, los resultados de esta parte del
estudio confirman la importancia de las estrategias y condiciones bajo las cuales los
cultivos son producidos y concuerdan con la afirmacion de Saarela y col. (2006) de que
la viabilidad o estabilidad de los cultivos no es suficiente como indicador de la
funcionalidad de una cepa en condiciones adversas como pH bajos. Algunos
pardmetros de funcionalidad como la tolerancia a bilis y a la acidez géstrica, la
adhesion a epitelio intestinal y el efecto final del probidtico en el hospedador pueden
ser afectados por los procesos a los que son sometidos durante la elaboracién de los
alimentos que lo transportan (Tuomola y col., 2000, Sashihara y col., 2007, Ranadheera
y col., 2010), sin verse estos cambios reflejados por los niveles de células viables, los
cuales pueden mantenerse constantes. Esta parte del trabajo demostré la utilidad de la
determinacion de resistencia a la DGS como un test sencillo para evaluar diferencias en
la sensibilidad de las células a las distintas condiciones de produccién de biomasa y

liofilizacién cuando éstas no se observan a nivel de recuentos de células viables.
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Capitulo IIb

Tecnologias para la deshidratacion

de

B. animalis subsp. lactis INL1.
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1. Introduccion

Los productos lacteos, fermentados o no, y enriquecidos con microorganismos
probidticos, se han convertido en una de las categorias mds exitosas dentro de los
alimentos funcionales. Desde la perspectiva de un ingrediente funcional, la generacion
de estos cultivos vivos en formato deshidratado es particularmente atractiva y ventajosa
respecto al formato congelado por cuestiones de transporte y cadena de frio. Sin
embargo, presenta grandes desafios en términos de lograr altos niveles de células
viables y mantener la funcionalidad probidtica durante la produccién del cultivo
deshidratado y su almacenamiento (Meng y col., 2008). Los métodos de produccion de
cultivos probidticos deshidratados deben ser tales que la viabilidad se mantenga en los
polvos seguido a su produccién y que el almacenamiento asegure que un ndmero
adecuado de bacterias puedan ser entregadas en el producto final. Consecuentemente,
mantener una viabilidad alta durante la deshidratacién y el almacenamiento, presenta
desafios particulares y puede ser considerada uno de los factores determinantes en la
produccion de probidticos comerciales. Ademds, la preservacion de cultivos iniciadores
(starters) y probidticos mediante procesos de secado alternativos, ha atraido creciente
atencion debido a los altos costos y consumo de energia del proceso cldsico empleado
para tal fin, la liofilizacion. La Tabla 5 muestra los costos relativos de algunos de los
procesos de deshidratacion utilizados en la industria, mientras que la Tabla 6 muestra el

costo expresado en U$S/kg.

Tabla 5: Costos de diferentes procesos de deshidratacion respecto al de la

v e .,k
liofilizacion.

Costos (%)
Proceso
Fijos De produccion
Liofilizacion 100,0 100,0
Secado al vacio 52,2 51,6
Secado spray 12,0 20,0
Secado en lecho fluidizado 8,8 17,9

*adaptado de (Santivarangkna y col., 2007).
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Tabla 6: Costos de los procesos de deshidrataciéon empleados en la actualidad.**

Costos (U$S/kg)
Proceso
Fijos De produccion
Liofilizacion 1228 95
Secado al vacio 5860 49
Secado spray 1360 19
Secado en lecho fluidizado 1000 17

**adaptado de Dominguez (2011).

Después de la liofilizacion, el secado spray es la tecnologia mds extensamente
investigada para la produccién de cultivos deshidratados debido a que presenta la
ventaja de estar ampliamente instalada a nivel industrial, tanto en el drea farmacoldgica
como de alimentos. En esta dltima, es utilizada principalmente como herramienta de
procesamiento de leche en la industria lactea para la obtencion de leche en polvo. Otra
ventaja que presenta esta tecnologia es la rapidez de secado y capacidad de operacion
en forma continua, lo cual podria ser muy util para la deshidratacién de grandes

cantidades de cultivos funcionales.

El secado al vacio también es un proceso conocido y aplicado en la industria
farmacéutica y de alimentos, para la producciéon de extractos de carne y vegetales,
secado de emulsiones y concentracion de jugos vegetales (Dominguez, 2011). Es una
alternativa util en particular para aquellos materiales sensibles al calor o higroscépicos.
A diferencia del secado spray, como esta tecnologia opera bajo vacio, la humedad
puede ser removida de los materiales a temperaturas mds bajas. Por ej., mientras que el
punto de ebullicién del agua a 1 atm es 100°C, a 1 kPa (aprox. 0,01 atm) es
aproximadamente 8°C. Auln mds, las reacciones de oxidacion durante el secado pueden
ser minimizadas, por lo que esta tecnologia resultaria auspiciosa para la deshidrataciéon

de bacterias 4cido lacticas sensibles a oxigeno (Santivarangkna y col., 2007).

Respecto a los sistemas de secado mixto, hasta afios recientes, pocos estudios se

habian realizado para combinar las ventajas o caracteristicas positivas de los diferentes
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procesos de secado sobre cultivos bacterianos. Por ejemplo, Stadhouders y col. (1969)
aplicaron secado al vacio para reducir el contenido de humedad de cultivos starters
dcido l4cticos secados spray de 8,3% a 5,2%, para mejorar su calidad al
almacenamiento. Sin embargo, en los dltimos afios, se ha incrementado la bisqueda de
nuevas tecnologias no agresivas y econdmicamente eficientes para la deshidratacion de
ingredientes alimentarios y el desarrollo de nuevos productos. Una de las tecnologias
que resulta mds prometedora es la aplicacion de energia radiante en sistemas a baja
presion, como por ejemplo el secado al vacio o la liofilizacion asistidos por
microondas. Cuando se aplican microondas a los alimentos, se genera calor dentro del
producto. Asi, la temperatura del mismo aumenta rdpidamente y por lo tanto, la
velocidad de remocién de agua es mayor que en los secados convencionales, lo que
lleva a la principal ventaja de este tipo de secado: el ahorro de tiempo y energia
(Gunasekaran y col., 1999). En cuanto a su combinacién con la liofilizacién, se ha
propuesto que la radiaciéon de microondas serfa util para remover el agua residual que
no puede ser eliminada por la primera, aunque presenta el problema de que, a las
presiones utilizadas en la liofilizacidn, se corre el riego de formacién de plasma, por la
ionizacion de los gases, y quemar asi el producto. Respecto a la combinacion del uso de
microondas con el secado al vacio, esta es una alternativa interesante a la liofilizacidn,
y ya existen varios sistemas en el mercado para la industria farmacéutica y alimenticia,
particularmente para la deshidratacion de frutas. Este tipo de tecnologia permite
obtener productos deshidratados que conservan su aroma, atractivo estético y su valor
nutricional (vitaminas y antioxidantes), si bien no existen antecedentes sobre su
aplicacion para la conservacion de microorganismos. El costo operacional del secado al
vacio asistido por microondas se considera intermedio entre la liofilizacién y el secado
spray (Schiffman, 2006). Gehrmann y col. (2009) compararon los costos relativos a la
inversién necesaria para obtener el mismo rendimiento entre liofilizacién y otras
técnicas de deshidratacion alternativas, y también el uso especifico de energia.
Considerando a la liofilizacién como 100% de inversion relativa y uso especifico de
energia de 2 kWh/kg de agua, los valores para secado spray, secado al vacio y secado al
vacio con microondas son: 52,2% / 1,6 kWh/kg; 65,2% / 1,3 kWh/kg y 82,6% / 1,5

kWh/kg, respectivamente. Respecto a la liofilizacién asistida por microondas, si bien
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no se cuenta con valores estimados de su costo energético, una de sus principales
ventajas en comparacion a la liofilizacion es que resulta més eficiente en la etapa final
de secado con bajos requerimientos energéticos (Feng y Tang, 1998, Torringa y col.,
2001, Duan y col, 2010). Ademads las predicciones numéricas y experimentales

muestran que su costo seria menor (Wu y col., 2004, Duan y col., 2010).

Otros parametros a considerar relacionados a la estabilidad de los cultivos
deshidratados es el uso de sustancias protectoras y las condiciones de almacenamiento.
La adicién de agentes protectores a cultivos microbianos es un paso recomendado para
proteger las células durante el secado y el almacenamiento. Los excipientes
adicionados pueden ser componentes simples agregados directamente al concentrado
celular (azicares) o componentes/polimeros més complejos utilizados como medio de
suspension o carrier (como leche descremada, suero, gelatina). Existen numerosos
agentes protectores, y la efectividad de un protector dado varia con cada tipo de cultivo
y de proceso de secado (Santivarangkna y col., 2007). Ademads, es importante notar que
los mejores agentes protectores durante la deshidratacidén, no necesariamente son los
Optimos para la proteccion durante el almacenamiento de las células (Selmer-Olsen y

col., 1999) y viceversa.
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2. Objetivos.

En este capitulo se determinaron aspectos tecnoldgicos relacionados a la
produccion de cultivos deshidratados de la cepa B. animalis subsp. lactis INLI1, para su
conservacion. Parte de este trabajo se llevé a cabo en colaboracién con el Dr. Prof.
Ulrich Kulozik del Departamento de Ingenieria de Procesos Alimenticios y Tecnologia
Lactea de la Universidad Técnica de Munich (Alemania). Los objetivos especificos

planteados fueron:

1) Estudiar la aplicacion de 5 diferentes técnicas de deshidratacion,
convencionales y alternativas, sobre un cultivo concentrado de B. animalis

subsp. lactis INLI.

2) Analizar la tolerancia a los mismos y la resistencia de los cultivos
deshidratados al almacenamiento en condiciones controladas de humedad
y temperatura, en vistas a encontrar alternativas de tecnologia/condiciones

para la deshidratacion de esta cepa.

3) Estudiar en particular la aplicacion del secado spray, tecnologia de
deshidratacién instalada en las medianas y grandes industrias lacteas
argentinas, a escala laboratorio e industrial, con vistas a avanzar en el
conocimiento que lleve a una posible transferencia futura de la cepa al

sector industrial.
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3. Materiales y métodos.

3.1. Microorganismo.

Se utiliz6 B. animalis subsp. lactis INL1, en forma de cultivo concentrado
congelado producido especialmente para este trabajo por la empresa italiana productora
de fermentos lacticos Clerici-Sacco (Cadorago, Italia) mediante la firma de un Acuerdo
de Transferencia de Material Bioldgico entre la empresa y la UNL-CONICET. Para la
produccion de la biomasa se utilizé un fermentador de 600 L. Se inocul6 (2% v/v) el
medio de cultivo en base lactea (composicidn reservada por la empresa) previamente
atemperado a 37°C, con un cultivo fresco de la cepa en fase estacionaria. Durante la
fermentacidon se mantuvo una sobrepresion de 0,2 bar con N, en el espacio de cabeza
del fermentador y la agitacidn se establecié a 120 rpm. Se mantuvo el pH constante a
un valor de 6,0 por adicién de solucidén de amonio 30%. El final de la fermentacion se
determiné por una marcada caida en la adicion de base. Se refrigeré el caldo dentro del
fermentador hasta aproximadamente 8°C y luego el cultivo fue concentrado en una
centrifuga continua Westfalia. A partir del cultivo concentrado (sin lavado de las
células) se obtuvieron pellets congelado por goteo en N liquido. A partir de 600 L de
medio de cultivo se obtuvieron aproximadamente 40 kg de cultivo concentrado con un
nivel de células viables de aprox. 10" UFC/g. Las células concentradas y congeladas se

almacenaron a -70°C hasta el momento de su uso.
3.2. Preparacion de las muestras y agentes protectores.

En una primera etapa se realizaron secados preliminares correspondientes a las 5
tecnologias de deshidratacion estudiadas: liofilizacion (L), secado spray (S), secado al
vacio (V), secado al vacio con microondas (VMO) y liofilizacién con microondas
(LMO), utilizando diferentes condiciones para la deshidratacion de B. animalis subsp.
lactis INL1, sugeridas por el grupo alemidn dada su experiencia en el tema, o bien
basadas en la experiencia previa para este microorganismo (particularmente para la L y
el S). Estos ensayos se realizaron sin agregado de agente protector. Por las
caracteristicas operativas de las tecnologias empleadas (necesidad de operar con un

cultivo liquido), se utilizé el cultivo concentrado descongelado para S, V y VMO,
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mientras que para L y LMO se utilizaron directamente los granulos concentrados
congelados de B. animalis subsp. lactis INL1 producidos y provistos por la empresa
italiana. En una segunda etapa, una vez seleccionadas las condiciones para cada
deshidratacion, se realiz6 un ensayo para evaluar la estabilidad de los cultivos al
almacenamiento y la influencia del agregado de un agente protector. Se realizaron dos
secados independientes, para cada tecnologia, sobre el concentrado de B. animalis
subsp. lactis INLI, sin adicion de agentes protectores extras, y dos secados
independientes en presencia de un agente protector. Se adiciond a las suspensiones
celulares lactosa monohidrato (Merck, Darmstadt, Alemania) en polvo como agente
protector. Este soluto fue seleccionado como de referencia segun la experiencia del
grupo de trabajo alemdn. Para las 5 tecnologias estudiadas, la masa de lactosa agregada
a las suspensiones celulares fue del 50% (p/p) de los sélidos totales, los cuales se
determinaron con un equipo CEM Smart Turbo (Matthews, NC, USA). En el caso del
S, V 'y VMO, y debido a que estas tecnologias operan sobre suspensiones bacterianas
liquidas, los granulos se descongelaron, se agregd el protector y se siguidé con el

procedimiento de cada tecnologia.

En el caso de la L y la LMO para incorporar el protector a los granulos congelados,
los mismos se descongelaron, se adicioné la lactosa, se homogeneizd, y se reformaron
cuidadosamente por goteo en nitrégeno liquido, de manera de obtener particulas de
aproximadamente el mismo tamafio que el cultivo original (sin protector) provisto por
la empresa italiana (Fig. 9). Estos cultivos congelados con lactosa se almacenaron a -
70°C hasta ser utilizados, para que su temperatura se estabilizara y fuera similar a la del
cultivo sin agregado de protector. En los secados L. y LMO sin protector se utiliz
directamente el concentrado congelado provisto por la empresa, sin ser sometido a

descongelamiento.
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Figura 9: Preparacion de los granulos concentrados de B. animalis subsp. lactis INL1

con lactosa para la liofilizacién (L) y la liofilizacién asistida por microondas (LMO),

por goteo en N, liquido.

En funcién de los resultados obtenidos, para las tecnologias de secado al vacio (V)
y secado al vacio asistido con microondas (VMO), se evaluaron protectores
adicionales: sorbitol (Gerbu Biotechnik GmbH, Heidebrecht, Alemania), maltodextrina
(Sigma Aldrich, St. Louis, USA) y caseinomacropéptido (CMP, Davisco, Alemania).
Los cultivos se prepararon de la misma forma que para lactosa (agregado del soluto
protector al 50% (p/p) de los solidos totales) y fueron deshidratados segin las

condiciones seleccionadas para el test de almacenamiento acelerado (ver seccién 3.2).
3.3. Seleccion de condiciones de secado.

Se realizaron secados preliminares, variando aquellas condiciones mas
determinantes en la inactivacion por deshidratacion, para cada una de las cinco
tecnologias estudiadas. Se seleccionaron aquellas que permitieron la obtencién de un
producto con mayor viabilidad, integridad de membrana satisfactoria, y valores de
contenido de humedad relativa acordes a lo esperado para cada tecnologia. Las
condiciones utilizadas fueron sugeridas por el equipo de trabajo alemdn teniendo en
cuenta su experiencia en la deshidratacion de microorganismos y el tiempo limitado de
la estadia en este lugar de trabajo, por lo que de alguna manera deben considerarse

exploratorias y no optimizadas.
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3.3.1. Liofilizacion.

Se utiliz6 un liofilizador de mesada (Alpha LSC 1-24, Christ, Osterode, Alemania)
(Fig. 10). La temperatura del estante en el pre-enfriamiento fue -40°C. Se colocaron 40
g de cultivo concentrado congelado de B. animalis subsp. lactis INL1 en 4 placas
metélicas (10 g/placa) y se posicionaron en el mismo estante, a igual distancia respecto
al condensador de la cdmara. Se evaluaron dos condiciones de liofilizacién: a) etapa
primaria con presion en la cdmara de 0,12 mbar y temperatura de estante de -20°C
(tiempo aprox. 12 h) y etapa secundaria donde la temperatura de estante se elevo a
+25°C, duracion total 21 h; y b) etapa primaria con presion en la cdmara de 0,37 mbar
y temperatura de estante -15°C (tiempo aprox. 15,5h) y etapa secundaria donde la

temperatura de estante se elevé a +25°C (condiciones ya utilizadas para B. animalis

subsp. lactis INL1, capitulo Ila), duracién total 24 h.

Figura 10: Liofilizador de mesada Alpha LSC 1-24 (Christ) y granulos liofilizados de

B. animalis subsp. lactis INL1 bajo las condiciones (b).

3.3.2. Secado spray.

Se utiliz6 un secadero spray Biichi modelo B-290 (Biichi, Flawil, Suiza) (Fig. 11).
Se descongelaron para cada secado spray aprox. 100 g de cultivo de B. animalis subsp.
lactis INL1, se trabaj6 siempre a una temperatura de entrada de aire de 160°C y flujo
de aire de 50 mm (equivalente a aprox. 601 L/h de aire pulverizado), y se estudi6 el
efecto de diferentes temperaturas de salida (60°C, 70°C y 80°C) ya que es reconocido

como el pardmetro que mds afecta la viabilidad de los polvos obtenidos por secado
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spray (Gardiner y col., 2000). La temperatura de salida se controlé ajustando el caudal

de la solucion de alimentacion. Para las temperaturas de salida 60°C, 70°C y 80°C los

caudales de alimentacion fueron de aproximadamente 0,015, 0,009 y 0,005 L/min.

Figura 11: Secadero spray (Biichi) y polvo obtenido de B. animalis subsp. lactis INL1

para las condiciones temperatura de entrada 160°C y temperatura de salida 80°C.

3.3.3. Secado al vacio.

Se utilizé un liofilizador de mesada (Gamma LSC 1-20, Christ, Osterode,
Alemania) (Fig.12). Se descongelaron aprox. 20 g de cultivo de B. animalis subsp.
lactis INL1 y se distribuyeron en viales de vidrio de 25 mm de didmetro interno
(Christ, Osterode, Alemania) en alicuotas de 1 g/vial (altura de la columna de muestra:
2 mm). Todos los viales se posicionaron en el mismo estante, a igual distancia respecto
al condensador de la cdmara. Se evaluaron dos condiciones: a) temperatura de estante
15°C, presion en la cdmara 15 mbar, y b) temperatura de estante 35°C, presion en la

camara 25 mbar. El proceso de secado se llevé a cabo por 24 h.
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Figura 12: Liofilizador de mesada Gamma LSC 1-20 (Christ) y viales co cultivo de

B. animalis subsp. lactis INL1 secado al vacio bajo las condiciones (b).

3.3.4. Secado al vacio asistido con microondas.

Se utiliz6 un equipo para secado al vacio asistido con microondas uWaveVac0150
(Piischner Microwave GmbH, Schwanewede-Bremen, Alemania) (Fig. 13). Se
descongelaron 100 g de cultivo de B. animalis subsp. lactis INL1 y se distribuyeron en
4 recipientes de vidrio Duran (Schott, Mainz, Alemania). Se trabajé a una presion en la
cédmara de 7 mbar y una temperatura méxima de producto (TMP) de 40°C, y se vario la
potencia de microondas aplicadas (1, 2 y 3 W/g). Estas potencias se aplicaron de
manera constante hasta que el cultivo congelado alcanzé la TMP seleccionada, y luego
las microondas se administraron en forma de pulsos de una potencia de 1W/g (minima
potencia utilizada por el equipo), de manera que la temperatura del cultivo nunca
superé la TMP preestablecida. Los secados se monitorearon mediante el software
WaveCAT 2007 (version 4.2.1.4., Piischner Microwave GmbH) y se detuvieron cuando
la pérdida de masa del producto se mantuvo invariable por aprox. 15 min. Al final de
cada proceso se observo el tiempo de secado (h) y la energia absorbida en kWh, ya que

en estos procesos la eficiencia energética es muy importante.
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Figura 13: Equipo piloto para secado con microondas pWaveVac0150 (Pischner
Microwave GmbH) y cultivo de B. animalis subsp. lactis INL1 secado al vacio con

microondas a 2 W/g y presion de 7 mbar.

3.3.5. Liofilizacion asistida con microondas.

Se utiliz6é el mismo equipo que para el secado al vacio asistido con microondas
(uWWaveVac0150, Puschner Microwave GmbH, Schwanewede-Bremen, Alemania). Se
utilizaron 100 g de cultivo de la cepa en estudio y se colocaron en un recipiente de

vidrio Duran de 20 cm de didmetro interno (Schott, Mainz, Alemania) (Fig. 14).

posteriormente deshidratado (c) por liofilizacién asistida con microondas a 1,5 W/g y

presion de 0,7 mbar.

Se trabajé a una presion en la cdmara de 0,7 mbar y una temperatura maxima de
producto (TMP) de 30°C, y se vari6 la potencia de microondas aplicadas (1, 1,5, 2 y
2,5 W/g). Estas potencias se aplicaron de manera constante hasta que el cultivo
congelado alcanzé la TMP seleccionada, y luego las microondas se administraron en

forma de pulsos de una potencia de 1W/g (minima potencia utilizada por el equipo), de
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manera que la temperatura del cultivo nunca super6 la TMP preestablecida. Los
secados se monitorcaron mediante el software WaveCAT 2007 (versiéon 4.2.1.4.,
Piischner Microwave GmbH) (Fig. 15) y se detuvieron cuando la pérdida de masa del
producto se mantuvo invariable por aprox. 15 min. Al final de cada proceso se observo

el tiempo de secado (h) y la energia absorbida total en kWh.

Bl WaveCAT 2007 4.1.2.4 [— I[=15)
Bl Device Optians el
2211150 |
HWWeavevacO150fd nat cannected
Ow -
=1 vt Poweriy i 210 ' .
24. 1« 280 200 200 200 200} 200 ; 200 20
ProdTempiRAN 1 :
- 140 190 190 120 o 190 ; 190 19
I e T 1o ‘
73.8% o 2 120 © - 120

0.0 moer O N : ) 0-oeood : ‘
VacuPressMaingy 139 v R T e i 150 i 150

Asalipehratifltg

Inicio de la LMO:.7:16 a.m_; Finalizacién de la Ll\é/IO: 10:30a.m.
Tiempo de secado: aprox. 3,23 h. e :

0

o7'nn 07’20 0740 os'nn o820 o840 o500 o0 oaan 1000 0’20 040
2211.2m3

PUSCHNER [f e | [ [ [ |

Figura 15: Potencia aplicada (=), energia absorbida (==), temperatura del producto
(==), presién en la cdmara (==) y pérdida de peso (=) durante la liofilizacion asistida
con microondas de un cultivo de B. animalis subsp. lactis INL1 a 1,5 W/g y presion de

0,7 mbar.
3.4. Test de almacenamiento acelerado.

Una vez seleccionada la condicién de deshidratacion mds adecuada, entre las
evaluadas, para cada tecnologia de secado estudiada (ver seccion Resultados), se
realizaron dos secados independientes de la cepa para cada técnica, con y sin adicion de
agentes protectores extras (lactosa), como se describié en el punto 2.2. Los cultivos
deshidratados se distribuyeron en viales de vidrio de 25 mm de didmetro interno
(Christ, Osterode, Alemania) para su almacenamiento, a razén de 0,5-0,6 g de cultivo
deshidratado/vial. Se almacenaron a 25°C en desecadores de vidrio en presencia de

soluciones salinas saturadas de acetato de potasio y de carbonato de potasio para lograr
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un ambiente con actividad acuosa (ay) constante de 0,23 y 0,43, respectivamente. La
sobrevida de la cepa, la integridad de membrana y el contenido de humedad residual se
determinaron como se detalla a continuacién, para las semanas 1, 2, 4, 6 y 8 post-
secado. El test de almacenamiento acelerado implica la conservacion de la muestra en
condiciones adversas (altas temperaturas y ay,) de forma tal de poner de manifiesto, en
un lapso de tiempo corto, la influencia de un almacenamiento mas prolongado sobre los

pardmetros funcionales de interés en la cepa en estudio.
3.4.1. Determinacion de la viabilidad celular.

Se determind el nivel de células viables de las suspensiones celulares (con y sin
agregado de lactosa) antes de los procesos de deshidratacion, inmediatamente luego de
los mismos, y a lo largo del almacenamiento en diferentes condiciones. Para el analisis
de las muestras deshidratadas y almacenadas, se rehidrataron los cultivos a la masa
fluida original de la muestra, con agua bidestilada estéril a 37°C, y se homogeneiz6
periddicamente durante 15 min. Estas condiciones de rehidratacion se seleccionaron en
un ensayo preliminar en el cual los cultivos obtenidos por las diferentes tecnologias de
deshidratacion se rehidrataron con agua bidestilada estéril a 37°C, se homogeneizaron y
se midié D.O. a 600 nm a los 0, 5, 10, 15, 30, 45 y 60 minutos, selecciondndose el
tiempo de rehidratacién como el menor tiempo para el que se observd una lectura de
D.O. constante para todos los cultivos (resultados no mostrados). En todos los casos, se
prepararon diluciones de las muestras en solucion Ringer (Merck), se plaqued en agar
MRS modificado (ver composicion en el Anexo) y se incubd a 37°C durante 48h en
anaerobiosis. Este medio MRS modificado es utilizado de rutina en el Instituto aleman
para el crecimiento de bifidobacterias en medio agarizado, y fue descripto por Bauer y
col. (2012), donde se modificé la composicion de azicares del MRS tradicional: en
lugar de 20 g/L de glucosa monohidrato el medio modificado contiene 7 g/L. de glucosa

monohidrato y 7 g/L. de maltosa monohidrato.

A fines de comparar los resultados de viabilidad celular con los porcentajes de
integridad de membrana determinados por citometria de flujo, la tasa de sobrevida

luego de los secados (TSggc) se determiné como:

TSsec (%) =N/ Ny ,
72



donde N es el nimero de células viables de las muestras secadas y rehidratadas
(expresado como UFC/g) y Ny es el nimero de células viables (UFC/g) antes del

secado. La tasa de sobrevida luego del almacenamiento (TS apm) se determiné como:
TSatm(%) = Naim / Nsec ,

donde Naim y Nsgc son el ndmero de células viables (UFC/g) luego del

almacenamiento y luego del secado (antes del almacenamiento), respectivamente.
3.4.2. Determinacion de humedad y actividad acuosa.

Se determiné el contenido de agua residual (%) inmediatamente luego de los
secados y durante el almacenamiento, por el método de Karl Fischer, (Fischer, 1935)
con un equipo de titulacién automadtico (Schott, Mainz, Alemania). Los resultados
(humedad) se expresaron como porcentaje de agua relativo a la masa de la muestra. La
actividad acuosa (ay) de los cultivos deshidratados y durante el almacenamiento se
determiné a temperatura ambiente en un instrumento Aqua Lab CX-2 (AquaLab,

Pullman, WA, USA).
3.4.3. Determinacion de integridad de membrana (%).

Se determind por citometria de flujo utilizando dos fluorocromos: ioduro de
propidio (PI; rojo) y naranja de tiazol (TO; verde). Mientras que PI sélo ingresa a las
células con membrana comprometida (dafiadas o no viables) y se une al ADN, TO
ingresa a todas las células por difusion pasiva y se une al ADN y ARN, por lo que
cuando se usan combinados, estos fluorocromos permiten distinguir entre poblaciones
de células viables, dafiadas y no viables. Para la tincion, las suspensiones celulares se
ajustaron a una concentracion aproximada de 10° UFC/mL en PBS, y se incubaron con
PI (5uM) y TO (420 nM), durante 5 min en oscuridad. Se utilizo un citdmetro de flujo
Serie C6 (Accuri, New Jersey, USA.), para cada muestra se analizaron 50000 eventos y
los datos se procesaron con el software CFlowPlus (Accuri) a través de graficos de
densidad. La integridad de membrana (IM%) se expres6 como la relacién entre el

numero de células viables y células totales, obtenido de los graficos de densidad.

73



3.5. Secado spray de B. animalis subsp. lactis INL1 en leche descremada a

escala laboratorio e industrial.

Para el secado spray de B. animalis subsp. lactis INL1 a escala laboratorio e
industrial se utilizé como matriz leche descremada 20% (p/v). Para la produccién del
polvo a escala laboratorio se cosecharon (en fase estacionaria tardia) cultivos overnight
de la cepa en caldo MRS-C mediante centrifugacién (5000 rpm, 15 min, 5°C), se
lavaron dos veces con buffer PBS y se resuspendieron en solucion de leche descremada
granulada San Regim (SanCor C.U.L., Sunchales, Santa Fe) al 20% (p/v). Las
suspensiones celulares se deshidrataron (cuatro réplicas independientes) en un mini
secadero spray Biichi modelo B-290 (Flawil, Suiza) facilitado por el INTA-EEA
Rafaela (Santa Fe). Se trabaj6 a una temperatura de entrada de 160°C, temperatura de
salida de 83°C, flujo de aire de 50 mm (correspondiente a 601 L/h) y un caudal de
alimentaciéon de 0,0075 L/min. La humedad residual de los polvos obtenidos se

determind por gravimetria en estufa hasta peso contante a 101°C.

Para el secado spray a nivel industrial se realizaron dos ensayos independientes en
la planta industrial de la empresa GALAXIE Secado Spray S.A (Sarandi, Buenos
Aires, Argentina) en los cuales se utiliz6 un secadero spray Galaxie Modelo 1612 (Fig.
16) y una suspension de la cepa en 10 o 20 L de leche descremada al 20% (p/v) (cedida
por Léicteos Verdnica, Lehmann, Santa Fe). Debido a la imposibilidad de producir
biomasa a escala industrial para estos ensayos, se utilizaron 3 litros de cultivo overnight
de la cepa en MRS-C (37°C, 18 h, anaerobiosis), se centrifugaron (5000 rpm, 15 min,
5°C), se lavaron dos veces con buffer PBS y se resuspendieron en 10 L de leche
descremada 20% (p/v) para el primer ensayo, y en 20 L de la misma matriz para el
segundo ensayo. En el primer ensayo se utilizaron tres pares de combinaciones
temperatura de entrada (TE, °C)/temperatura de salida (TS, °C): 166°C/62°C;
171°C/78°C y 178°C/75°C, mientras que en el segundo ensayo la TE se mantuvo
constante en 180°C y se evaluaron tres TS: 80°C, 85°C y 90°C. Se determiné el
contenido de humedad (H%) de los polvos por gravimetria (101°C, aprox. 20 h) y la
viabilidad pre y post-secado en agar MRS-C (37°C, 72 h, anaerobiosis) antes y luego

del secado spray.
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Figura 16: Secadero spray industrial Galaxie modelo 1612 (altura: 4,8 m).

3.6. Analisis estadistico.

El andlisis estadistico se realiz6 con el software GraphPad Prism version 5.00 para
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Los datos se analizaron
utilizando un test t unilateral para comparar las diferencias en el nimero de células

viables. El nivel de significancia estadistica se estableci6 en 0,05.
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4. Resultados y discusion.

4.1. Seleccion de parametros de secado.
4.1.1. Liofilizacion.

Se estudiaron dos condiciones de liofilizacion: a) etapa primaria: 0,12 mbar, -20°C;
etapa secundaria: +25°C; duracién total 21 h, y b) etapa primaria: 0,37 mbar, -15°C;

etapa secundaria: +25°C; duracioén total 24 h.

En ambos casos se observaron pérdidas significativas de viabilidad celular post-
liofilizacion (p=0,0125 y p=0,0373 para las condiciones a) y b), respectivamente) de
0,26 y 0,34 6rdenes log. Para las dos condiciones estudiadas se obtuvieron valores
similares y adecuados de humedad (%) y actividad acuosa: 5,63+0,48% 'y
a,=0,23+0,03 para la condicién (a) vs. 5,87+1,01% y a=0,23+0,06 para la condicién
(b). Tampoco se observaron diferencias significativas entre ambas condiciones
estudiadas, ni en la viabilidad celular de los liofilizados ni en la integridad de

membrana (Fig. 17).
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Figura 17: Numero de células viables (W), tasa de sobrevida (%) (A) e integridad de
membrana (%) (¢) de B. animalis subsp. lactis INL1 sometida a dos condiciones de
liofilizacién distintas: (a) = -20°C/0,12 mbar/+25°C; duracién total 21 h ; (b) = -15°C/
0,37 mbar/+25°C; duracion total 24 h). Recuentos previos a la liofilizacion: 11,4+0,1 y

11,34+0,1 log UFC/g para las condiciones a) y b) respectivamente.
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Ademads, si bien no siempre el uso de fluorocromos para el monitoreo de viabilidad
de cultivos microbianos es efectiva (Bunthof y col., 2001), en este caso se observé una
buena correlacién entre las tasas de sobrevida (tridngulos naranja) obtenidas en base a
los recuentos en medio agarizado, y los niveles de integridad de membrana (rombos
azules), obtenidos por citometria de flujo. Numerosos estudios (Rault y col., 2007,
Martin-Dejardin y col., 2013) también evaluaron la utilidad de la citometria de flujo
para el seguimiento de cultivos liofilizados y observaron buena una correlacion entre
los valores obtenidos por este método y los recuentos en medio agarizado. Esto
validaria la utilizaciéon de técnicas rdpidas como la citometria de flujo, para el

seguimiento de rutina de la viabilidad de los cultivos liofilizados.

Ante la obtencion de resultados positivos y similares, se selecciond para el test de
almacenamiento la condicion (b) ya que si bien la duracién del proceso fue mayor (24 h
vs. 21 h), estas condiciones habian sido utilizadas exitosamente en B. animalis subsp.

lactis INL1 (capitulo Ila).

Un estudio complementario que se realiz6 previo al ensayo de almacenamiento fue
comparar la tasa de sobrevida de los cultivos liofilizados cuando fueron sometidos al
proceso directamente en su formato de granulos congelados provistos por la empresa
italiana y cuando estos fueron previamente descongelados a temperatura ambiente y
reformados en nitrégeno liquido. Esto se realizé para analizar la posible influencia del
estrés por descongelacion/congelacién previo a comparar la liofilizacién en presencia y
ausencia de un agente protector, ya que para la utilizacién de protectores, los granulos
debieron indefectiblemente ser descongelados. Se liofilizaron en un mismo batch a las
condiciones de la liofilizacion (b) granulos sin descongelar (GSD) y granulos
descongelados y reformados en N liquido (GD) de B. animalis subsp. lactis INL1 y se
observaron niveles similares de viabilidad: 10,98 vs. 10,94 log UFC/g para GSD y GD
respectivamente. La integridad de membrana también fue similar en ambos casos (30%
y 33% para GSD y GD respectivamente), si bien en este caso la correlatividad entre
este pardmetro y la tasa de sobrevida fue menor (TS de 49 y 51% respectivamente). En
la Figura 18 se muestran los gréficos de densidad obtenidos por citometria de flujo para

los GSD y GD y luego liofilizados.
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Figura 18: Grificos de densidad obtenidos por citometria de flujo con los fluoréforos
TO y PI para B. animalis subsp. lactis INL1 sometida a liofilizacién como (a) granulos

sin descongelar (GSD) o (b) granulos descongelados (GD) y reformados en N liquido.

Se concluyé que a los fines de comparar los resultados con y sin agente protector,
para la técnica de deshidratacion por liofilizacion (y también la liofilizacién con
microondas), podian utilizarse los granulos sin descongelar en el caso de no usarse
agente protector, ya que no se observd influencia del proceso de

descongelamiento/recongelamiento en los pardmetros estudiados.

4.1.2. Secado spray

El principal pardmetro que afecta la viabilidad de los cultivos secados spray es la
temperatura de salida del aire, que es la temperatura a la cual el producto deja la
cdmara de secado (Gardiner y col., 2000). Esta temperatura de salida depende a su vez
de la temperatura de entrada, la velocidad de flujo de aire, la velocidad de alimentacion
y el tamafio de las gotas atomizadas. Cuando se utiliz6 el secado spray a una
temperatura de entrada de 160°C y se evaluaron temperaturas de salida de 60°C, 70°C
y 80°C en la suspension de células sin agente protector, en todos los casos se
obtuvieron altas pérdidas de viabilidad (y bajos valores de integridad de membrana),
pero ademds se observaron valores de humedad no satisfactorios de 8,91%0,18%,

7,72420,19% y 7,66+£0,85%, respectivamente. Segin Gardiner y col. (2000) son
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necesarios valores de humedad de aproximadamente 4% para obtener polvos estables.
Se decidié entonces evaluar, a los fines de seleccionar las condiciones para el test de
almacenamiento, y basado en resultados previos para la cepa en estudio (Zacarias,
2010), el efecto de leche descremada y lactosa como protectores, y comparar los 3

pardmetros en estudio (H%, TS% e IM%) respecto al cultivo sin protector.

La Figura 19 muestra los resultados obtenidos para una temperatura de salida de
80°C, cuando los agentes protectores, leche descremada y lactosa monohidrato, se
adicionaron de modo que el porcentaje de sdlidos totales en las suspensiones aumentd
de 14% (sin protector) a aproximadamente 20%. En todos los casos se observaron
pérdidas significativas de viabilidad post-secado, de 1,69, 0,92 y 0,64 6rdenes log
(p=0,0008, p=0,0028 y p=0,0106) para el cultivo sin protector, con leche descremada y
lactosa, respectivamente. Para ambos protectores se obtuvieron polvos con humedad de
entre 4% y 5% (acordes a los requerimientos para secado spray), actividades acuosas de
0,18 y 0,16 (vs. 0,24 para el polvo obtenido sin protector), y la TS pasé de aprox. 2,1%

sin protector, a 13,9% y 25,6% para leche descremada y lactosa, respectivamente.
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Figura 19: Numero de células viables (W), tasa de sobrevida (%) (A) e integridad de
membrana (%) (¢) de B. animalis subsp. lactis INL1 sometida a secado spray con una
temperatura de entrada de 160°C y una temperatura de salida de 80°C. D¢ T os valores
de viabilidad celular (log UFC/g) con superindices distintos son significativamente
diferentes (p < 0,05 y p <0,01). Recuentos previos al secado spray: 11,2+0,1, 11,1£0,1
y 11,2+0,1 log UFC/g para el cultivo sin protector, con leche descremada y lactosa,

respectivamente.
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Para temperaturas de salida menores (60°C y 70 °C), la H (%) de los polvos no fue
satisfactoria (valores no mostrados), y por lo tanto, se selecciond para el test de

almacenamiento la temperatura de salida 80°C.

Determinar el mejor nivel de las variables asociadas al secado spray por adelantado
es un proceso de optimizaciéon complejo. Las dificultades en la estabilizacion de la
temperatura de salida pueden causar grandes variaciones en la viabilidad de los cultivos
deshidratados (Santivarangkna y col., 2007). Varios autores reportaron que a menor
temperatura de salida mayor viabilidad, y ademads, se encontrd, para B. longum y B.
infantis que la magnitud en la reduccion de la sobrevida causada por el aumento de la
temperatura, dependié del agente protector utilizado. Por ejemplo se observé que la
mayor reduccién de viabilidad fue para almidén soluble mientras que las menores
pérdidas se observaron para goma ardbiga y leche descremada (Lian y col., 2002). Sin
embargo, debe considerarse que una temperatura de salida muy baja puede causar
valores de humedad residual elevados, que excedan los niveles requeridos para una
adecuada estabilidad de los polvos durante el almacenamiento (Gardiner y col., 2000).
En este estudio, s6lo la mayor temperatura de salida evaluada (80°C) permitié obtener
polvos con humedad aceptable. A esta temperatura, la lactosa mostrd ejercer un mayor
efecto protector que la leche descremada, si bien con ambos protectores se observaron

pérdidas significativas de viabilidad.

Respecto a los valores de sobrevida e integridad de membrana, en general se
observé una buena correlaciéon entre ambos pardmetros, por lo que el uso de la
citometria de flujo serfa también ttil para obtener rdpidamente una idea del estado
fisiolégico de los cultivos deshidratados por secado spray. Esto condice con los
resultados de Ananta y col. (2005), que evaluaron la utilidad de la citometria de flujo y
el andlisis de la integridad de membrana vs. viabilidad por recuentos en medio

agarizado, para un cultivo secado spray de Lactobacillus rhamnosus GG.
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4.1.3. Secado al vacio

El secado al vacio podria ser una alternativa de deshidratacion interesante,
especialmente para aquellos cultivos sensibles a las altas temperaturas. Los resultados
obtenidos para las condiciones evaluadas, 35°C/25mbar y 15°C/15mbar se muestran en

la Figura 20.
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Figura 20: Numero de células viables (W), tasa de sobrevida (%) (A) e integridad de
membrana (%) (¢ ) de B. animalis subsp. lactis INL1 secada al vacio durante 24 h, bajo
dos condiciones: 35°C/25mbar y 15°C/15mbar. Recuentos previos al secado al vacio:

11,240,1 y 11,320,1 log UFC/g para 25mbar/35°C y 15mbar/15°C, respectivamente.

Comparando ambas condiciones, no se observaron diferencias significativas en los
niveles de células viables post-secado (p = 0,2946). Para ambas condiciones se
observaron pérdidas significativas de viabilidad celular post-secado, de 0,39 y 0,73
ordenes log para 25mbar/35°C y 15mbar/15°C, respectivamente, y éstas fueron
significativamente menores para la primer condicién (p = 0,0061 vs. p = 0,0487).
Ademads, para la condiciéon 25mbar/35°C se observé un contenido de humedad
significativamente menor (p = 0,007) de 6,55+0,72%, casi la mitad de lo observado
para 15°C/15mbar (12,06+£1,50%), y la TS fue ligeramente mayor si bien no
significativa, por lo que esta condicion fue seleccionada para el ensayo de
almacenamiento. Bauer y col. (2012) optimizaron las condiciones de secado al vacio
para la cepa comercial B. animalis subsp. lactis Bb12 mediante un estudio de superficie

de respuestas y también determinaron que las condiciones Optimas para esta cepa eran
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25mbar/35°C, lo que de cierta forma apoya los resultados determinados para B.
animalis subsp. lactis INL1, cepa perteneciente a la misma especie. Al igual que para la
liofilizacion y el secado spray, la integridad de membrana (%) demostré ser una buena
herramienta para estimar rdpidamente la viabilidad de los cultivos deshidratados

obtenidos por secado al vacio.
4.1.4. Secado al vacio asistido por microondas.

Se evalué la combinacion de secado al vacio con la aplicacién de microondas y la
influencia de la potencia de microondas aplicada, a 7 mbar y temperatura méxima de
producto de 40°C. Cuando se utilizaron las suspensiones celulares sin agente protector,
se observd que para la minima potencia evaluada (1 W/g) no se observaron pérdidas
significativas de viabilidad post-secado (0,25 6rdenes log, p = 0,0831) y se obtuvo la
mayor TS (61,5%), mientras que para 2W/g y 3W/g las pérdidas de viabilidad fueron
significativas, de 0,65 y 0,89 6rdenes log respectivamente (p = 0,0335 y p = 0,0034) y
las TS fueron 23,8% y 12,7% (Fig. 21).
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Figura 21: Numero de células viables (M), tasa de sobrevida (%) (A) e integridad de
membrana (%) (¢ ) de B. animalis subsp. lactis INL1 secada al vacio con microondas,
para potencias de 1, 2 y 3 W/g. > 1 os valores de viabilidad celular (log UFC/g) con
superindices distintos son significativamente diferentes (p < 0,05). Recuentos previos al
secado: 11,1+0,1, 11,4+0,1 y 11,4+0,1 log UFC/g para 1 W/g, 2 W/g y 3W/g,

respectivamente.
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Sin embargo, el aumento en la sobrevida del cultivo deshidratado a 1 W/g fue
acompafiado de un costo energético considerablemente mayor: 0,58 kW vs. 0,25 kW y
0,26 kW, para 1, 2 y 3 W/g respectivamente, mientras que los niveles de humedad
fueron elevados y similares para las 3 condiciones y se encontraron entre 9,7% y
10,8%, y los niveles de células viables post secado a 1 W/g y 2 W/g no fueron
significativamente diferentes entre si. Basado en estos hechos, se selecciond la potencia

de 2 W/g para el test de almacenamiento.

Respecto a los valores de integridad de membrana, resulté llamativa la divergencia
observada respecto a los valores de sobrevida, especialmente para la potencia 1 W/g
(TS 61,5% vs. IM 9,5%). Un andlisis pormenorizado de los diagramas de densidad
obtenidos de la citometria de flujo para estas muestras determiné que el nimero de
células “dafiadas” fue grande (Fig. 22(a)). Debido a que el secado por microondas es
réapido y a que a diferencia de los secado convencionales, el calor se genera dentro del
producto, haciendo que la mayor parte de la humedad se vaporice antes de dejar la
muestra, una hipdtesis que se planted es que la alta tasa de evaporacidon podria hacer
que la presiéon dentro de las células sea mayor a la resistencia de la membrana y que
esto haga que se generen lesiones en la membrana celular, afectando su integridad
temporalmente. Estas células dafiadas, sin embargo, podrian tener la capacidad de
recuperarse una vez que se depositen en el medio de cultivo para el recuento de células

viables.

Para evaluar esta hipétesis se definié un nuevo pardmetro, Integridad de Membrana
Miéxima (IMM), que incluy6 también a las células dafiadas y de esta manera representd
al porcentaje miximo de células (viables o con capacidad de recuperarse) que pueden

detectarse por recuentos en medios agarizados:
IMM (%) = (células vivas + danadas) /células totales

Cuando se calcul6 este pardmetro para los diagramas de densidad de los cultivos
secados al vacio con microondas, se observé una correlaciéon entre la TS y la IMM
(Fig. 22(b)), lo que al menos sostendria la hipotesis de una “permeabilizacion”
transiente y reversible de la membrana.
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Figura 22: Diagrama de densidad de los resultados obtenidos por citometria de flujo
con los fluorocromos TO y PI (a), y valores de integridad de membrana (%) (M),
integridad de membrana méxima (%) (M) y sobrevida (%)( ™) (b), para un cultivo de

B. animalis subsp. lactis INL1 secado al vacio con microondas a la potencia de 1 W/g.

La comparacion entre niveles de viabilidad obtenidos de recuentos en placas
agarizadas y por citometria de flujo ha sido analizada por otros autores. Ben Amor y
col. (2002) hallaron que la utilizacién de dos fluorocromos combinados es muy util no
sOlo para discernir entre células vivas y muertas, sino también células que sufrieron
dafio subletal y tienen la capacidad de recuperarse. En este contexto, la citometria de
flujo cobra relevancia particularmente para detectar cambios fisiolégicos durante el
monitoreo de cultivos probidticos durante su procesamiento y almacenamiento. Debido
a que no existe actualmente registro sobre la aplicacion de las tecnologias de
deshidratacion asistidas por microondas a cultivos microbianos, los efectos sobre el
efecto de estas tecnologias sobre la membrana celular resultan desconocidos. En la
actualidad la hipdtesis sobre esta permeabilizacion transiente de la membrana durante
el secado al vacio asistido con microondas estd siendo investigada y forma parte de la

tesis de grado de un alumno de la Universidad Técnica de Munich.
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4.1.5. Liofilizacion asistida con microondas

Se evalud la combinacién de la liofilizacién con la aplicacién de microondas y se
analiz6 la influencia de la potencia aplicada (W/g), a 0,7 mbar y temperatura méxima
de producto de 30°C. No se observaron pérdidas significativas de viabilidad post-
secado para ninguna de las potencias evaluadas (< 0,2 6rdenes log para todos los
casos). Los valores de tasa de sobrevida e integridad de membrana fueron elevados
para todas las potencias evaluadas (Fig. 23) y los valores de humedad satisfactorios,
entre 3,8% para 2,5 W/g 'y 5,6% para 1 W/g. La correlacion entre TS y MI fue variable
segln la potencia aplicada. Si bien no se observaron diferencias tan marcadas como
para el secado al vacio asistido por microondas, podria evaluarse también para esta

tecnologia la idea de una permeabilizacion transiente de la membrana.
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Figura 23: Energia total absorbida (kW) (M) y tiempo total de secado (h) (A) de B.
animalis subsp. lactis INL1 deshidratada por liofilizacion asistida con microondas, para

potencias de 1, 1,5,2y 2,5 W/g.

No se observaron diferencias significativas en el nimero de células viables (log
UFC/g) ni en la integridad de membrana (%), entre las condiciones ensayadas. Se
seleccion6 la potencia 1,5 W/g para el test de almacenamiento, ya que el costo
energético para esta condicion fue el mds bajo (1,46 kW vs. 1,72 kW, 1,97 kW y 2,03
kW para potencias de 2, 2,5 y 1 W/g respectivamente) (Fig. 24). Los resultados
obtenidos por esta técnica de deshidratacion resultaron alentadores. Se obtuvieron TS

similares o superiores a las obtenidas por la liofilizacion convencional, y en un tiempo
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mucho menor. Por ej., para 1,5 W/g, el tiempo promedio de secado fue de 3,32 h (Fig.

24) mientras que para la liofilizacién se utilizaron entre 21 y 24 h.
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Figura 24: Energia total absorbida (kW) (M) y tiempo total de secado (h) (A) de B.

animalis subsp. lactis INL1 deshidratada por liofilizacion asistida con microondas, para

potencias de 1, 1,5,2y 2,5 W/g.

4.2. Test de almacenamiento acelerado.

Las condiciones seleccionadas para cada técnica de deshidratacion, surgidas de los

ensayos preliminares, se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7: Condiciones seleccionadas para la deshidratacion de B. animalis subsp. lactis

INLI.

Tecnologia

Condiciones seleccionadas

Secado al Vacio
V)

Presion de la cdmara: 25mbar; Temperatura de estante: 35°C;
Tiempo total de secado: 24 h

Secado al Vacio
con Microondas
(VMO)

Potencia: 2W/g; Temperatura max. de producto: 40°C;
Presion de la cdmara: 7 mbar

Liofilizacién (L)

Secado principal: -15°C, 0,37mbar; Secado secundario: +25°C,
0,37mbar; Tiempo total de secado: 24 h

Liofilizacién con
Microondas
(LMO)

Potencia: 1,5 W/g; Temperatura max. de producto: 30°C;
Presion de la cdmara: 0,7 mbar

Secado spray (S)

Temperatura de entrada: 160°C; Temperatura de salida: 80°C;
Flujo de aire: 50 mm; Caudal de alimentacién: 0,005 L/min
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Se realizé un test de almacenamiento acelerado para comparar la estabilidad de los
cultivos deshidratados por las diferentes tecnologias, tanto en presencia como en
ausencia de lactosa (protector seleccionado). La Figura 25 muestra los valores
obtenidos a tiempo cero (luego de la deshidratacion, previo al almacenamiento) para
todos los pardmetros analizados (TS, IM y H). Los valores de células viables luego de
aplicadas las tecnologias de deshidratacion se muestran en la Tabla 8, en la columna

correspondiente a tiempo cero.
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Figura 25: Tasa de sobrevida (TS), integridad de membrana (IM) y humedad (H) de un
cultivo de B. animalis subsp. lactis INL1 sometido a diferentes tecnologias de
deshidratacion: secado al vacio con microondas (VMO), liofilizaciéon con microondas
(LMO), secado al vacio (V), liofilizacién (L) y secado spray (S). Sobrevida en cultivo

sin protector (M) y con lactosa (), integridad de membrana sin protector (¢) y con

lactosa (¢ ), y humedad sin protector (A ) y con lactosa (V).

En general, para los cultivos sin agente protector, los valores obtenidos de TS, IM
y H coinciden con los que se observaron en el ensayo preliminar exploratorio. Cuando
se compararon las diferentes tecnologias de deshidratacion aplicadas a B. animalis

subsp. lactis INL1 (y en las condiciones seleccionadas), se pudo observar que la cepa

87



mostrd gran tolerancia a la liofilizacién y liofilizacién asistida por microondas (con y
sin la adicién de lactosa como protector), seguido por los secados al vacio y al vacio
con microondas. Cuando se aplicaron estas tecnologias, la viabilidad no result6 alterada
significativamente por el agregado de lactosa como agente protector. Se determiné el
contenido de lactosa y dcido lactico por HPLC en el cultivo concentrado de B. animalis
subsp. lactis INL1 sin protector y se observé que contenia 0,98 g/l y 154 g/L
respectivamente (remanentes de la producciéon de biomasa) por lo que tal vez esto
podria estar de cierta forma enmascarando el efecto protector de la lactosa agregada
previo a la deshidratacion. El secado spray fue la tecnologia de deshidrataciéon mds
perjudicial para la viabilidad celular en ausencia del agente protector, pero los niveles
de células viables aumentaron significativamente en presencia de lactosa (p=0,0045) y
esto se vio reflejado en la tasa de sobrevida y la integridad de membrana (Fig. 25). En
todos los casos los valores de humedad (%) y actividad acuosa se encontraron en el

rango de valores adecuados para cada tecnologia de deshidratacion.

Todos los cultivos llegaron a la humedad relativa (ay) a la cual fueron almacenados
dentro de la primera semana. Los cultivos sometidos a L. y LMO fueron los que
mostraron mayor sensibilidad en las primeras semanas de almacenamiento a 25°C y
a,=0.23, en ausencia de lactosa, siendo el cultivo secado al vacio (V) el que mostré
mayor sobrevida a lo largo del almacenamiento (Fig. 26a). Sin embargo, al finalizar el
periodo de 8 semanas, todos los cultivos sin protector y almacenados bajo esta
condicidn sufrieron pérdidas similares de viabilidad, de aprox. 1,5-2 6rdenes log (Tabla
8). El efecto del agregado de lactosa se manifestd durante el almacenamiento de los
cultivos L o LMO, y las sobrevidas de los mismos se incrementaron aproximadamente

10 veces para ambas técnicas de deshidratacion, al finalizar el mismo (Fig. 26b).
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Tabla 8: Niveles de células viables de B. animalis subsp. lactis INL1 deshidratada, a
tiempo cero y al cabo de 8 semanas de almacenamiento a 25°C, y a a,=0,23 y a,,=0,43,

en ausencia y presencia de agente protector (lactosa, L).

L. Actividad to tss

Técnica acuosa Protector (log UFC/g) (log UFC/g)
- 10,5420,12*  9,60+0,06°

a,=0,23 T 5
Secado al vact L 10,46+0,06°  9,18+0,24
ceado at vaclo 043 - 10,5420,12°  2,1540,21°
W L 10,46£0,06%  3.56+0,54°
023 - 10,45£0,09°  9,00+0,11°

Secado al vacio con W L 10,57+£0,05*°  9,32+0,36°
microondas 043 - 10,45+0,09*  2.,56+0,80°
=0, L 10,5740.05°  2.94+0.48°
- 11,07+0,09"  8,97+0,63"

aw=0,23 T B

Liofilizacion L 11,08+0,05 10,04+0,13

oHlzacto 043 - 11,07£0,09 <26
W= L 11,08+£0,05%  2,65+0,66°
" —0.23 - 11,07#0,07*  8,26+0,32°
Liofilizacién con W L 11,0840,08*  9,37+0,22°
microondas 42043 - 11,07+0,07 <2

W L 11,08+£0,08%  3,14+0,62°
- 9,54+0,01*  8,34+0,06°
aw=0,23 T 5
Secado sora L 10,51+0,10°  8,73%0,15
pray 043 - 9,5420.01° __ 3,08+1,06°

=0, L 10,5140.10°  2.98+1,14°

* todos son valores promedio + SD, de dos secados independientes.

a,b,c,d

Los valores en

la misma linea con superindices distintos son significativamente diferentes (p < 0,05 ; p

< 0,01 y p < 0,005).
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Figura 26: Tasa de sobrevida (%) (M) e integridad de membrana (%) (* ) a las semanas
1,2, 4, 6 y8 (columnas consecutivas) de almacenamiento a 25°C y a,, = 0,23, para los
cultivos deshidratados de B. animalis subsp. lactis INL1 sin protector (a) o con lactosa
(b), obtenidos por secado al vacio (V), secado al vacio con microondas (VMO),

liofilizacién (L), liofilizacién con microondas (LMO) y secado spray (S).

El uso de la citometria de flujo no resulté efectivo (como alternativa a la
viabilidad) para el seguimiento de la estabilidad de los cultivos almacenados (Fig. 26).
Esto podria deberse a la alta influencia que tienen la temperatura y humedad, en la
estabilidad de las membranas bioldgicas cuando estas se encuentran “atrapadas” en una

matriz vitrea (Ananta y col., 2005). Sin embargo, la citometria de flujo si permitio,
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cuando se compararon los valores de IM en ausencia y presencia de lactosa, observar el

efecto estabilizador de la lactosa sobre la membrana celular.

Cuando los cultivos deshidratados se almacenaron a a,=0,43 (condiciéon de
almacenamiento adversa), luego de una semana de almacenamiento todos los cultivos
mostraron una humedad de aprox. 12,5% y el pardeamiento de los mismos fue evidente
a simple vista. Las tasas de sobrevida fueron menores al 2% luego de 1 semana para los
cultivos sin protector, y luego de 2 semanas para los cultivos con lactosa, para todas las
técnicas de deshidratacion excepto el V (TS= 9% luego de 2 semanas, con lactosa). Los
niveles finales (log UFC/g) de células viables para todas las condiciones de

almacenamiento se muestran en la Tabla 8.

La seleccion de lactosa como agente protector para todas las técnicas de
deshidratacion se basé en que fue utilizada previamente para la liofilizacién de B.
animalis subsp. lactis INL1 con resultados positivos tanto durante el proceso de secado
como durante el almacenamiento y la simulacién a digestién géstrica (Capitulo Ila;
Vinderola y col. 2012). Si bien en este trabajo se evidencié su efectividad como agente
protector durante el proceso de deshidratacion y/o el test de almacenamiento,
particularmente para el secado spray, la liofilizacién y la liofilizacion asistida por
microondas, para los secados al vacio y al vacio asistido por microondas no se
observaron mayores diferencias entre los cultivos con y sin lactosa, por lo que se

analizo la utilidad de otros agentes protectores.

Para el secado al vacio se seleccion6 como agente protector alternativo la
maltodextrina, un polimero de glucosa. Este polisacdrido ha sido utilizado para la
liofilizacion y el secado spray de cultivos bacterianos (Kurtman y col., 2009, Y onekura
y col., 2014). Su seleccién para el secado al vacio se bas6 en resultados previamente
obtenidos en el laboratorio del Dr. Kulozik en los que se obtuvieron buenas
viabilidades para esta tecnologia/agente protector cuando se aplic6 a una cepa de L.
delbrueckii subsp. bulgaricus (resultados ain no publicados). Para las condiciones
seleccionadas y utilizadas en el test de almacenamiento acelerado (25 mbar/35°C), se
observé un aumento significativo en la tasa de sobrevida y la integridad de membrana
en comparacion al cultivo sin protector. Mientras que los valores de TS e IM obtenidos
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para el proceso de deshidratacion al vacio, para el cultivo sin y con lactosa, fueron de
aproximadamente 20%-30%, los valores para maltodextrina fueron de 59% y 51% para
TS e IM respectivamente. Estos resultados confirman que la maltodextrina, ain siendo
un polimero de gran peso molecular en comparacién con la lactosa, puede ser un buen

agente protector para este tipo de deshidratacion.

Para el secado al vacio con microondas se evaluaron 3 agentes protectores
diferentes: sorbitol, maltodextrina y caseinomacropéptido (CMP). Se prepararon los
cultivos de la misma forma que para lactosa y se secaron en un mismo batch de secado
a una potencia de 2 W/g y temperatura maxima de producto de 40°C (Fig. 27). A
simple vista se observé que la formacién de espuma, caracteristica de este tipo de

secado, resultd visiblemente incrementada en el cultivo adicionado de CMP, debido

probablemente a su naturaleza proteica.

Figura 27: Cultivo de B. animalis subsp. lactis INL1 sin protector y con sorbitol,
maltodextrina y CMP, previo (izquierda) y posterior (derecha) al secado al vacio con

microondas.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 28. Mientras que el sorbitol
parecié no ejercer un efecto protector en el cultivo de B. animalis subsp. lactis INL1
durante el secado al vacio con microondas a las condiciones evaluadas, la
maltodextrina y el CMP llevaron a un incremento en la sobrevida de las células. Los

valores de TS pasaron de 24% en el cultivo sin protector a 42% y 64% para
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maltodextrina y CMP respectivamente, superando asi el valor obtenido para lactosa

(31% de TS).

11,50 100
11,00 80
o0
~
o 10,50 60
% _
S
i)
9,50 20
9,00 - 0
sin protector sorbitol maltodextrina

Figura 28: Numero de células viables (W), tasa de sobrevida (%) (A) e integridad de
membrana (%) (¢ ) de B. animalis subsp. lactis INL1 secada al vacio con microondas,
para potencia de 2 W/g, sin protector o en presencia de sorbitol, maltodextrina y

caseinomacropéptidos (CMP).

Respecto a los valores de IM, nuevamente se observd que la utilizaciéon de los
fluoréforos TO y PI para el andlisis por citometria de flujo no resulté util como
alternativa al recuento de células viables en medio agarizado, para esta tecnologia de
deshidratacion. Evidentemente ocurrieron cambios en la permeabilidad de la membrana
bacteriana durante el secado al vacio con microondas, que se pusieron de manifiesto

cuando se utilizo la citometria de flujo para monitorear la viabilidad de los cultivos.

En este estudio se analizaron tecnologias de deshidratacion “tradicionales” como la
liofilizacién y el secado spray, una tecnologia alternativa como el secado al vacio que
ya ha sido evaluada para la obtencién de cultivos starters y probidticos comerciales
(Bauer y col., 2012) y dos tecnologias “innovadoras” sobre la que no existen reportes
previos de su aplicaciéon a cultivos bacterianos, como el secado al vacio y la
liofilizacién asistidos por microondas. La ausencia de bibliografia respecto a estos
ultimos dificulta la discusién profunda de los resultados obtenidos, o extrapolar los
resultados para seleccionar una tecnologia de deshidrataciéon 6ptima para cultivos de
bifidobacterias, por lo que el objetivo de este trabajo tuvo como finalidad comparar las

distintas tecnologias para la deshidratacion de B. animalis subsp. lactis INLI,
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principalmente contraponiendo los resultados obtenidos para las tecnologias
alternativas respecto a las tecnologias tradicionales. La liofilizacién es la tecnologia
mads aplicada a nivel industrial para la remocién de agua de materiales sensibles al
calor, entre ellos los cultivos bacterianos utilizados en la industria alimentaria, ya que
permite obtener productos deshidratados de alta calidad comparado a otros métodos
debido a las bajas temperaturas que utiliza y a la ausencia de oxigeno en el proceso.
Ademads posee la ventaja de que la rehidratacion de los liofilizados es facil ya que
debido a la sublimacion, estos conservan la estructura y una cierta rigidez que previene
que colapse la matriz sélida durante la deshidratacidn, por lo que se obtienen materiales
porosos y féciles de rehidratar (Duan y col., 2010). Sin embargo, el alto costo y la
prolongada duracién del proceso, sumado al creciente interés por el uso de tecnologias
que minimicen el impacto medioambiental, hace que hoy en dia el desarrollo de nuevas
tecnologias de deshidratacion esté en expansion. En la actualidad las tecnologias que
hacen uso de microondas ya estdn siendo utilizadas, particularmente sobre productos de
origen vegetal (Orsat y col., 2007, Malafronte y col., 2012, Pei y col., 2014). Atln mas,
en el periodo 2007-2013 se desarrollé un proyecto denominado “Novedoso secado al
vacio asistido por microondas para alimentos sensibles al calor” financiado por un
consorcio de la Unién Europea denominado Mild-Dry (www.milddry.eu), en el que no
sélo se evalud esta nueva tecnologia debido a su menor costo y tiempos de secado sino
que focalizaron en el disefio del equipamiento especifico para la aplicacion de esta
tecnologia a nivel industrial. Los resultados obtenidos para B. animalis subsp. lactis
INLT para las tecnologias de deshidratacion asistidas por microondas (VMO y LMO)
han sido comparables en viabilidad a la liofilizacién, y los tiempos han sido
considerablemente menores. Adn cuando debido a la limitacién de tiempo de la estadia
en Alemania no se han podido evaluar un gran ndmero de condiciones, la cepa ha
demostrado ser robusta y sobrevivir en ndmeros satisfactorios a las tecnologias
alternativas, bajo las condiciones estudiadas. Respecto al uso de agentes protectores,
los azidcares son utilizados normalmente como lioprotectores ya que ayudan a aumentar
la temperatura de transicion vitrea y por lo tanto contribuyen a que las células viables
alcancen el estado vitreo sin que se forme hielo intracelular (Tripathi y Giri, 2014),

mientras que para el secado spray se han obtenido buenas tasas de sobrevida con
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agentes de diversa naturaleza: leche descremada, proteinas de suero, lactosa y
polimeros como dextrano y goma acacia (Hubalek, 2003), y para el secado al vacio el
uso de sorbitol ha sido particularmente efectivo en la sobrevida de una cepa de L.
helveticus (Santivarangkna y col., 2006). Cuando se analizé el uso de protectores
alternativos a la lactosa, para el secado al vacio y el secado al vacio asistido por
microondas, los resultados obtenidos mostraron que es posible mejorar la viabilidad
post deshidratacion utilizando maltodextrina y/o CMP respectivamente, y que la
eleccién de un agente protector determinado debe ser analizado para cada tecnologia de
deshidratacion en particular. Otro aspecto a tener en cuenta a la hora de seleccionar un
agente protector son las condiciones de almacenamiento que van a ser utilizadas para el
cultivo deshidratado, ya que no siempre un buen protector para el proceso de
deshidratacion es sinénimo de un buen protector para la estabilidad de los cultivos en
estado seco (Kurtmann y col., 2009). Por ejemplo, cuando son almacenados a
temperatura ambiente o humedad relativa altas, la viabilidad de los probidticos en
productos que contienen azicares disminuye debido a su temperatura de transicion
vitrea ya que a temperatura ambiente los azicares forman cristales altamente viscosos
(Vega y Roos, 2006, Passot y col., 2012), mientras que la presencia de un estado vitreo

mejora la vida durante el almacenamiento.

El contenido de oxigeno es uno de los factores mds importantes que afectan la
viabilidad de los probidticos especialmente durante el periodo de almacenamiento (Lee
y Salminen, 2009), no sélo por la toxicidad directa que presenta para las células sino
también por la produccion de perdxidos toxicos y radicales libres producto de la
oxidacién de algunos componentes, como los lipidos de la membrana (Korbekandi y
col., 2011), por lo que se recomienda que el nivel del mismo debe ser tan bajo como
sea posible durante el almacenamiento. Las bifidobacterias se encuentran entre los
microorganismos probidticos mds sensibles a oxigeno debido a su naturaleza
anaerébica si bien B. animalis subsp. lactis generalmente es la especie mds
aerotolerante dentro del género (Tripathi y Giri, 2014). La temperatura de
almacenamiento también es un factor importante y generalmente es inversamente

proporcional a la viabilidad de los microorganismos (Gardiner y col., 2000), debiendo
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ser almacenados preferiblemente a una temperatura de 4-5°C (Mortazavian y col.,
2007). Se han reportado pérdidas de viabilidad considerables para cultivos de
bifidobacterias liofilizados y almacenados a 20°C (Bruno y Shah, 2003) o cultivos
secados spray y almacenados a 15°C y 25°C (Simpson y col.,, 2005). Celik y
O’Sullivan (2013) han estudiado la estabilidad al almacenamiento de la cepa comercial
B. animalis subsp. lactis Bb12 liofilizada y de la cepa B. longum DJO10A, utilizando
trehalosa como agente protector, bajo diferentes condiciones de temperatura (de -80 a
45°C), actividad acuosa (de 0,02 a 0,92), y atmoésfera (aire, vacio, nitrégeno), y
observaron que esta cepa comercial sobrevivid todas las condiciones de
almacenamiento evaluadas, con sobrevida satisfactoria a temperaturas de hasta 21°C,
actividades acuosas de hasta 0,44 y en las 3 atmésferas evaluadas, mientras que la cepa
de B. longum mostré mayor sensibilidad a las diferentes condiciones evaluadas. En este
trabajo los cultivos deshidratados obtenidos con todas las tecnologias estudiadas fueron
sometidos un test de almacenamiento acelerado, a 25°C y dos actividades acuosas:
a,=0,23 y a,=0,43. Para que fuera posible que los cultivos llegaran a esas actividades
acuosas, los mismos no fueron almacenados al vacio. Aun bajo estas condiciones
desfavorables, particularmente la presencia de oxigeno que es una fuente de estrés para
las bifidobacterias, B. animalis subsp. lactis INL1 mostré niveles de células viables de
aprox. 9 log UFC/g para todas las tecnologias aplicadas, cuando se la almacend a
a,=0,23 durante 8 semanas. Lo que sugiere que en condiciones de almacenamiento més
adecuadas, podria ofrecer mejores resultados de viabilidad Esto sugiere no sélo la
robustez de la cepa hacia diferentes tecnologias de deshidratacion sino también un alto

grado de tolerancia a condiciones de almacenamiento adversas.

4.3. Secado spray de B. animalis subsp. lactis INL1 en leche descremada a

escala laboratorio e industrial.

El secado spray es un proceso de deshidratacion ampliamente instalado en la
Argentina, en todas las etapas desde el laboratorio hasta escala industrial. Luego de la
liofilizacion, es la tecnologia mds estudiada para la deshidratacién de cultivos, ya que

permite la obtenciéon de grandes cantidades de producto y a costos comercialmente
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viables (Schuck y col., 2013). La existencia de un secadero spray de laboratorio en el
INTA EEA-Rafaela (grupo con estrecha colaboracion con el INLAIN) y los resultados
positivos obtenidos durante el trabajo de Tesis Doctoral de la Dra. Roxana Péez
(dirigida por el director del INLAIN) en relaciéon a la viabilidad al secado spray de
cepas comerciales de lactobacilos en leche descremada (Pdez y col., 2012, Pdez y col.,
2013) alentaron a continuar estudiando la capacidad de B. animalis subsp. lactis INL1
de sobrevivir a la deshidratacién mediante esta tecnologia. Cuando se aplico esta
tecnologia a escala laboratorio, empleando como matriz leche descremada al 20%
(p/v), se obtuvieron para una temperatura de entrada de 160°C, temperatura de salida
de 83°C y caudal de alimentacién 0,0075 L/min, polvos con 3,86 + 0,11% de humedad
y un nivel de células viables de 9,93 + 0,21 log UFC/g, registrindose una muerte
térmica (log UFC/mL preecado spray - 10g UFC/mL  postsecado spray) promedio (no
significativa) de solo 0,21 = 0,17 log UFC/mL. Comparando estos resultados con los
obtenidos en la seccién 3.1.2. del presente capitulo, puede observarse que para
condiciones de secado similares (TS=83°C vs. TS=80°C; TE=160°C en ambos casos) y
utilizando el mismo equipo de secado (secadero Biichi modelo B-290) y la misma
matriz (leche descremada al 20% (p/v)), se obtuvieron resultados diferentes. Mientras
que en la seccion 3.1.2. se observaron pérdidas significativas de viabilidad post secado
y tasas de sobrevida menores al 20%, en este trabajo se obtuvieron polvos con muerte
térmica no significativa posterior al proceso. Mientras que el cultivo utilizado en la
seccion 3.1.2. se obtuvo a partir de una fermentacion a escala industrial a pH constante
(pH=6,0), las células utilizadas para este trabajo fueron cultivadas a escala laboratorio y
a pH libre. Es ampliamente conocida la influencia de las condiciones de fermentacion
en la resistencia al congelamiento, la liofilizacién y el secado al vacio, siendo estos
efectos fuertemente cepa-dependientes (Bauer y col., 2012). Los resultados obtenidos
durante el secado spray de B. animalis subsp. lactis INL1 podrian indicar la
dependencia de la resistencia de esta cepa al secado spray con las condiciones de

cultivo.

Los resultados obtenidos a escala laboratorio generalmente no pueden generalizarse

directamente a los procesos a escala piloto o industrial debido a las diferencias en los
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equipamientos utilizados, lo que resulta en variaciones considerables en los pardmetros
operativos (Fu, y col., 1994, Fu y Chen, 2011). En este contexto, se realizaron dos
ensayos de secado spray de la cepa en escala industrial, explorando condiciones
preliminares que pudieran conducir a obtener polvos con alta sobrevida y humedad
adecuada. En un primer ensayo se evaluaron tres pares de condiciones temperatura de
entrada (°C)/temperatura de salida (°C): 166°C/62°C; 171°C/78°C y 178°C/75°C. En
todos los casos se obtuvieron pérdidas de viabilidad menores a 0,5 6rdenes log. en los
polvos, aunque humedades elevadas (aprox. 7,3%). En el segundo ensayo, se trabajo a
una uUnica temperatura de entrada (180°C), y se evaluaron temperaturas de salida
mayores a las del primer ensayo y crecientes: 80°C, 85°C y 90°C. Los resultados de

viabilidad y humedad se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9: Viabilidad y humedad de los polvos obtenidos durante el secado a nivel

industrial de B. animalis subsp. lactis INLI.

Recuentos Recuentos
pre secado post secado Humedad (%)
(log UFC/mL) (log UFC/mL)
TS
o 80 85 90 80 85 90
°C)

8,02+0,01° 7,6420,06° 7,7540,02° 7,5120,03° 5,9+0,1 4,6+0,1 5,3%0,1

En todos los casos se trabajo a una temperatura de entrada de 180°C. TS = temperatura

. b,
de salida. ¢

(p<0,05;p<0,01yp < 0,005).

Los valores con superindices distintos son significativamente diferentes

Si bien bajo todas las condiciones evaluadas se obtuvieron pérdidas significativas
de viabilidad post-secado de aproximadamente 0,5 6rdenes log, lograron obtenerse
polvos con humedades satisfactorias, particularmente para el par de condiciones TE/TS
de 180°C/85°C. Ademds, bajo estas condiciones, se obtuvo una tasa de sobrevida
elevada (aprox. 52%). Debido a la proximidad de este ensayo y la finalizacion del
trabajo de Tesis Doctoral, no se disponen al momento del cierre de este manuscrito los
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valores de viabilidad a lo largo del almacenamiento refrigerado de los polvos

obtenidos.

Ensayos futuros deberian realizarse procurando trabajar con una suspension celular
mads concentrada de la bifidobacteria, de manera que el escalado se aproxime mds a la
produccién de un cultivo deshidratado a nivel industrial. Sin embargo, estos resultados,
si bien preliminares, demuestran que B. animalis subsp. lactis INL1 es capaz de ser

producida en forma de cultivo secado spray a nivel industrial.
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5. Conclusiones parciales.

La obtencién de cultivos deshidratados con alto ndmero de células viables y
estabilidad al almacenamiento es un paso fundamental con vistas a la transferencia de
un cultivo potencialmente probidtico a la industria. La técnica mds ampliamente
utilizada en la actualidad es la liofilizacion, si bien presenta como principal desventaja
el tiempo del proceso y el costo de instalaciéon y operacion. El secado spray es otra
tecnologia que, si bien no se usa ain de forma masiva para la produccién de cultivos a
gran escala, estd ampliamente instalada en el &mbito local. Este hecho ha incentivado el
interés de avanzar en el conocimiento sobre su potencial de aplicacion. En esta parte
del trabajo se estudiaron estas dos tecnologias de deshidratacion y otras tres: secado al
vacio, al vacio con microondas y liofilizacién con microondas, menos convencionales

pero atractivas principalmente desde el punto de vista econdmico.

B. animalis subsp. lactis INL1 demostré ser una cepa robusta, obteniéndose para
todos los secados altos niveles de viabilidad (mayores a 9,5 6rdenes log). En particular
la liofilizacién con microondas demostré gran potencial para la obtencién de cultivos
deshidratados, ya que en un corto tiempo se obtuvo un producto con bajo contenido de
humedad y alta tasa de sobrevida. Respecto al almacenamiento en condiciones adversas
(25°C, ay=0.43), el secado al vacio mostré una leve mejor tolerancia respecto a los
otras técnicas de deshidratacion. El empleo de lactosa fue efectivo como protector
durante la deshidrataciéon y el almacenamiento de los cultivos obtenidos por secado
spray, liofilizacién o liofilizacion asistida por microondas, pero para las otras técnicas
deberian analizarse otros agentes protectores. Resultados preliminares muestran que la
maltodextrina podria ser de interés para las deshidrataciones al vacio y al vacio con

microondas.

Finalmente, se evalud la aplicacién de secado spray a escala industrial en leche
descremada. Luego de dos ensayos independientes lograron obtenerse polvos con
humedades satisfactorias y elevada sobrevida, lo que resulta prometedor debido a la
factibilidad de aplicar este proceso a nivel industrial en nuestro pais para la cepa en

estudio.
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Capitulo III

Estudio funcional de una cepa de leche materna,

B. animalis subsp. lactis INLTI1.
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Introduccién general.
Sistema inmune asociado a la mucosa intestinal.

El tracto gastrointestinal aloja la mayor coleccion de células inmunoldgicas del
organismo y es el ambiente donde entran en contacto los antigenos alimentarios y las
células residentes. El sistema inmune de la mucosa intestinal (SIM) estd compuesto por
células B y T, células dendriticas (CD), macréfagos y otros tipos celulares unicos
dentro del sistema como las células M, las células de Paneth y los linfocitos
intraepiteliales. Estos tipos celulares estin presentes en forma difusa en la ldmina
propia de la mucosa u organizados en microambientes localizados, tales como las

placas de Peyer en intestino delgado y los nddulos linfaticos mesentéricos (Fig. 29).
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Figura 29: Diagrama esquemadtico de la organizacion del sistema inmune de la mucosa

intestinal (adaptado de Magalhaes y col., 2007).

Debido a que la mucosa del tracto gastrointestinal es una de las mayores interfaces
entre el hospedador y el ambiente, es sometida continuamente a una alta carga
antigénica. Su tejido linfoide asociado (GALT, segun su sigla en inglés) debe ser capaz

de montar respuestas protectoras contra los organismos invasores y al mismo tiempo
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mantener un estado de no respuesta o tolerancia hacia los antigenos de su entorno,
propios o no daifiinos (bacterias comensales y antigenos dietarios) (Suzuki y col., 2007),
ademds de asegurar la diversidad de la microbiota (Rescigno, 2013). Funcionalmente,
el GALT puede ser dividido en sitios inductores y efectores. Los sitios inductores son
aquellos donde los antigenos del lumen son colectados y la respuesta inmune es
inducida, como los nédulos linfaticos mesentéricos, las placas de Peyer en el intestino
delgado, los ndédulos del intestino grueso y los foliculos linfaticos aislados. Los sitios
efectores son aquellos donde las células inmunes se diferencian y ejercen su funcidn, e

incluyen el epitelio y la ldmina propia (Magalhaes y col., 2007).

Para ser capaz de responder a las necesidades del organismo, la respuesta inmune
de la mucosa tiene algunas peculiaridades respecto al sistema inmune sistémico:
mientras que el primero co-existe con un gran nimero de microorganismos (microbiota
intestinal), en el otro la presencia de bacterias es sefial de infeccion. Esto se vuelve
evidente si consideramos que es importante no eliminar sino coexistir pacificamente
con la microbiota del intestino para prevenir la expansion de bacterias dafiinas y al
mismo tiempo mantener una microbiota variada y beneficiosa. Una de las
peculiaridades del SIM es que produce constitutivamente grandes cantidades de
inmunoglobulina A (IgA) en respuesta a la interaccién con la microbiota (Kato y col.,
2014). La IgA es el isotipo de anticuerpo predominante en la mucosa intestinal, es
producida por las células B de la ldmina propia una vez diferenciadas a células
plasmadticas, secretada en forma de dimero y transportada a través del epitelio mucoso
por una proteina receptora de inmunoglobulinas poliméricas, también conocida como
componente secretorio. La IgA secretoria (S-IgA) actia previniendo que antigenos
luminales penetren la superficie intestinal, siendo capaz de neutralizar toxinas y
organismos infecciosos ademds de regular la composicién de la microbiota intestinal y
limitar la inflamacién local inducida por algunos patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs de su sigla en inglés) (Wershil y Furuta, 2008). Otra particularidad
importante del intestino es su capacidad de seleccionar mecanismos inmunes
regulatorios y efectores de manera de neutralizar patdgenos y prevenir al mismo tiempo

el dafio del tejido, de manera que no se vea comprometida la integridad de la barrera
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intestinal (Cerutti y Rescigno, 2008). La relaciéon del SIM con la microbiota es
indispensable para un funcionamiento correcto de las defensas mucosas y se habla de
una “homeostasis inmune” modulada por las bacterias comensales (Ivanov y Littman,
2010). Las sefales de las bacterias intestinales promueven la integridad de la barrera
epitelial, regulan las “tight junctions” (uniones firmes entre enterocitos) y protegen a
las células epiteliales intestinales (CEI). También inducen la produccién y secrecion de
S-IgA, de péptidos antimicrobianos por parte de las células de Paneth y de mucinas a
partir de las células Goblet (Huang y col, 2013). Las mucinas forman la estructura del
mucus, el cual cubre la superficie epitelial y estd conformado por dos capas, siendo su
capa interior mds viscosa y practicamente impenetrable para las bacterias, y el lugar
donde se acumulan la mayor parte de los péptidos antimicrobianos y la S-IgA

secretada.

Mis alld de la barrera de mucus y la contencién de las bacterias comensales, estas
son detectadas por el SIM. Un “muestreo” es realizado por las células M en las placas
de Peyer, lo cual es importante para la generacidon de respuestas antigeno-especificas.
Ademds las CD de la ldmina propia también pueden extender sus proyecciones
citoplasmaticas (“dendritas”) al lumen intestinal y “muestrear” la microbiota intestinal.
Un rol importante en muchas de las respuestas inmunes innatas son reguladas por
receptores tipo-Toll (TLR de su sigla en inglés), una familia conservada de receptores
inmunes innatos que reconocen patrones moleculares asociados a microbios como
lipopolisacaridos, lipoproteinas y dcidos nucleicos metilados, y que se expresan en las
CD, CEI y otras células inmunes de la mucosa. El reconocimiento de patrones
microbianos por parte de estos receptores representa un factor critico en la simbiosis
entre hospedador y microbiota, la integridad de la mucosa e incluso estdn asociados a
algunos efectos benéficos mediados por probiéticos (Huang y col., 2013). Las CD son
potentes c€lulas presentadoras de antigenos (APCs de su sigla en inglés) que inducen
respuestas inmunes primarias contra infecciones microbianas y otros estimulos. Cuando
se activan, las CD promueven la expresion de moléculas co-estimulatorias y migran
hacia 6rganos linfoides secundarios donde activan células T antigeno-especificas. Los

tipos de citoquinas y otros factores que son secretados por las CD y otras células
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inmunes programa la diferenciacion de células ThO naives a células efectoras Thl, Th2
o Th17, o bien a células regulatorias Treg (Plaza Diaz y col., 2014). La secrecién de
citoquinas permite una alta comunicacion entre las células del sistema inmune de la
mucosa. Estas moléculas de naturaleza peptidica se encargan de regular la magnitud y
naturaleza de la respuesta inmune en funcion del estimulo activador. Algunas de las
citoquinas involucradas en la respuesta inmune de la mucosa intestinal son las
interleuquinas IL-4, IL-5 e IL-10 y el TGF B, secretadas por los linfocitos Th, las CEl y
otras células de la inmunidad innata para inducir el cambio de células B a isotipo IgA,
regular la secrecién de este tipo de inmunoglobulina en la [dmina propia y modular las

respuestas inflamatorias (Blum y col., 1999).
Probidticos y caracterizacion funcional.

En los dltimos 20 afios el uso de probidticos ha proliferado considerablemente
(Floch, 2014) y se han obtenido importantes avances en la seleccion y caracterizacion
de cultivos especificos y en la comprobacion de los efectos benéficos que presenta el
consumo de los mismos para la salud. De estos estudios, cepas seleccionadas de los
géneros Bifidobacterium y Lactobacillus han recibido la mayor atencion por sus efectos
funcionales, principalmente a nivel de la mucosa intestinal, y se han reportado
NUMErosos ensayos in vitro € in vivo en animales, seguidos en algunos casos de ensayos

clinicos en humanos.

Desde un punto de vista funcional, la seleccion de bacterias se realiza en diferentes
etapas. Normalmente se comienza con un “screening” donde las cepas en estudio deben
demostrar ser capaces de resistir las barreras fisico-quimicas que presenta el tracto
gastrointestinal, especialmente el estrés dcido y la presencia de bilis (Bao y col., 2010,
Solieri y col., 2014). Si bien los efectos benéficos de muchos microorganismos
probidticos son actualmente reconocidos, el conocimiento sobre los mecanismos
particulares de cada cepa que explican estos efectos generalmente es limitado. Los
modos de accién aceptados incluyen la produccién de sustancias antimicrobianas, la
competicion por nutrientes y la exclusiéon competitiva de patégenos (Parvez y col.,

2006), por lo que otro de los estudios in vitro que normalmente se realiza al momento
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de seleccionar cepas de interés es la capacidad de inhibir microorganismos patégenos
(Vinderola y col., 2008). Otras vias de accidon propuestos para ejercer sus efectos
probidticos se relacionan con capacidades metabdlicas especificas como la capacidad
de fermentar azicares complejos, secretar exopolisacdridos (EPS) o sintetizar isdémeros
bioactivos del dcido linoleico conjugado (CLA) (Russel y col., 2011) por lo que en los
ultimos afios se han utilizado este tipo de tests para evaluar estas capacidades
metabdlicas como criterio de seleccion. Algunos microorganismos, particularmente las
bifidobacterias, son capaces de fermentar azicares complejos como los prebidticos
(Grimm y col., 2014). El término prebidtico fue introducido en 1995 por Gibson y
Roberfroid como “ingredientes dietarios no digeribles que estimulan selectivamente el
crecimiento y/o actividad de uno o un grupo limitado de bacterias en el colon,
mejorando por lo tanto la salud del hospedador” (Bosscher y col., 2009). Los
prebidticos mds comunmente utilizados son los fructanos como la inulina, la
oligofructosa, los fructo-oligosacdridos y los galacto-oligosacdridos como la rafinosa
(Whelan, 2013). Cuando estos prebidticos son administrados en cantidades adecuadas,
solos 0 en compafifa de un probidtico, pueden incrementar la actividad sacarolitica
dentro del intestino y promover selectivamente el crecimiento de bifidobacterias
(Guarner, 2007). Una predominancia en el nimero de microorganismos beneficiosos no
s6lo fortaleceria la funcién de barrera intestinal contra microorganismos
potencialmente perjudiciales, sino que ademds la fermentacion de estos azucares lleva a
la produccién de 4cidos grasos de cadena corta (SCFA de su sigla en inglés), lo que a
su vez sirve de combustible para los colonocitos, estimula el crecimiento de células
mucosas colorrectales y disminuye el riego de aparicidon y proliferacion de células
cancerigenas en el colon (Rossi y col., 2005). La produccién de EPS tiene relevancia ya
que no solo es importante para la colonizacién del hospedador y confiere resistencia al
bajo pH géstrico y a bilis, sino que también podrian modificar positivamente la
respuesta inmune del hospedador (Grimm y col., 2014). En cuanto a la sintesis de
isdmeros bioactivos de CLA, su relevancia reside en que éstos han mostrado ejercer
una amplia variedad de actividades bioldgicas favorables en modelos animales

experimentales y en cultivos de células humanas. Entre los efectos benéficos que se les
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atribuyen a los distintos isémeros se encuentran actividad anti-inflamatoria, anti-

cancerigena (O’Shea y col., 2012) y anti-adipogénica (Russell y col., 2011).

El siguiente paso en la evaluacion funcional de potenciales probidticos es la
evaluacion de sus efectos benéficos en cultivos de células y en modelos in vivo. El
modelo murino es ampliamente utilizado para estudios de inmunomodulacién a nivel
intestinal y se han reportado un considerable nimero de estudios en los que la
administracion de determinadas cepas de lactobacilos y bifidobacterias aumentaron la
produccion de IgA, el nimero de células productoras de IgA o bien produjeron
modificaciones en los perfiles de citoquinas (de Moreno de LeBlanc y col., 2008,
Mileti y col., 2009), si bien los mecanismos de accién de cada cepa probidtica no se
han establecido en detalle atin para todos los aislamientos utilizados como probiéticos
(Sakai y col., 2014). Ademads, se han puesto a punto diversos modelos animales de
enfermedades gastrointestinales para evaluar la utilidad las cepas probidticas en su
tratamiento y prevencion. En la actualidad existen modelos murinos para estudiar
dolencias causadas por patdgenos gastrointestinales como Salmonella (de Moreno de
LeBlanc y col., 2010) y Helicobacter pylori (Chenoll y col., 2011), de diarrea aguda,
asociada a antibidticos y del viajero, y de sindrome del intestino irritado (IBD de su
sigla en inglés), entre otros. Una vez observada la seguridad y efectividad de un
determinado microorganismo, y si su fin es el consumo humano, una etapa obligada
previo a su transferencia a la industria y comercializacion, es la realizacién de un
ensayo clinico aleatorio (ECA) doble ciego con control de placebo en humanos
(FAO/WHO, 2002). En los dltimos afios se ha visto un incremento considerable en el
nimero de ensayos clinicos con probidticos para fines especificos, en particular
estudios sobre el efecto benéfico en la poblacion pedidtrica (Chen y col., 2012).
Algunos de los efectos saludables descriptos incluyen disminucién de la frecuencia de
diarreas infantiles (Basu y col., 2009), atenuacion de eczemas atépicos (Wickens y col.,
2013) y enfermedades respiratorias (Kukkonen y col., 2008, Luoto y col., 2014),
mientras que otros ensayos no han mostrado efectos positivos respecto al grupo placebo
(Salazar-Lindo y col., 2004, Sung y col., 2014). Las discrepancias en los resultados de

diferentes estudios utilizindose la misma cepa y aplicada para tratar una misma
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afeccion, hace evidente que el éxito o no de la administracion temprana de probidticos
depende no sélo de la cepa empleada, sino también de la dosis (concentracion y tiempo

de administracion) y de la patologia sobre la que se pretenda actuar o prevenir.

Algunas de las cepas mds ampliamente estudiadas y que mostraron efectos
prometedores han sido introducidas al mercado principalmente en forma de

suplementos dietarios 6 bien incorporados a productos lcteos (Tabla 10).

Tabla 10: Productos probidticos comerciales para aplicacion humana y efectos
benéficos. [Adaptado de Saulnier y col. (2009), Saad y col. (2013), Viera y col.
(2013).]

Nombre y .
. Beneficio . ‘2
tipo de Cepa L. P Mecanismo de accion propuesto
clinico/médico
producto
Alivia constipacién
Mejora las propiedades
fecales y la microbiota
Probio-Tec® Efectos positivos contra
* . . L i A 1 i
(*) Bifidobacterium animalis dlaqea aguda . umento de a}requesta inmune
subs. lactis Bb12 Reduce diarrea asociada  Efecto en la inmunidad innata
Suplemento P- a antibidticos Modificacién de la microbiota
dietario Aumenta la respuesta de
anticuerpos intestinal en
nifios alimentados con
féormula
Previene diarrea .. .
. . Prevencion de bacteremia
relacionada a rotavirus P
en nifios sistémica
. Mejora de la homeostasis epitelial
Culturelle® Reduce el riesgo de ! . . P
. . . . intestinal
Lactobacillus casei subsp. infecciones del tracto .
. . e Atenuacion de respuestas
Suplemento rhamnosus GG respiratorio en nifios . g
. . . . inflamatorias sistémicas y locales
dietario Util en la prevencion de .. . .
P Secrecidn de sustancias anti-
dermatitis atépica en . .
nifios con alto riesgo de inflamatorias
) riese Produccién de bacteriocinas
alergia
4 cepas de Lactobacillus (L. Aumento de la respuesta
casei, L. plantarum, L. Enfermedad del intestino inmune/efectos anti-inflamatorios
VSL#3® acidophilus y L. delbrueckii . Aumento de la defensa mucosa
’ inflamado
subsp. bulgaricus), 3 cepas de Pouchitis del hospedador
Suplemento  Bifidobacterium (B. breve, B. . . . Refuerzo de la funcién de barrera
L . . Sindrome de intestino 9 . .
dietario longum y B. infantis) y 1 cepa . Modulacién de la microbiota
T irritado . . ..
de Streptococcus salivarius Reduccién de inflamacién en
subsp. thermophilus) alergia a los alimentos
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Actimel®
Lactobacillus casei DN-

Lécteo (leche 114001 Modulacién del sistema inmune
fermentada)
Activia® Bifidobacterium animalis Regula el 51s.tema dlgestlvo.
reduciendo el tiempo de transito
. DN-173 010 . .
Lacteo (yogur) intestinal
Yakult®
. . op: Efecto en la inmunidad innata
Lacteo (leche Lactobacillus casei Shirota Atenuacion de la respuesta a LPS
fermentada)

*muchos de los efectos positivos observados para Bb12 se observaron cuando estaba

combinada con prebidticos y/o otros probidticos.

El objetivo de este capitulo fue avanzar en la caracterizaciéon del potencial
funcional de las cepas de bifidobacterias aisladas de leche materna. Se describirdn
algunos tests preliminares de seguridad (resistencia a antibidticos) y funcionalidad in
vitro, como la resistencia al pasaje gdstrico y a la exposicion a sales biliares, y la
capacidad de sintetizar derivados de CLA, para algunos de los aislamientos. En
particular, la cepa Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1 serd estudiada en mayor
detalle y se analizard su capacidad inhibitoria in vitro sobre algunos patdgenos, su
capacidad de inmunoestimular la respuesta inmune mucosa, de ejercer un rol protector
frente a un patdgeno intestinal, Salmonella enterica ser. Typhimurium, y de modificar

el transito intestinal, en modelos in vivo.
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Capitulo IIla

Estudio funcional in vitro de bifidobacterias de
leche materna y evaluacion de su interaccién con

el intestino.
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1. Introduccion.
1.1. Prebioéticos, probiéticos y funcion intestinal.

La dieta juega un papel importante en el mantenimiento de la salud y en la
prevencion de numerosas patologias. Los alimentos funcionales son aquellos que
ejercen efectos benéficos en el consumidor mds alld de la nutricion bdsica. La
funcionalidad deriva de la presencia de ingredientes bioactivos (compuestos
prebidticos, bacterias probidticas, flavonoides, fitoesteroles, péptidos bioactivos). Los
avances recientes en las investigaciones relacionadas a la microbiota intestinal han
reforzado la idea de llegar a una composicion equilibrada de la misma mediante dietas
nutricionalmente bien balanceadas y la ingesta activa de alimentos funcionales, tales

como oligosacdridos, fibra dietaria y leches fermentadas (Mitsuoka y col., 2014).

Uno de los efectos saludables que se adjudica al empleo de probidticos y/o
prebidticos es la mejora de la motilidad intestinal, proponiéndose como mecanismo
posible para éste beneficio la modificacion en la composiciéon de la microbiota
intestinal y la produccion de acidos organicos de cadena corta. Ahora, si bien en la
actualidad los modelos animales, y murinos en particular, son ampliamente utilizados
en ensayos in vivo para evaluar el efecto de drogas o extractos naturales en la funcién
intestinal y/o el tratamiento de ciertos desérdenes como constipacion o diarreas
originadas por distintas causas (Saito y col., 2002, Hu y col., 2009, Moriya y col.,
2010), no ocurre lo mismo en el caso de los alimentos probidticos y/o prebidticos. Para
evaluar la influencia de alimentos probidticos y prebidticos en el trdnsito
intestinal/colénico, generalmente los ensayos son llevados a cabo directamente en
humanos (particularmente en niflos, mujeres o ancianos, grupos mds afectados por
desregulaciones en la funcién intestinal) sin que se reporten ensayos previos en
animales. Esta situacion conlleva una gran inversion de dinero, tiempo y esfuerzo
asociado al trabajo con humanos. Es debido a esto que el disefio de un modelo animal
sencillo y representativo de trdnsito intestinal serfa de gran valor para ser utilizado
como test de rutina en el drea alimenticia previo a la puesta en marcha de ensayos con

humanos, mds costosos y laboriosos. La eleccion de trabajar con ratones pareceria ser
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la indicada ya que es un modelo ampliamente utilizado para andlisis in vivo de la
influencia de sustancias quimicas sobre el trdnsito intestinal (Adeyeni y col., 2009,

Charoenthongtrakul y col., 2009).

Como se mencioné previamente, los prebidticos son sustancias que no se absorben
ni digieren a nivel de intestino delgado sino que llegan al colon donde son fermentadas
exclusivamente por los componentes benéficos de la microbiota, principalmente las
bifidobacterias (Roberfroid, 2005). El efecto de los prebidticos es, esencialmente, un
efecto indirecto ya que lo que se logra con su administracion es alimentar y beneficiar a
un ndmero limitado de microorganismos ya presentes en el tracto gastrointestinal
causando asi una modificaciéon selectiva de la microbiota del huésped. No es el
prebidtico en si mismo, sino los cambios inducidos en la composicién de la microbiota
y su actividad metabodlica lo que se traduce en una mejor salud y bienestar y en la

reduccidn del riesgo a enfermedades (Roberfroid, 2008).

Los hidratos de carbono no digeribles y considerados prebidticos mds estudiados
hasta este momento son la lactulosa (azicar compuesto por los azicares naturales
fructosa y galactosa), los fructooligosacdridos y la inulina. Todas estas moléculas
pueden formar parte de la composicién intrinseca de los alimentos o afiadirse a los
mismos (fortificacion). La inulina es una familia de glicidos complejos (polisacaridos)
compuestos de cadenas moleculares de fructosa, que se encuentran generalmente en las
raices, tubérculos y rizomas de ciertas plantas fanerégamas (Bardana, achicoria, diente
de ledn, yacon, entre otras) como sustancia de reserva (Cherbut, 2002). En la primera
porcidn del intestino grueso las bacterias residentes comienzan a degradar la inulina en
grandes proporciones y a metabolizarla produciendo en el proceso dcidos grasos de
cadena corta (especialmente dcido butirico), diéxido de carbono, hidrégeno y metano
(Roberfroid y col., 1998, Rossi y col., 2005). De este modo, estimula el crecimiento de
la microbiota intestinal benéfica (Kolida y col., 2007, Roberfroid, 2007) como las
bifidobacterias (Gibson y col., 1995) y los lactobacilos (Wendy y col., 2008),
promoviendo su establecimiento y desarrollo (Langlands y col., 2004). Por favorecer el
crecimiento de las bifidobacterias se dice que la inulina tiene un efecto bifidogénico

(Kaur y col., 2002), y se ha propuesto utilizarla, sola o en combinacién con bacterias
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probidticas, en los tratamientos de la enfermedad inflamatoria intestinal (enfermedad
de Crohn y colitis ulcerosa), de la hipercolesterolemia (Lopez y col., 2008) o del

estreflimiento.

La capacidad de ciertos probidticos, prebidticos o productos simbidticos de
modular el transito intestinal se manifiesta tanto modificando benéficamente el nimero
de defecaciones, como la consistencia de las heces o actuando sobre los sintomas de
distension abdominal (Wendy y col., 2008, Tabbers y col., 2011). La frecuencia de
deposiciones normal varia entre las personas, desde un par de veces al dia hasta 2-3
veces a la semana. En caso de que la persona evaciie menos del minimo establecido
(cada 3-4 dias o con menor frecuencia adn), o que sufra de evacuaciones muy firmes y
con dolor se dice que esa persona padece de estrefiimiento (Anthony Lembo y
Camillieri, 2003). Estas heces firmes son el resultado de la absorcion excesiva de agua
por el colon. Normalmente, a medida que los alimentos se mueven a través del intestino
grueso éste absorbe agua mientras se van formando las heces. Las contracciones
musculares empujan las heces hacia el recto, y cuando las mismas llegan a la parte final
se ha absorbido la mayor parte del agua, produciéndose heces sdlidas. Cuando el
transito intestinal esta reducido, las heces se mueven a través del colon a una velocidad
menor de lo habitual, lo que provoca una excesiva absorcion del agua y por lo tanto una
disminucién de la humedad de las mismas. El estrefiimiento, que puede considerarse
como un trastorno o una enfermedad segun altere o no la calidad de vida, afecta a gran
parte de la poblacion en algin momento de la vida, siendo asi un sindrome muy
presente. Este trastorno puede tener diferentes causas, aunque generalmente es de
cardcter funcional y responde a condicionamientos dietéticos, sociales y emocionales

(Longstreth y col., 2006).

Dentro de las medidas generales de tratamiento del estrefiimiento se encuentra el
aumento en la ingestiéon de fibra vegetal, que aumenta la humedad de las heces, en
combinaciéon con la ingesta de bifidobacterias que regulan el trénsito intestinal,
logrando conseguir una defecacion regular mediante la normalizacion de la microbiota
intestinal. De este modo, se eliminan también del intestino las sustancias nocivas,
evitando asi su absorcién o disminuyendo el contacto con el epitelio intestinal.
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2. Objetivos.

En el presente capitulo se propuso estudiar caracteristicas funcionales de los
aislamientos de bifidobacterias de leche materna humana. Para lograrlo, los objetivos

especificos propuestos fueron:

1) Estudiar la  seguridad de las cepas, determinando la

susceptibilidad/resistencia a antimicrobianos.

2) Analizar pardmetros indicadores de funcionalidad in vitro, que podrian dar
una estimacion de la interaccion de las cepas con el tracto gastrointestinal
como son la hidrofobicidad de la superficie celular, la resistencia a barreras
gastrointestinales simuladas, la producciéon de sustancias bioactivas y la

inhibicién de microorganismos patdégenos.

3) Evaluar, a través de la utilizacién de jaulas metabdlicas, la utilidad de un
modelo murino para analizar el efecto prebidtico de inulina en el transito
intestinal y la influencia de su administracion oral sobre la sobrevida al

transito intestinal de la cepa B. animalis subsp. lactis INL1.
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3. Materiales y métodos.
3.1. Seguridad y caracterizacion funcional in vitro.

Se analizaron algunos de los parametros utilizados de rutina para el “screening” de
bacterias potencialmente probidticas (descriptos en la introduccién general) sobre las
cepas pertenecientes a la coleccion de bifidobacterias de leche materna del INLAIN: B.
animalis subsp. lactis INLI1, INL2, INL4 e INLS, B. longum LM7a y B. dentium
LM8a’.

3.1.1. Resistencia a Antibioticos.

Se determin6 a través de E-test® (AB Biodisk, Oxoid Inc., Ontario, Canada).
Cultivos frescos de las cepas se estriaron en agar MRS-C (72 h, 37 °C, anaerobiosis). A
partir de una colonia aislada se estriaron placas de agar LSM (Oxoid Ltd., Hampshire,
Inglaterra) adicionado al 0,1% (p/v) de cisteina (LSM-C) y se incubaron bajo las
mismas condiciones. Se suspendié una colonia aislada en un tubo con 1 mL de caldo
LSM-C reducido (ver composiciéon en Anexo), se impregnd un hisopo estéril en esta
suspension y se distribuyd la misma sobre la superficie de placas de agar LSM-C,
aplicando el hisopo sobre toda la superficie de la placa, 3 veces por placa, rotando la
misma 60° cada vez para distribuir uniformemente el indculo. Las placas se dejaron
secar (20 min, aproximadamente) en flujo laminar y luego se aplicaron (con pinza
estéril) las tiras E-test® (AB Biodisk), para dosar la resistencia de las cepas frente a los
siguientes antibidticos: clindamicina (CM), cloramfenicol (CL), eritromicina (ER),
estreptomicina (ST), tetraciclina (TET) y vancomicina (VA). Las placas se incubaron
(72 h, 37°C, anaerobiosis) y luego se leyeron los valores de concentracion inhibitoria
minima (MIC segin su sigla en inglés) seguin las indicaciones del fabricante. La
resistencia a tetraciclina se corroboré determinando la MIC por el método de las
microdiluciones en caldo, segiin Cardamone y col. (2011). Brevemente, se prepar6 una
soluciéon madre del antibidtico en agua destilada y luego se esterilizé por filtracion
(diametro del poro 0,22 pum) (Millipore, San Pablo, Brasil). Cultivos frescos (18 h,
37°C, anaerobiosis) de las cepas en MRS-C se diluyeron de manera de obtener un
in6culo final de aproximadamente 10° UFC/mL en la microplaca. Las cepas se

diluyeron en caldo LSM. La interpretacion de los resultados se basé en los puntos de
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corte adoptados por la guia técnica actualizada de la Autoridad Europea para la

Seguridad Alimentaria (EFSA, 2008).
3.1.2. Hidrofobicidad.

Se determin la afinidad de las cepas por una fase orgdnica o acuosa como medida
de su hidrofobicidad superficial, segin Vinderola y Reinheimer (2003). Cultivos
overnight (18 h, 37°C, anaerobiosis) de las cepas en MRS-C se centrifugaron (5000
rpm, 10 min, 5°C), se lavaron 2 veces en buffer PBS (pH 7,2) y se resuspendieron en el
mismo buffer. La suspension celular se ajusté a una D.O.s560 nm de 1,0 £ 0,1 con buffer
PBS. Se pusieron en contacto 3 mL de la suspensién celular con 0,6 mL de n-
hexadecano (Merck, Darmstadt, Alemania), y se agité en vortex durante 120 segundos
a temperatura ambiente. Se incubd 1 h a 37°C para permitir la separacion de las fases.
La fase acuosa (inferior) se removié cuidadosamente con jeringa y aguja y se midio la

D.Os60 nm de 1a misma. La hidrofobicidad celular (H%) se calculd con la féormula:
H%= [(D.O.; — D.O.y)/D.O.; x 100

donde D.O.; y D.O.¢ son las densidades Opticas antes y después de la extraccién con n-

hexadecano, respectivamente.
3.1.3. Resistencia a la digestion gastrointestinal simulada.

Cultivos frescos de las cepas en MRS-C se inocularon (2% v/v) en 40 mL de caldo
MRS-C y se incubaron durante 18 h a 37°C en anaerobiosis. Las células se cosecharon
por centrifugacion, se lavaron dos veces con buffer PBS estéril (pH 7,4) y el pellet se
resuspendié en 20 mL de leche descremada estéril al 10% (p/v), adicionando luego 20
mL de solucién salina conteniendo 0,6% de pepsina (Merck, Darmstadt, Alemania). La
suspension se incubdé en un bafio termostatizado a 37°C, con agitacion y control
dindmico de pH, acidificando gradualmente hasta pH 2,0 en un periodo de 90 min,
mediante el agregado de volimenes variables de HCI 1 o 0,1 M, de acuerdo a Marteau
y col. (1997). Se realizaron recuentos de células viable en agar MRS-C a tiempo cero y
a los 90 minutos. Luego de este tiempo se tomé una alicuota de la suspension celular,
se centrifugd (5000 rpm, 10 min, 5°C), se elimin6 el sobrenadante y el pellet se

resuspendié en el mismo volumen de solucién de bilis bovina 1% (p/v) (Sigma)
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disuelta en PBS (0,1 M, pH 8,0). Esta suspensiéon se mantuvo a 37°C durante 10
minutos (shock de bilis) y luego se realiz6é un recuento en agar MRS-C (37°C, 72 h,
anaerobiosis). Finalmente una alicuota de esta suspension se centrifugd bajo las
condiciones anteriores, el pellet se resuspendié en una solucién de bilis-pancreatina
(0,3% p/v de bilis bovina y 0,1% p/v de pancreatina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) disuelta en PBS (0,1 M, pH 8,0) y se mantuvo a 37°C durante 90 minutos

(digestion intestinal). Se realiz6 un recuento en agar MRS-C (37°C, 72 h, anaerobiosis).
3.1.4. Sintesis de derivados conjugados del acido linoleico y linolénico.

Este estudio fue realizado en colaboracién con la Dra. Carina Van Nieuwenhove y
la Lic. Victoria Terdn del Centro de Referencia para Lactobacilos (CERELA,
Tucumdn). Se utilizaron las cepas B. animalis subsp. lactis INL2 e INL4, B. longum
LM7a y B. dentium LM8a, y se evalud la produccién de dcidos grasos conjugados del
acido linoleico (CLA) y del 4cido linolénico (CLNA). Se inocularon las cepas (2% v/v)
en presencia de los sustratos respectivos, dcidos linoleico y linolénico respectivamente
(LA y LNA) en una concentracion final de 500 pg/mL, adicionados al medio de cultivo
(MRS-C), y se incub6 en anaerobiosis (48 h, 37°C). Se detectd la produccién de dcidos
grasos conjugados totales por espectroscopia UV (233 nm) y para aquellas cepas que
dieron positivo, se determind la concentraciéon de 3 isomeros de CLA (c9t11CLA;
t10c12CLA y t9t11CLA) y un isémero de CLNA (C18:3 n-5 CLNA), por
cromatografia gaseosa. Los resultados se expresaron como un porcentaje de la

conversion del sustrato (LA y LNA segtn corresponda)
3.1.5. Actividad antimicrobiana in vitro.

Este trabajo se desarroll6 en el Laboratorio de Ecologia y Fisiologia Microbiana
(LEFM) del Instituto de Ciencias Biolégicas (ICB) de la Universidad Federal de Minas
Gerais (Belo Horizonte, Brasil), bajo la supervision del Dr. Jacques Nicoli, en el marco
de un proyecto MINCyT-CAPES. Se utiliz6 la cepa B. animalis subsp. lactis INL1 y se
determiné su capacidad antimicrobiana in vitro sobre 15 cepas patdgenas tanto Gram
positivas como Gram negativas (Tabla 11) pertenecientes a la coleccién de cultivos del
LEFM, mediante el método de la doble capa agarizada. Se desarrolld (37°C,
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anaerobiosis, 48 h), en una primer capa de agar MRS-C, una colonia de la
bifidobacteria a partir de un indculo (5 plL) sembrado en superficie. La colonia se
inactivé con cloroformo durante 30 min, se dejé evaporar el solvente residual y luego
se colocd la segunda capa, conformada por la cepa patégena inoculada en soft agar
BHI, en una relacion 10 pL del patogeno en 3,5 mL de medio agarizado. Se midieron
los halos de inhibicién luego de la incubacién (37°C, aerobiosis, 24 h) con un
paquimetro digital (Mitutoyo, Jap6n) y los resultados se expresaron como didmetro de
inhibicién (mm).

Tabla 11: Microorganismos patdgenos utilizados en el test de antagonismo in vitro

para B. animalis subsp. lactis INL1.

Cepa

Staphylococcus aureus ATCC 29313

Listeria monocytogenes ATCC 19115

Micrococcus luteus ATCC 49732

Bacillus cereus ATCC 11778

Enterococcus faecalis ATCC 19433

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium FUNED

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi ATCC 19430

Citrobacter freundii ATCC 8090

Klebsiella oxytoca ATCC 49131

Proteus mirabilis ATCC 25933

Serratia marcescens ATCC 8100

Enterobacter aerogenes ATCC 13048

Escherichia coli ATCC 25922

Shigella sonnei ATCC 11060
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3.2. Evaluacion preliminar de un modelo murino para el estudio de la

influencia de inulina sobre el transito intestinal.

3.2.1. Animales.

Se utilizaron ratones hembras BALB/c de 6 semanas de edad (20 = 1g)
provenientes del Centro de Medicina Comparada del Instituto de Ciencias Veterinarias
del Litoral (CMC-ICiVet-Litoral, CONICET - UNL), Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Nacional del Litoral (Esperanza, Santa Fe). Los animales se
mantuvieron en el bioterio del INLAIN, y se aclimataron durante una semana previa al
inicio del ensayo alojados en jaulas de pldstico transparentes en grupos de 3
animales/jaula, en condiciones ambientales controladas a 21+2°C, humedad de 55+2%,
y ciclo luz/oscuridad de 12h. Al momento de iniciar el ensayo, los animales se alojaron
en jaulas metabdlicas para ratas (3 animales/jaula) y recibieron dieta convencional ad
libitum y agua de red (grupo C) o una solucién 0,5% (p/v) de inulina (BENEO-Orafti,
Bélgica), administrada en el agua de bebida (grupo I), durante 7 dias. Esta solucién fue

reemplazada diariamente y al cabo de los 7 dias se la reemplaz6 por agua de red.
3.2.2. Determinaciones analiticas.

Se determiné el contenido de humedad (H%) de las heces totales (recolectadas
diariamente) y el peso de las heces secas por gravimetria (secado a 101 + 1°C durante
24 h). El ndmero de heces se determind por conteo manual del total de heces secas
luego de la determinacién de humedad. El pH se determind disolviendo las heces
himedas en agua destilada, en una relacién 1:3. El homogenato se prepar6 en bolsas de
stomacher, macerando y homogeneizando la suspension durante 2 minutos a potencia
maxima. El pH se midié con un pHmetro Orion 3 Star Benchtop (Thermo Scientific,

USA).
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3.3. Influencia de la administracion de B. animalis subsp. lactis INL1 y de

inulina en un modelo murino de transito intestinal.

3.3.1. Animales y alimentacion.

Se utilizaron ratones hembras BALB/c de 6 semanas de edad, tratados como se
describe en el inciso 2.2.1. Para el desarrollo de este ensayo se adquirieron 4 jaulas
metabolicas especificas para ratones (Tecniplast, Italia). Se utilizaron cuatro grupos de
ratones BALB/c los cuales se alojaron en jaulas metabdlicas (2 animales/grupo). Todos
los animales recibieron durante 3 semanas dieta convencional ad libitum y agua (grupo
control) y en el caso de los animales tratados, estos recibieron 0,2 mL/dia de una
solucién de inulina 0,25 % (p/v) (grupo 1), o 0,2 mL/dia (intubacién intragdstrica) de
una suspensién (10° UFC/mL) de B. animalis subsp. lactis INL1 (grupo B), o 0,2
mL/dia de la suspension de bifidobacteria en una solucién de inulina 0,25 % (p/v)
(grupo B+I). La suspensién de B. animalis subsp. lactis INL1 se prepar6 diariamente a
partir de un cultivo overnight de la cepa (18h, 37°C, anaerobiosis), centrifugado (5000

rpm, 10 min, 5°C), lavado y resuspendido en PBS.
3.3.2. Recuento presuntivo de bifidobacterias en heces.

Se realiz6 un monitoreo microbiolégico parcial de las heces, a través del recuento
de microorganismos totales y de bifidobacterias presuntivas. Se recogieron muestras de
heces de cada grupo a los 3 dias y al cabo de 1, 2 y 3 semanas de administracién de los
productos en estudio. Las mismas fueron inmediatamente procesadas en stomacher con
agua de peptona 0,1% (p/v) estéril y se sembraron diluciones seriadas en un medio de
cultivo descripto por de Moreno de LeBlanc y col. (2008), adecuado para la deteccion

diferencial de bifidobacterias (ver composicion del medio selectivo en Anexo).
3.4. Analisis estadistico.

El anélisis estadistico se realiz6 con el software SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA). Los datos de hidrofobicidad y resistencia a la DGS se analizaron utilizando

un test ANOVA vy las diferencias entre medias se detectaron mediante un test de rango
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multiple de Tukey. Los datos del ensayo de transito intestinal se analizaron utilizando

un test t de Student. El nivel de significancia estadistica se estableci6 en p < 0,05.
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4. Resultados.

4.1. Evaluacion in vitro de la seguridad y funcionalidad de los aislamientos de

leche materna.

La caracterizacion in vitro es el primer paso en la evaluacién de microorganismos
potencialmente probidticos. En las Tablas 12 y 13 se muestra un resumen de los
resultados obtenidos para las cepas de bifidobacterias aisladas de leche materna que
forman parte de la colecciéon de cultivos del INLAIN, en cuanto a su seguridad y
funcionalidad. Si bien no todos los pardmetros fueron estudiados para todas las cepas,
los resultados en su conjunto permiten sacar conclusiones preliminares relacionadas a
la seguridad y al potencial de estas cepas en vistas a ser empleadas como probidticos,
una vez demostradas sus propiedades funcionales. Como se mencioné en el capitulo
IIa, si bien B. dentium LM8a’ no pertenece a una especie con potencial probiotico, fue
caracterizada preliminarmente con fines académicos, de modo tal de evidenciar el

comportamiento diferencial entre distintas especies de bifidobacterias.

El uso clinico de antibidticos ha llevado indudablemente a una significativa
reduccién en la morbilidad y mortalidad asociada con enfermedades infecciosas y
también ha tenido un profundo impacto en el éxito de cirugias y terapias oncoldgicas,
extendiéndose su uso incluso a veterinaria y agricultura (Ammor y col., 2007). Sin
embargo, paralelamente esto ha conducido a un incremento en la resistencia a
antibidticos en las bacterias, tanto patdgenas como comensales y asociadas a alimentos
(Mitto y col., 2007). Debido a que la cadena alimenticia ha sido reconocida como una
de las principales rutas de transmisiéon de la resistencia a antibidticos entre las
poblaciones bacterianas animales y humanas, y a la creciente expansién del mercado de
productos fermentados y/o probidticos, resulta critica la comprobacién de la presencia
de determinantes de resistencia transferibles en los microorganismos utilizados
(Ammor y col., 2007). En este sentido, en la actualidad, se han publicado numerosos
reportes con recomendaciones relativas a la virulencia y transferencia de resistencia a
antibidticos, tendientes a establecer un criterio de seguridad para la seleccion de cepas
de uso probidtico (EFSA, 2008, FAO/WHO, 2001). Si bien los tests de susceptibilidad
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a antibidticos para las bacterias patégenas de mayor relevancia estaban bien
estandarizados desde hace afios, no ocurria lo mismo para bacterias no patogénicas vy,
en particular, bacterias anaerdbicas (como las bifidobacterias) utilizadas en alimentos.
En 2005, Klare y col. formularon el medio de cultivo denominado LSM que buscé dar
respuesta a este problema, y actualmente es ampliamente difundido para el desarrollo
de bifidobacterias en presencia de antibidticos (Klare y col., 2005, Mitto y col., 2007).
En el afio 2008, la EFSA solicit6 a su Panel de Riesgo Bioldgico que identifique, desde
una perspectiva de salud publica, en qué extension los alimentos sirven como fuente
para la adquisicion de bacterias resistentes a antimicrobianos o de genes de resistencia,
que confeccione una lista de los riesgos identificados e identifique potenciales opciones
de control para reducir la exposicion. En el afio 2012 su Panel sobre Aditivos y
Productos o Sustancias utilizadas en Alimentacion Animal (FEEDAP de su sigla en
inglés) emiti6 una guia para la evaluaciéon de susceptibilidades bacterianas a
antimicrobianos de importancia humana y veterinaria. En esta guia se aconseja que los
tests de susceptibilidad a antimicrobianos deben ser realizados de acuerdo a métodos
estandarizados y reconocidos internacionalmente. Como requisito bdsico, la
concentracion inhibitoria minima (MIC) expresada en mg/L o pg/mL debe ser
determinada para cada una de las siguientes sustancias: ampicilina, vancomicina,
gentamicina, kanamicina, estreptomicina, eritromicina, clindamicina, tetraciclina,
cloramfenicol y, en casos especificos, tilosina, apramicina, &cido nalidixico,
sulfonamida y trimetoprima. Los valores de corte microbiolégicos fueron definidos
basado en reportes del Comité Europeo para la Evaluacién de Susceptibilidad a
Antimicrobianos (EUCAST de su sigla en inglés), y de programas de monitoreo
nacionales y europeos (EFSA, 2012). Segiin estos valores de corte, las cepas son
categorizadas como susceptibles cuando es inhibida a una concentraciéon de un
antimicrobiano especifico igual o menor al valor de corte establecido, mientras que son
consideradas resistentes cuando no son inhibidas a wuna concentracion del
antimicrobiano especifico mayor que el valor de corte. En este trabajo se utilizé el
método Etest® en LSM-C para analizar la susceptibilidad de las cepas a seis
antibidticos: clindamicina, cloramfenicol, eritromicina, estreptomicina, tetraciclina y

vancomicina. Los valores promedio de MIC se muestran en la Tabla 12.
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Tabla 12: Resistencia a antibidticos de los aislamientos de bifidobacterias de leche
materna: clindamicina (CM), cloramfenicol (CL), eritromicina (EM), estreptomicina
(SM), vancomicina (VA) y tetraciclina (TC) por E-test®, y resistencia a TC por método

de microdiluciones (MD).*

MIC (ug/mL) determinada por E-test® MIC
Cepa CM CL EM SM VA TC (ug/mL) de
TC por MD
INL1 0,04+0,01 2,5+0,7 0,14+0,07 144+£50 0,31+0,09 1443 > 32,0
INL2 0,05£0,01 0,19+0,09 0,05+0,02 432+90 0,62+0,18 0,19+0,09 32,0
INL4 0,03+0,02 0,37+0,18 0,05+0,01 768+180 0,38+0,00 0,25+0,10 <0,5
INL5 0,03+0,01 0,25+0,10 0,06+0,02 384+90 0,44+0,08 0,19+0,00 <0,5
LM7a 0,25+0,00 0,88+0,18 > 256 96+0  1,25+0,35 1,50+0,00 4,0
LM8a’ 0,06+0,00 0,5+0,00 0,19+0,00 192+0 0,25+0,00 0,38+0,00 ND

*Valores de corte (ug/mL) para bifidobacterias segin EFSA (2012): CM: 1; CL: 4;
EM: 1; SM: 128; VA: 2; TC: 8. Las cepas INL1, INL2, INL4 e INLS pertenecen a la

especie B. animalis subsp. lactis, LM7a a B. longum y LM8a’ a B. dentium.

Como ha sido previamente informado para los aislamientos del género
Bifidobacterium (Ammor y col., 2008), las cepas estudiadas mostraron, en general, una
elevada resistencia a estreptomicina y una marcada sensibilidad a antibidticos de
amplio espectro (cloramfenicol) y de la familia de los macrélidos (eritromicina y
vancomicina). Los valores de MIC detectados resultaron similares a los informados por
Mittod y col. (2007), para cepas de la especie B. animalis subsp. lactis. En particular,
para la cepa B. animalis subsp. lactis INL1 se evidencié una marcada resistencia a
tetraciclina, indicando cierta diversidad entre los aislamientos. La resistencia a
tetraciclina ha sido recientemente reportada como la resistencia a antibidticos mads
comin dentro del género Bifidobacterium y ha sido ampliamente estudiada para
miembros de la especie B. animalis subsp. lactis, mostrando, todas las cepas de esta
especie estudiadas hasta el momento, un grado de resistencia medio hacia el mismo
(Gueimonde y col., 2010). En este estudio la resistencia a tetraciclina también fue
analizada para todos los aislamientos por el método de microdiluciones en caldo (Tabla
11), uno de los métodos recomendados en la guia de EFSA, y se corroboré la

resistencia de B. animalis subsp. lactis INLI, ademds de detectarse también la
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resistencia para B. animalis subsp. lactis INL2 (no detectada por el E-test®). Los
determinantes genéticos mds abundantes responsables de la resistencia a este
antibidtico entre las bifidobacterias son genes tet que codifican para proteinas de
proteccién ribosomal. Con el fin de garantizar la seguridad de estas cepas para una
potencial inclusién en formulaciones alimentarias, deberia probarse la presencia de
determinantes genéticos de resistencia a estos y otros antibidticos, mediante ensayos de
PCR con sondas especificas, para determinar la naturaleza de la resistencia, es decir, si

se trata de una resistencia intrinseca o adquirida (EFSA, 2012).

Las propiedades superficiales de los microorganismos son importantes para su
supervivencia ya que varios constituyentes superficiales son los encargados de mediar
el contacto y la interaccién con el medioambiente. En particular, la hidrofobicidad de la
superficie celular tiene relevancia debido a que estd involucrada en diversos procesos e
interacciones de importancia fisioldgica y tecnoldgica tales como las interacciones
célula-célula, la adhesion de las bacterias a superficies sdlidas y a los tejidos de su
hospedador, la separacion entre distintas fases y la resistencia a tratamientos
especificos con solventes orgdnicos o antibidticos (Shakirova y col., 2013). Ademads, la
adhesion de las cepas probidticas a la superficie gastrointestinal es considerada un
prerrequisito para la exclusién competitiva de patdgenos, para la persistencia en el
intestino y para la modulacién de la respuesta inmune (Lee y Puong, 2002). Se ha
propuesto que los principales mecanismos de adhesion se deben a interacciones
especificas receptor-ligando y a interacciones no especificas entre grupos hidrofébicos
(Vinderola y col., 2004), siendo ain poco clara la importancia relativa de estos
mecanismos. Los porcentajes de hidrofobicidad hallados en este trabajo para las cepas
aisladas de leche materna se muestran en la Tabla 13. Si bien se observaron valores
bajos y similares para todas las cepas, esto coincide con lo reportado para B. animalis
subsp. lactis por otros autores (Mitt6 y col., 2004, Vinderola y Reinheimer, 2003). Del
Re y col. (2000) analizaron la hidrofobicidad superficial y la capacidad de
autoagregaciéon para B. longum y hallaron no sélo una gran variabilidad de la
hidrofobicidad entre cepas (en un rango de 20% a 70%), sino que ademds no pudieron

establecer una interrelacion entre los dos pardmetros estudiados, para identificar
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aislamientos potencialmente adherentes. Numerosos trabajos han propuesto la
importancia de seleccionar cepas probidticas con altos niveles de hidrofobicidad para
ampliar la posibilidad de que las mismas se adhieran a la pared intestinal y sean
capaces de ejercer sus efectos benéficos. Sin embargo, aunque en algunos casos existe
correlacion, no siempre es posible establecer una relacién directa entre hidrofobicidad,
medida in vitro, y adhesion en ensayos con lineas celulares intestinales (Gueimonde y
col., 2005). Muchas de las cepas probidticas de Bifidobacterium y Lactobacillus
utilizadas a nivel comercial en la actualidad y cuya funcionalidad ha sido comprobada,
han mostrado valores cercanos al 20% de hidrofobicidad (Vinderola y Reinheimer,
2003), valores similares a los obtenidos en este trabajo. Por lo tanto, un alto valor de
hidrofobicidad es siempre deseable en un nuevo aislamiento con vistas a su empleo
como probidtico, sin embargo valores bajos de este pardmetro no deberian ser motivo
suficiente para la exclusion de la cepa como potencial candidata probidtica, sin tener en

cuenta otros pardmetros de funcionalidad.
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Tabla 13: Caracterizacion probidtica in vitro de los aislamientos de bifidobacterias de

leche materna: hidrofobicidad (H%), resistencia a la digestion géstrica simulada (DGS)

y sintesis de derivados de CLA.

Resistencia a DGS (log UFC/mL)

Sintesis de
biolipidos
conjugados

Cepa H (%) (% de conversion)
omin g dde  Bilis + o1 G183
to pH2,0+ Bilis Pancreatina CLA n-3
Pepsina CLNA
INL1 18,8+1,2*  9,0+0,1* 9,3+0,2* 8,9+0,4° 4,7+0,4 ¢ ND ND
INL2  18,9+0,5* 9,0+0,1% 8,4+0,2° 8,6+0,6° 3,6+0,4 ¢ 12,88
INL4 22,6+1,5* 8,1+0,1% 8,8+0,6° 8,5+0,6° 5,0+0,6 0,19
INL5  22,0#2,7* 92+0,1% 9,1+0,2*° 8,9+0,4° 5,440,2 ¢ ND
LM7a 18,4+0,4% 9,0+0,1° 8,740,1° 8,8+0,1° 8,6+0,1 " 14,14
LMS8a’  3,7+0,2°  89+0,1° 6,2+0,6 5,7+0,1°¢ 5,5+0,1°¢ 12,88

ND = no disponible. Las cepas INL1, INL2, INL4 e INLS pertenecen a B. animalis
subsp. lactis, LM7a a B. longum y LM8a’ a B. dentium. **“® Superindices distintos
indican diferencias significativas entre cepas para la hidrofobicidad (H%), mientras que
para la resistencia a la DGS, valores en la misma linea con superindices distintos son

significativamente diferentes (p < 0,05 , p < 0,01 y p < 0,005).

La resistencia al trdnsito gastrointestinal es otro de los pardmetros de seleccidn in
vitro para microorganismos con potencial empleo como probidticos. Los ensayos
convencionalmente utilizados para determinar este pardmetro involucran la medicion
de la sobrevida de las cepas en medio acidificado con HCI (pH entre 2 y 3 por lo
general, segin los diferentes autores), con NaCl, pepsina y el posterior empleo de sales
biliares (Mainville y col., 2005). La determinaciéon de la resistencia a la digestion
pancredtica es un pardmetro mucho menos estudiado en comparacién con el estudio de
la resistencia gastrica y a sales biliares. Por otro lado, tampoco existe consenso
cientifico internacional en relacion a cudles son las condiciones estandarizadas para el
ensayo (naturaleza y concentracion de sales y enzimas a utilizar y tiempos de

exposiciéon) (Burns y col., 2014). Ante este panorama aun incierto, es probable
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entonces que actualmente los tests de resistencia gastrointestinal tengan mads validez a
la hora de discriminar entre cepas mds y menos resistentes que para predecir la
verdadera resistencia in vivo de un aislamiento. Como se observa en la Tabla 13, las
cepas de B. animalis subsp. lactis fueron capaces de resistir la simulaciéon de la
digestion gastrica (pH 2,0 + pepsina, 90 min) y el shock de bilis, observdndose pérdidas
de viabilidad celular menores a 1 orden logaritmico. La resistencia a la acidez ha sido
reportada en trabajos previos para B. animalis subsp. lactis, siendo esta tolerancia
producto de un aumento en la actividad de la bomba H*-ATPasa (Matsumoto y col.,
2004). En un ensayo comparativo realizado por Mitt6 y col. (2006) también se observo
para cultivos frescos de dos cepas de B. animalis subsp. lactis una disminucion < 1
orden log. luego de 2 h a pH 2,0 + pepsina, mientras que en ausencia de pepsina los
cultivos mostraron una gran susceptibilidad, por lo que la pepsina estaria cumpliendo
un rol protector. Sin embargo, para otras especies del género Bifidobacterium, incluida
una cepa de B. longum, el efecto protector de la pepsina no fue detectado y las cepas se
mostraron altamente sensibles a pH 4cidos, si bien en este estudio B. longum LM7a
demostré ser altamente resistente. En cuanto a las sales biliares, estas son detergentes
sintetizados en el higado a partir del colesterol y secretadas a través de la vesicula biliar
dentro del lumen del TGI. Ejercen varias funciones fisioldgicas incluidas la absorcion
lipidica y la homeostasis del colesterol. Debido a que las sales biliares poseen una
considerable actividad antimicrobiana a concentraciones fisiolégicas, la resistencia a
bilis es importante para la colonizacién y persistencia de los microorganismos
intestinales y es por lo tanto uno de los criterios para la seleccién de nuevas bacterias
probidticas (Grimm y col., 2014). Varios genes y proteinas que confieren resistencia a
bilis, como hidrolasas y transportadores de sales biliares, han sido identificados y
caracterizados in vitro para distintas cepas de bifidobacterias (Gueimonde y col., 2009),
y en el caso de una cepa de B. animalis subsp. lactis, interesantemente también se halld
que una ATPasa, en este caso de tipo F;Fy, estaba involucrada en su resistencia
(Séanchez y col., 2006). La exposicion a pancreatina en cambio causé una reduccion de
3 a 5 ordenes logaritmicos en los recuentos celulares de las cepas de B. animalis subsp.
lactis de leche materna, mientras que la cepa de B. longum mostr6 una marcada

resistencia. Esta susceptibilidad a la pancreatina para las cepas de B. animalis subsp.
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lactis se condice con los resultados obtenidos por Masco y col. (2007), donde un
estudio revel6 que las cepas pertenecientes a esta especie fueron las que mostraron
menor tolerancia hacia esta enzima pancredtica, en un estudio comparativo entre
miembros del género Bifidobacterium, tanto de referencia como aislados de productos
probidticos comerciales, mientras que se observo una resistencia cepa-dependiente para

el caso de B. longum.

Los términos dcido linoleico y linolénico conjugado (CLA y CLNA,
respectivamente, seguin sus siglas en inglés) agrupan a una mezcla de isdmeros
posicionales y geométricos del 4cido linoleico (LA) y linolénico (LNA) con dobles
enlaces en sus moléculas. A éstos lipidos bioactivos se les atribuye una amplia variedad
de efectos beneficiosos para la salud, siendo el mds importante de ellos el efecto
anticarcinogénico del CLNA mientras que el CLA presenta propiedades
inmunomoduladoras, anti-diabetégenicas y contra la obesidad. Asimismo entre los 28
isémeros del CLA presentes en la naturaleza los dos de mayor importancia biolégica
son el c9,t11 y el t10,c12-CLA y por otro lado el ¢9,t11,c15-CLNA (van Nieuwenhove
y col., 2012). Estos compuestos bioactivos se encuentran en la leche y diversos
productos de consumo diario derivados de rumiantes siendo la principal fuente de
ingesta para el hombre. Los mismos son generados como productos intermediarios
durante los procesos de biohidrogenacion de los 4cidos grasos insaturados llevados a
cabo por la accién enzimas isomerasas de diferentes microorganismos presentes en el
rumen. También se ha visto que pueden ser producidos in vitro por una amplia variedad
de microorganismos, entre ellos, diversas especies de lactobacilos, bifidobacterias y
propionibacterias, lo que ha llevado a la busqueda de cepas probidticas capaces de
producir estos derivados a nivel intestinal y asi incrementar los niveles de CLA y
CLNA en el organismo. En este estudio, las 4 cepas de bifidobacterias evaluadas
fueron capaces de crecer en presencia de ambos sustratos (LA y LNA) afiadidos a la
concentracion de 500 pg/ml y de convertirlos a su forma conjugada luego de 48 h de
incubacidén, determinados por cromatografia gaseosa. La producciéon de los distintos
isdbmeros se muestra en la Tabla 13. La produccién de isémeros y los porcentajes de

conversion de ambos sustratos mostraron diferencias entre las distintas cepas de
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bifidobacterias, encontrandose los rangos de conversion obtenidos entre 0,19% y 14%
para CLA y el 0,6% y 65% para CLNA. Todas las cepas mostraron produccion del
isémero t9,t11 CLA como mayoritario, siendo un isémero con importantes propiedades
bioldgicas demostradas (Ross y col., 2010, Russell y col., 2011). Sin embargo B.
animalis subsp. lactis INL2 demostré los mayores porcentajes de produccion tanto de
CLA (12,88%) como de CLNA (65,44%), siendo LNA convertido a su forma

conjugada de manera mads eficiente que LA.

La capacidad de las bacterias benéficas de inhibir directamente el crecimiento y
proliferacion de microorganismos patégenos es considerado un mecanismo relacionado
a la accién probidtica ya que confiere potencialmente al microorganismo inhibidor una
ventaja sobre otros componentes de la microbiota intestinal (Ross y col., 2010). La
actividad antimicrobiana in vitro de B. animalis subsp. lactis INL1 fue estudiada
mediante el método de doble capa agarizada y los resultados se muestran en la Tabla
14. Se evalué la actividad inhibitoria sobre 15 cepas patogénicas, observdndose la
capacidad de la cepa de inhibir el crecimiento de 12 de ellas, incluidas bacterias
patégenas Gram positivas y negativas, intracelulares y extracelulares, y formadores de
esporas. Si bien in vitro, estos resultados resultan alentadores sobre la funcionalidad de
esta bifidobacteria, particularmente para el potencial tratamiento o prevencion de
algunas enfermedades intestinales e infecciones causadas por dichos patdgenos.
También resulta interesante observar que para dos cepas de la misma especie y
serotipo, Salmonella enterica ser. Typhimurium, B. animalis subsp. lactis INL1 tuvo un
comportamiento diferencial, logrando inhibir el desarrollo de la cepa de coleccion
(ATCC 14028) pero no asi la cepa aislada en la Fundacién Ezequiel Dias (FUNED,
Brasil). Esto refuerza una vez mds el concepto que todos los efectos son cepa-
dependiente y que cuando se habla de la caracterizacién funcional de un probiético, no

pueden generalizarse los resultados para una especie o género dado.
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Tabla 14: Actividad antimicrobiana in vitro de B. animalis subsp. lactis INLI.

Diametro (mm) halo de

Microorganismo patégeno inhibicién
(media £ SD)
Staphylococcus aureus ATCC 29313 29,92+0,66
Listeria monocytogenes ATCC 19115 IND
Micrococcus luteus ATCC 49732 18,01+2,19
Bacillus cereus ATCC 11778 36,87+1,82
Enterococcus faecalis ATCC 19433 IND
S. enterica ser. Typhimurium FUNED IND
S. enterica ser. Typhimurium ATCC 14028 28,37+0,79
S. enterica ser. Typhi ATCC 19430 25,04£2,15
Citrobacter freundii ATCC 8090 43,09+1,20
Klebsiella oxytoca ATCC 49131 13,88+2,87
Proteus mirabilis ATCC 25933 33,09+4,16
Serratia marcescens ATCC 8100 13,87+6,71
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 29,21+7,57
E. coli ATCC 25922 27,16%5,19
Shigella sonnei ATCC 11060 27,4745,26

IND = inhibicion no detectada.

4.2. Evaluacion preliminar de un modelo murino para el estudio de la

influencia de prebiéticos sobre el transito intestinal.

Para evaluar la influencia de inulina como agente modulador del trdnsito intestinal
se evaluaron diariamente 4 pardmetros en heces: ndmero total, peso seco, humedad y
pH de las mismas. Si bien los animales tratados recibieron la inulina desde el dia 1, los

primeros dos dias en las jaulas metabdlicas no se consideraron para analizar el
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comportamiento de los grupos sino que fueron tomados como dias de aclimatacion,
debido al stress que puede producir en los animales el cambio de ambiente. El nimero
limitado de jaulas (1 por grupo) y su limitada capacidad para albergar animales
(méximo 3 ratones por jaula) no posibilitaron la aplicaciéon de herramientas de
estadistica para comparar los resultados entre el grupo tratado y el control, por lo que
estos resultados son exploratorios y una primera aproximacién al fenémeno en estudio.
Se observé aumento en el peso seco de las heces totales en el grupo que recibi6 inulina
a partir del 4° dia de administracién (Fig. 30) y un aumento de la humedad de las
mismas a partir del 5° dia (Fig. 31), observdndose diferencias ain 2 dias después del

reemplazo de inulina por agua (dias 8 y 9).
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Figura 30: Peso total de heces secas de animales que recibieron ad libitum agua de red
(grupo control, B) o inulina 0,5% (p/v) (grupo tratado, ®) durante 7 dias. En los dias 8

y 9 todos los animales recibieron agua de red. (n=3 para cada grupo).
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Figura 31: Contenido de agua (%) de heces de animales que recibieron ad libitum agua
de red (grupo control, ®) o inulina 0,5% (p/v) (grupo tratado, @) durante 7 dias. En los

dias 8 y 9 todos los animales recibieron agua de red. (n=3 para cada grupo).

El ndmero de heces (Fig. 30) fue mayor en los primeros dias para el grupo tratado
pero a partir del 6° dia se observaron niveles similares en ambos grupos. Se observo
ademds la formaciéon de cimulos de heces en el grupo que recibié inulina, debido
probablemente al aumento en la humedad de las mismas. No se observaron diferencias
en el pH de las heces a lo largo de la experiencia y los valores promedios para toda la
experiencia fueron 6,76 + 0,04 para el grupo control y 6,74 + 0,03 para el grupo que

recibio inulina.
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Figura 32: Nuimero de heces totales de animales que recibieron ad libitum agua de red
(grupo control, B) o inulina 0,5% (p/v) (grupo tratado, ®) durante 7 dias. En los dias 8

y 9 todos los animales recibieron agua de red. (n=3 para cada grupo).

Al igualarse el nimero de heces manteniéndose la diferencia en el peso total, se
concluye que se produjo un aumento en el tamafio y humedad de las heces de los
animales tratados con inulina. Los resultados son alentadores en relacién al empleo del
raton como modelo para el estudio de los efectos fisioldgicos de sustancias prebidticas

sobre parametros relacionados a la modulacién del transito intestinal.

4.3. Administracion de B. animalis subsp. lactis INL1 e inulina en un modelo

murino de transito intestinal.

Una de las caracteristicas principales de los prebidticos es la capacidad de
estimulacion de grupos selectivos de microorganismos, entre ellos, las bifidobacterias
(Huebner y col., 2008) integrantes de la microbiota intestinal. Los patrones de
producciéon de 4cidos orgdnicos, gases y enzimas han sido utilizados como
biomarcadores de la estimulacién de diferentes géneros bacterianos, asi como el
crecimiento en medio selectivos o diferenciales de las bacterias recolectadas en las
heces (Maisonneuve y col., 2002). Para analizar si se detectaba la presencia de la cepa
administrada entre la microbiota fecal de los ratones que la recibieron, administrada
sola o en presencia de inulina, se realiz6 semanalmente y durante 3 semanas el
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monitoreo de las heces de cada grupo utilizdndose un medio de cultivo diferencial para
bifidobacterias. Cuando se plaquearon las heces de los animales que recibieron agua
(C) o inulina (I), en este medio se observaron dos tipos de colonia, de tamafio mediano
y chico, cremosas y de color blanco. La observacion al microscopio de estas colonias
determiné que se trataba en ambos casos de bacilos regulares, agrupados solos o de a
pares. En los grupos que recibieron B. animalis subsp. lactis INL1 sola (grupo B) o con
inulina (grupo B+I), se observé ademds un tercer tipo de colonia, del tipo puntiforme,
con una coloraciéon levemente celeste-grisicea en su superficie, diferente a la
coloracién de las de mayor tamafio. Al microscopio, se observaron bacilos cortos
irregulares, con morfologia presuntiva de B. animalis subsp. lactis INL1. Los recuentos
de bifidobacterias presuntivas se muestran en la Figura 33. En las primeras dos
semanas se observaron niveles significativamente mayores para el grupo que recibi6 la
bifidobacteria acompafiada de inulina respecto al grupo que la recibié sola, mientras
que en la semana 3 no se observaron diferencias entre grupos. Ademds, en ambos
casos, dentro de cada grupo, los niveles fueron crecientes al aumentar el tiempo de
administracion en los primeras 2 semanas, mientras que en la tercer semana se observa

una “estabilizacion” del nimero de bifidobacterias presuntivas en heces.
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Figura 33: Recuentos de bifidobacterias presuntivas en heces de animales que
recibieron B. animalis subsp. lactis INL1 sola (M) o junto a inulina 0,25% (p/v) (W).
*Diferencias significativas entre grupos para el mismo tiempo de administracion. I

Diferencias significativas dentro del mismo grupo, respecto a la semana previa; p<0,05.
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Una vez que atraviesan la parte superior del tracto gastrointestinal, los prebidticos
sufren una fermentacion selectiva por uno o por un nimero limitado de integrantes de
la microbiota colonica, dando asi a estos microorganismos ventajas en la proliferacion
y, en consecuencia, modificando su proporcién y concentracion en el intestino. De ahi
la iniciativa de modificar, mediante la ingesta de alimentos funcionales que contienen
prebidticos y probidticos, el patrén de la microbiota, promoviendo una composicion
saludable de la misma, y disminuyendo asi el riesgo a enfermedades o malestares
intestinales (Wendy y col.,, 2008). Los resultados obtenidos en este ensayo,
demostrarian preliminarmente un efecto bifidogénico de la inulina sobre B. animalis
subsp. lactis INL1 durante el trdnsito intestinal. Otra observacién que surgié de este
ensayo, si bien no se hicieron determinaciones analiticas, fue una notable modificacién
en el aspecto de las heces del grupo que recibié B. animalis subsp. lactis INL1 junto a
inulina. A simple vista se pudo inferir una diferencia en la humedad y tamafio de las

heces a lo largo del ensayo, respecto a los otros tres grupos experimentales (Fig. 34).

Figura 34: Heces de animales que recibieron agua (a), inulina (b), B. animalis subsp.

lactis INL1 o B. animalis subsp. lactis INL1 + inulina (d).
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5. Conclusiones parciales.

En este capitulo se estudiaron, en diferente grado, algunas propiedades funcionales
de los aislamientos de bifidobacterias de leche materna. Se determiné su seguridad y
funcionalidad mediante tests in vitro con resultados cepa dependiente. Se evalué la
resistencia a antibidticos y los valores observados concordaron con lo reportado en la
bibliografia para este género bacteriano. Ademds se analiz6 la hidrofobicidad
superficial y la resistencia a digestion gastrointestinal como medida de la interacciéon
con el intestino y, en general, las cepas pertenecientes a las especies B. animalis subsp.
lactis y B. longum demostraron alta resistencia a la simulacién de la acidez géstrica y al
shock de bilis. Estos resultados, sumado a la produccién de sustancias bioactivas
(conjugados de &cido linoleico y linoleico) por parte de algunos de los aislamientos y a
la actividad inhibitoria frente a un amplio rango de patégenos por parte de la cepa B.
animalis subsp. lactis INLI1, posiciona a la leche materna como una fuente de bacterias

con potencial probidtico.

También se realizaron estudios in vivo para analizar el efecto de una sustancia
prebidtica y la influencia de su administracion acompaiada de la cepa B. animalis
subsp. lactis INL1 en la funcién intestinal. Los resultados, si bien preliminares, son
alentadores en relacion al empleo del ratén para el estudio de los efectos fisiologicos de
sustancias prebidticas y probidticas en el transito intestinal. Se logré determinar en
forma preliminar el efecto de la inulina en el trinsito intestinal, la cual modific
positivamente la humedad y calidad de las heces, y también cuando se la administrd
junto a B. animalis subsp. lactis INL1. Se demostré ademds la capacidad de la cepa de
sobrevivir al transito intestinal in vivo en ratones (deteccion presuntiva en heces). El
empleo de estos modelos, una vez completamente desarrollados y caracterizados en
profundidad, resultaria prometedor ya que podria significar un ahorro considerable de
tiempo y dinero permitiendo evaluar la utilidad de distintos prebidticos y/o
combinaciones prebidtico-probidtico como paso previo a los ensayos realizados en

humanos.
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Capitulo IIIb

Capacidad inmunoestimuladora en intestino de

B. animalis subsp. lactis INL1.
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1. Introduccion.

La IgA es la principal inmunoglobulina secretoria de las superficies mucosas y su
produccion es inducida fuertemente por la presencia de bacterias comensales. Las
células dendriticas muestrean las bacterias intestinales e inducen una serie de etapas
bioldgicas que conducen al cambio de isotipo a IgA de las células B en los tejidos
linfoides asociados a la mucosa, principalmente los NLM vy las placas de Peyer, a través
de mecanismos T-independientes y T-dependientes. Las células B migran a través de
los vasos linfaticos y luego a través del torrente sanguineo, para volver a la mucosa
intestinal, particularmente a la Idmina propia, como células plasméticas secretoras de
IgA (Macpherson y col., 2012). La S-IgA es secretada y transcitosada al lumen donde
se une a las bacterias de la microbiota limitando su acceso al epitelio, previniendo su

translocacion y regulando su composicién (Salzman, 2011).

El estudio de la capacidad de cepas de bifidobacterias y bacterias ldcticas de
promover la proliferacion de células productoras de IgA en lamina propia o la IgA
secretoria es una medida de su funcionalidad y las convierte en candidatas para
emplearse como cultivos probidticos por la relacion positiva entre IgA y las defensas

naturales del intestino (Perdigén y col., 2005).
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2. Objetivos.

En este capitulo se evalud la capacidad de B. animalis subsp. lactis INL1 de
modificar positivamente aspectos relacionados a la salud intestinal en un modelo in

vivo. Los objetivos especificos propuestos fueron:

1) Determinar la capacidad de la cepa de estimular la respuesta inmune mucosa
mediada por IgA luego de distintos periodos de administracion, cuando la

bacteria se administré como cultivo fresco.

2) Analizar si el perfil funcional de la cepa se modifica cuando ésta es sometida
a tratamientos tecnoldgicos utilizados de rutina en la industria ldctea como
el secado spray, la liofilizacién y el congelamiento, y que suelen ser
aplicados a los cultivos probidticos para su industrializacién vy

comercializacion.
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3. Materiales y métodos.

3.1. Efecto inmunoestimulador de un cultivo fresco de B. animalis subsp.

lactis INL1.
3.1.1. Microorganismo.

Se utiliz6 B. animalis subsp. lactis INL1, la cual fue administrada oralmente como
cultivo fresco. La cepa fue reactivada a partir de un stock congelado en caldo MRS
(Biokar) + L-cisteina 0,1% (p/v) (Biopack) y se realizaron dos repiques en caldo MRS
(Biokar) (2% v/v) previo a su utilizaciéon. Los cultivos frescos (18 h) de las cepas en
caldo MRS, se centrifugaron (5000 rpm, 10 min, 5°C), se lavaron dos veces con buffer

PBS (pH 7,4) y se resuspendieron en leche descremada 10% (p/v).
3.1.2. Animales y alimentacion.

Se utilizaron 20 ratones machos BALB/c de 6 semanas de edad (19,3 + 0,5 g)
provenientes del Centro de Medicina Comparada del Instituto de Ciencias Veterinarias
del Litoral (CMC-ICiVet-Litoral, CONICET-UNL), Facultad de Ciencias Veterinarias,
Universidad Nacional del Litoral (Esperanza, Santa Fe). Los animales se alojaron en
cajas de pléstico transparentes en grupos de 5 animales/jaula y se mantuvieron a 21 + 1
°C, con una humedad de 55+2%, y ciclo luz/oscuridad de 12 h. Los animales recibieron
ad libitum alimento balanceado convencional (Cooperacion, Buenos Aires, Argentina)
y agua de red y se aclimataron por un periodo de 7 dias previos al ensayo en el bioterio
de INLAIN. Los animales fueron tratados segin la Guia para el Uso y Cuidado de
Animales de Experimentacion del Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (NIH
segiin sus siglas en inglés) y los ensayos fueron aprobados por el Comité de Etica para
la Experimentacion con Animales de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNL
(Esperanza, Santa Fe, Argentina). Se administr6 la cepa B. animalis subsp. lactis INL1
por intubacién intragdstrica (aprox. 2x10® UFC/dia/animal) durante 3, 6 y 10 dias
consecutivos, como cultivo fresco. Como control se utiliz6 un grupo de animales

intubados durante 10 dias consecutivos con leche descremada estéril 10% (p/v).
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3.1.3. Evaluacion in vivo de la seguridad de B. animalis subsp. lactis INL1.

A lo largo de la experiencia se monitore6 el peso y el estatus sanitario de los
animales mediante la observacién del estado del pelaje, actividad, agresividad y
comportamiento de grupo. Al final de cada periodo de alimentacién, los animales
fueron pesados, anestesiados intraperitonealmente con 0,2 mlL/animal de un cocktail
que contenia 9 partes de ketamina (100 mg/mL), 9 partes de xilacina (20 mg/mL) y 3
partes de acepromacina (10 mg/mL) en solucién fisioldgica estéril, y sacrificados por
dislocacion cervical. Los 6rganos fueron examinados macroscOpicamente para detectar
posibles cambios morfolégicos y se registré el peso de los higados. Para evaluar la
eventual aparicion de hepatomegalia, se estudié la relacion peso del higado/peso
corporal (PH/PC) al momento del sacrificio. Para determinar la presencia o no de
translocacion bacteriana se realizaron homogenatos de los higados en 5 mL de una
solucién de PBS estéril mediante el empleo de un homogeneizador rotatorio de tejidos.
Se sembr6 1 mL de los homogenatos en profundidad en agar ABRV (Britania, Buenos
Aires, Argentina). Las placas se incubaron a 37°C por 24 h y los resultados se
expresaron como translocacidn bacteriana positiva o negativa. En condiciones normales

el higado es un 6rgano estéril.
3.14. Enumeracion de células productoras de IgA.

Luego de la extraccion de Organos para el ensayo de seguridad, se removieron
porciones de intestino delgado y grueso, se fijaron en soluciéon de formaldehido
bufferado 4% (v/v), se deshidrataron en una serie de alcoholes de concentracion
creciente y xilenos y se incluyeron en parafina (Sainte-Marie, 1962). El nimero de
células productoras de IgA (IgA*) se determiné en cortes histoldgicos de fleon (cercano
a placas de Peyer) e intestino grueso mediante inmunofluorescencia directa, empleando
un anticuerpo monoespecifico anti-cadena o de IgA de raton (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA) conjugado con isotiocianato de fluoresceina (Matar y col., 2001). Los cortes
fueron desparafinizados y rehidratados en una serie de concentraciones decrecientes de
etanol (desde alcohol absoluto a alcohol 70°), y luego tratados con una dilucién (1/100)
del anticuerpo en PBS e incubados en oscuridad a 37°C durante 30 minutos. Las
muestras fueron lavadas dos veces en PBS y examinadas con un microscopio de
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fluorescencia (Nikon Eclipse E200 equipado con ldmpara de Hg). Se determiné el
nimero de células fluorescentes (microscopia de fluorescencia, 40x) y los resultados se
expresaron como numero de células IgA™ (células fluorescentes)/10 campos
observados. Los resultados se reportaron como el promedio de tres recuentos, cada uno

en un corte histolégico diferente, para cada animal.

3.2. Efecto de los tratamientos tecnoldgicos en la funcionalidad de B.

animalis subsp. lactis INL1.

3.2.1. Microorganismo.

Se utiliz6 la cepa como cultivo fresco (CF), congelado a -70°C (Co), secado spray
(S) o liofilizado (L). La suspension celular para los animales que recibieron CF se
prepar6 diariamente a partir de un cultivo overnight (18 h) de la cepa, lavado dos veces
con solucién PBS y resuspendido en leche descremada 20% (p/v). Para la preparacion
de los cultivos congelado (Co), secado spray (S) y liofilizado (L), cultivos frescos de B.
animalis subsp. lactis INL1 (pH libre, 18 h) en caldo MRS, se centrifugaron (5000 rpm,
10 min, 5°C), se lavaron dos veces con buffer PBS y se resuspendieron
(concentrandolos 10x) en leche descremada 20% (p/v). Las suspensiones celulares se
alicuotaron, se congelaron y se almacenaron a -70°C (grupo Co), o se deshidrataron
mediante secado spray (mini secadero spray Biichi modelo B-290, Flawil, Suiza),
utilizdndose una temperatura de entrada de aire constante de 160°C, una temperatura de
salida de 83°C y un flujo de alimentaciéon de 0,0075 L/min (grupo S), o bien se
liofilizaron (grupo L) durante 24 h en un liofilizador de camara simple (beta 2-16,
Christ, Osterode, Alemania) bajo las mismas condiciones utilizadas en el capitulo Ila (-

15°C, 0,37 mbar; +25°C).
3.2.2. Animales y alimentacion.

Se utilizaron 40 ratones machos BALB/c de 6 semanas de edad (19,8 + 0,4 g)
provenientes del Centro de Medicina Comparada del Instituto de Ciencias Veterinarias
del Litoral (CMC-ICiVet-Litoral, CONICET - UNL), Facultad de Ciencias

Veterinarias, Universidad Nacional del Litoral (Esperanza, Santa Fe). Los animales se
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alojaron en cajas de plastico transparentes en grupos de 5 animales/jaula y se
mantuvieron a 211 °C, con una humedad de 55+2%, y ciclo luz/oscuridad de 12 h.
Los animales recibieron ad libitum alimento balanceado convencional (Cooperacion,
Buenos Aires, Argentina) y agua de red y se aclimataron por un periodo de 7 dias
previos al ensayo en el bioterio de INLAIN. Los animales fueron tratados segin la
Guia para el Uso y Cuidado de Animales de Experimentacion del Instituto Nacional de
Salud de los Estados Unidos y los ensayos fueron aprobados por el Comité de Etica
para la Experimentacion con Animales de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
UNL (Esperanza, Santa Fe, Argentina). Se administré B. animalis subsp. lactis INLI1
por intubacién intragdstrica (aprox. 1x10° UFC/dia/animal) durante 10 dfas
consecutivos, como cultivo fresco (CF), cultivo almacenado congelado a -70°C (Co),
cultivo secado spray (S) o cultivo liofilizado (L). Como control se utilizé un grupo de

animales intubados durante 10 dias consecutivos con leche estéril 20% (p/v).

3.2.3. Cuantificacion de IgA secretoria en contenido intestinal y enumeracion

de células productoras de IgA.

Al final del periodo de alimentacion, los animales fueron pesados, anestesiados
intraperitonealmente con un cocktail de ketamina/xilacina/acepromacina y sacrificados
por dislocacién cervical. Se recuper6 todo el contenido de intestino delgado (desde el
duodeno al ileon distal), lavando con 5 mL de PBS suplementado con 20 ul. de un
cocktail inhibidor de proteasas (P8340, Sigma, St Louis, MO, USA). Luego de
centrifugarse (2000 x g, 30 min, 4°C) se recogi6 el sobrenadante y se congel6 a -70°C
hasta el momento de su uso. La concentracién de IgA secretoria total (S-IgA) se
determiné por ELISA de captura segin Rodrigues y col. (2000) utilizdindose un
anticuerpo anti-IgA de raton obtenido en cabra (M-8769, Sigma). Las porciones
distales del intestino delgado lavado y el intestino grueso se sometieron a fijacién y
preparacion histoldgica para su inclusion en parafina segin Vinderola y col. (2005). El
niimero de células productoras de IgA (IgA*) se determiné en cortes histolégicos de
muestras de ileon e intestino grueso mediante inmunofluorescencia directa, como se

detalla en el inciso 2.1.4.
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3.24. Determinacion de IL-10.

Porciones de intestino delgado y grueso (120-170 mg) se almacenaron congeladas
(-70°C) hasta el momento de su procesamiento, para la determinacién de citoquinas.
Las muestras fueron homogeneizadas (Ultra Turrax T8, Ika Labortechnik, Staufen,
Alemania) en PBS conteniendo 1% de un cocktail de inhibidor de proteasas (Sigma),
EDTA 10 mmol/L (Sigma) y Tween 20 0,05% (v/v) (Sigma) en una proporcion de 1
mL PBS:100 mg tejido. Los homogenatos fueron luego centrifugados (10 min, 10000
rpm, 4°C) y los sobrenadantes fueron recogidos y almacenados a -70°C para la
cuantificacion de IL-10 por ELISA, utilizindose anticuerpos comerciales (BD
Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA), y de acuerdo a los procedimientos

suministrados por el fabricante.

3.3. Analisis estadistico.

El anélisis estadistico se realiz6 con el software SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA). Los datos se analizaron utilizando un test ANOVA vy las diferencias entre
medias se detectaron mediante un test de rango multiple de Duncan para el ensayo del
efecto inmunomodulador del cultivo fresco de B. animalis subsp. lactis INL1 y
mediante un test t unilateral para comparar cada grupo tratado con el control para el
ensayo de efecto de los tratamientos tecnoldgicos. El nivel de significancia estadistica

se establecié en 0,05.
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4. Resultados y discusion.

4.1. Efecto inmunoestimulador de un cultivo fresco de B. animalis subsp.

lactis INL1.

La realizaciéon de estudios in vivo para evaluar la seguridad y funcionalidad de
nuevos aislamientos de potenciales probidticos para consumo humano en un
prerrequisito (FAO/WHO, 2002) para el desarrollo de alimentos funcionales o
suplementos farmacéuticos. Si consideramos que las cepas aisladas de leche materna
son parte de la microbiota que las madres transfieren naturalmente a sus hijos durante
los primeros dias de vida para contribuir a la maduracién del sistema inmune del tracto
gastrointestinal, es probable que estas cepas sean moduladoras de la funcién inmune
intestinal, una caracteristica deseable para las bacterias probidticas (Vinderola y col.,
2004, Maldonado Galdeano y col., 2007). Diferentes cepas del género Bifidobacterium
son consideradas benéficas para humanos. En particular B. animalis subsp. lactis es la
especie mds comunmente utilizada en productos funcionales y numerosos efectos
benéficos, entre ellos la reduccién del riesgo de diarrea en nifios, han sido atribuidos a

ciertas cepas de esta especie (Gueimonde y col., 2010).

La administraciéon oral de B. animalis subsp. lactis INL1 no indujo efectos
colaterales indeseables. Los animales mostraron comportamiento y actividad normal,
mientras que el estado del pelaje (suave, no erizado) y el estado de salud general no se
vieron alterados. No se observaron diferencias significativas en el peso de los animales
al momento del sacrificio: 19,9+0,5 g para el grupo control vs. 20,2+0,2 g, 20,1£0,5 gy
19,840,4 g (promedio=SEM) para los grupos que recibieron el cultivo fresco durante 3,
6 y 10 dias, respectivamente. La examinaciéon macroscépica de los érganos internos al
momento del sacrificio no reveld diferencias evidentes en el tamafio, color y la
morfologia de los mismos y particularmente, con respecto al higado, no se observaron
diferencias significativas en el pardmetro peso higado/peso corporal (PH/PC) (0,6 para
el control vs. 0,5, 0,6 y 0,5 para los grupos que recibieron el cultivo fresco durante 3, 6
y 10 dias), lo que confirma la ausencia de hepatomegalia. No se observé translocacion

de enterobacterias a higado (el ensayo de translocacién fue negativo en todos los
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casos). Este ensayo en ratones es comtinmente requerido como pardmetro para evaluar
la seguridad de nuevas cepas que quieren ser utilizadas en humanos, ain si pertenecen

a especies consideradas como seguras.

En relacion a las propiedades probidticas de B. animalis subsp. lactis INLI1, se
cuantific6 el nimero de células productoras de IgA en ldmina propia de intestino
delgado y grueso por inmunofluorescencia directa y se observé un aumento
significativo en todos los grupos que recibieron B. animalis subsp. lactis INL1. (Fig.
35). Este aumento fue entre 35% y 45% sobre el valor correspondiente al grupo control
para todos los periodos de alimentacion, excepto en intestino delgado del grupo que
recibié B. animalis subsp. lactis INL1 durante 10 dias, que mostr6 un aumento de

aproximadamente un 71% sobre el valor del grupo control.
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Figura 35: Efecto de la administracion oral de B. animalis subsp. lactis INL1 como
cultivo fresco durante 3 (M), 6 (=) o 10 () dias consecutivos en el nimero de
células productoras de IgA (IgA™) en ldmina propia de intestino delgado (ID) y grueso
(IG) de ratones BALB/c, comparado con ratones control (M). Valores promedio +
SEM. *"° Las columnas con superindices distintos (para el mismo 6rgano) son
significativamente diferentes (p < 0,05; p < 0,01 y p < 0,005 para a, b y c,

respectivamente) respecto al control correspondiente.
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4.2. Efecto de los tratamientos tecnoldgicos en la funcionalidad de B.

animalis subsp. lactis INL1.

Se observé un aumento significativo en el nimero de células productoras de IgA en
ldmina propia de intestino delgado cuando se administré B. animalis subsp. lactis INL1
como cultivo fresco (p = 0,004) y como cultivo secado spray (p = 0,019) durante 10
dias (Fig. 36), mientras que no se observé modificacién en este pardmetro cuando se
administré la cepa liofilizada o congelada a -70°C. A diferencia de lo observado en el
ensayo anterior, no se observaron diferencias en el nimero de células IgA™ a nivel de
intestino grueso para ninguno de los grupos tratados respecto al control, si bien se

observo una tendencia a estar aumentado en el grupo S (valores no mostrados).
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Figura 36: Efecto de la administracion oral de B. animalis subsp. lactis INL1 en el
ntiimero de células productoras de IgA (IgA™) en ldmina propia de intestino delgado
(inmunohistoquimica). La cepa fue administrada como cultivo fresco (CF), congelado a
-70°C (Co), secado spray (S) o liofilizado (L) durante 10 dias (aprox. 10°
UFC/ratén/dia), respecto al control (C). Valores promedio + SEM. *Diferencia

significativa para p < 0,05.

También se determiné la concentracion de IgA secretoria total (ELISA) (Fig. 37)
en contenido de intestino delgado. La funcién principal de la IgA en el intestino es
ejercer la exclusion inmune de patégenos y proteinas extraflas mediante una
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cooperaciéon intima con los mecanismos de inmunidad innata no especificos
(Macpherson y col., 2001) y un aumento en sus niveles es una caracteristica deseada en
los microorganismos probidticos. No se detectaron diferencias significativas entre los

grupos tratados y control para los niveles de S-IgA.
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Figura 37: Efecto de la administracién oral de B. animalis subsp. lactis INL1 en la
concentracion de IgA secretoria (S-IgA) total en contenido de intestino delgado
(ELISA). La cepa fue administrada como cultivo fresco (CF), congelado a -70°C (Co),

secado spray (S) o liofilizado (L) durante 10 dias (aprox. 10° UFC/ratén/dia), respecto
al control (C). Valores promedio + SEM.

La IL-10 es una de las citoquinas mds frecuentemente analizadas cuando se estudia
el perfil inmunomodulador de una cepa probidtica, ya que si bien muchas veces se la
considera anti-inflamatoria (de Kivit y col., 2014), en realidad se trata de una citoquina
reguladora que puede ser producida por distintas células inmunoldgicas como las
células Treg y conducir, no a una respuesta inmune humoral o celular, sino al
desarrollo de tolerancia oral (Johansson y col., 2012, Rescigno y col., 2013). Cuando se
analizaron los niveles de IL-10 en homogenatos de intestino delgado e intestino grueso,
se observd un aumento significativo (p = 0,015) para el grupo de animales que recibi6
la bifidobacteria liofilizada (Fig. 38) y una tendencia a estar aumentada en el grupo que

la recibi6 congelada, a nivel de IG, aunque no significativa.
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Figura 38: Efecto de la administracién oral de B. animalis subsp. lactis INL1 en la
concentracion de IL-10 en homogenatos de intestino delgado (M) y grueso (M)
(ELISA). La cepa fue administrada como cultivo fresco (CF), congelado a -70°C (Co),
secado spray (S) o liofilizado (L) durante 10 dias (aprox. 10° UFC/ratén/dia), respecto
al control (C). Valores promedio + SEM. * Diferencia significativa (p < 0,05) respecto

al control del mismo 6rgano.

En esta parte del trabajo, la cepa fue administrada a ratones BALB/c en dos
ensayos independientes. En el primero se observé proliferacion de células productoras
de IgA tanto en intestino delgado e intestino grueso cuando se administré como cultivo
fresco. Sin embargo, estos resultados no se reprodujeron a nivel de intestino grueso
cuando se administré el cultivo fresco en el segundo ensayo, lo que indica la
variabilidad muchas veces observadas en estudios in vivo en animales y que puede estar
ligada a factores intrinsecos del animal (partidas diferentes) o a factores externos no
totalmente controlados. En relacion a los efectos tecnoldgicos, se observé induccion de
la proliferacion de células productoras de IgA cuando se administré el cultivo fresco y
secado spray, sin embargo no se observd este fendmeno en los cultivos congelados y
liofilizados, que si mostraron niveles aumentados o una tendencia a aumentar respecto

al control, de la citoquina regulatoria IL-10. Es de interés remarcar que ambos procesos
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comparten una etapa en comun que es el congelamiento, el cual podria ser responsable,
al menos en parte, de estos resultados, sin disponer al momento de una hipétesis que
pueda explicar estas observaciones. En este sentido, Sousa y col. (2015) describieron
diferentes sensibilidades a la digestion gdstrica simulada de algunas cepas probidticas
almacenadas congeladas, tanto libres como microencapsuladas, respecto a sus cultivos
no congelados. Esto podria indicar que el proceso de congelamiento puede afectar la
funcionalidad de un cultivo, aunque esto no se evidencie en la viabilidad del mismo.
Cuando se analiz6 la induccidén de la citoquina regulatoria IL-10 en intestino delgado y
grueso, se observo un aumento significativo s6lo para el grupo que recibié B. animalis
subsp. lactis INL1 como cultivo liofilizado. Existe una gran variabilidad en la respuesta
de citoquinas inducidas por distintas cepas probidticas si bien aquellas que aumenten
los niveles de citoquinas regulatorias como la IL-10 son preferidas por su potencial
antiinflamatorio (Saxelin y col., 2005). Hart y col. (2004) observaron un aumento en
los niveles de IL-10 que inhibi6 la generacion de células Thl cuando se administré el
suplemento probidtico comercial VSL#3 compuesto por 8 cepas probidticas, y que este
efecto se debio principalmente a las cepas de bifidobacterias presentes en el mismo. Por
otro lado, recientemente Jeon y col. (2012) observaron un aumento de esta
interleuquina a nivel de colon cuando se administré una cepa probidtica de B. breve.
Sin embargo, no todas las cepas probidticas comerciales inducen la secrecion de esta
citoquina, o al menos los resultados no son concluyentes, como en el caso de la cepa
probidtica mds ampliamente estudiada clinicamente en el mundo, Lactobacillus

rhamnosus GG (Kekkonen y col., 2008).

El conjunto de los resultados demuestra la importancia del estudio de cepas
probidticas en los formatos tecnolégicos en las cuales podrian llegar al mercado para el
desarrollo de alimentos funcionales. Estudios previos han mostrado que la misma cepa
probidtica, producida y/o preservada bajo diferentes condiciones de almacenamiento,
puede presentar diferentes respuestas en relacidn a su susceptibilidad a las condiciones
adversas del TGI, su capacidad de adherirse al epitelio intestinal o su capacidad
inmunoestimuladora, modificindose su funcionalidad aunque se mantenga su

viabilidad (Saarela y col., 2009, Vinderola y col., 2012). Si bien un aumento en los
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niveles luminales de S-IgA o la induccién de IL-10 es deseado, estos resultados no
resultan desalentadores respecto a la funcionalidad de B. animalis subsp. lactis INLI.
El enorme nimero de células de la inmunidad innata y adaptativa que residen junto a la
ain mds poblada microbiota comensal, hacen que el tracto gastrointestinal utilice
mecanismos regulatorios, para conservar la homeostasis de su sistema inmune
(Peterson y Artis, 2014). Ademds, podrian poner en evidencia la dependencia de los
resultados con el modelo in vivo seleccionado para evaluar la funcionalidad de las
cepas, debido a la siguiente observacién: en un ensayo in vivo pero realizado con
ratones de la cepa Swiss (de la misma edad y sexo que los ratones utilizados en este
ensayo) se administré durante 10 dias B. animalis subsp. lactis INL1 (aprox. 10°
UFC/dia/ratén) como cultivo fresco, secado spray y liofilizado. En este ensayo,
realizado en el marco del proyecto de cooperacion MINCyT-CAPES que se menciond
en el capitulo IIla, se observd que los tratamientos tecnoldgicos aplicados no
modificaron la capacidad de la cepa de inducir la secrecion de IgA al lumen intestinal y
la administracién de B. animalis subsp. lactis INL1 indujo un aumento significativo en
los niveles de S-IgA total en contenido intestinal respecto al control, tanto para el
cultivo fresco como para los cultivos deshidratados (secado spray y liofilizado) (los

resultados de este ensayo se muestran en el capitulo IIlc, secciéon 3.3).
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5. Conclusiones parciales.

La cepa aislada de leche materna, B. animalis subsp. lactis INL1, demostré ser
segura y no poseer propiedades invasivas (el ensayo de translocacion resulté negativo
en la totalidad de los animales). Ademas, cuando fue administrada oralmente a ratones
BALB/c, como cultivo fresco y durante distintos periodos de administracién, demostrd
tener la capacidad de aumentar el nimero de células productoras de IgA en lamina

propia de intestino delgado y grueso.

Cuando la cepa fue sometida a tratamientos tecnoldgicos la funcionalidad de la
misma resulté modificada. La capacidad inmunomoduladora mediada por el aumento
de células productoras de IgA observada para los cultivos frescos sélo se mantuvo en
los animales que recibieron el cultivo secado spray, y a nivel de intestino delgado.
Asimismo, no fue posible observar cambios en los niveles de IgA secretoria en
contenido intestinal para ninguna de las formas de administracién de la bifidobacteria.
Los cultivos liofilizados y congelados de B. animalis subsp. lactis INL1 no fueron
capaces de modificar el nimero de células productoras de IgA, en la dosis y periodo de
administracion estudiados, pero si indujeron un aumento o una tendencia a aumentar la
citoquina regulatoria IL-10 a nivel de intestino grueso, respectivamente. Estos
resultados en su conjunto ponen de manifiesto la importancia de conducir estudios
funcionales con el cultivo en el formato tecnoldgico o en la matriz en la que se va a

vehiculizar la cepa.

La induccién de un aumento en el nimero de células productoras de IgA o en los
niveles de IL-10, mediada por la administracion de B. animalis subsp. lactis INLI,
plantea que esta pueda ser considerada una bacteria potencialmente probidtica capaz de

estimular la funcidén inmune en el intestino.
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Capitulo IIIc

Proteccion de B. animalis subsp. lactis INL1

frente a un modelo de salmonelosis.
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1. Introduccion.
1.1. Salmonella: taxonomia y caracteristicas generales.

El género Salmonella forma parte de la familia Enterobacteriaceae y estd integrado
por bacilos intracelulares Gram negativos anaerobios facultativos. Poseen, por lo tanto,
las caracteristicas generales de las enterobacterias: son microorganismos fermentadores
de glucosa, catalasa positivos, oxidasa negativos y suelen ser méviles. Tienen una muy
importante homologia general de su ADN, por lo que el género Salmonella estad
compuesto s6lo de dos especies distintas: Salmonella bongori y Salmonella enterica.
Esta ultima se divide en seis subespecies, las cuales se diferencian bioquimicamente.
Como todas las enterobacterias, el género Salmonella tiene tres tipos de antigenos:
somatico (O), flagelar (H) y de envoltura (Vi para Salmonella). Las seis subespecies de
Salmonella enterica se clasifican en mds de 50 serogrupos basado en el antigeno O, y
se dividen en mds de 2400 serotipos basado en el antigeno H (de Jong y col., 2012). La
nomenclatura para Salmonella ha evolucionado con el tiempo y hasta el dia de hoy el
debate sobre cémo nombrar los distintos serotipos continda (Brenner y col., 2000). El
“Centro Colaborador de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para la Referencia
e Investigacion en Salmonella” recomienda unificar la nomenclatura de manera que,
por ejemplo, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium sea abreviada
como S. enterica serovar Typhimurium o Salmonella ser. Typhimurium (Grimont y

Weill, 2007), si bien en la literatura atin existe una gran variedad de nomenclaturas.

1.2. Salmonella: mecanismo de infeccion.

Salmonella enterica puede invadir un gran espectro de hospedadores causando
tanto infecciones agudas como crénicas a través de su habilidad de replicarse y persistir
tanto dentro de las células epiteliales no fagociticas como fagociticas (células
dendriticas, neutréfilos y macréfagos) del sistema inmune innato del hospedador
(Hurley y col., 2014). La infeccién con el patégeno generalmente se origina por el

consumo de alimentos contaminados. Una vez ingerida, Salmonella se propaga
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répidamente a lo largo del tracto gastrointestinal y penetra la mucosa a través de tres
rutas: (i) invasion preferencial de las células M (células epiteliales especializadas)
ubicadas en los domos de las placas de Peyer o rodeando tejidos linfoides intestinales,
(i1) invasion activa de enterocitos, y (iii) a través de las células dendriticas que se
intercalan con las células epiteliales, extendiendo sus dendritas dentro del lumen
intestinal (Pontier-Bres y col., 2014). Durante las etapas iniciales de la respuesta
inflamatoria, neutréfilos y macréfagos son reclutados al sitio de infeccion siguiendo
sefiales de citoquinas especificas. Los neutréfilos fagocitan los patégenos invasores y
los inactivan intracelularmente. Similarmente, los macréfagos y monocitos también
funcionan fagocitando e inactivando los patégenos a nivel intracelular, y ademds son
capaces de inactivar células propias infectadas e inducir reacciones inmunes en cascada
a través de la presentacion de antigenos superficiales, para sefialar y reclutar otros tipos
celulares. Una caracteristica comtin de la salmonelosis es una marcada respuesta
inflamatoria desencadenada por el sistema inmune innato del hospedador (Hurley y
col., 2014). Salmonella ha evolucionado junto a la respuesta innata y cuenta con
mecanismos de virulencia para aprovechar la respuesta inflamatoria a su favor y en
detrimento de otros microorganismos con los que compite en el lumen intestinal. Es asi
que, si bien los neutréfilos representan un grupo crucial de leucocitos necesarios para
defender al hospedador en las etapas tempranas luego de la infeccion, sus mecanismos
no especificos pueden llevar al dafio tisular y, cuando este es excesivo, contribuye a la
patologia de la enfermedad (Agbor y col., 2014). La presencia de dafio inflamatorio no
se localiza exclusivamente en el intestino. En ratones, por ejemplo, la respuesta a una
infeccion con Salmonella ser. Typhimurium usualmente estd marcada por una
infiltracion moderada de la mucosa intestinal y una marcada infeccién sistémica

asociada con lesiones en higado y bazo (Santos, 2014).

Los mecanismos de inmunidad especifica y particularmente la relevancia de la
inmunidad mediada por células versus la inmunidad humoral es atin discutida. El
debate es complejo por los intentos de comparar diferentes modelos experimentales en
los cuales varia la ruta de entrada de Salmonella y/o la susceptibilidad de distintas

cepas de ratones. Sin embargo, otra caracteristica observada de la respuesta inmune
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contra Salmonella es la produccién de interferén gamma (IFN-y) por parte de las
células natural killer (NK) en los primeros estadios de la infeccién, y por parte de
células Thl y Th2 en etapas posteriores (Spees y col., 2014). Ademas, los macréfagos
activados también producen citoquinas como IL-18 e IL-12, las cuales desencadenan la
produccion dependiente de IFN-y de células Thl especificas (Patel y Mc Cormick,
2014). Por ultimo, también se ha descripto el efecto de la IgA secretoria en la infeccion
con Salmonella. Evidencia reciente ha mostrado su funcién neutralizando al patégeno,
uniéndose por ejemplo a componentes de los LPS de la membrana bacteriana y, debido
a que no activa respuesta inflamatoria, previniendo de este modo el dafio inducido por

inflamacion del epitelio mucoso (Patel y Mc Cormick, 2014).

1.3. Salmonelosis.

Salmonella presenta diferencias en cuanto a la especificidad del hospedador.
Mientras algunos serotipos son capaces de producir enfermedades con diversas
caracteristicas en distintas especies hospedadoras, otros serotipos si son especificos
como S. enterica serovar Typhi en el caso del hombre, que causa fiebre tifoidea, una
enfermedad sistémica severa responsable de aproximadamente 21 millones de casos de
infeccidn por afio en el mundo. La infeccidon con Salmonella o la enfermedad asociada
con ella, salmonelosis, es a menudo caracterizada por una enteritis. Sin embargo,
algunos serotipos restringidos a hospedadores especificos tienden a inducir altos
niveles de bacterias en sangre, mientras que otros serotipos restringidos al ser humano
causan una enfermedad sistémica con sintomas entéricos leves. Por lo general, las
salmonelosis humanas se clasifican en dos grandes grupos segtn si son causadas por
los serotipos estrictamente humanos, que causan habitualmente sindromes tifoideos
(bacteremia), o si son causadas por serotipos ubicuos también denominados serotipos
de Salmonella no tifoideos (NTS de su sigla en inglés), que provocan diarrea, vomitos
y fiebre. Todas las infecciones en animales de sangre caliente y en el ser humano son
causados por la especie Salmonella enterica, principalmente S. enterica subsp. enterica

(Santos, 2014). En el ser humano, los grupos con mayor riesgo de enfermedad severa y
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muerte por infeccion con Salmonella son las personas mayores, las personas
inmunosuprimidas y los nifios, en especial aquellos menores de 12 meses. Aunque la
salmonelosis en adultos y nifios mayores estd asociada con el consumo de alimentos
contaminados, el contacto con mascotas o viajes recientes a paises en vias de
desarrollo, los factores de riesgo para la salmonelosis en bebés son menos claros.
Estudios recientes que incluyeron bebés han sugerido que el amamantamiento estd

asociado con una disminucidn en el riesgo de salmonelosis (Rowe y col., 2004).

1.4. Modelos de salmonelosis y probidticos: antecedentes.

Entre los beneficios saludables del consumo de probidticos, aquellos relacionados a
una mejora de la salud gastrointestinal son los mds reconocidos (Foligné y col., 2013),
incluyendo la prevenciéon o mejora en la recuperacion de distintos tipos de diarrea o
inflamacion intestinal. Es muy importante notar que el Panel en Productos Dietéticos,
Nutricién y Alergias de la Autoridad de Seguridad Alimentaria Europea (EFSA segtin
su sigla en inglés) establecié que la mayoria de las afirmaciones atribuidas a los
probidticos fueron consideradas como (posiblemente) benéficas para la salud humana,
en particular aquellos efectos relacionados a la salud intestinal (Binnendijk y Rijkers,
2013). Se han establecido modelos murinos de salmonelosis para estudiar la
patogénesis de la fiebre tifoidea, utilizdndose distintas cepas de una especie
estrechamente relacionada, S. enterica serovar Typhimurium (Watson y Holden, 2010).
El modelo murino es ampliamente utilizado no s6lo para estudiar los mecanismos de la
patogénesis (Mastroeni y Sheppard, 2004), sino también para estudiar la capacidad de
bacterias probidticas en la prevencion o tratamiento de infecciones entéricas causadas
por Salmonella (Gill y col., 2001, Truusalu y col., 2008, Castillo y col., 2011). El
amplio rango de virulencia entre distintas cepas de S. enterica presentes en la
naturaleza (Heithoff y col., 2012) explicaria el amplio rango de dosis infectivas
reportadas en ratones (105 a 10" UFC/ratén) (Suitso y col., 2010). También se ha

informado que la infeccion depende de las cepas de ratén y Salmonella utilizadas.
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2. Objetivos.

Las recomendaciones de la guia FAO/WHO requieren estudios preclinicos en animales
en modelos apropiados, sumado a los posibles efectos positivos de los probidticos
reconocidos por EFSA. Teniendo en cuenta los resultados previos en cuanto a la capacidad
inhibitoria in vitro de B. animalis subsp. lactis INL1 sobre Salmonella enterica y la
capacidad de promocién de IgA, el objetivo de este capitulo fue estudiar la capacidad
protectora de B. animalis subsp. lactis INL1 en un modelo de infeccion intestinal por S.
enterica subsp. enterica serovar Typhimurium. Parte de este trabajo se realizé en el
Laboratorio de Ecologia y Fisiologia de Microorganismos (LEFM) del Instituto de Ciencias
Biolégicas (ICB) de la Universidad Federal de Minas Gerais (UFMG) (Belo Horizonte,
Brasil), bajo la direccién del Dr. Jacques Nicoli y la orientacion de la histopatéloga Dra.
Denise Carmona del Laboratorio de Morfologia del ICB de la UFMG. Los objetivos

especificos planteados fueron:

1) Analizar el efecto protector de una dosis determinada de B. animalis subsp.
lactis INL1 en un modelo de salmonelosis con ratones Swiss, mediante un
andlisis histopatoldgico, estudiando la presencia de dafio inflamatorio en

ileon e higado.

2) Comparar la efectividad de la cepa en estudio en forma de cultivo fresco,
secado spray o liofilizado y analizar el comportamiento de dos pardmetros
inmunes: concentracion de IgA secretoria y de IFN-y en contenido

intestinal.

3) Analizar el efecto protector de la cepa en un modelo de salmonelosis con
ratones BALB/c, ajustando las condiciones de infeccion y dosis de la

bifidobacteria.

4) Comparar el efecto de la administracién de B. animalis subsp. lactis INL1 de
forma preventiva y preventiva-terapéutica (pre y pre y post-desafio con el

patégeno).
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3. Materiales y métodos.
3.1. Microorganismos y condiciones de crecimiento.

Previo a su uso, la cepa B. animalis subsp. lactis INL1 fue cultivada al menos tres
veces en caldo MRS suplementado con 0,1% (p/v) de hidrocloruro de L-cisteina (18 h,
37°C, anaerobiosis). S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium FUNED, una
cepa de origen humano aislada en la Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED, Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil) fue generosamente cedida por el Dr. Jacques Nicoli
(ICB, Universidad Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG, Brasil). La cepa de
Salmonella se mantuvo congelada a -70°C en caldo Infusién Cerebro Corazén (BHI
segln su sigla en inglés) adicionada con 20 % (v/v) de glicerol y fue reactivada (18 h,
37°C, incubacién aerdbica) en caldo BHI, directamente desde un stock congelado, para

los estudios de infeccion.

3.2. Evaluacion del efecto protector de B. animalis subsp. lactis INL1 en

ratones convencionales Swiss.

3.2.1. Animales y alimentacion.

Se utilizaron veinticuatro ratones convencionales Swiss (6 semanas; peso entre 18-
20 g) derivados de una colonia de ratones NIH Swiss libres de gérmenes, que se
colonizaron por contacto con animales convencionales, de la colonia cerrada del
Laboratorio de Ecologia y Fisiologia de Microorganismos (LEFM) de la Universidad
Federal de Minas Gerais (Belo Horizonte, Brasil), y fueron divididos en cuatro grupos
denominados grupos control (C), cultivo fresco (CF), secado spray (S) y liofilizado (L).
Cada grupo estuvo conformado por 4 ratones machos y 2 ratones hembras, debido a la
disponibilidad de animales de la colonia cerrada del instituto. Todos los animales
tuvieron un periodo de adaptacion de una semana en el bioterio antes de comenzar con
los ensayos y fueron agrupados de a 2 o 4 animales por jaula, en condiciones
ambientales controladas a 21+2°C, humedad de 55+2%, y ciclo luz/oscuridad de 12 h.

Los animales fueron tratados segin la Guia para el Uso y Cuidado de Animales de
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Experimentacion del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos y recibieron, ad

libitum, agua de red estéril y alimento balanceado convencional estéril.

Los animales de los grupos CF, S y L recibieron (intubacién intragdstrica) 108
UFC/dia de B. animalis subsp. lactis INL1 durante 10 dias consecutivos, en forma de
cultivo fresco (CF) o cultivos secado spray (S) o liofilizado (L), y rehidratados. La
obtencidn de los cultivos deshidratados y la preparacion de las dosis se realizaron como
se detalla en la seccion 2.2.1. del capitulo IIIb. Los animales del grupo control (C)
recibieron durante 10 dias leche descremada 10% (p/v). En el dia 11 los animales
recibieron (intubacién intragdstrica) una unica dosis infectiva de 10° UEC de
Salmonella ser. Typhimurium FUNED. Al décimo dia post desafio con el patégeno los
animales fueron anestesiados intraperitonealmente con un cocktail de
ketamina/xilacina/acepromacina y sacrificados por dislocacion cervical. Se recuperaron
porciones de fleon e higados para preparacion de homogenatos, las cuales fueron
inmediatamente congeladas a -70°C hasta el momento de su uso, mientras que otras
porciones fueron fijadas en formaldehido bufferado 4% (v/v) y procesadas para su

inclusidén en parafina segin Vinderola y col. (2005).
3.2.2. Evaluacion histopatologica de ileon e higados.

Cortes histoldgicos (3-5 um) de ileon e higado se desparafinaron en un gradiente
de xilenos/alcoholes/buffer salino y se tifieron con hematoxilina-eosina (HE). Las
ldminas se codificaron para evitar sesgos al momento de su andlisis. Los cortes se
examinaron mediante microscopia Optica, empledndose un microscopio (Olympus
BX41) equipado con una cadmara digital (Moticam 2500). Para el andlisis de ileon se
tomaron fotografias (10x de objetivo) de los cortes y se analizaron cuatro indicadores
de dano inflamatorio: (a) infiltrados anormales de células inflamatorias, (b)
arquitectura, (c) ulceraciéon y (d) edema. A los fines de facilitar la evaluaciéon
histopatoldgica y de algin modo cuantificar el grado de injuria tisular se defini6 el

siguiente sistema de “scores” o puntajes:
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Puntaje Evaluacion
0 ausencia de alteracion
1 alteracion leve
2 alteracion moderada
3 alteracion severa

Para cada grupo experimental se calcul6 el puntaje promedio total de inflamacién,
considerdndose mayor el puntaje cuanto mayor era el grado de dafio inflamatorio en

ileon.

Para la evaluacion histoldgica de los cortes de higado se analizé el drea de los
infiltrados inflamatorios. En este caso se tomaron 3 fotografias de los cortes (10x) por
animal, se realizé la medicién morfométrica de las areas infiltradas utilizandose el
software ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA) y se defini6 el pardmetro area infiltrada
(um)/area total (um). Todos los andlisis histopatolégicos fueron realizados bajo la
supervision de la Dra. Denise Carmona Cara del Departamento de Morfologia del
Instituto de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Federal de Minas Gerais (Belo

Horizonte, Brasil).
3.2.3. Determinacion de la actividad de mieloperoxidasa.

La mieloperoxidasa (MPO) es una enzima expresada especificamente en
neutréfilos, por lo que la cuantificacién de su actividad es una manera de cuantificar,
indirectamente, el nimero de neutréfilos infiltrados en un tejido, después de una injuria
inflamatoria. En este ensayo, se determiné la extensién de la acumulacién de
neutréfilos en ileon e higado midiendo la actividad de mieloperoxidasa segin Vieira y
col. (2012). Brevemente, porciones de ileon o higado se homogeneizaron (100 mg de
tejido por cada 1,9 mL de buffer) en un buffer pH 4,7 (0,IM NaCl, 0,02M Na3;POy,
0,015M Na-EDTA) y centrifugaron a 4°C, 12000 x g, durante 10 min. Los pellets se
resuspendieron en buffer fosfato de sodio 0,05M (pH 5.4) que contenia HTAB 0,5%
(bromuro de hexa-1,6-bis-deciltrimetilamonio) (Sigma-Aldrich) y luego de

homogeneizarse y someterse a 3 ciclos de congelamiento en N
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liquido/descongelamiento, las suspensiones se centrifugaron y los sobrenadantes fueron
recuperados. Se adiciondé a los sobrenadantes 3,3-5,5-tetrametilbenzidina (TMB)
(Sigma-Aldrich) (3,845 mg/mL en dimetil sulf6xido) y se incub6 5 min a 37°C. Luego
se agregd H,O, y se incubd hasta la formacién de color. La reaccién se detuvo por la
adicién de HoSOy4 y se midi6 la densidad 6ptica (D.O.) a 450nm. La actividad de MPO

se expreso en unidades arbitrarias (basadas en absorbancia) por cada 100 mg de tejido.
3.2.4. Determinacion de S-IgA e IFN-y en contenido intestinal.

Se realizé un segundo ensayo con 52 ratones Swiss hembras, provenientes de la
misma colonia del LEFM-ICB-UFMG. Se dividi6 a los animales en cuatro grupos (C,
CF, S y L) y se los tratd6 bajo las mismas condiciones que en el ensayo de
histopatologia (inciso 2.2.1). Los animales de los grupos CF, S y L recibieron
(intubacién intragdstrica) 10® UFC de B. animalis subsp. lactis INL1 durante 10 dias
consecutivos, en forma de cultivo fresco, secado spray o liofilizado, y rehidratados,
mientras que los animales del grupo C recibieron leche descremada 10% (p/v). En el
dia 11, cuatro ratones de cada grupo fueron sacrificados como se describid
previamente, para la mediciéon de pardmetros inmunes (S-IgA e IFN-y) previo al
desafio con el patégeno. Los animales restantes recibieron (intubacién intragastrica)
una tnica dosis infectiva de 10° UFC de Salmonella ser. Typhimurium FUNED. La
mitad de los animales desafiados de cada grupo fueron sacrificados (como se describié
previamente) al 4° dia post desafio (4PD) y los animales restantes fueron sacrificados
al dia 8° post desafio (8PD). En todos los casos (animales desafiados y no desafiados)
se recuperd el contenido intestinal total por lavado del intestino delgado desde el
duodeno al ileon distal, se peso y se diluy6 1:4 en PBS suplementado con un cocktail
inhibidor de proteasas 1% (P8340, Sigma, St Louis, MO, USA). Luego de centrifugarse
(2000 x g, 30 min, 4°C) se recogié el sobrenadante y se congelé a -70°C para
cuantificacion de S-IgA (Rodrigues y col., 2000) e IFN-y (BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, CA, USA) por ELISA.
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3.3. Evaluacion del efecto protector de B. animalis subsp. lactis INL1 en
animales BALB/c.

3.3.1. Animales.

Se utilizaron ratones BALB/c (machos, 6 semanas, 18-20 g) obtenidos de la
colonia cerrada del Centro de Medicina Comparada del Instituto de Ciencias
Veterinarias del Litoral (CMC-ICiVet-Litoral, CONICET - UNL), Facultad de
Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional del Litoral (Esperanza, Santa Fe,
Argentina). Los animales tuvieron un periodo de adaptacién de una semana en el
bioterio del INLAIN antes de comenzar con los ensayos y fueron agrupados de 3 a 5
animales por jaula, dependiendo del experimento, en condiciones ambientales
controladas a 21 + 2°C, humedad de 55 + 2%, y ciclo luz/oscuridad de 12 h. Los
animales fueron tratados segin la Guia para el Uso y Cuidado de Animales de
Experimentacion del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos (NIH, USA) y
los ensayos fueron aprobados por el Comité de Etica para la Experimentacién con
Animales de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNL (Esperanza, Santa Fe,
Argentina). Los animales recibieron, ad libitum, agua de red estéril y alimento
balanceado convencional estéril (Cooperacion, Buenos Aires) cuya composicion es:
proteinas, 230 g/kg; fibra, 60 g/kg; minerales totales, 100 g/kg; Ca, 13 g/kg; P, 8 g/kg;
agua, 120 g/kg; y vitaminas.

3.3.2. Determinacion de la dosis infectiva de Salmonella.

Un primer conjunto de experimentos se llevé a cabo para ajustar en las condiciones
del INLAIN un modelo in vivo de infeccién en ratones BALB/c, utilizando la cepa
Salmonella ser. Typhimurium FUNED, antes de evaluar la capacidad protectora de B.
animalis subsp. lactis INL1. Un cultivo overnight (18 h) del patégeno fue lavado dos
veces con una solucion salina fosfato (PBS, pH 7,4). Los ratones (tres grupos de 10
animales) fueron desafiados por intubacién intragastrica (0,1 mL/ratén) con una unica
dosis infectiva correspondiente respectivamente a 10, 10° o 10° UFC de

Salmonella/raton. La sobrevida a la infeccién se monitore6 diariamente hasta que no se
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observaran muertes por tres dias consecutivos. Los resultados se expresaron como

sobrevida (%) a la infeccion.
3.3.3. Determinacion de la dosis protectora de B. animalis subsp. lactis INL1.

Un cultivo overnight (18 h) de B. animalis subsp. lactis INL1 se prepard
diariamente, se lavé dos veces con PBS y se resuspendié en leche descremada 10%
(p/v). Los animales (10 por grupo) recibieron (intubacién intragdstrica) durante 10 dias
(0,1 mL/ratén) 107, 10* o 10° UFC/dia de la bifidobacteria y en el dia 11 fueron
desafiados oralmente con una tnica dosis de Salmonella ser. Typhimurium FUNED
(10° UFC/animal). Los animales control recibieron 0,1 mL/ratén de leche descremada
10% (p/v) durante 10 dias previo al desafio con Salmonella. La sobrevida fue

monitoreada como se describié previamente.

3.3.4. Determinacion del periodo de administracion protector de B. animalis

subsp. lactis INL1.

Tres grupos de ratones (10 animales/grupo) recibieron 10° UFC/dia/animal de la
bifidobacteria, preparada como se describié previamente, durante 3, 6 o 10 dias
consecutivos. Luego de esos periodos de administracion los animales fueron desafiados
con una unica dosis de Salmonella ser. Typhimurium FUNED (10° UFC/animal). Los
animales control recibieron 0,1 mL/animal de leche descremada 10% (p/v) durante 10
dias previos al desafio con Salmonella. No se administré bifidobacteria luego del

desafio. La sobrevida fue monitoreada segtin se describi6 previamente.

3.3.5. Comparacion de la administraciéon preventiva vs. preventiva-terapéutica de
B. animalis subsp. lactis INL1 frente a una infeccion con Salmonella ser.

Typhimurium.
3.3.5.1. Animales y alimentacion.

Veinte ratones fueron divididos en tres grupos denominados grupo control (C) (6
animales), grupo preventivo (P) (7 animales) y grupo preventivo-terapéutico (T) (7
animales). Los animales de los grupos P y T recibieron (intubacién intragéstrica) 10°
UFC de B. animalis subsp. lactis INL1 durante 10 dias consecutivos, preparados

diariamente como se describi6 previamente. Los animales del grupo C recibieron leche
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descremada 10% (p/v). En el dia 11 los animales recibieron (intubacién intragdstrica)
una dnica dosis infectiva (ver seccion Resultados para la seleccion de la dosis) de
Salmonella ser. Typhimurium FUNED, y continuaron recibiendo leche descremada
10% (p/v) (grupos C y P) o B. animalis subsp. lactis INL1 (10° UFC/dia/animal, grupo
T).

3.3.5.ii. Ensayo de translocacion.

Al quinto dia post-desafio, los animales se anestesiaron con un cocktail de
ketamina/xilacina/acepromacina y se sacrificaron por dislocaciéon cervical. Se
extrajeron higado y bazo, se realizaron homogenatos (Ultra Turrax T8, Ika
Labortechnik, Staufen, Alemania) en agua de peptona 0,1% estéril, y se sembraron
diluciones seriales en agar Mac Conkey (Britania, Buenos Aires, Argentina) para el
recuento de enterobacterias. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 h en aerobiosis.
Los resultados se expresaron como una proporcion de animales infectados sobre el total
de animales por grupo, considerdndose animal infectado aquel que presentd
translocacién en higado o higado y bazo. Ademds, se compararon los recuentos (log

UFC/g) de enterobacterias en ambos 6rganos entre los distintos grupos.
3.3.5.iii. Determinacién de S-IgA y citoquinas.

Se recuperé el contenido intestinal presionando suavemente el intestino delgado
desde el duodeno al ileon distal, se pesé y se diluy6é 1:4 en PBS suplementado con un
cocktail inhibidor de proteasas 1% (P8340, Sigma, St Louis, MO, USA). Luego de
centrifugarse (2000 x g, 30 min, 4°C) se recogi6 el sobrenadante y se congel6 a -70°C
para cuantificacion de S-IgA por ELISA (Rodrigues y col, 2000). Porciones distales del
intestino lavado se someti6 a fijacién y preparacion histolégica para su inclusioén en
parafina segiin Vinderola y col. (2005). El nimero de células productoras de IgA
(IgA™) se determiné en cortes histolégicos de muestras de fleon e intestino grueso
mediante inmunofluorescencia directa, empleando un anticuerpo monoespecifico anti-
cadena o de IgA de raton (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) conjugado con
isotiocianato de fluoresceina (Matar y col., 2001). Los cortes histologicos fueron
desparafinados y rehidratados en una serie de concentraciones decrecientes de etanol

(desde alcohol absoluto a alcohol 70°), y luego tratados con una dilucién (1/100) del
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anticuerpo en PBS e incubados en oscuridad a 37°C durante 30 minutos. Luego las
muestras fueron lavadas dos veces en PBS y examinadas con un microscopio de
fluorescencia (Nikon Eclipse utilizando una lampara Hg). Los resultados se expresaron
como numero de células positivas (células fluorescentes)/10 campos y se reportaron
como el promedio de tres recuentos, cada uno en un corte histolégico diferente, para
cada animal. También se obtuvieron porciones de intestino delgado y grueso (120-170
mg) y se almacenaron congeladas (-70°C) para la determinacién de citoquinas. Las
muestras fueron homogeneizadas (Ultra Turrax T8, Ika Labortechnik, Staufen,
Alemania) en PBS conteniendo un cocktail de inhibidor de proteasas 1% (p/v) (Sigma),
EDTA 10 mmol/L (Sigma) y Tween 20 0,05% (v/v) (Sigma) en una proporcion de 1
mL PBS:100 mg tejido. Los homogenatos fueron luego centrifugados (10000 rpm, 10
min, 4°C) y los sobrenadantes fueron recogidos y almacenados a -70°C para la
cuantificacion de citoquinas. La concentracion de IL-10 e IFN-y se determind por
ELISA utilizdindose anticuerpos comerciales (BD Biosciences Pharmingen, San Diego,

CA, USA), y de acuerdo a los procedimientos suministrados por el fabricante.

3.4. Analisis Estadistico.

En todos los casos, salvo que se exprese lo contrario, los resultados fueron
expresados como la media + SEM. El andlisis de los puntajes histopatoldgicos de ileon
e higados se analiz6 mediante el test de Mann-Whitney (no paramétrico), mientras que
los datos de MPO en homogenatos de ileon e higado se analizaron mediante ANOVA
de una via y las diferencias entre medias entre los grupos se detectaron mediante un test
de comparacion miltiple de Tukey. En ambos casos se utiliz6 el software GraphPad
Prism version 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego California USA).
Los datos (% de sobrevida) de los ensayos de mortalidad fueron evaluados por el test
Log Rank. Los datos de translocacion en higado y bazo, S-IgA en contenido intestinal y
citoquinas IL-10 e IFN-y en homogenatos de intestinos gruesos y delgados se
analizaron mediante ANOVA de una via utilizando el paquete estadistico SPSS (SPSS

Inc., Chicago, IL, USA, version 15.0). Las diferencias entre medias fueron detectadas
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mediante pruebas post hoc (test de Dunnet). En todos los casos se considerd una
diferencia significativa para p < 0,05. Se realizé un andlisis de componentes principales
(PCA de su sigla en inglés) para analizar el conjunto de datos obtenidos de las variables
medidas tanto en intestino delgado como grueso utilizdndose el programa RO (version

2.12.2 version, R Development Core Team, 2011).
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4. Resultados y discusion.

4.1. Evaluacion del efecto protector de B. animalis subsp. lactis INL1 en

ratones convencionales Swiss.
4.1.1. Evaluacion histopatélogica de ileon e higados.

Cortes histoldgicos de ileon e higado fueron sometidos a tinciéon hematoxilina-

eosina (HE), y analizados microscopicamente, con la supervision de una

histopatologista (Fig. 39).
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Figura 39: Cortes histolégicos de ileon (arriba) e higado (abajo) (tincion HE) de

animales desafiados con S. entérica ser. Typhimurium, que recibieron previamente y
durante 10 dias leche descremada 10% (p/v) (grupo control, C) o 10® UFC/dia de B.
animalis subsp. lactis INL1 en forma de cultivo fresco (CF), secado spray (S) o
liofilizado (L). Las flechas rojas indican 4reas de infiltrados de neutréfilos en tejido

hepitico.

A fin de facilitar la comparacion de las observaciones sobre el estado de los ileon
entre los grupos experimentales, se definié un sistema de puntajes (de 0 a 3) como se
describi6 en la seccién de Materiales y Métodos, con el cual se otorgd puntaje cero para
ausencia de indicadores inflamatorios y un mayor puntaje cuanto mayor la magnitud
del dano inflamatorio. Las infecciones intestinales debido a especies de Salmonella se

manifiestan en el ratén a través de lesiones en ileon, que pueden extenderse a yeyuno y
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ciego. Estas lesiones estdn caracterizadas por la presencia de udlceras asociadas con
infiltraciones difusas de macréfagos, neutréfilos y linfocitos en la mucosa adyacente
(Greaves, 2012). La Figura 40 muestra los puntajes totales resultantes del anélisis
histopatoldgico de los ileon para los grupos control (C) y tratados con B. animalis
subsp. lactis INL1 como cultivo fresco (CF), secado spray (S) y liofilizado (L). Este
puntaje total fue la resultante de la sumatoria de cuatro pardmetros analizados:
alteracion de la arquitectura intestinal, presencia de infiltrados inflamatorios, edema y/o
ulceras. Se puede observar que todos los animales pertenecientes al grupo control de
infeccion presentaron signos de dafio inflamatorio (puntaje total por animal > O en
todos los casos), y si bien no significativa, cuando se administré B. animalis subsp.
lactis INL1 como cultivo fresco se observo a nivel de ileon una atenuacién en el dafio

inflamatorio (p = 0,08).
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Figura 40: Puntaje histopatolégico total obtenido por andlisis microscopico de cortes
de ileon (tincion HE) de animales desafiados con S. enterica ser. Typhimurium
FUNED, que recibieron previamente y durante 10 dias leche descremada 10% (p/v) (e®)
o 10® UFC/dia de B. animalis subsp. lactis INL1 en forma de cultivo fresco (M),
secado spray (A) o liofilizado (7).

Cuando se analiz6 cada pardmetro estudiado por separado, se observé una
disminucién significativa en las alteraciones del epitelio intestinal para los grupos que

recibieron la bifidobacteria como cultivo fresco y secado spray respecto al grupo
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control (p = 0,03 y p = 0,02 respectivamente, Fig. 41 (a)) y una tendencia a atenuarse la
presencia de infiltrados inflamatorios también para estos grupos (p = 0,10 y p = 0,17,

Fig. 41(b)).
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Figura 41: Puntajes histopatoldgicos asociados a alteraciones en la arquitectura
intestinal (a) o a la presencia de infiltrados de neutréfilos (b) obtenidos por andlisis
microscopico de cortes de ileon (tincion HE) de animales desafiados con S. enterica
ser. Typhimurium FUNED, que recibieron previamente y durante 10 dias leche
descremada 10% (p/v) (®) o 10® UFC/d{a de B. animalis subsp. lactis INL1 en forma
de cultivo fresco (M), secado spray (A) o liofilizado (7). *Diferencia significativa

para p < 0,05.

El estado histopatoldgico de los higados se analiz6 mediante la medicién de las
areas que presentaban infiltrados de neutréfilos en relacion al drea total de tejido
analizada (Fig. 42). Si bien estadisticamente no se observé una disminucién
significativa en este pardmetro estudiado, principalmente debido a la gran variabilidad
observada para los individuos de un mismo grupo, podria considerarse una atenuacioén
de un grado de infiltracién moderado observado para el grupo control a un grado de
infiltracién leve para el grupo que recibié B. animalis subsp. lactis INL1 como cultivo
fresco (4rea infiltrada/area total promedio = 0,03 para el grupo C vs. drea infiltrada/4rea

total promedio = 0,008 para el grupo CF).
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Figura 42: Relacion dreas infiltradas/drea total obtenida por medicién morfométrica de
cortes de higados (tincion HE) de animales desafiados con S. enterica ser.
Typhimurium FUNED, que recibieron previamente y durante 10 dias leche descremada
10% (p/v) (®) o 10® UFC/dfa de B. animalis subsp. lactis INL1 en forma de cultivo
fresco (M), secado spray (A) o liofilizado (7). Todos los valores son el promedio del

andlisis de 3 ldminas por animal.

4.1.2. Determinacion de actividad mieloperoxidasa.

El reclutamiento de neutréfilos en intestino, higado y bazo es una de las
caracteristicas mds notables de la salmonelosis y constituye uno de los primeros
mecanismos de virulencia del patégeno. Para cuantificar las observaciones
microscopicas realizadas en el punto anterior relacionadas a la presencia de infiltrados
inflamatorios en ileon e higado se determind la actividad de la enzima mieloperoxidasa
(MPO), exclusiva de neutréfilos. Se observo una significativa reduccion en la actividad
de la enzima a nivel intestinal para todos los grupos que recibieron B. animalis subsp.
lactis INL1, mientras que éste efecto se observo soélo para la administracion del cultivo

fresco de la bifidobacteria a nivel hepético (Fig. 43).
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Figura 43: Actividad de mieloperoxidasa (MPO) en homogenatos de ileon (a) e
higados (b) de animales desafiados con S. enterica ser. Typhimurium FUNED, que
recibieron previamente y durante 10 dias leche descremada 10% (p/v) (®) o 10® UFC
de B. animalis subsp. lactis INL1 en forma de cultivo fresco (M), secado spray (M) o
liofilizado ( ). Valores promedio + SEM, expresados en unidades arbitrarias (para 100

mg de tejido). *Diferencia significativa para p < 0,05.

En este caso, podria decirse que los procesos tecnolégicos aplicados a la cepa
afectaron su capacidad de inducir mecanismos antiinflamatorios en sitios extra-
intestinales, ya que solo el cultivo fresco logro “extender” a higado el efecto observado

a nivel de ileon para todos los modos de administracion de la bifidobacteria.

4.1.3. Determinacion de S-IgA e IFN-y en contenido intestinal.

La unién de IgA secretoria (S-IgA) no especifica a bacterias es funcionalmente
importante en el intestino. En un ensayo con ratones mutantes que carecian de
secrecion de IgA se observd un aumento en la invasiéon de S. enterica ser.
Typhimurium a células epiteliales, y en otro ensayo se observé que la presencia de S-
IgA limitaba la translocacién de bacterias aerdbicas del lumen intestinal a los NLM
(Suzuki y Nakajima, 2014). Para profundizar los conocimientos sobre el potencial
efecto protector de B. animalis subsp. lactis INL1 en el modelo de salmonelosis en
ratones Swiss y la influencia de los tratamientos tecnolégicos sobre su funcionalidad,
se estudid la posible induccién de secrecion de IgA y de IFN-y al lumen intestinal.

Cuando la bifidobacteria se administr6 durante 10 dias en forma de cultivo fresco o
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deshidratado (secado spray o liofilizado), se observé un aumento significativo en los
niveles de S-IgA total en el lumen intestinal respecto al control. Luego del desafio con
Salmonella (dias 4 y 8 post desafio), los niveles también se vieron aumentados respecto
a sus controles respectivos, para todos los grupos que recibieron la bifidobacteria,

independientemente si ésta fue sometida a tratamientos tecnolégicos o no (Fig. 44).
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Figura 44: Niveles luminales de IgA secretoria (S-IgA) total luego de la
administracion por 10 dias de leche 10% (p/v) (grupo control) (M) o de 10® UFC/dia de
B. animalis subsp. lactis INL1 como cultivo fresco (M), secado spray (™) o liofilizado
(™), previo a la infeccidon con Salmonella (sin patégeno) y a los 4 y 8 dias post desafio

(4 PD y 8 PD, respectivamente) con el patégeno. ab.cd

Las columnas con superindices
distintos son significativamente diferentes (p < 0,05; p < 0,01 y p < 0,005) respecto al

control correspondiente.

En cada uno de los tres momentos estudiados (previo a la infeccidn con el patdégeno
y a los dias 4 y 8 post desafio), la induccién en la secrecion de IgA siempre fue
significativamente mds pronunciada para el cultivo fresco que para los cultivos
deshidratados, respecto al control. Ademds, cuando se compararon los niveles de S-IgA
total para cada grupo (CF, S y L) por separado, aplicando un test post hoc de Dunnet,
se observd que para el grupo CF, los niveles previos a la infeccion no fueron
significativamente diferentes a los correspondientes al dia 4 PD, pero si se vieron
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aumentados al dia 8 PD. En cambio, para los grupos S y L, no se observaron
variaciones significativas en los niveles del anticuerpo a los dias 4 y 8 PD respecto a
sus valores previos a la infeccién. Es decir, aun cuando B. animalis subsp. lactis INL1
fue capaz de inducir la secrecién de S-IgA tanto cuando fue administrada como CF o
deshidratada, la magnitud y el comportamiento de esta respuesta inmune humoral a lo
largo del tiempo podrian estar afectados por el procesamiento tecnolégico. Estos
resultados, sumado a lo observado en el capitulo IIIb (seccién 3.2.), donde B. animalis
subsp. lactis INL1 no fue capaz de inducir la secreciéon de IgA al lumen intestinal en
ratones BALB/c, cuando se la administr6 como CF, S o L, pero si se observd un
aumento de células productoras de IgA en ldmina propia para la bifidobacteria
administrada como CF o S, refuerzan la importancia del modelo animal y el disefio
experimental utilizado, ademds de la importancia del efecto de los procesos

tecnoldgicos en la funcionalidad de la cepa en estudio.

Cuando se analiz6 la presencia de IFN-y en el contenido intestinal, se observé que
la administracién de la bifidobacteria durante 10 dias no alter6é los niveles basales
luminales. En cambio, una vez que los animales fueron desafiados con S. ser.
Typhimurium FUNED, se observaron variaciones en los niveles de la citoquina a los 4
dias post desafio (4 PD) para todos los grupos que recibieron B. animalis subsp. lactis
INLT (como CF, S o L), y en el caso del cultivo S, el efecto se mantuvo hasta los 8 dias

post-infeccion (8 PD) (Fig. 45).
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Figura 45: Niveles luminales de IFN- y luego de la administracion por 10 dias de
leche 10% (p/v) (grupo control) (M) o de 108 UFC/dia de B. animalis subsp. lactis
INLT como cultivo fresco (M), secado spray (™) o liofilizado (), previo a la
infeccion con Salmonella (sin patégeno) y a los 4 y 8 dias post-desafio (4 PD y 8 PD

respectivamente) con el patégeno.*Diferencia significativa para p < 0,05.

El rol del IFN-y en la respuesta inmune desencadenada contra S. ser. Typhimurium
es ambiguo y complejo, debido a que su participacion es fundamental en los primeros
momentos posteriores a la infeccidon para activar a los macréfagos y desencadenar la
respuesta inflamatoria (Lapaque y col.,, 2009), pero si sus niveles no son
adecuadamente regulados (por IL-12 e IL-23), puede llevar finalmente a un cuadro de
inflamacion aguda y dafio tisular (Awoniyi y col., 2013). Ademds, se considera que su
participacion sefala la interfase entre la respuesta inmune innata y la respuesta inmune
adaptativa (Kaiser y col., 2012) por lo que un aumento en los niveles de esta citoquina,
especialmente varios dias después de iniciada la infeccion, podria estar indicando la

activacion de mecanismos inmunes adaptativos mediados por células T.
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4.2. Evaluacion del efecto protector de B. animalis subsp. lactis INL1 en

ratones BALB/c.

4.2.1. Determinacion de la dosis infectiva de Salmonella ser. Typhimurium.

Los ratones macho de seis semanas de edad (control de bioterio, sin ningin
tratamiento) desafiados con una dosis tnica de 104, 10° 0 10° UFC/ratén de S. enterica
ser. Typhimurium mostraron una sobrevida de 90%, 70% y 50%, respectivamente (Fig.

46).
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Figura 46: Sobrevida de ratones BALB/c a una infeccién con una tnica dosis (¢: 10%;
m: 10°, A: 10° UFC/ratén, 10 animales/grupo) de Salmonella ser. Typhimurium
FUNED.

No se observaron diferencias significativas en la sobrevida acumulada (p = 0,244;
Log Rank test) entre los grupos que recibieron 10* y 10> UFC/ratén de Salmonella ser.
Typhimurium, ni entre los animales que recibieron 10° y 10° UFC/ratén (p = 0,454).
Sin embargo, si se observaron diferencias significativas (p = 0,049) entre los grupos

que recibieron 10* y 10° UEC/ratén del patégeno. Se selecciond la dosis que permitié
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un 50% de sobrevida, 10® UFC/ratén de Salmonella ser. Typhimurium, para los

estudios posteriores.
4.2.2. Determinacion de la dosis protectora de B. animalis subsp. lactis INL1.

Para definir la dosis protectora de bifidobacterias, se administr6é a los ratones 107,
10% 0 10° UFC/dia de B. animalis subsp. lactis INL1 durante 10 dias consecutivos. Los
animales fueron luego desafiados con 10° UFC/ratén de Salmonella ser. Typhimurium
FUNED (Fig. 47). La sobrevida del grupo control fue 40% y no se observaron
diferencias significativas entre los grupos que recibieron la bifidobacteria (p = 0,905)
respecto al control, si bien el grupo que recibi 10° UFC de B. animalis subsp. lactis

INL1 present6 50% de sobrevida.
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Figura 47: Sobrevida de ratones BALB/c alimentados durante 10 dias consecutivos
con 107 (m), 10* (A) o 10° (e) UFC/dia de B. animalis subsp. lactis INL1 (10
animales/grupo) y desafiados con una dosis tnica (10° UFC/ratén) de Salmonella ser.
Typhimurium FUNED. ¢: animales control que no recibieron la bifidobacteria pero

fueron desafiados con el patégeno.
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4.2.3. Determinacion del periodo de administracion protector de B. animalis

subsp. lactis INL1.

Teniendo en cuenta estudios previos donde los ratones recibieron durante 10 dias
10° UEC de la bifidobacteria por animal, se realiz6 un tercer ensayo en el cual los
animales recibieron la misma cantidad de B. animalis subsp. lactis INL1 diariamente
durante 3, 6 6 10 dias consecutivos y luego se desafié los animales con 10° UEC/ratén
de Salmonella. En este ensayo, ninglin animal control sobrevivi6 la infeccion (Fig. 48),
mientras que el grupo que recibié la bifidobacteria durante 10 dias consecutivos

present6 (p = 0,01) mayor sobrevida.
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Figura 48: Sobrevida de ratones BALB/c alimentados durante 3 (m), 6 (A) o 10 (e)
dias consecutivos con 10° UFC/dia de B. animalis subsp. lactis INL1 (10
animales/grupo) y desafiados con una tnica dosis infectiva (10° UFC/ratén) de
Salmonella ser. Typhimurium FUNED. ¢: animales control, que no recibieron la

bifidobacteria pero fueron desafiados con el patégeno.
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4.2.4. Comparacion de la administracion preventiva vs. preventiva-terapéutica de
B. animalis subsp. lactis INL1 frente a una infeccion con Salmonella ser.

Typhimurium.

Se administr6 B. animalis subsp. lactis INL1, ya sea s6lo durante 10 dias
consecutivos previo al desafio con Salmonella ser. Typhimurium FUNED (grupo
preventivo, P) o durante 10 dias consecutivos previos al desafio y hasta el dia anterior
al sacrificio (5 dias posteriores al desafio con el patégeno) (grupo preventivo-
terapéutico, T). Se realizaron recuentos totales de enterobacterias en higado y bazo al

dia 5 post-infeccion (Fig. 49).
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Figura 49: Ensayo de translocacion: recuentos de enterobacterias totales en higado
(W) y bazo (W) de ratones BALB/c al dia 5 post-desafio con Salmonella ser.
Typhimurium FUNED (promedio + SEM). Los animales recibieron 10° UFC/dia de B.
animalis subsp. lactis INL1 en leche descremada 10% (p/v) (grupos preventivo y
preventivo-terapéutico) o leche descremada 10% (p/v) (grupo control) durante 10 dias
consecutivos y luego fueron desafiados con una dosis infectiva Unica (10° UEC) de
Salmonella ser. Typhimurium FUNED. En el grupo Preventivo-terapéutico, los
animales continuaron recibiendo la bifidobacteria posterior al desafio con Salmonella.
ab Significativamente diferentes comparado a los controles correspondientes (p = 0,024

para recuentos en higado y p = 0,001 para recuentos en bazo, respectivamente).
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Se consideraron animales infectados aquellos que presentaron translocaciéon
positiva en higado (presencia de enterobacterias en placas de agar McConkey). Las
proporciones de animales infectados/animales fueron 5/6 para el grupo control, 2/7 para
el grupo preventivo y 4/7 para el grupo preventivo-terapéutico. El andlisis estadistico
determiné que las proporciones fueron significativamente diferentes entre grupos (p =
0,04). El test unilateral de Dunnet determindé que la proporcién de animales no
infectados en el grupo preventivo fue significativamente mayor que en el grupo control
(p = 0,05). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre los grupos
control y preventivo-terapéutico (p = 0,24). La administracién de B. animalis subsp.
lactis INL1 posterior al desafio con Salmonella (preventivo-terapéutica) no aumento la

proteccion frente a la translocacion.

Se evalud la severidad de la infeccion considerando el nivel de colonizacién de
higado y bazo en los animales infectados (Fig. 49). Los animales infectados del grupo
control presentaron una colonizacién promedio entre 3 y 4 6rdenes log en higado y
bazo, mientras que para el grupo preventivo-terapéutico la infeccion fue de
aproximadamente 2 6rdenes log en ambos 6rganos. Por el contrario, en el grupo
preventivo no se observo colonizacién de bazo (p = 0,001) mientras que la colonizacién
del higado mostr¢ valores significativamente menores (p = 0,024) de menos de 1 orden
log al dia 5 post-desafio. La IgA secretoria total se cuantificé en el contenido de los
intestinos delgados mientras que IFN-y e IL-10 fueron determinados en homogenatos

de intestino grueso (Tabla 15).
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Tabla 15: Concentracién de IgA secretoria (S-IgA) en contenido intestinal de intestino
delgado y de IFN-y e IL-10 en homogenatos de intestino grueso (promedio + SEM) al

,b L4
*® Los valores en columnas con superindices

dia 5 post- infeccién con Salmonella.
diferentes son significativamente diferentes (p = 0,0064, 0,0128 y 0,0122 para S-IgA,

IFN-y e IL-10, respectivamente).

Concentracion (promedio + SEM)

Preventivo-
Control Preventivo
Terapéutico
S-IgA (ug/g) 275,5+28,2° 3714 +£20,6° 268,6 £24,1°
IFN-y (pg/g) 622,9+62,4° 732,6 £142,1% 239.6 + 81,4 b
IL-10 (pg/g) 3613,5+538,9° 7191,7 £ 1070,5 b 4088,1 +1148,6°

Tanto la concentraciéon de S-IgA como la de IL-10 se vieron aumentadas
significativamente (p = 0,064 y 0,01, respectivamente) en el contenido intestinal y el

intestino grueso, respectivamente, de los animales del grupo preventivo.

Todas las variables analizadas en intestino delgado y grueso (nimero de células
productoras de IgA en ldmina propia y concentracién de IL-10 e IFN-y en
homogenatos) al dia 5 post-infeccion con Salmonella, fueron consideradas en su
conjunto en un Andlisis de Componentes Principales (PCA de su sigla en inglés) con el
objetivo de proveer herramientas adicionales para visualizar e interpretar los resultados
observados. Se obtuvo una representacion estructural de la variabilidad de las
respuestas y se determiné como se distribuyeron para los distintos grupos (control,

preventivo, preventivo-terapéutico) (Fig. 50).
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Figura 50: Anidlisis de componentes principales (PCA) para las variables células
productoras de IgA/10 campos en ldmina propia de intestino delgado (IgAS) e intestino
grueso (IgAL) (inmunohistoquimica) e IL-10 e INF-y en homogenatos de intestino
delgado (IL10S, IFNS) e intestino grueso (IL10L, IFNL) (ELISA), al dia 5 post-
infeccion con Salmonella. Grupos: control (e), Preventivo (A) y Preventivo-

Terapéutico (m).

Los primeros dos componentes principales explican el 55% del total de la
variabilidad de los datos. Los coeficientes se muestran en la Tabla 16. La primera
componente mostré un efecto paralelo o un movimiento paralelo de las variables: si
una de las respuestas aumenta en un raton, lo mismo sucede en las otras respuestas de
ese mismo animal. La primera componente también agrupa las respuestas individuales

de los grupos control y preventivo en el sector derecho de la grifica, mientras que las
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respuestas individuales del grupo preventivo-terapéutico se ubican en el sector
izquierdo. Las respuestas individuales del tratamiento preventivo se dispersaron
visiblemente en el espacio bidimensional. En contraste, las muestras de los grupos
control y preventivo-terapéutico mostraron un agrupamiento mucho mayor lo que
sugiere que los animales mds infectados (grupos control y preventivo-terapéutico)
aparentemente adquirieron una infeccién uniforme (en todos los animales las variables
se “movieron” en el mismo sentido). La segunda componente separ6 la respuesta del
grupo preventivo (sector superior de la grafica) de la respuesta del grupo control (sector
inferior del grafico), mientras que la respuesta del grupo preventivo-terapéutico se

distribuy6 en el medio del grafico.

Tabla 16: Coeficientes del andlisis de componentes principales de las respuestas de
células productoras de IgA en ldmina propia de intestino delgado (IgAS) e intestino
grueso (IgAL) (determinado por inmunohistoquimica) e IL-10 e INF-y en homogenatos
de intestino delgado (IL10S, IFNS) e intestino grueso (IL10L, IFNL) (determinado por
ELISA).

Componente Principal

Parametro
1 2
IgAS 0,36 0,11
IgAL 0,41 -0,33
IL10S 0,44 0,49
IL10L 0,34 -0,49
IFNS 0,39 0,54
IFNL 0,50 -0,32

El rango de la dosis infectiva para las distintas cepas de Salmonella ser.
Typhimurium puede ser muy amplio y dependiente ademds de la cepa de animales
utilizada (Suitso y col., 2010). Por esto se planteé un primer experimento para definir
una dosis infectiva adecuada de S. enterica ser. Typhimurium FUNED, la cepa

utilizada en este estudio, para el modelo en ratones BALB/c en el INLAIN. La
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sobrevida fue dosis-dependiente (Fig. 46). La dependencia de la sobrevida con la dosis
infectiva fue informada por Wijburg y col. (2006), quienes hallaron que dosis de 10,
10° 0 10° UEC de Salmonella ser. Typhimurium permitieron una sobrevida de 80%, 0%
y 0%, respectivamente, en ratones C57BL/6. Asimismo la dependencia de la sobrevida
con la edad fue también informada por Ren y col. (2009) en ratones C57BL/6, donde
ratones de 22-24 meses de edad fueron mds sensibles a una infeccién con Salmonella
que ratones de 4-6 meses de edad. Utilizando ratones machos BALB/c de 7-8 semanas
pero otra cepa de Salmonella ser. Typhimurium, Zoumpopoulou y col. (2008) hallaron
una sobrevida de 30% en ratones infectados con 5x10* UFC del patégeno. Truusalu y
col. (2008) informaron una sobrevida de 91% en una linea de ratones Swiss NIH de 4-6
semanas desafiados con 5x10* UFC/ratén. Trabajando con la misma cepa de
Salmonella utilizada en este trabajo, Silva y col. (2004) y Martins y col. (2005)
reportaron sobrevidas de 0% y 20%, respectivamente, en ratones control Swiss NIH
convencionales que recibieron 10° UEC o 10* UFC/ratén del enteropatégeno. En otro
estudio donde también se utilizé la cepa de Salmonella de este trabajo, se inform6 una
sobrevida del 40% en ratones control Swiss NIH convencionales para una dosis
infectiva de 10* UFC/rat6n (Martins y col., 2009). Finalmente, de Moreno de Leblanc y
col. (2010), utilizando ratones BALB/c de 5-6 semanas y una cepa de Salmonella ser.
Typhimurium aislada localmente, reportaron una sobrevida del 30% al dia 10 post-
infeccién en ratones desafiados con 10’ CFU del patégeno. Cuando se consideran todos
estos reportes juntos, se puede observar que la dosis de Salmonella capaz de inducir
una infeccion leve en ratones estd altamente condicionada por factores relacionados al
enteropatdgeno disponible (cepa y dosis) y a los animales utilizados (cepa, sexo, edad).
Por lo tanto, esto indicaria la importancia de ajustar la dosis infectiva de la cepa de
Salmonella a utilizar previo a realizar un estudio para ver los efectos de los probidticos
frente a infecciones entéricas. En este estudio se seleccioné la mayor dosis (10° UFC de
Salmonella) que llevé a una sobrevida del 50% para evaluar el efecto protector de B.
animalis subsp. lactis INL1. En el segundo ensayo, el periodo de administracién de 10
dias con la bifidobacteria se seleccioné de acuerdo a los resultados detallados en el
capitulo IlIb en el cual se observé su efectividad para la proliferacion de células

productoras de IgA en la mucosa de intestino delgado y grueso. En el tercer ensayo, se
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observé un aumento significativo en la sobrevida para este periodo. Tomando en cuenta
los tres ensayos independientes de mortalidad realizados, es importante resaltar que la
misma dosis infectiva de la misma cepa de Salmonella (10° UEC/rat6n) indujo distintos
porcentajes de sobrevida a la infeccidn en los animales control (50%, 40% 6 0%, en los
ensayos de mortalidad 1, 2 y 3, respectivamente) y la sobrevida alcanzé un estado
estacionario al dia 12 (ensayo 1) o al dia 9 (ensayos 2 y 3). Si bien las razones de esta
variabilidad no se conocen, ya que la cepa y los animales fueron manipulados bajo las
mismas condiciones en los tres ensayos, esto podria deberse al hecho de que el proceso
infectivo de Salmonella en ratones es considerado un proceso dindmico y heterogéneo
y dependiente de multiples variables que afectan al hospedador (Watson y Holden,
2010). Incluso Bellet y col. (2013) han descripto la influencia de los ritmos circadianos
en la respuesta inmune frente a la infeccién con Salmonella, debido a la expresion
diferencial de genes con los ciclos de luz y oscuridad. Ademds, no se puede descartar
cierta variabilidad debido a la posible contaminacion cruzada con Salmonella debido a
la coprofagia en los ratones albergados en la misma jaula luego de la infeccion. Esta
variabilidad en la sobrevida de los grupo control (animales que recibieron sélo
Salmonella) fue también observada en ratones libres de gérmenes y convencionales en
este modelo de infeccién (Silva y col., 1999, Maia y col., 2001, Lima-Filho y col.,
2004, Silva y col., 2004, Martins y col., 2005, Martins y col., 2007, Martins y col.,
2009, Martins y col., 2010).

La IgA es la principal inmunoglobulina en el epitelio intestinal donde su funcién es
ejercer la exclusiéon inmune de bacterias patogénicas o virus en intima cooperacién con
los mecanismos de la inmunidad innata no especifica (Brandtzaeg y col., 1987). Por
esto, como caracteristica funcional, la capacidad de aumentar la IgA en la mucosa
intestinal luego de una administracién oral, es un atributo deseable en bacterias
probidticas (Galdeano y col., 2009) y en trabajos previos esta caracteristica ha sido
ligada a la proteccion frente a una infeccion con Salmonella (Vinderola y col., 2007).
Si consideramos los resultados obtenidos en ratones BALB/c relacionados a la
capacidad inmunomoduladora de B. animalis subsp. lactis INL1 (capitulo IIIb, seccién

3.2.) y los datos obtenidos en esta parte del estudio, se podria asumir que un periodo de
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alimentacién de 10 dias con 10° UFC/dia/ratén de la bifidobacteria podria ser efectivo
aumentando la IgA intestinal y disminuyendo la mortalidad y la severidad de una
infecciéon con Salmonella. Teniendo en cuenta que la muerte de los ratones ocurre
como resultado de una gran carga bacteriana en higado y bazo (Watson y Holden,
2010), se decidié cambiar de un modelo de mortalidad a uno de translocacién, donde
los niveles de infecciéon de higado y bazo (normalmente estériles) son estudiados
posterior al desafio con el patégeno (Bao y col., 2000, Vinderola y col., 2007) en lugar
de esperar la muerte o sobrevida del animal. Como en los experimentos de mortalidad
la sobrevida llegd a un estado estacionario (sin muertes) entre los dias 9 y 12, se
decidié realizar el ensayo de translocacion al dia 5 post-infeccion. El ensayo de
translocaciéon mostré6 que la administraciéon preventiva, pero no asi la preventiva
terapéutica de B. animalis subsp. lactis INL1 durante 10 dias, disminuyé tanto la
incidencia como la severidad de la infeccion con Salmonella (Fig. 49). Vale la pena
notar que la administracién de la bifidobacterias luego del desafio no contribuyé a
aumentar la protecciéon contra la translocacion. En este sentido, un aumento en
translocacion seguido a la administracion de prebidticos se observé en ratones
(Petersen y col., 2009) y ratas (Bovee-Oudenhoven y col., 2003, Ten Bruggencate y
col., 2003) y se hipotetiz6 que un aumento en la acidificacién intestinal podria estar
relacionada con la translocacion durante el periodo post-infeccion. Tal vez entonces se
podria especular que la actividad metabdlica de las bifidobacterias a lo largo del
transito intestinal puede inducir un efecto similar teniendo en cuenta estudios previos.
Esta hipétesis necesita de estudios adicionales para ser justificada. Por otro lado, podria
suceder también que la inmunoestimulacion inducida por las bifidobacterias, sumado a
la respuesta inflamatoria desencadenada por Salmonella, podrian ocasionar una
inmunoestimulacion general exacerbada que comprometeria la integridad de la barrera
intestinal y la contencidn intestinal del patégeno, lo cual podria ser una limitacién de

este modelo para estudios del tipo preventivo-terapéutico con probidticos.

Si bien en estos ensayos se utiliz0 una cepa isogénica de ratones (clones
endogdmicos de individuos genéticamente idénticos), es interesante notar que no todos

los animales desafiados en el grupo control resultaron infectados por Salmonella. Si se
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considera que la muerte de los animales ocurre cuando grandes cantidades del patégeno
colonizan el higado y bazo (Watson y Holden, 2010), se podria pensar que los ratones
que sobreviven en los ensayos de mortalidad son aquellos que no se mostraron
infectados por Salmonella en el ensayo de translocacion al dia 5 post desafio con el
patégeno. En este trabajo, 1/6 y 5/7 de los animales de los grupos control y preventivo
respectivamente, no fueron infectados por Salmonella en el ensayo de translocacion,
por lo que podria esperarse, probablemente, una sobrevida de 17% y 70% si el ensayo
hubiera sido de mortalidad. Asi, el uso de ensayos de translocacion en lugar de ensayos
de mortalidad acortaria experimentos y disminuiria el sufrimiento en los animales
letalmente infectados. Adn mds, la informacién que puede obtenerse de un ensayo de
translocacion es mayor (proporciones de animales infectados/no infectados, 6rganos y
tejidos para determinar niveles de colonizacion y pardmetros inmunes) comparado a los
ensayos de mortalidad (s6lo % de animales que sobreviven una infeccién). Acortar los
tiempos de manipulacion y maximizar la informacion obtenida proveniente de animales
son hechos acordes a las disposiciones de la guia ARRIVE para la investigaciéon con
animales del National Centre for the Replacement, Refinement and Reduction of
Animals in Research (Kilkenny y col., 2010). Sin embargo, mds estudios son
necesarios para proponer el uso del ensayo de translocacién como alternativa al
ampliamente usado modelo de mortalidad para el estudio de la capacidad protectora de

los probidticos frente a infecciones por patogenos entéricos.

Algunos pardmetros inmunes fueron determinados a nivel intestinal en los animales
del ensayo de translocacion. Se observé un aumento en la S-IgA en contenido de
intestino delgado y en los niveles de IL-10 en intestino grueso de los animales del
grupo preventivo (Tabla 15). En estudios previos, se relacioné un aumento en la S-IgA
mucosa con mayor sobrevida a la infeccién con Salmonella (Vinderola y col., 2007). Si
bien se sabe que la S-IgA puede proteger al epitelio intestinal de patégenos entéricos y
toxinas, sorprendentemente, no existe mucha informacién sobre los mecanismos
moleculares involucrados (Mantis y Forbes, 2010). Un mecanismo propuesto es la
inhibicion de la movilidad del enteropatégeno y su entrada a las células epiteliales, que

fue reportado como una capacidad previamente desconocida de la S-IgA para
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“desarmar” los patdgenos microbianos en las superficies de la mucosa y asi prevenir la
colonizacién e invasién del epitelio intestinal (Forbes y col., 2008). Otro mecanismo
que puede haber contribuido al aumento en la protecciéon es mediado por IL-10 en
intestino grueso, citoquina conocida por sus efectos regulatorios y anti-inflamatorios

(Paul y col., 2012).

Finalmente, se utilizé un andlisis de componentes principales (PCA) para obtener
una mejor idea de la distribucion de los datos y la relacion entre ellos (Fig. 50). Las
respuestas individuales de los animales del grupo preventivo se observaron dispersas en
el grafico mientras que las respuestas de los grupos control y preventivo-terapéutico
resultaron mucho mas agrupadas. Una interpretacion “bioldgica” simplificada de este
movimiento de variables podria ser que en animales control infectados, las variables o
pardmetros bioldgicos se mueven en la misma direccion y se agrupan (adquieren
valores similares), es decir, estarfan todos con un gran grado de similitud en su
condicién de infectados. Por el contrario, en los animales que fueron protegidos de la
infeccion, sus variables biolodgicas se “dispararian” en diferentes direcciones, con una
elevada variabilidad entre individuos, tratando de combatir esa infeccién, cada
individuo a su modo. La infeccion “homogenizaria” las variables entre individuos,
mientras que en la proteccion las variables individuales se “dispersarian”. Este
agrupamiento de las respuestas en animales infectados fue previamente reportado al
usar Andlisis de Componentes Principales por Gerritsen y col. (2011) cuando
correlacionaron la terapia con probidticos con una pancreatitis aguda asociada a
microbiota en ratas. Putaala y col. (2010) también demostraron un mayor agrupamiento
de las respuestas individuales en células Caco-2 infectadas con Escherichia coli
O157:H7 comparado con las respuestas individuales de las células Caco-2 desafiadas
con probidticos. Las respuestas individuales que se agrupan y forman grupos
relativamente pequefios sugieren que la respuesta es consistente y homogénea (Putaala
y col., 2010). Ademds, la segunda componente también indica que el movimiento de
las variables en intestino delgado fue en direccién opuesta al movimiento de las
variables en intestino grueso, lo que podria estar relacionado con el hecho de que las

respuestas inmunes estdn compartamentalizadas en la mucosa intestinal (Macpherson y
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col., 2012). Esto se observo para las tres variables medidas (células productoras de IgA,
IL-10 e IFN-y). La longitud de las flechas y la posiciéon de los puntos finales son
similares para las variables dentro de cada grupo, lo que indica que esas variables
estuvieron altamente correlacionadas y se comportaron de manera similar en cada
ratén. Una interpretacion bioldgica del movimiento de los datos a lo largo del grafico
de Componentes Principales sugeriria que la segunda componente fue eficiente en
diferenciar el grupo control del preventivo, mientras que el grupo preventivo-
terapéutico permanecié entre estos dos grupos. El agrupamiento o dispersion de las
respuestas inmunes individuales en animales infectados o no infectados,
respectivamente, puede ser una herramienta util provista por PCA para caracterizar el
efecto mitigante de los probidticos en infecciones con Salmonella. Mdas estudios
involucrando el estudio de otros pardmetros inmunes son necesarios para ahondar en

este aspecto.
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5. Conclusiones parciales.

La modulaciéon de la respuesta inmune del hospedador y la protecciéon frente a
enfermedades infecciosas se encuentran entre los beneficios mds distintivos de las
bifidobacterias. En este trabajo se utiliz6 la cepa B. animalis subsp. lactis INL1 como
candidato potencial para una aplicacién probidtica y se plante6 como objetivo estudiar,
utilizando dos cepas de ratones, la capacidad protectora de la bifidobacteria frente a una
infeccion con Salmonella ser. Typhimurium. En un modelo de salmonelosis donde se
utilizaron ratones Swiss, se observd que la administracion durante 10 dias de B.
animalis subsp. lactis INL1 como cultivo fresco redujo algunos indicadores de dafio
inflamatorio a nivel de ileon e higado, atenuando la respuesta inflamatoria, y activando
una respuesta inmune mediada por S-IgA e IFN-y en los primeros 10 dias posteriores a
la infeccién. Cuando la bifidobacteria fue sometida previamente a tratamientos
tecnoldgicos, el efecto protector practicamente se mantuvo para la cepa en su forma de
secado spray, pero su funcionalidad resulté afectada en el caso de la cepa liofilizada. Si
bien retuvo la capacidad de inducir un aumento en los niveles de S-IgA posterior a la
infeccion, el estado histopatoldgico de los tejidos sumado a la secrecién de la citoquina
proinflamatoria fue similar a la del grupo control. Estos resultados sumado a lo
observado durante los ensayos de inmunomodulacién plantean la hipétesis de que, si
bien B. animalis subsp. lactis INL1 es muy resistente a la liofilizacién y se obtienen
altos niveles de viabilidad tanto durante el proceso como durante el almacenamiento
posterior de los cultivos liofilizados, las células podrian sufrir modificaciones durante
el proceso de congelacion/deshidrataciéon que afectarian a su funcionalidad en relacion
a los pardmetros estudiados. Dado que la liofilizaciéon es la tecnologia de
deshidratacion instalada a nivel industrial mundial para la produccién de cultivos
starter y/o probidticos, si bien estos resultados son preliminares, deberia ahondarse en
el estudio de este proceso de deshidratacion y en la bisqueda de nuevas estrategias y
condiciones de liofilizado para B. animalis subsp. lactis INL1. La adaptaciéon del
secado spray como tecnologia para la produccién de cultivos microbianos
deshidratados se encuentra atn en fase de desarrollo. Sin embargo, la notable
resistencia de la cepa al secado spray y el mantenimiento de sus propiedades
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funcionales, sumado a que el secado spray como tecnologia estd ampliamente instalado
en nuestro pais, hace que esta combinacion sea de interés para un futuro escalado de la

produccion del cultivo deshidratado por secado spray.

Por su parte, los resultados obtenidos en el modelo de salmonelosis en ratones
BALB/c demostraron que la administraciéon preventiva durante 10 dias de la cepa B.
animalis subsp. lactis INL1 redujo tanto la incidencia como la severidad de la infeccién
con Salmonella (expresado en la proporcion de animales infectados y en los niveles de
colonizacién de higado y bazo, respectivamente). Varios mecanismos y células estarian
involucrados en el efecto protector contra Salmonella, particularmente la induccion de
la respuesta secretoria de IgA. El efecto positivo fue asociado a un aumento de los
niveles de S-IgA en contenido de intestino delgado asi como a un aumento en los
niveles intestinales de IL-10, lo que indica un efecto anti inflamatorio asociado. Aun se
necesitan estudios adicionales para proponer al modelo de translocacién como
alternativa al modelo de mortalidad para el estudio de propiedades protectoras de los
probidticos contra patégenos, pero debido a que brinda mayor informacién y a sus
ventajas desde el punto de vista ético (mejor aprovechamiento del animal y sus tejidos),

podria recomendarse su empleo frente a los estudios de sobrevida.

En su conjunto, y a pesar de ciertas variabilidades observadas, los resultados de
este capitulo sugieren un efecto protector de B. animalis subsp. lactis INL1 en un
modelo de salmonelosis, lo que refuerza su potencial como cepa probidtica, de acuerdo
a los requerimientos de FAO (2002). El estudio en detalle de los mecanismos inmunes
que llevan al mismo escapan a los fines de esta tesis y a las posibilidades de
infraestructura y conocimientos, si bien la perspectiva en un futuro es continuar
avanzando en el andlisis funcional de la cepa, empleando técnicas de avanzada que
permitan analizar un mayor nimero de pardmetros y analitos. El hecho de que, ante la
gran diversidad de resultados reportados en la bibliografia, se haya demostrado el
efecto protector de B. animalis subsp. lactis INL1 en dos modelos de salmonelosis,
utilizdndose cepas de raton distintas, una de ratones outbred derivada de ratones libres
de gérmenes (Swiss) y la otra de ratones inbred convencionales (BALB/c), tanto a nivel

histopatolégico como inmunoldgico, y en diferentes sitios anatomicos (intestinos
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grueso y delgado, higado y bazo), refuerza el rol protector de B. animalis subsp. lactis
INLI. Esto, sumado al hecho de que se trata de una cepa aislada a partir de leche
materna humana y con robustez tecnoldgica (resistencia al secado spray) presenta una
posibilidad prometedora para su aplicacion en un producto funcional orientado a

infantes, el grupo etario mas susceptible a infecciones por Salmonella.
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Conclusiones Finales
B

El presente trabajo de Tesis tuvo como objetivo aislar, a partir de leche materna, y
caracterizar, desde el punto de vista tecnoldgico y funcional, microorganismos de
interés industrial para su aplicacién en alimentos, haciendo especial énfasis en
bifidobacterias. A partir de muestras de este fluido biolégico donadas por madres de la
ciudad de Santa Fe, se obtuvieron aislamientos de lactobacilos y de 3 especies de
bifidobacterias: B. animalis subsp. lactis, B. longum y B. dentium. Cuando se
compararon los diferentes aislamientos, se observaron comportamientos diferenciales
especie y cepa-dependientes, demostrando los miembros del grupo B. animalis subps.
lactis, en general, un mayor potencial de transferencia a la industria de alimentos por su
facilidad de manejo y desarrollo en distintos medios de cultivo, aptitudes tecnoldgicas
(resistencia a liofilizacién y almacenamiento) y performance en diversos ensayos de

funcionalidad in vitro (resistencia a DGS, produccién de derivados de CLA y CLNA).

En particular, B. animalis subsp. lactis INL1demostré ser una cepa robusta, capaz
de desarrollar en medios comerciales y formulados a partir de ingredientes econdmicos
a escala laboratorio, de ser producida en grandes volimenes (produccién de 600 L por
una empresa italiana especializada en cultivos para la industria lictea) y de ser
deshidratada a través de tecnologias convencionales y alternativas, con sobrevidas
satisfactorias. La estabilidad de los cultivos deshidratados dependié fuertemente de las
condiciones evaluadas, pero ain en condiciones no adecuadas, se obtuvieron altos
niveles de viabilidad para todos los casos, luego del almacenamiento. Cuando se
analiz6 en particular el secado spray, tecnologia de deshidratacién ampliamente
instalada a nivel nacional, y se realizaron ensayos preliminares a nivel industrial (en
leche descremada como matriz), se obtuvieron polvos con contenido de humedad y

sobrevida satisfactorios.

Respecto a los estudios funcionales, B. animalis subsp. lactis INL1 demostré ser
capaz de inhibir in vitro a un amplio nimero de microorganismos patégenos. Cuando
se la utiliz6é en ensayos in vivo en distintos modelos experimentales, demostrd ser capaz

de resistir el trdnsito intestinal (deteccion de bifidobacterias presuntivas en heces) y
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estimular el sistema inmune de la mucosa intestinal a través de la induccién de la
produccién y secrecidén de IgA, manteniéndose el efecto, en diferentes grados, cuando
la cepa fue sometida a tratamientos tecnologicos. También demostré ser capaz de
proteger frente a un modelo de infeccién por S. enterica ser. Typhimurium, atenuando
la respuesta inflamatoria, disminuyendo la incidencia y severidad de la infeccién, y
modulando los niveles de IgA e IFN-y. Este efecto también se observo para el cultivo

secado spray.

En su conjunto, los resultados obtenidos demuestran que B. animalis subsp. lactis
INLI, una cepa aislada de leche materna humana, posee el potencial tecnolégico y
funcional para ser considerada una cepa probidtica y avanzar asi con estudios clinicos
en humanos con vista a su potencial transferencia a la industria para su utilizacién en la
produccién de alimentos funcionales. La tecnologia de secado spray resultaria una

buena opcidn para la produccion del cultivo deshidratado a gran escala.
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Perspectivas
B

En la presente Tesis Doctoral se avanz6 en el conocimiento sobre el potencial de

microorganismos aislados de leche materna de ser utilizados en la industria de

alimentos funcionales. Se analizaron aspectos tecnoldgicos y funcionales, y se

obtuvieron resultados alentadores para la cepa B. animalis subsp. lactis INL1. Las

perspectivas o temdticas sobre las cuales se pretende avanzar son:

1)

2)

3)

4)

Avanzar en el escalado industrial de la produccién de biomasa de la cepa en

medios de cultivo econdmicamente factibles.

Profundizar los estudios de produccion de biomasa deshidratada y de
estabilidad durante el almacenamiento, mediante la aplicacién de secado spray

a nivel industrial.

Avanzar en el estudio de las propiedades antiinflamatorias a nivel intestinal de
la cepa, como cultivo fresco y secado spray, en un modelo de colitis aguda y
cronica inducida por TNBS, para el cual se obtuvieron recientemente resultados
alentadores a través de un proyecto en vigencia CONICET-CNRS (Instituto

Pasteur de Lille, Francia).

Avanzar en la busqueda de herramientas financieras y de grupos de
profesionales para la realizacion de estudios clinicos en humanos relacionados
a la capacidad de la cepa de contribuir a la salud intestinal (aumento de

defensas intestinales, prevencion de infecciones y de estados inflamatorios).
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Anexo

Medios de cultivo utilizados:

Composicion caldo MRS’ (Biokar Diagnostics, Beauvis, Francia):

Férmula g/L
Tripteina 10,0
Extracto de levadura 5,0
Extracto de carne 10,0
Glucosa 20,0
Fosfato dipotésico 2,0
Acetato de sodio 5,0
Citrato de amonio 2,0
Sulfato de magnesio 0,2
Sulfato de manganeso 0,05
Tween 80 1,08

pH final=6,4 £ 0,2

Agar MRS": caldo MRS (Biokar) adicionado de 13 g/L de agar bacteriolégico

(Britania, Buenos Aires, Argentina).

“Estos medios se esterilizaron en autoclave a 121°C durante 15 min y posteriormente se
adicion6 L-cisteina (Britania) filtrada, en una concentracion final 0,1% (p/v). Salvo que

se indique lo contrario este medio se utiliz6 para el desarrollo de toda la tesis.

Composicién medio de cultivo MRS-SQ:

Férmula g/L

Suero de queseria (SQ) en polvo** 50,0
Extracto de levadura 5,0
Glucosa 10,0

Fosfato dipotésico 2,0
Acetato de sodio 5,0

Citrato de amonio 2,0

Sulfato de magnesio 0,2
Sulfato de manganeso 0,05
Tween 80 1,08

“Este medio se autoclavé a 121°C, 15 min, y posteriormente se adicioné L-cisteina

(Merck) filtrada, en una concentracion final 0,1% (p/v).
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“El SQ fue sometido a una digestion con tripsina pancredtica en una relacion
0,3%(p/p) previo a la esterilizaciéon del medio de cultivo.

skksk .
La glucosa se autoclavd por separado y fue agregada antes de comenzar la

fermentacion.

Composicién del medio de cultivo MRS modificado, segtin Bauer y col. (2012)":

Férmula g/L
Peptona de caseina 10,0
Extracto de carne 2,0
Extracto de levadura 7,0

Glucosa 7,0
Maltosa 14,0
Gluconato de sodio 2,0
Fosfato dipotésico 2,5
Acetato de sodio 5,0
Citrato de amonio 5,0
Sulfato de magnesio 0,2
Sulfato de manganeso 0,1
Sulfato de hierro 0,05
Tween 80 1,00
L-cisteina 0,5

“Este medio se autoclavé a 121°C, 15 min.

Caldo LSM": 90% de caldo Iso-sensitest (Oxoid) + 10% de caldo MRS (Oxoid).
Agar LSM: 90% de agar Iso-sensitest (férmula idéntica a la del caldo Iso-sensitest
+ 8 g/L de agar; Oxoid) + 10% de caldo MRS (Oxoid) adicionado de 13 g/L. de agar
bacterioldgico (Oxoid).

“Estos medios se esterilizaron en autoclave a 121°C durante 15 min.
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Medio selectivo para recuento de bifidobacterias en heces (segtin de Moreno de

Leblanc y col., 2008)

Férmula g/L
Reinforced Clostridium Medium (RCM, Biokar) 38
Cloruro de Litio 2
Colistina’ 0,004
Azul de anilina’ 10,0
Agar-Agar 26
pH final = 5,00 (se ajusta después de autoclavar con dcido acético)

“Este medio se esterilizé en autoclave a 121°C durante 15 min y posteriormente se
adicionaron las soluciones concentradas y filtradas de colistina y azul de anilina de
manera de obtener las concentraciones finales descriptas en la tabla, y la L-cisteina

(Britania) en una concentracién final 0,1% (p/v).
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Carta entregada a las madres participantes del muestreo de leche materna

Santa Fe, Febrero de 2010

Estimada Mama:
Somos un grupo de investigadores del Instituto de Lactologia de la
Facuitad de Ingenieria Quimica. en la Universidad Nacional del Litoral.

Hay estudios cientificos recientes que consideran que, en la leche materna.
ademas de los nutrientes v defensas para ¢l bebé, habria también bacterias benéficas que
la mamé le pasaria a su bebé durante la lactancia, las cuales son importantes para que el
bebé desarrolle su propio sistema inmunitario. Estamos empezando estudios para
determinar qué tipo de bacterias hay y cuales son sus propiedades benéficas para la
salud del bebé, por lo que necesitamos de tu colaboracién. Estarias de acuerdo en
donarnos muestras de leche materna? sélo unas pocas gotas, una vez por semana
durante los dos primeros meseS de lactancia.

Tu contribucién serd muy importante para ayudarnos a estudiar v comprender
los efectos benéficos de la leche materna. Si te interesa participar, contactate con
nosotros (un email, un mensaje de texto), te proveeremos el material para recolectar la

muestra y coordinaremos para pasar a retirarlas por tu domicilio. Gracias desde va!

Dr. Gabriel Vinderoia
Instituto de Lactologia Industrial
Facultad de Ingenieria Quimica
1° de Mayo 3250, primer piso, Santa Fe
Email gvinde/@fig.unl.edu.ar
Tel. : 4530302 interno 3

; Celular : 156 311 943
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Encuesta realizada a las madres participantes del muestreo de leche materna:

NOMBRE COMPLETO:

DOMICILIO:

TELEFONO: e-MAIL:

FECHA DEL PARTO (nacido a término 6 prematuro):
TIPO DE PARTO: natural — cesédrea

CONSUMO DE PROD. COMERCIALES CON PROBIOTICOS DURANTE EL
EMBARAZO:

Actimel:

Activia:

Yogs:

Otros:

OBSERVACIONES:
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