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INTRODUCCION

La demanda en el mercado ha impulsado en los Gltimos afios una nueva linea de alimentos
funcionales probioticos, productos alimenticios que, ademéas de su valor nutritivo intrinseco,
ayudan a mantener el estado de salud general del organismo y a la vez pueden tener un efecto
benéfico adicional en el huésped. Uno de los factores mas importantes para el éxito de cualquier
programa de incorporacion de probioticos a los alimentos lo constituye la eleccién del alimento
portador. En un trabajo reciente del INLAIN (Cuffia y col., 2017) se logré una innovacioén en la
tecnologia de elaboracion de quesos de pasta hilada tipo Fior di Latte que permitid la
incorporacion exitosa de microorganismos probiéticos. Los microorganismos empleados en el
presente estudio (Lactobacillus acidophilus LAS5 y Lactobacillus rhamnosus GG) son cepas
comerciales para los cuales se les han demostrado propiedades benéficas (www.chr-
hansen.com). No obstante, mas alla de conocer efectos benéficos de la cepa pura, cuando se la
incorpora en un producto, es necesario demostrar la funcionalidad del alimento. Algunos de los
efectos asociados al consumo de probidticos estan relacionados a la capacidad de estimulacién
del sistema inmunolégico, por ejemplo, a través del incremento de las defensas a nivel intestinal
(IgA secretoria) o de su capacidad de inducir citoquinas anti y/o proinflamatorias (IL-10, IL-12, IL-
6; TNF-a, IFN-y) (Burns y col., 2017; 2018). La originalidad del trabajo se debe a que, a nuestro
entender, no existen estudios en los cuales se evalle la funcionalidad in vivo de quesos de pasta
hilada adicionados de uno o0 mas lactobacilos probidticos.

OBJETIVOS

Evaluar el potencial funcional de quesos frescos de pasta hilada adicionados de lactobacilos
probidticos utilizando un modelo in vivo de ratones BALB/c y estudiar fenbmenos asociativos
producidos por la adicion de mas de una cepa probidtica.

METODOS Y MATERIALES.
Quesos adicionados de lactobacilos probidticos

Se elaboraron 4 tipos de quesos frescos de pasta hilada (uno control y 3 experimentales) segun
la metodologia descripta por Cuffia y col., 2017. Los quesos experimentales elaborados fueron:
QLA: adicionado de la cepa probidtica L. acidophilus LA5; QGG: adicionado de la cepa probiética
L. rhamnosus GG y, QLA-LGG: adicionado de ambos probiéticos. La viabilidad de los
microorganismos probioticos se monitoreé durante la elaboracion y hasta los 15 dias de
almacenamiento de los quesos a 4°C, mediante recuentos en agar MRS-bilis (Cuffia y col., 2017).

Ensayos con animales
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Se trabajé con 4 grupos de 9 ratones BALB/c: queso control (QC) que recibié el queso sin
probidticos y tres grupos tratados que recibieron los quesos probiéticos (QLA, QGG y QLA-LGG).
El queso (15 d de maduracién) se homogeneiz6 y se administro por intubacion intragastrica (500
ul), durante 10 dias. Ademas, los animales recibieron alimento y agua ad libitum. A los 10 dias,
los ratones fueron anestesiados y sacrificados por dislocacion cervical. Se extrajo higado, fluido
intestinal (por lavados de intestino delgado) e intestino delgado (ID) y grueso (ID).

Ensayo de seguridad- Translocacion bacteriana

Como medida de seguridad, se determiné si el suministro de los quesos indujo (0 no)
translocacion de microbiota intestinal normal a higado. Para esto, el higado se homogeneiz6 en
PBS estéril y se determind la presencia de crecimiento bacteriano en agar ABRV (37 °C, 24 hs,
aerobiosis). Los resultados se expresaron como translocacion positiva o negativa, ya que el
higado es un 6rgano estéril en condiciones normales.

Evaluacién de la capacidad inmunomoduladora

Se determin6 la concentracion de IgA-S en fluido intestinal y de citoquinas anti (IL-10) y
proinflamatorias (IL-6, IL-12, IFN-y y TNF-a) en homogenado de ID e IG, mediante técnica de
ELISA (kit BD OptEIA, BD, Biosciences PharMingen, San Diego, CA, EEUU). El fluido intestinal
se obtuvo mediante 2 lavados sucesivos del ID con buffer PBS estéril frio adicionado de 1% de
inhibidor de proteasas (Sigma Aldrich). El fluido se recuperd, se centrifugé (10000 rpm, 10 min, 4
° C) y el sobrenadante se almaceno6 a -80°C para la cuantificacion de IgA-S. Para obtener el
homogenado de ID e IG se pesd 100 mg de tejido, se adicion6 1 ml de buffer de extraccion (PBS-
EDTA-Tween 20 + inhibidor de proteasas) y se homogeneizé en ultratdrrax. Los homogenados
se centrifugaron (10000 rpm, 10 min, 4 ° C) y el sobrenadante se almacen6 a -80°C para la
cuantificacién de citoquinas mediante técnica de ELISA sandwich.

RESULTADOS

En los 3 tipos de quesos experimentales, el nivel de los microorganismos probiéticos se mantuvo
por encima de 10%® UFC/g luego de 15 dias de maduracion a 4°C, por lo cual los animales
recibieron una dosis de lactobacilos probiéticos entre 7,7 y 8,0 log UFC/ratén.

Ensayo de translocacién

No se observé desarrollo microbiano en las placas de ABRV, lo que indica translocacién negativa
y que, por lo tanto, resultaron seguros.

Evaluacién de la capacidad inmunomoduladora

La determinacion de las citoquinas proinflamatorias (IL-6, IFN-y, TNF-a) en homogenado de
intestino delgado y grueso demostré que las cepas probidticas adicionadas a los quesos
ejercieron un efecto antiinflamatorio en los animales en las condiciones estudiadas (Figuras 1y
2). Tanto en ID como IG, el patron de citoquinas proinflamatorias fue similar y se observa una
disminucién significativa en su concentracion en animales gque recibieron los quesos con adiciéon
de microorganismos probidticos, respecto al grupo QC.

En particular para ID (Figura 1), no se observaron diferencias estadisticamente significativas para
las citoquinas 1I-10, IL-12 (no se muestran los datos) e IFN-y en los grupos tratados respecto al
control. Sin embargo, se observé una disminucion significativa en los niveles de IL-6 y TNF-a en
los animales alimentados con los quesos QGG y QLA-LGG, respecto al grupo control.
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Figura 1. Concentracion de IL-6, IFN-y, TNF-a (pg/mL) en homogenado de intestino delgado de ratones
BALB/c: grupo control (QC) y 3 grupos tratados que recibieron los quesos probiéticos (QLA, QGG, QLA-
GG). ® Diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) para cada citoquina.

En homogenado de IG, los animales que fueron alimentados con los quesos adicionados de
microorganismos probidticos presentaron un nivel significativamente menor de las citoquinas
proinflamatorias (IL-6, IFN-y y TNF-a), indicando un efecto positivo sobre la regulacion del
sistema inmunologico. Los niveles de IL-6, si bien muestran valores inferiores en los grupos
tratados que en el grupo control, la disminucién no fue significativa. Al igual que en ID, no se
observaron diferencias en los niveles de IL-12 entre los grupos y si hubo una menor concentracion
de IL-10 para los grupos QLA y QLA-LGG, respecto a los grupos QC y QGG (no se muestran los
datos).
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Figura 2. Concentracion de IL-6, IFN-y, TNF-a (pg/mL) en homogenado de intestino grueso de ratones
BALB/c: queso control (QC) y 3 grupos tratados que recibieron los quesos probidticos (QLA, QGG, QLA-
GG). ® Diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) para cada citoquina.

En la Figura 3 se observa la concentracién de IgA-secretoria en fluido intestinal de los distintos
grupos analizados. Los resultados evidencian que la adicion de L. acidophilus LA5 en los quesos
(QLA y QLA-LGG) estimul6é el sistema inmune en ratones, lo cual se vio reflejado por el
incremento significativo en la produccion de IgA-S respecto al grupo QC. Este fenébmeno no se
observo para los animales alimentados con el queso QGG y no se evidencio un efecto asociativo
para aquellos que recibieron el queso QLA-LGG. Estos resultados permiten confirmar que la
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funcionalidad de los microorganismos probibticos es particular de cada cepa y no todos
comparten el mismo efecto.
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Figura 3. Concentracién de IgA-S (ug/ml) en fluido intestinal de ratones BALB/c: queso control (QC) y 3
grupos tratados que recibieron los quesos probidticos (QLA, QGG, QLA-LGG). 2 Diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05).

CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo reflejan que fue posible elaborar exitosamente quesos frescos
de pasta hilada adicionados de lactobacilos probidticos, los cuales mantuvieron su concentracion
en niveles superiores a 108 UFC/g luego de 15 dias de almacenamiento a 4°C [(valor superior al
requerido para un alimento adicionado de probidticos (10%-10” UFC/g)]. Por otro lado, se
comprobd que los quesos resultaron seguros ya que no indujeron translocacion de microbiota
entérica a higado. En cuanto a la evaluacion de la capacidad inmunomoduladora se obtuvieron
resultados muy alentadores ya que se observd, por un lado, que los quesos adicionados de L.
acidophilus LA5 demostraron capacidad de incrementar las defensas de las mucosas mediante
el incremento en la concentracion de IgA-S en fluido intestinal y, por otro, se logré una reduccion
en el perfil de citoquinas proinflamatorias tanto en intestino delgado como grueso. Como se
menciond anteriormente, la capacidad de regulacion del sistema inmunolégico depende de la
cepa probidtica adicionada ya que sus mecanismos de accion son diferentes. En general, no se
observé un efecto asociativo en la adicion de ambos probidticos lo cual podria resultar ventajoso
desde el punto de vista econémico si se piensa en la elaboracion de un queso probidtico.
Finalmente, se destaca que se logré elaborar con éxito un alimento innovador como es un queso
fresco de pasta hilada adicionado de uno 0 mas microorganismos probidticos, que podria ampliar
la oferta de alimentos funcionales en el mercado (actualmente inexistente) y para el cual se
demostré su seguridad y capacidad funcional mediante estudios in vivo.
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