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producen tras la exposicion de las bacterias a niveles subletales del factor de estrés y
que se revierten cuando éste desaparece. La adaptacion, en cambio, implica la
adquisicion permanente de un fenotipo estable de resistencia frente al factor de estrés,

incluso si la bacteria es transferida numerosas veces en ausencia de éste.

11.10 Aplicacion de protedmica al estudio de la respuesta a estrés

La protedmica es el estudio a gran escala de las proteinas de una célula,
organismo o sistema bioldgico (Gorg y col., 1998) y agrupa un conjunto de técnicas con
las que a partir de una muestra compleja de proteinas pueden llegar a identificarse hasta
miles de ellas. Una de las técnicas mas utilizadas es la electroforesis bidimensional en
gradientes de pH inmovilizados acoplada a identificacion de proteinas por
espectrometria de masas, aunque cada vez mas comienzan a aplicarse otras técnicas
basadas en cromatografia liquida, sobre todo en el caso de proteinas de membrana,
dificilmente separables en funciébn de su punto isoeléctrico. La electroforesis
bidimensional comprende dos técnicas: el isoelectroenfoque o primera dimension y la
segunda dimension que tiene lugar mediante una corrida electroforética tipo SDS-
PAGE. Esto permite primero la separacion “lineal” de mezclas proteicas complejas de
acuerdo a su punto isoeléctrico (pl) y luego la separacion segliin su masa molecular, pero
también en funcion de su solubilidad y de su abundancia relativa. La electroforesis 2D
es la técnica de estudio mas utilizada para caracterizar diferencias en la produccion de
proteinas como respuesta a variaciones ambientales o a factores de estrés.

A continuacion (Fig. 11) se describen las 4 etapas principales de los procesos de
separacion e identificacion de proteinas mediante electroforesis bidimensional acoplado

a espectrometria de masas.
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Figura 11. Diagrama de flujo que representa el proceso de identificacion de proteinas

mediante 2-DE acoplada a espectrometria de masas (Walker, 2005).

11.10.1 Etapa 1: Extraccién y preparacion de las muestras

El primer paso de cualquier técnica protedmica es la extraccion de proteinas
citoplasmaticas, para lo que puede utilizarse toda una variedad de métodos de lisis, tanto
quimicos (lisis osmotica, uso de detergentes, empleo de enzimas) como mecanicos

(sonicacion, bolas de vidrio o altas presiones). Una vez extraidas, las proteinas deben
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ser desnaturalizadas, disgregadas, reducidas y solubilizadas para asegurar la ausencia de
interacciones moleculares y asegurar asi una correcta separacion en funcion de su punto
isoeléctrico. Para conseguirlo es comun realizar una precipitacién y lavado de las
proteinas previa al isoelectroenfoque a fin de eliminar aquellos agentes que puedan
provocar una migracion incorrecta, como son las sales, los polisacaridos con carga y los

lipidos.

11.10.2 Etapa 2: Primera dimension: isoelectroenfoque

Esta etapa se realiza en geles de poliacrilamida que contienen un gradiente de
pH inmovilizado que puede ser lineal o no lineal, usualmente entre 2,5 y 12. Estos geles
pueden tener también una longitud variable (entre 7 y 24 cm) y debido a su pequefio
ancho pueden denominarse tiras (strips). La inmovilizacion de los gradientes se logra
mediante el uso de 10 derivados de la acrilamida que comparten la estructura general
CH,=CH-CO-NH-R donde R puede ser un grupo carboxilo o un grupo amino. Con ellos
pueden fabricarse tampones con pKas que varian entre 1 y 13 con la ventaja de que
pueden ser copolimerizados con la matriz de poliacrilamida utilizada para crear los
geles. La resolucion de los geles elaborados de esta manera es muy alta, alrededor de
0,001 unidades de pH.

Los geles de primera dimension se adquieren en el comercio de manera
deshidratada, por lo que el primer paso comprende la rehidratacion del gel mediante la
aplicacion de un voltaje bajo durante varias horas inmersos en un buffer. Tras ello se
lleva a cabo el isoelectroenfoque propiamente dicho, que consiste en la aplicacion de
gradientes crecientes de voltaje (hasta 10.000 V) durante los cuales las proteinas migran
a lo largo del gel, quedando inmovilizadas o focalizando en aquel punto donde el pH del

gel y el pl de la proteina coinciden (Fig. 12).

11.10.3 Etapa 3: Segunda dimension: electroforesis SDS-PAGE

Una vez realizado el isoelectroenfoque las tiras o strips se colocan sobre geles de
poliacrilamida, tras lo que se lleva a cabo una corrida electroforética SDS-PAGE
tradicional, en la que las proteinas se separan de acuerdo a su masa molecular (Fig. 13).
Una vez finalizada, las proteinas se tifien y visualizan, lo que da lugar a una especie de

“mapa” en donde cada mancha o spot representa, idealmente, una sola proteina. Existen
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varios métodos de tincion tanto de proteina total (plata, Coomassie Blue, marcaje con
aminodcidos radiactivos o marcaje con sondas fluorescentes) como de modificaciones

post-traduccionales especificas como los grupos fosfato o los residuos glicosidicos.
+ -

Figura 12. Representacion esquematica del isoelectroenfoque o primera dimension.
Cada proteina migra en el campo eléctrico aplicado sobre el gel y queda inmovilizada

en aquella zona del gel donde el pH coincide con su punto isoeléctrico.
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Figura 13. Representacion esquematica la electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes o segunda dimension. Los geles de primera dimension
(A) se equilibran y se cargan sobre geles de poliacrilamida de ancho adecuado (B). A
continuacion se realiza una SDS-PAGE clésica en la que el gel de primera dimension

actua a modo de gel de compactamiento.
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Uno de los colorantes mas utilizados es el Coomassie Blue debido a su
simplicidad técnica y a que su respuesta estequiométrica, de acuerdo a la cantidad de
proteina, es lineal en un rango mayor que otras tinciones, lo que lo hace apropiado para
la comparacion por densitometria de la cantidad de proteinas producidas bajo distintas
condiciones. El tnico inconveniente es su baja sensibilidad (100 ng) en comparacion,

por ejemplo, a la tincion con plata (< 1 ng).

11.10.4 Etapa 4: Identificacion de las proteinas mediante huella peptidica

El esquema de los pasos a seguir para la identificacion de las proteinas separadas
en la electroforesis se muestra en la Figura 14. Tras el analisis de las densidades de los
spots en las condiciones experimentales estudiadas con un software especializado, éstos
son escindidos de los geles y digeridos con proteasas (usualmente tripsina) para su
identificacion. Los péptidos resultantes son adsorbidos sobre una matriz organica y son
ionizados mediante la tecnologia de generacion de iones MALDI, consistente en
bombardear con laser a dichos péptidos. Cada péptido da lugar a un i6n que es acelerado
en un campo eléctrico para, a continuacion, penetrar en un tubo de recorrido o vuelo
libre sin campo eléctrico alguno. Para un voltaje de aceleracion fijado, el tiempo de
vuelo (time of flight: TOF) que le lleva a un i6n alcanzar el detector de masas (MS) es
proporcional a su relacion masa/carga (m/z), por lo que a cada i6n le corresponde un
valor numérico. El conjunto de los valores m/z de todos los péptidos resultantes de la
digestion triptica de una proteina constituye su huella peptidica. La estrategia mas
utilizada para identificar una proteina de acuerdo a su huella peptidica es volcar en una
base de datos las relaciones de m/z obtenidas de las digestiones tedricas tras realizar una
simulacion MALDI/TOF/MS in silico con programas informaticos especificos.
Posteriormente, las masas experimentales se ajustan con las teoricas usando diferentes
algoritmos, lo que proporciona una identificacion muy confiable de la proteina

proveniente del spot.
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Figura 14. Representacion esquematica de la identificacion de proteinas mediante
huella peptidica. El conjunto de masas experimentales se ajusta con las masas teoricas

obtenidas para cada proteina.
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Capitulo I1a

CAPITULO Ila

Adaptacion de lactobacilos no intestinales a concentraciones fisiologicas de bilis y

caracterizacion preliminar
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IL.a.1 Introduccion

La definicion de bacterias probioticas adoptada por la FAO/WHO (FAO/WHO,
2002) establece que son “microorganismos vivos que cuando son administrados en
cantidades adecuadas otorgan un beneficio a la salud del consumidor”. Uno de los
criterios de seleccion de cepas probidticas es la resistencia a la acidez gastrica y a sales
biliares (FAO/WHO, 2002). Haller y col. (2001) han demostrado que ciertas
propiedades metabolicas y funcionales presentes en lactobacilos intestinales se
encuentran también en otras bacterias provenientes de alimentos fermentados. Ademas,
se han descrito propiedades inmunoestimuladoras similares en cepas indigenas y
exdgenas en relacion al modelo animal en el que se evaluaron (Vinderola y col., 2004;
Dogi y Perdigon, 2006). El criterio de viabilidad celular durante el transito a través del
TGI es, sin embargo, un requerimiento demostrado para obtener una mayor magnitud de
los efectos funcionales (Ouwehand y Salminen, 1998; Gill y Rutherfurd 2001;
Maldonado-Galdeano y Perdigén 2004; Vinderola y col., 2005).

Algunas cepas de Lactobacillus se encuentran naturalmente presentes en el
intestino humano y por esta razon son preferentemente utilizadas para uso comercial
como probidticos (Vizoso Pinto y col., 2006). Cepas seleccionadas de las especies
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
rhamnosus y Lactobacillus plantarum son las especies mas utilizadas por la industria
lactea como probidticos (Lee y col., 1999). Por otro lado, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus 'y Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, dos especies muy
relacionadas filogenéticamente (Miteva y col., 2001), son microorganismos importantes
para las fermentaciones lacteas. En particular, son microorganismos esenciales para la
industria en la produccion de yogur y de quesos duros (Giraffa y col., 1998). Sin
embargo, estas dos subespecies no forman parte de la microbiota del intestino humano
(Tannock, 2003; Wall y col.,, 2006) y tienen poca capacidad de sobrevivir a las
condiciones adversas presentes en el TGI (Vinderola y Reinheimer, 2003). A pesar de
su origen no intestinal, la administracion oral de ciertas cepas de estas especies
(Perdigén y col., 2000; Vinderola y col., 2007) o de productos fermentados con las
mismas puede ejercer efectos benéficos en el consumidor (Adolfsson y col., 2004;
Guarner y col., 2005). Otros autores (Hopkins y Macfarlane, 2002) informaron la

presencia de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus y lactis en heces de individuos adultos
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sanos, sugiriendo que estos microorganismos podrian provenir de la dieta y no ser parte
de la microbiota establecida.

Margolles y col. (2003) demostraron la adaptacion de cepas de bifidobacterias a
altas concentraciones de sales biliares. La adquisicion de resistencia produjo cambios
fisiologicos en los patrones de fermentacion de azicares (Ruas-Madiedo y col., 2005),
en actividades glucosidicas y de la enzima fructosa 6-fostato fosfocetolasa (Noriega y
col., 2004; Sanchez y col., 2004), en la tolerancia a bajos pH (Noriega y col., 2004), en
la capacidad de adhesion al mucus intestinal humano (Gueimonde y col., 2005) y, por lo
tanto, en la capacidad de exclusiéon de microorganismos patogenos del ambiente
intestinal (Gueimonde y col., 2007).

No existe informacion previa sobre los efectos de la adaptacion de lactobacilos

no intestinales a concentraciones fisiologicas de sales biliares.

IL.a.2 Objetivo
Obtener y caracterizar derivados con resistencia incrementada a sales biliares a
partir de cepas de lactobacilos de origen no intestinal y cominmente utilizados en la

industria lactea.
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I1.a.3 Materiales y Métodos

I1.a.3.1 Cepas, medios de cultivos y condiciones de incubacion

Las cepas utilizadas fueron Lb. acidophilus A9, 08, DRU, Lb. paracasei Al13,
Lb. casei DAN , Lb. plantarum 08342, 08329, ATCC 8014, DSMZ 20174, 036, 335,
89, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus Hb2, Eb4, Bbl, Eb3, ATV, Dbl, Lb. delbrueckii
subsp. lactis Cbl, Gb2, M, 242, 294, 200, 254, 193, 217, 203, 204, 219, 304, 195, 133,
Lactobacillus helveticus 138, 36, 43. Se utilizaron cepas de origen intestinal de las
especies Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. paracasei, Lb. plantarum como control, a priori
positivo, de cepas naturalmente resistentes. Para los ensayos de RAPD se utilizaron
como cepas de referencia Lb. delbrueckii subsp. lactis LKT, Lb. acidophilus CNRZ
1295 y Lb. helveticus CNRZ 241. Las cepas pertenecientes a la coleccion del INLAIN
fueron aisladas de productos lacteos fermentados comerciales o de suero fermento
natural. Las cepas se cultivaron en caldo MRS (Biokar, Beauvais, Francia) a 37°C. Los
recuentos de células viables se realizaron en MRS agar (Biokar) y se incubaron 48 hs a

37°C en aerobiosis.

11.a.3.2 Sensibilidad de las cepas de Lactobacillus a sales biliares y aislamiento de
derivados resistentes a bilis

La sensibilidad de las cepas a sales biliares se determin6 de acuerdo a Vinderola
y Reinheimer (2003). Cada cepa se inocul6 inicialmente en caldo MRS (2% v/v) con
0,3%, 0,5% o 1% (p/v) de sales biliares bovinas (Sigma, St. Louis, MO, USA) (MRS +
bilis). Los cultivos se incubaron durante 24 hs a 37°C, se midio la densidad optica a 560
nm (D.O) y se compar6 con la D.O de los cultivos controles en caldo MRS (sin sales
biliares). Los resultados se expresaron como el porcentaje de crecimiento en presencia
de sales biliares comparado con el control.

Las especies seleccionadas para obtener derivados resistentes a mayores
concentraciones de sales biliares fueron Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb.
delbrueckii subsp. lactis, Lb. helveticus y la cepa Lb. acidophilus DRU. Cada cepa
(indculo 1%) se cultivé y se repicd sucesivamente en caldo MRS adicionado de
porcentajes crecientes de sales biliares (0,03%, 0,05%, 0,10%, 0,15%, 0,20%, 0,25%,
0,30%, 0,35%, 0,40%, 0,45% y 0,50% p/v).
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Para comprobar la estabilidad de los derivados resistentes a bilis obtenidos, las
cepas capaces de crecer en caldo MRS suplementado con 0,5% (p/v) de sales biliares se
sometieron a seis cultivos sucesivos en caldo MRS sin sales biliares. Luego, los cultivos
se inocularon en MRS + 0,5% (p/v) bilis para verificar (a través de medidas de D.O) Ia
capacidad de los mismos de crecer nuevamente en esta condicion. Las cepas originales
se sometieron a las mismas condiciones de cultivo que los correspondientes derivados

resistentes a bilis.

I1.a.3.3 Extraccion de ADN

El ADN total se obtuvo a partir de cultivos overnight de las cepas originales (20
ml) y de los derivados resistentes a bilis (40 ml) segin Foley y col. (1998). La etapa de
lisis celular se modifico para lactobacilos adicionando 30 mg/ml de lisozima (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) y 2 U/ml de mutanolisina (Sigma-Aldrich). Los pellets
de ADN se lavaron tres veces con etanol 70%, se secaron, se resuspendieron en Tris-

HCI 10 mM vy se almacenaron a -20°C.

I1.a.3.4 Confirmacion de la identidad de los derivados resistentes a bilis

La identidad de los derivados resistentes a bilis se confirmé mediante
amplificacién y secuenciacion de un fragmento de 348 pb del gen del 16S ARNT,
utilizando dos primers universales (Y1 e Y2) basado en regiones conservadas del 16S
ARNTr de procariotas (Young y col., 1991). Las reacciones de PCR se realizaron
utilizando 1 pul de ADN como templado, 2,5 U de ADN Taq polimerasa (GE Healthcare,
Buckinghamshire, Reino Unido), 200nM dNTPs (GE Healthcare) y 400 nM de cada
primer (Sigma-Genosys, The Woodlands, TX, USA) en un volumen final de 25 pl. En
todas las reacciones se incluyd un control negativo (sin ADN) y un control positivo
(ADN) de las cepas originales correspondientes. Las amplificaciones se realizaron en un
sistema de PCR GeneAmp (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) segtn las
siguientes condiciones: una desnaturarizacion de 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 extension de 7 min a 72°C. Los
productos de PCR se separaron en geles de agarosa (1,5%) en buffer TBE, se tifieron
con bromuro de etidio y se observaron bajo luz UV (Sambrook y Russell, 2001). Los

amplicones se purificaron utilizando columnas MicroSpin (GE Healthcare) y la
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secuencia de nucledtidos se determind mediante “primer extension” en el Servicio de
Secuenciacion de Fagos Ruralex SRL (Buenos Aires, Argentina). Los datos de las
secuencias nucleotidicas se compararon con los disponibles en las bases de datos
publicas (www.ncbi.nlm.nhi.gov/blast). La identidad de las cepas originales y de los
derivados resistentes se chequed mediante Nucleotide BLAST de la base de datos
NCBI. Para identificar las cepas de Lb. delbrueckii a nivel de subespecie se realizo
posteriormente un analisis de ARDRA-PCR (Analisis de Restriccion del ADN
Ribosomal Amplificado) de un fragmento de 1,5 kpb del gen del 16S ARNTr (Giraffa y
col., 1998), utilizando los primers reportados por Rodtong y Tannock (1993). Las
condiciones de PCR utilizadas fueron similares a las descritas anteriormente con
excepcion del paso de extension del primer el cual se prolongd a 90 seg debido a la
longitud del fragmento de ADN a amplificar. El analisis de restriccion EcoRI del ADNr
se realizo durante 1h a 37°C en 15 pl de buffer de incubacion con 12U de la enzima de
restriccion EcoRI (GE Healthcare) y 10 pl del producto de PCR. Para confirmar las
subespecies (bulgaricus, delbrueckii, o lactis) se analizaron los patrones de los

fragmentos de restriccion mediante electroforesis en gel de agarosa (1,5%).

I1.a.3.5 Analisis RAPD

La diversidad genotipica entre los derivados resistentes a bilis y las cepas
originales se analizé mediante RAPD-PCR utilizando dos primers arbitrarios simples:
M13 y 1254 en reacciones independientes (Giraffa y col., 2004). Las condiciones de
amplificacion dependieron de cada primer. 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. En ambos casos se
realiz6 una desnaturalizacion inicial (3 min a 94°C) y un paso final (7 min a 72°C). Los
reactivos y las condiciones de PCR y electroforesis fueron similares a las descritas
anteriormente con excepcion de la concentracion de primers, la cual se incremento6 hasta
800 nM. Como controles positivos se utilizaron ADNs de cepas de referencia (Lb.
delbrueckii subsp. lactis LKT, Lb. acidophilus CNRZ 1295 y Lb. helveticus CNRZ
241).
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I1.a.3.6 Cinéticas de crecimiento

Se determiné la capacidad de crecimiento de las cepas originales y de sus
derivados resistentes a bilis en presencia de sales biliares. Se inoculé caldo MRS+bilis
(0,5% p/v) con un cultivo fresco de cada cepa (original y derivado) y se incubd a 37°C.
El crecimiento celular se midio espectrofotométricamente (Espectrofotometro, Metrolab
1700 UV-vis Metrolab, Buenos Aires, Argentina) a 560 nm cada 2 hs.

Por otro lado, luego de dos repiques sucesivos en caldo MRS e incubacion
durante 24 hs se determind la capacidad de las cepas de crecer en leche. Cada
microorganismo se inoculd (2%, aprox. 10° UFC/ml) en leche descremada estéril al
10% (Difco, Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD, USA) y se incub6 en bafio
de agua a 37°C. El pH se monitored a los mismos intervalos de tiempo mencionados

anteriormente.

I1.a.3.7 Perfiles de fermentacion de carbohidratos
La capacidad de las cepas originales y sus derivados resistentes a bilis de
fermentar carbohidratos de determiné utilizando el kit API 50 CH (Bio-M¢érieux, Marcy

I’Etoile, Francia) siguiendo las instrucciones del fabricante.

I1.a.3.8 Hidrofobicidad

Se determino la afinidad de las cepas originales y de sus derivados resistentes a
bilis por una fase organica o acuosa como medida de su hidrofobicidad superficial,
segun Vinderola y Reinheimer (2003). Se obtuvieron pellets de cultivos overnight en
fase estacionaria mediante centrifugacion (8.000 g, 10 min, 5°C), se lavaron 2 veces en
buffer fosfato (pH 7,4) y se resuspendieron en el mismo buffer. La suspension celular se
ajustd a una D.Osepnm de 1,0 = 0,1 con buffer fosfato. Se pusieron en contacto 3 ml de la
suspension celular con 0,6 ml de n-hexadecano (Merck, Darmstadt, Alemania), y se
agitd 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 removio
cuidadosamente con jeringa y aguja y se midi6 la D.Os¢p nm de la misma. La
hidrofobicidad (%H) se calculd con la formula %H=[(D.O;-D.O¢ D.0;]/100, donde D.O;
y D.O¢ son las densidades oOpticas antes y después de la extraccidon con n-hexadecano,

respectivamente.
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I1.a.3.9 Resistencia al almacenamiento congelado

Se obtuvieron cultivos overnight de las cepas en caldo MRS (pH 6.,8), se
centrifugaron (8.000 g, 10 min, 5°C), se lavaron dos veces con buffer PBS y se
ajustaron a una concentracion de 10° UFC/ml. Se centrifugaron 50 ml de cada cultivo
(8.000 g, 10 min, 5°C) y se resuspendieron en 5 ml de leche descremada estéril (10%)
adicionada de sacarosa (10%). Los cultivos se almacenaron durante un mes a -70°C.
Para determinar la viabilidad celular se realizaron recuentos al comienzo (tiempo 0) y a

1, 7 y 30 dias de almacenamiento.

I1.a.3.10 Resistencia a condiciones acidas e induccion de tolerancia a acido

Se obtuvieron cultivos overnight de las cepas en caldo MRS (pH 6.8), se
centrifugaron (8.000 g, 10 min, 5°C), se lavaron dos veces con buffer PBS, se
resuspendieron (aprox. 10° UFC/ml) en jugo gastrico simulado (pepsina 0,3% p/v
(Merck) - NaCl 0,5% p/v (Cicarelli) en buffer pH 3) y se mantuvieron en estas
condiciones durante 1 h a 37°C. Como controles se utilizaron cultivos resuspendidos en
PBS. Para determinar la viabilidad celular se realizaron recuentos al comienzo y al final
del ensayo (1h). Luego del contacto de los derivados resistentes a bilis con el jugo
gastrico simulado durante 1 h, los mismos se inocularon (2%) en caldo MRS (5 ml) y se
incubaron a 37°C hasta el comienzo de la fase estacionaria temprana (16-24hs). Las
células se centrifugaron y se resuspendieron en jugo gastrico simulado, en las mismas
condiciones detalladas anteriormente durante 1 h a 37°C. Luego, los cultivos se
inocularon nuevamente en caldo MRS hasta llegar a fase estacionaria temprana. Con el
objetivo de inducir tolerancia a &acido, se realizaron seis exposiciones sucesivas a

condiciones gastricas simuladas.

I1.a.3.11 Analisis estadistico

Los resultados representan la media + desviacion estandar de al menos tres
ensayos independientes. Los datos se analizaron utilizando ANOVA de una via del
software SPSS. Las diferencias entre medias se determinaron utilizando test Duncan’s
Multiple Range (SPSS, 1996). Los datos se consideraron estadisticamente diferente con

p<0,05.
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II.a.4 Resultados

I1.a.4.1 Sensibilidad de lactobacilos de origen intestinal y no intestinal a sales biliares

En la Figura 15 se muestra la sensibilidad a sales biliares de las 36 cepas de
lactobacilos utilizadas. Se observo una clara diferencia en la sensibilidad a sales biliares
entre las cepas que cominmente habitan el tracto intestinal de individuos sanos (Lb.
acidophilus, Lb. casei, Lb. paracasei, Lb. plantarum) y las cepas utilizadas
habitualmente para la elaboracion de productos lacteos fermentados (Lb. delbrueckii

subsp. lactis, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus y Lb. helveticus).
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Figura 15. Sensibilidad de cepas de lactobacilos a sales biliares. El crecimiento en
presencia de sales biliares [0,3 (m), 0,5(m) y 1% (*)] se expresd6 como porcentaje de
crecimiento (D.O.se0 nm) con respecto al cultivo control (sin sales biliares). Los ensayos
se realizaron por triplicado. DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen, ATCC: American Type Culture Collection. Lb. acidophilus A9 (1), 08 (2),
DRU (3), Lb. paracasei A13 (4), Lb. casei DAN (5), Lb. plantarum 08342 (6), 08329
(7), ATCC 8014 (8), DSMZ 20174 (9), 036 (10), 335 (11), 89 (12), Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus Hb2 (13), Eb4 (14), Bbl (15), Eb3 (16), ATV (17), Dbl (18), Lb.
delbrueckii subsp. lactis Cbl (19), Gb2 (20), M (21), 242, (22), 294 (23), 200 (24), 254
(25), 193 (26), 217 (27), 203 (28), 204 (29), 219 (30), 304 (31), 195 (32), 133 (33), Lb.
helveticus 138 (34), 36 (35), 43 (36).
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Las primeras 12 cepas, con excepcion de Lb. acidophilus DRU, fueron capaces
de crecer en altas concentraciones (1%) de sales biliares, no asi las cepas de Lb.

delbrueckii y Lb. helveticus.

I1.a.4.2 Obtencion de derivados resistentes a sales biliares

Todas las cepas de Lb. delbrueckii subsp. lactis, Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus, Lb. helveticus y Lb. acidophilus DRU fueron sometidas al proceso de
adaptacion a concentraciones crecientes de sales biliares. De las 25 cepas sometidas a
este desafio, solo a partir de 6 cepas (Lb. delbrueckii subsp. lactis 133, 193, 200, 254, M
y Lb. acidophilus DRU) se logr6 obtener derivados capaces de crecer en caldo MRS en
presencia de 0,5% de sales biliares. El resto no superd, en distintas etapas, el
crecimiento en presencia de concentraciones crecientes de sales biliares. Luego de 6
cultivos sucesivos en caldo MRS sin sales biliares, los derivados resistentes a bilis ain

mantuvieron la capacidad de crecer en MRS+bilis (datos no mostrados).

I1.a.4.3 Cinéticas de crecimiento de los derivados resistentes a bilis obtenidos

La Figura 16 muestra las cinéticas de crecimiento de las 6 cepas originales y sus
correspondientes derivados resistentes a bilis. Se pueden observar 3 tipos de
comportamientos diferentes: (1) para Lb. delbrueckii subsp. lactis 193 y 200 se observo
una gran diferencia entre la densidad celular alcanzada por las cepas originales (D.Osg0
am < 0,3) y sus derivados resistentes a bilis, los cuales alcanzaron densidades mayores
(D.Os60 nm > 1,2: Figs. 16a y b) luego de 24 hs de incubacion; (2) para Lb. delbrueckii
subsp. lactis M y 254 las diferencias en D.O fueron menos marcadas (AD.Osgpnm <0,5:
Figs. 16¢c y d) y (3) para Lb. delbrueckii subsp. lactis 133 y Lb. acidophilus DRU, las
diferencias de crecimiento fueron intermedias (AD.Oseonm aprox. 0,8: Figs. 16e y f).

No se observaron diferencias significativas entre las cepas originales y los
derivados resistentes a bilis en los valores de pH cuando los microorganismos crecieron
en leche descremada (10%) durante 10 hs (datos no mostrados). Tampoco se observaron
diferencias en la viabilidad celular luego de 30 dias de almacenamiento congelado en

leche descremada suplementada con sacarosa (10%).
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Figura 16. Cinéticas de crecimiento de las cepas originales (¢#) y sus derivados
resistentes a bilis (m). Lb. delbrueckii subsp. lactis 193 (a), 200 (b), M (c), 254 (d), 133
(e) y Lb. acidophilus DRU (f) en caldo MRS adicionado de 0,5% p/v de sales biliares.

Las curvas de crecimiento son representativas de tres determinaciones independientes.
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I1.a.4.4 Fermentacion de azucares

Los ensayos de fermentacion de azucares se realizaron para los 50 carbohidratos
del kit API 50CH. Aunque no se observaron diferencias en los patrones de fermentacion
luego de 48 hs de incubacion entre las cepas originales y sus derivados resistentes a
bilis, varios azlcares resultaron ser fermentados mas lentamente por los derivados,
mostrando ain falta de fermentacion luego de 24 hs de incubacion. Estos azicares
fueron D-galactosa y D-rafinosa para Lb. delbrueckii subsp. lactis 133, D-manosa, N-
acetilglucosamina, salicina, D-maltosa y D-trealosa para Lb. delbrueckii subsp. lactis
193, D-galactosa, N-acetilglucosamina para Lb. delbrueckii subsp. lactis M y D-manosa
y amigdalina para Lb. acidophilus DRU. En la Figura 17 se muestra un ejemplo del
perfil de fermentacion de carbohidratos para la cepa Lb. acidophilus DRU y su derivado

resistente a bilis.

Lb. acidophilus DRU Lb. acidophilus DRU+

n
i a——_

Figura 17. Perfiles de fermentacion de carbohidratos de Lb. acidophilus DRU y su
derivado resistente a bilis (Lb. acidophilus DRU+) luego de 24 hs de incubacion. Los
recuadros naranja muestran los 2 azicares, D-manosa (13) y amigdalina (23), que

fueron fermentados mas lentamente por el derivado resistente a bilis.
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I1.a.4.5 Confirmacion de la identidad de los derivados resistentes obtenidos

Los ensayos de biologia molecular confirmaron que la identidad de los derivados
resistentes a bilis resultd idéntica a la de sus correspondientes cepas originales. Estos
resultados indicaron que las cepas resistentes a bilis eran derivadas efectivamente de sus
cepas originales y no eran contaminantes que podrian haber aparecido durante el
proceso de adaptacion a bilis. Los analisis de diversidad genética mediante RAPD con
el primer M13 mostraron que la mayoria de los fragmentos se conservaron entre cepas
de una misma especie y entre original y derivado (Fig. 18). Para el caso del primer
1254, se detectd mayor variabilidad entre cepas de diverso origen pertenecientes a la
misma especie. Con respecto a los pares original/derivado, la mayoria de las bandas se
conservaron (Fig. 19) aunque para Lb. delbrueckii subsp. lactis 193, 133 y Lb.
acidophilus DRU se evidenciaron varias diferencias en los perfiles RAPD
probablemente debidas al proceso de adaptacion a bilis (Fig. 18, calles 3 y 4; Fig. 19,
calles 3-4, 8-9y 12-13).

6 7 8 910 11 M 12 13 14

i — — D - —

--"_.-----

_-ﬂ----—--

Figura 18. Perfiles RAPD de cepas de lactobacilos obtenidos con el primer M13. M:
marcador de peso molecular; calle 1: Lb. delbrueckii subsp. lactis 254; calle 2: Lb.
delbrueckii subsp. lactis 254+; calle 3: Lb. delbrueckii subsp. lactis 193; calle 4: Lb.
delbrueckii subsp. lactis 193+; calle 5: Lb. delbrueckii subsp. lactis 200; calle 6: Lb.
delbrueckii subsp. lactis 200+; calle 7: Lb. delbrueckii subsp. lactis LKT; calle 8: Lb.
delbrueckii subsp. lactis 133; calle 9: Lb. delbrueckii subsp. lactis 133+; calle 10: Lb.
helveticus CNRZ 241; calle 11: control negativo PCR; calle 12: Lb. acidophilus DRU;
calle 13: Lb. acidophilus DRU+; calle 14: Lb. acidophilus CNRZ 1295.
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Figura 19. Perfiles RAPD de cepas de lactobacilos obtenidos con el primer 1254. M:
marcador de peso molecular; calle 1: Lb. delbrueckii subsp. lactis 254; calle 2: Lb.
delbrueckii subsp. lactis 254+; calle 3: Lb. delbrueckii subsp. lactis 193; calle 4: Lb.
delbrueckii subsp. lactis 193+; calle 5: Lb. delbrueckii subsp. lactis 200; calle 6: Lb.
delbrueckii subsp. lactis 200+; calle 7: Lb. delbrueckii subsp. lactis LKT; calle 8: Lb.
delbrueckii subsp. lactis 133; calle 9: Lb. delbrueckii subsp. lactis 133+; calle 10: Lb.
helveticus CNRZ 241; calle 11: control negativo PCR; calle 12: Lb. acidophilus DRU;,
calle 13: Lb. acidophilus DRU+; calle 14: Lb. acidophilus CNRZ 1295.

I1.a.4.6 Hidrofobicidad y resistencia gastrica simulada de los derivados obtenidos

En la Figura 20 se muestran los valores de hidrofobicidad (%H) determinados
para las cepas originales y sus derivados resistentes a bilis, crecidos en caldo MRS. No
se encontraron diferencias significativas entre la cepa original y su derivado resistente a

bilis en ninguno de los casos cuando ambos fueron desarrollados en caldo MRS.
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Figura 20. Porcentaje de hidrofobicidad de la cepa original (M) y su derivado resistente

a bilis (m). L.1. (Lb. delbrueckii subsp. lactis). L.a. (Lb. acidophilus).

Finalmente se determind la resistencia de la cepa original y de su derivado
resistente a bilis a condiciones acidas (Fig. 21). Los cultivos frescos se resuspendieron
inicialmente en una solucion que simula el jugo gastrico (pH 3) y luego los derivados
resistentes a bilis fueron expuestos varias veces a la misma condicioén de estrés acido.
Lb. delbrueckii subsp. lactis 133 y Lb. acidophilus DRU mostraron una elevada y
natural resistencia a las condiciones 4cidas y dicha caracteristica se mantuvo luego de la
induccion de resistencia a bilis. Sin embargo, Lb. delbrueckii subsp. lactis 254 mostrd
una elevada sensibilidad a la solucion acida (mas de 2 ordenes log. de pérdida de
viabilidad celular luego de 1 hora de incubacion) la cual no mejoré luego de la
exposicion a bilis o a acido. Para Lb. delbrueckii subsp. lactis M, Lb. delbrueckii subsp.
lactis 193 y Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 los valores elevados de muerte celular de
la cepa original frente a valores bajos de pH (2, 4 y 2 o6rdenes log, respectivamente)

fueron significativamente menores cuando se indujo resistencia a bilis o a acido.
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Figura 21. Sensibilidad a la acidez gastrica simulada (expresada como o6rdenes log de
pérdida de viabilidad celular) de las cepas originales (W), derivados resistentes a bilis
(m) y derivados resistentes a bilis expuestos previamente a acidez gastrica simulada ().

Las barras representan los valores medios = SD en 6rdenes logaritmicos de la muerte
celular luego de 1 h de incubacion en una solucion gastrica simulada pH 3. * Diferencia
estadisticamente significativa con la cepa original (p<0,05). Los ensayos se realizaron

por triplicado. L.1. (Lb. delbrueckii subsp. lactis). L.a. (Lb. acidophilus).
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I1.a.5 Discusion

Los microorganismos que se ingieren con la dieta deben superar numerosos
factores de estrés para sobrevivir en el tracto gastrointestinal humano. Debido a que el
higado secreta cada dia aproximadamente 1 litro de bilis dentro del tracto intestinal, la
exposicion a la bilis representa un desafio importante. La bilis es una secrecion
digestiva que juega un rol importante en la emulsificacion de lipidos. Tiene la capacidad
de afectar a los fosfolipidos y a las proteinas de las membranas celulares y, por lo tanto,
de alterar la homeostasis celular. Asi, la capacidad de microorganismos patégenos y
comensales de tolerar la bilis es importante para su supervivencia y posterior
colonizacion del TGI (Begley y col., 2005), al menos de forma transitoria.

La determinacion de la sensibilidad a sales biliares de las cepas de lactobacilos
utilizadas en este trabajo mostrd que Lb. casei, Lb. paracasei, Lb. plantarum y Lb.
acidophilus, con excepcion de la cepa Lb. acidophilus DRU, son naturalmente
resistentes a sales biliares en relacion a Lb. delbrueckii subsp. lactis, Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus y Lb. helveticus. Estos resultados son similares a los publicados por
Kociubinsky y col. (1999) quienes observaron que la mayoria de las cepas de Lb.
delbrueckii subsp. lactis y Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus ensayadas presentaban
elevada sensibilidad a sales biliares. Numerosos estudios demuestran la gran
variabilidad en la resistencia a bilis que se puede encontrar entre especies o géneros de
bacterias (Begley y col., 2005). Aunque las cepas de Lb. casei, Lb. paracasei, Lb.
plantarum y Lb. acidophilus utilizadas en este trabajo fueron originalmente aisladas de
productos lacteos fermentados comerciales o provenientes de coleccion, estas especies
son habitantes naturales del tracto intestinal de seres humanos sanos (Tannock, 2003;
Wall y col., 2006). Por esta razon, estas cepas estarian mejor adaptadas para resistir las
barreras biologicas presentes en el intestino (acidez gastrica, sales biliares, lisozima,
etc). Trabajos previos han demostrado que la exposicion de células a niveles subletales
de un determinado factor de estrés permite que las mismas se adapten y puedan, de este
modo, resistir posteriores exposiciones a niveles letales de dicho factor (Bunning y col.,
1990, O’Driscoll y col., 1996). En nuestro caso, de un total de 25 cepas que fueron
sometidas al proceso de adaptacion a mayores concentraciones de sales biliares, s6lo 6
cepas fueron capaces de adaptarse y crecer en presencia de 0,5% (p/v) de sales biliares

bovinas. Estos microorganismos resultan ser los primeros lactobacilos de origen no
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intestinal con resistencia adquirida a sales biliares reportados en la literatura. La
concentracion de bilis (0,5% p/v) utilizada para el proceso de adaptacion se encuentra
dentro del rango fisioldgico y ha sido previamente utilizada por otros investigadores
para simular el ambiente del intestino delgado (Marteau y col., 1997; Mainville y col.,
2005).

Se ha observado que la naturaleza hidrofobica de la superficie externa de la
célula microbiana estaria involucrada en la fijacion de las bacterias a los tejidos del
huésped (Rosemberg y col.,, 1980). Esta propiedad podria otorgar una ventaja
competitiva, importante para la bacteria para mantenerse en el TGI humano (Naidu y
col., 1999). Contrariamente a los resultados publicados por Gueimonde y col. (2005)
para bifidobacterias, en nuestro trabajo no se observaron diferencias en la
hidrofobicidad superficial de la cepa original y su derivado resistente a bilis
desarrolladas en MRS en ausencia de sales biliares, indicando que, probablemente, no
ocurrieron cambios significativos en la superficie celular de los derivados. Por otro
lado, Waar y col. (2002) informaron que una cepa patdégena de Enterococcus faecalis
presentd mayor capacidad de adhesion cuando la misma crecid en presencia de sales
biliares y mayor hidrofobicidad.

Los ensayos de fermentacion de azlcares realizados utilizando el kit API S0CH
mostraron que varios azicares fueron fermentados mas lentamente por los derivados
resistentes a bilis que por la cepa original. Esto sugiere que la adquisicion de resistencia
a bilis podria haber inducido cambios en la absorcion o el metabolismo de ciertos
azucares. Taranto y col. (2006) encontraron una notable disminucién en la absorcion de
glucosa cuando una cepa de Lb. reuteri fue expuesta a acidos biliares y Begley y col.
(2005) informaron que varias proteinas involucradas en el transporte de azlcares
resultaron modificadas por exposicion a sales biliares.

Por otro lado, la adquisicion de tolerancia a bilis no afect6 la capacidad de los
derivados resistentes a bilis de crecer en leche ni la supervivencia durante el
almacenamiento congelado (1 mes a -70°C en leche), un aspecto tecnologico de interés
para la industria lactea.

En relacion a la resistencia cruzada (resistencia a acido por induccidon de
resistencia a sales biliares), Noriega y col. (2004) observaron mayor resistencia a pH

bajos en varias cepas de bifidobacterias con resistencia adquirida a sales biliares. En
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nuestro trabajo, algunas de las cepas con resistencia adquirida a sales biliares también
mostraron mayor supervivencia cuando fueron expuestas a la acidez géstrica simulada.
Ademas, fue posible inducir mayor supervivencia a condiciones acidas en varios
derivados resistentes a bilis mediante sucesivos pasajes en esta condicion de estrés. De
modo similar, un estudio realizado por Park y col. (1995) demostro que una cepa de
Bifidobacterium breve adaptada a acido presentdé mayor supervivencia, comparada con
cepas no adaptadas, no solo en condiciones acidas sino también en presencia de otros
factores de estrés tales como bilis, peroxido de hidrégeno y almacenamiento en frio. Se
conoce que varios factores de estrés producen efectos similares en la fisiologia de la
célula y, por lo tanto, podrian causar induccion del mismo set de proteinas de respuesta
a estrés (Begley y col., 2005). Cepas resistentes a acido seleccionadas de esta manera
podrian resultar ttiles para aplicaciones como probidticos y podrian presentar una
sobrevida mejorada tanto en las condiciones del huésped como en sistemas alimenticios
(Ross y col., 2005).

En esta parte del trabajo, se demostrd que es posible utilizar un método natural
para adaptar cepas de Lactobacillus a sales biliares, las cuales podrian ser utilizadas
como potenciales probidticos. Se debe considerar que bacterias acido lacticas starters
tales como Streptococcus thermophilus, Lb. helveticus o Lb. delbrueckii estan presentes
en elevadas concentraciones en los productos lacteos fermentados y podrian producir
metabolitos beneficiosos para la salud como exopolisacaridos y péptidos (Champagne y
col., 2005) durante el transito intestinal si son capaces de sobrevivir a las barreras
biologicas encontradas. Ademas, se ha visto que células viables o no de estos
microorganismos pueden modular la funcion inmune del intestino a través de sus
paredes celulares (Grangette y col., 2004). La adquisicion de mayor resistencia a
barreras bioldgicas como bilis y acidez podria incrementar el potencial probidtico de
especies de Lactobacillus utilizadas generalmente en la elaboracion de productos lacteos
fermentados ya que se incrementa la posibilidad de que los mismos alcancen el

ecosistema intestinal en forma viable.

109



Conclusiones

I1.a.6 Conclusiones

El proceso de adaptacion a bilis al cual fueron sometidas las cepas sensibles
permitiéo que algunos lactobacilos de origen no intestinal fueran capaces de crecer en
presencia de concentraciones fisiologicas de sales biliares. Algunos de los derivados
resistentes a bilis mostraron también ser resistentes o tener la capacidad de adquirir
resistencia a condiciones acidas, mientras que no se observaron cambios en los perfiles
de fermentacion de azucares, hidrofobicidad y capacidad de acidificacion en leche. La
adaptacion a altas concentraciones de sales biliares y pH bajos podria ser una
herramienta valiosa para incrementar la supervivencia en el TGI de lactobacilos de
origen no intestinal de alto valor industrial utilizados para la elaboracion de productos

lacteos fermentados, incrementando asi su potencial probidtico.
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CAPITULO IIb

Estudio del impacto de la adaptacion a sales biliares sobre las caracteristicas

fisiolégicas de la cepa
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IL.b.1 Introduccion

En el capituo anterior, se describi6 la obtencion de derivados resistentes a bilis a
partir de lactobacilos no intestinales. La adquisicion de resistencia permanente a bilis
permitid6 que estas cepas tuvieran la capacidad de crecer en presencia de
concentraciones fisiologicas de sales biliares. Esto resultaria una herramienta natural y
valiosa para incrementar la supervivencia de lactobacilos no intestinales en el
ecosistema gastrointestinal, incrementando su potencial probiotico. La respuesta a estrés
por bilis ha sido estudiada mediante protedmica y gendmica para Lactobacillus
plantarum (Bron y col., 2004b; 2006), Lactobacillus reuteri (Lee y col., 2008a;
Whitehead y col., 2008) y Lactobacillus acidophilus (Pfeiler y col., 2007). Para
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus se han realizado estudios de protedmica
durante el crecimiento en caldo MRS o bajo condiciones de estrés impuestas por acido
lactico (Lim y col., 2000), calor (Gouesbet y col., 2002) o secado spray (Silva y col.,
2005). Seglin nuestro conocimiento, este trabajo es el primer andlisis protedmico de la

especie Lb. delbrueckii bajo condiciones de estrés por bilis.

IL.b.2 Objetivo
Estudiar el fendémeno de tolerancia a bilis en Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis 200, una cepa ademas con marcada capacidad de autoagregacion; y en su derivado

resistente a bilis Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+.
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I1.b.3 Materiales y Métodos

Los estudios de protedmica se realizaron en el Instituto de Productos Lacteos de
Asturias (IPLA-CSIC), Asturias, Espafia, bajo la direccion de la Dra. Clara Gonzalez de

los Reyes Gavilan.

11.b.3.1 Cepas y condiciones de cultivo

La cepa utilizada en este capitulo y el siguiente fue Lb. delbrueckii subsp. lactis
200 y su derivado resistente a bilis Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+, Esta cepa fue la
Unica, entre los 6 derivados resistentes a bilis, que presentd una marcada capacidad
autoagregante, por lo que es de interés conocer el efecto de la adaptacion a sales biliares
en la capacidad autoagregante, hidrofobicidad, capacidad de adhesion e interaccion con
el intestino. Las cepas se cultivaron en caldo MRS a 37°C durante 18 hs. Luego de
centrifugar (8.000 g, 10 min, 5°C), las células se resuspendieron en caldo MRS
adicionado de glicerol 20% (v/v) y se mantuvieron a -80°C hasta el momento de ser
utilizadas. Como procedimiento estdndar, se reactivaron las cepas a partir de los stocks
congelados y se realizaron repiques (2% v/v) en caldo MRS (Difco, Detroit, Michigan,
USA). El tiempo de incubacion fue variable seglin el experimento realizado. Para el
recuento de bacterias se realizaron diluciones decimales en solucion Ringer’s (Merck,
Darmstadt, Alemania) las cuales se sembraron en medio MRS agar (Biokar) y se

incubaron a 37°C durante 48hs.

11.b.3.2 Cinéticas de crecimiento en presencia de sales biliares

Se determind la capacidad de las cepas de crecer en presencia de diferentes
concentraciones de sales biliares con el objetivo de encontrar una concentracion de bilis
en la cual pudieran crecer tanto la cepa original (crecimiento minimo) como el derivado
resistente a bilis. Esta concentracion de bilis se utilizd para obtener, posteriormente, la
fraccion de proteinas citoplasmaticas de ambos microorganismos para estudiar su
respuesta a la bilis. Cultivos overnight (18hs) de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 y Lb.
delbrueckii subsp. lactis 200+ se inocularon en caldo MRS (2% v/v) adicionado de 0%,

0,2% 6 0,5% (p/v) de bilis bovina (Sigma) y se incubaron en bafio de agua a 37°C. El
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crecimiento celular se midié a D.Ogoonm a diferentes intervalos de tiempo. Se realizaron

dos cultivos independientes para cada condicion.

11.b.3.3 Extraccion de proteinas libres de células para electroforesis 2D

Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 y Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+, se
cultivaron a 37°C en caldo MRS sin bilis (para el estudio de adaptacion) y en caldo
MRS adicionado de una concentracion no completamente inhibitoria de bilis (para el
estudio de respuesta). La concentracion de sales biliares bovinas seleccionada en el
estudio previo fue del 0,2% p/v. Las células se recogieron a mitad de la fase
exponencial de crecimiento. Los cultivos se centrifugaron (8.000 g, 10 min, 4°C) y se
lavaron 2 veces con buffer Tris-HCI 0,1M pH 7,5. Los pellets obtenidos a partir de 50
ml de cultivo se resuspendieron en 5 ml de buffer Tris-HCl IM pH 7.5 y se lisaron
utilizando un disruptor celular (Constant Systems Ltd., Daventry, Reino Unido) a
2,05x10° Pa de presion. Las células intactas y los restos celulares se removieron por
centrifugacion (8.500 g, 15 min, 4°C) y las vesiculas de membranas se eliminaron por
ultracentrifugacion (50.000 g, 20 min, 4°C). La concentracion de proteinas se midio
utilizando el kit BCA (Pierce, Rockford, IL, USA) seguiendo las instrucciones del

fabricante.

11.b.3.4 Condiciones para la electroforesis 2D e identificacion de proteinas

Las proteinas citoplasmaticas de ambas cepas se analizaron mediante
electroforesis 2D como se describi6 previamente (Anglade y col., 2000; Marceau y col.,
2004). Como primer paso se eliminaron los acidos nucleicos presentes en 500 pg de
extracto proteico mediante incubacién durante 30 min a 37°C en presencia de 50U de
Benzonasa (Merck KGaA) y MgCl,.6H,O 10 mM. Luego se precipitaron las proteinas
utilizando el método metanol-cloroformo (Wessel y Flugge, 1984) y se solubilizaron en
40 pl de una mezcla de urea desionizada 6,5 M, tiourea 2,17 M (GE HealthCare,
Biosciences,  Uppsala,  Suecia),  3-[(3-cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-
propanesulfonate (CHAPS; Sigma) 65mM, dithiothreitol 100 mM (DTT) y buffer Tris-
HCI 25 mM pH 8,8 (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Reino Unido). El
volumen final se ajustd a 380 ul con una solucidén de urea desionizada 6,5 M, tiourea

2,17 M, CHAPS 65 mM, DTT 100 mM, trasportador de anfolitos pH 4,0-7,0 0,5% (Bio-
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Rad Laboratories, Hercules, CA) y 2 pg de azul de bromofenol. Esta solucion se utilizd
para rehidratar los geles (strips) o tiras (24 cm) de la primera dimension con gradiente
de pharmalyte inmovilizado pH 4,0 a 7,0 (GE HealthCare), los cuales posteriormente
fueron focalizados a 60.000 Vxh en un equipo IPGphor (GE HealthCare). Las tiras se
equilibraron durante 15 min en buffer [Tris-HCl 1M pH 6,8, urea 6 M, glicerol 30%
(v/v), SDS 1% (p/v)] adicionado de DTT 0,83% (p/v) y luego en iodoacetamida 7,5%
(p/v) durante otros 15 min. Para la segunda dimension (electroforesis SDS-PAGE) se
utilizé un sistema Ettan Dalt Six System (GE HealthCare) (corriente constante de 10
mA/gel, 4°C) con una concentracion final de poliacrilamida de 12,5% (p/v). Los geles
de proteinas se tifieron con Bio-Safe Coomassie (Bio-Rad) segtn las instrucciones del
fabricante. La deteccion de los spots y la cuantificacion se realizaron con el software
ImageMaster Platinum (version 5.00 GE HealthCare). Para cada condicion se realizaron
al menos 3 geles independientes a partir de 3 extracciones independientes, cada una de
un replicado diferente. El efecto de la bilis sobre la produccion de proteinas se
determino estadisticamente mediante analisis de varianza (ANOVA) de los volumenes
normalizados de los spots usando como factor la concentracion de bilis en 2 categorias
0% y 0,2%, y el tipo de cepa en 2 categorias, cepa original y derivado resistente a bilis
(p< 0,05). La cuantificacion de las variaciones en la intensidad de los spots se denomind
factor de variacion (FV) y se fijo a 1,8 basado en el analisis estadistico previo.

Los spots se escindieron de los geles 2D utilizando tips de micropipetas con la
punta seccionada. Las proteinas se identificaron mediante huella peptidica posterior al
tratamiento con tripsina y MALDI-TOF-MS en la Unidad de Protedmica del Centro
Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIN, Madrid, Espana). La
identificacion de las proteinas se realizo utilizando los 2 genomas disponibles de Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus en la base NCBI. Las anotaciones se realizaron de
acuerdo a los grupos funcionales COG (cluster of orthologous genes). Para identificar
las vias metabolicas de algunas proteinas se utilizo la base de datos BRENDA Enzyme

Database (http://www.brenda-enzymes.info).

11.b.3.5 Actividad metabdlica de células en reposo (resting cells)
Con el objetivo de profundizar el estudio de los posibles cambios en el

metabolismo de los carbohidratos debido a la adaptacion a bilis en el derivado resistente
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respecto a la cepa original, se determind el consumo de glucosa y la formacion de
acidos organicos en suspensiones tamponadas de células en reposo (Ruas-Madiedo y
col., 2005). Las determinaciones se realizaron en tres replicados independientes. Se
cultivo la cepa original y su derivado resistente a bilis en caldo MRS sin bilis hasta
mitad de la fase exponencial de crecimiento (D.Ogponm aprox. 1,2) y las células se
recogieron por centrifugacion (8.000 g, 10 min, 5°C). Los pellets se lavaron 2 veces con
buffer fosfato de potasio 33 mM pH 7,0 para eliminar restos de medio de cultivo. Las
células se resuspendieron en buffer fosfato de potasio 33 mM pH 5,6 adicionado de
glucosa 25 mM vy se incubaron durante 4 hs a 37°C con agitacion constante. Finalmente
se eliminaron las células mediante centrifugacion y se recolectaron los sobrenadantes
para analisis de metabolitos por HPLC. Para el analisis cromatografico se utilizé un
inyector Alliance 2690, un detector de arreglos de fotodiodos PDA 996, un detector de
indice de refraccion (IR) 410 y el software Empower (Waters, Milford, MA, USA). La
separacion de la muestra (volumen de inyeccion de 50 pl) se realizoé en una columna de
intercambio i6nico ICSep ION-300 (Transgenomic, San José, CA, USA) con H,SO4 8,5
mN como fase movil a 65°C y con un flujo de 0,4 ml/min. La glucosa de detect6 con el
detector IR y los acidos organicos con el detector PDA a 210 nm. Para la cuantificacion
se calculod la ecuacion de regresion (R*>0,99) utilizando diferentes concentraciones de
estandares (Sigma). Los resultados se expresaron como mM y se calculd el cociente

acido lactico/acido acético (L/A).

11.b.3.6 Analisis estadistico

Los datos se analizaron estadisticamente utilizando el test ANOVA de una via
del software SPSS 11.0 de Windows (SPSS inc., Chicago IL). Para los ensayos de
consumo de glucosa y formacién de acidos organicos en células en reposo se realizaron
tests ANOVA independientes utilizando como factor la cepa en sus dos categorias:

original y derivado.
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I1.b.4 Resultados

11.b.4.1 Cinéticas de crecimiento en presencia de concentraciones fisioldgicas de sales
biliares

En la Figura 22 se pueden observar las cinéticas de crecimiento de Lb.
delbrueckii subsp. lactis 200 y su derivado resistente a bilis Lb. delbrueckii subsp. lactis
200+ en presencia de diferentes concentraciones de sales biliares. El crecimiento de
ambas cepas resultd inhibido en presencia de 0,5% de sales biliares para las 10 hs de
cultivo. El derivado resistente a bilis necesita al menos 18 hs de cultivo para desarrollar
con esta concentracion de sales biliares. Para realizar los estudios posteriores se eligid
una concentracion de bilis de 0,2% (p/v) ya que a esa concentracion se observo un
crecimiento moderado de la cepa original y un crecimiento normal del derivado
resistente a bilis para ese tiempo de cultivo (10 hs). Las muestras para los estudios de
protedmica se obtuvieron cuando los diferentes cultivos alcanzaron una D.Ogponm de 0,6.
El tiempo requerido para alcanzar dicha D.O fue entre 2 y 10 hs dependiendo de la cepa

y de la presencia o ausencia de bilis.

D.O. 600 nm

Tiempo (hs)

Figura 22. Cinética de crecimiento de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 y su derivado
resistente a bilis Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+. Las lineas continuas con simbolos
blancos representan la cepa original y las lineas punteadas con simbolos negros el
derivado resistente a bilis. Crecimiento en caldo MRS con 0% (cuadrados), 0,2%

(triangulos) y 0,5% (p/v) (circulos) de sales biliares bovinas.
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11.b.4.2 Estudio protedmico de la adaptacion a bilis de las cepas Lb. delbrueckii
subsp. lactis 200 y 200+

El estudio protedomico se focalizdé en las proteinas citoplasmaticas con punto
isoeléctrico en el rango de pH de 4 a 7. En estas condiciones la cobertura estimada del
proteoma teodrico de Lb. delbrueckii subsp. lactis fue 52,1%, extrapolado de los datos
protedmicos in silico obtenidos de los 2 genomas de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
disponibles en la base NCBI (datos no mostrados)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/genome). La comparacion de los proteomas de las
cepas Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 y 200+ en ausencia de sales biliares permitid
identificar los cambios constitutivos (adaptacion) que otorgaron un fenotipo resistente a
bilis estable a la cepa Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+.

En la Figura 23 se observan los geles de proteinas (2D) obtenidos a partir de
extractos libres de células de las cepas Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 y 200+,
desarrolladas en presencia y ausencia de sales biliares. Se detectaron 52 spots de
proteinas cuyas expresiones mostraron diferencias significativas, los cuales fueron
aislados del gel e identificados.

Para los analisis posteriores solo se tuvieron en cuenta los spots cuyo factor de
variacion (FV) fue mayor a 1,8 (sobreexpresion o regulacion positiva) o menor a 0,55
(subexpresion o regulacion negativa). Segun este criterio adoptado, la presencia de bilis
modificé la expresion de 35 proteinas (Tabla 14).

Las cepas Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 y 200+ presentaron 9 proteinas que
fueron inducidas o inhibidas en presencia de sales biliares en ambas cepas (fendmeno
denominado respuesta). Resulté afectada la produccion de 3 enzimas de la via
glicolitica (Tabla 14; Figura 24). En ambas cepas, la fosfoglicerato mutasa (Fig. 23 spot
393) y la gliceraldehido 3-P dehidrogenasa (Fig. 23 spot 266) resultaron
sobreexpresadas, mientras que la fructosa-bifosfato aldolasa resulté disminuida (Fig. 23
spot 410). Ademas de afectar la produccion de enzimas del metabolismo de los
carbohidratos, la exposicion a bilis modificé los niveles de otras proteinas involucradas
en diferentes categorias funcionales como transcripcion y traslacion, metabolismo de
lipidos, biosintesis de peptidoglucanos y exopolisacaridos en ambas cepas (Tabla 14,
Fig. 23), como es el caso de la proteina EF-Tu (elongation factor Tu) cuya expresion

resultd disminuida en presencia de sales biliares (Tabla 14, Fig. 23: spot 215).
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Figura 23. Geles 2D de los extractos citoplasmaticos obtenidos a mitad de la fase
exponencial de crecimiento de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 (ay b) y Lb. delbrueckii
subsp. lactis 200+ (¢ y d) crecidos en ausencia (a y ¢) o presencia (b y d) de sales

biliares. Los spots identificados mediante huella peptidica se muestran en la Tabla 14.
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Figura 23. (Cont.) Geles 2D de los extractos citoplasmaticos obtenidos a mitad de la
fase exponencial de crecimiento de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 (a y b) y Lb.
delbrueckii subsp. lactis 200+ (¢ y d) crecidos en ausencia (a y c¢) o presencia (b y d) de

sales biliares. Los spots identificados mediante huella peptidica se muestran en la Tabla
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Tabla 13. Proteinas cuya expresion resultd afectada por la exposicion y adaptacion a sales biliares en Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 y su

derivado resistente Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+. N = 3 para cada condicion de crecimiento. Las letras en negrita indican las proteinas cuya

expresion cambi6 en el derivado en ausencia de bilis (A: adaptacion) y en la cepa original y el derivado en presencia de bilis (R: respuesta).

Adaptacion Respuesta
COG* Spot” Funcién putativa® pl© MM® o Mo® Norm. V" Norm. V" Norm. V" Norm. V" VF VF VF
200 200b 200+ 200+b 200+/200 200b/200 200+b/200+
Metabolismo de 266  Glyceraldehyde 3-phosphate 5,51 36,7 15 176 1,500£0,880 4,750+0,250 1,250+0,060 3,500+0,630 0,83 3,17 2,80
carbohidratos dehydrogenase (R)
84 Pyruvate kinase (A) 522 63,1 48 512 0,100+0,100 0,150+0,060 0,430+0,050 0,280+0,050 4,30 1,50 0,65
410 Fructose-bisphosphate aldolase (R) 490 33,2 24 107 0,130+0,070 0,017+0,017 0,100+0,020 0,033+0,030 0,77 0,13 0,33
322 HPr kinase/phosphorylase 532 35,2 45 465 0,013+0,013 0,025+0,025 - - na 1,92 na
326 UTP-glucose-1-phosphate 6,42 33,9 26 256  0,005+0,005 0,010+0,010 - - na 2,00 na
uridylyltransferase
123 Acetyl-CoA carboxylase, biotin 5,74 51,2 33 296 2,170+1,170 2,5004+0,170 1,670%+0,670 3,670+0,250 0,77 1,15 2,20
carboxylase subunit
312 Phosphotransacetylase 505 356 38 301 0,110+0,020 0,250+0,030 0,110+0,010 0,190+0,010 1,00 2,27 1,73
79 Pyruvate oxidase (A) 49 67,7 30 263 0,200£0,003 0,310£0,030 0,100+0,100 0,380+0,150 0,50 1,55 3,80
281 D-lactate dehydrogenase 5,08 36,9 29 246 0,880+0,060 0,550+0,560 1,560+0,500 1,630+0,130 1,77 0,63 1,04
393 Phosphoglycerate mutase (R,A) 524 26,1 47 204 0,033+0,025 0,210+0,050 0,120+0,090 0,260+0,060 3,64 6,36 2,17
Metabolismo de 332 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 5,78 36,6 27 248 0,012+0,012 0,011+0,010 0,027+0,012 0,034+0,006 2,25 0,92 1,26
lipidos (A)
226  3-oxoacyl-(acyl-carrier-protein) 539 41,7 32 165 0,400+0,020 0,011+0,008 0,570+0,120 0,010+0,008 1,43 0,03 0,02
synthase (R)
360 Enoyl-[acyl-carrier protein] reductase 5,23 27,1 29 228 0,180+0,140 - 0,440+0,040 2,44 na na
(NADH) (A)
Biosintesis de 261  Glycosyltransferase (A) 486 37,2 26 123 0,010£0,010 0,020+0,020 0,160+0,160 0,260+0,140 16 2,00 1,63
peptidoglucano/EPS
Metabolismo de 296 Branched-chain amino acid 5,15 38,0 26 89 0,025+0,025 0,100+0,090 - - na 4,00 na
aminodcidos aminotransferase
247 Predicted tRNA methyltransferase 520 424 35 214 0,090+0,040 0,038+0,006 0,060+0,010 0,037+0,003 0,66 0,42 0,62
438 Peptide methionine sulfoxide 4,69 19,9 32 119 0,056+0,016 0,031+0,031 0,089+0,006 0,106+0,003 1,59 0,55 1,19
reductase
Metabolismo de 459 Adenylyl-sulfate reductase 4,28 11,8 26 118 0,210+0,050 0,100+0,100 - - na 0,48 na
nucleétidos (Thioredoxin)
38 Adenosylcobalamin-dependent 502 82,5 23 220 0,040+0,040 0,030+0,030 0,520+0,280 0,250+0,240 13 0,75 0,48

ribonucleoside-triphosphate
reductase (A)
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181  Putative pyridine nucleotide- 6,13 48,7 49 285 0,430+0,040 0,460+0,060 0,200+0,040 0,240+0,020 0,47 1,07 1,20
disulphide oxidoreductase (A)

136 Putative pyridine nucleotide- 6,12 48,7 53 360 0,060+0,060 0,090+0,010 0,210+0,050 0,130+0,010 3,5 1,50 0,62
disulphide oxidoreductase (A)

411  Guanylate kinase (A) 562 22,9 21 194 0,069+0,050 - 0,01340,013 - 0,19 na na

Estrés 56 ATP-binding subunit of Clp protease 5,53 76,9 23 274 0,064+0,020 0,081+0,004 0,008+0,008 0,010+0,010 0,13 1,26 1,25

and DnaK/Dna)J chaperones (A)

228 ATP-dependent protease Clp, ATPase 5,03 46,5 32 149 0,043+0,043 0,071+0,069 0,160+0,040 0,190+0,040 3,72 1,65 1,19
subunit (A)

427 Protease subunit of ATP-dependent 4,96 21,3 36 153 0,160+0,020 0,860+0,020 0,300+0,020 0,870+0,080 1,88 5,38 2,90
Clp protease (A,R)

190  heat shock induced protein HtpO 5,65 43,7 11 131 0,160+0,060 0,900+0,030 0,050+0,050 0,630+0,050 0,31 5,63 12,6
(AR)

478 10 kDa chaperonin GroES (R) 484 103 54 111 0,360+0,040 0,800+0,040 0,270+0,020 1,020+0,100 0,75 2,22 3,78

Translacion 390 Transcription elongation factor (A) 464 18,0 51 168 0,110+0,040 0,240+0,006 0,210+0,040 0,280+0,030 1,91 2,18 1,33

429 Ribosome recycling factor 6,03 20,7 12 147  0,061+0,003 0,022+0,022 - - na 0,36 na

365  Putative dipeptidyl-peptidase 521 32,2 31 134 0,038t0,019 0,081+0,050 - - na 2,13 na

215  Elongation factor Tu (R) 4,85 433 47 191 0,910+0,090 0,360+0,180 1,270+0,550  0,640%0,550 1,40 0,40 0,50

117 Asparagine-tRNA ligase (R) 5,03 50,2 26 212 0,075+0,050 0,350+0,100 0,100+0,100 0,280+0,004 1,33 4,67 2,80

130 Glutamyl-tRNA synthetase 549 57,1 25 245 0,120+0,040 0,042+0,042 0,100+0,010 0,067+0,010 0,83 0,35 0,67

175  Seryl-tRNA synthetase (A) 511 49,4 55 472 0,380%0,130 - 0,05040,050 3,50 0,80 1,00

68 Threonyl-tRNA synthetase (A) 5,05 72,9 23 221 0,380+0,130 - 0,050+0,050 - 0,13 na na

* COG: categoria functional de acuerdo al Cluster of Orthologous Genes.

® Numeros de los spots de proteinas escindidos de los geles correspondientes a la Figura 23.

¢ Funcion putativa asignada segun la enciclopedia KEGG (Kyoto Encyclopedia of Gene and Genomes) (www.genome.jp/kegg).

4 Punto isoeléctrico tedrico expresado en pH.

® Masa molecular teorica expresada en kDa.

f Porcentaje de cobertura de la secuencia. (Percentage of sequence coverage)

€ Puntaje de busqueda de pesos moleculares (Molecular Weight search scores)

" Volumenes relativos normalizados (volumenes porcentuales) para relacionar los spots de la cepa original y el derivado resistente a bilis. S6lo se presentan los resultados
estadisticamente significativos. Los valores son valores medios + SD: n > 3 para cada cepa, -: no detectado.

" Factor de variacion: relacion entre los volumenes normalizados para cada proteina derivada de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 y su derivado resistente a bilis (Lb. delbrueckii
subsp. lactis 200+) crecidos en caldo MRS sin sales biliares.

¥ Factor de variacion: relacién entre los volumenes normalizados para cada proteina derivada de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 (j) o su derivado resistente a bilis (Lb. delbrueckii
subsp. lactis 200+) (k) crecido en caldo MRS con 0,2% p/v de sales biliares (b) y la cepa correspondiente crecida sin bilis.

n.a.: no aplicable, debido a la ausencia de cantidades detectable de proteinas para algunas de las condiciones utilizadas para calcular el FV.
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Finalmente vale la pena mencionar los cambios en la expresion de proteinas
involucradas en respuesta al estrés general. Las chaperonas HtpO y GroES (Fig. 23
spots 190 y 478, respectivamente) y la proteasa Clp dependiente de la subunidad
proteasa ATP (Fig. 23 spot 427) fueron altamente sobreexpresadas en presencia de sales
biliares tanto en la cepa original como en el derivado resistente a bilis. La produccion de
17 enzimas fue modificada de manera significativa y permanente en Lb. delbrueckii
subsp. lactis 200+ (fenomeno denominado adaptaciéon). Dos enzimas del catabolismo
de los azlcares fueron claramente sobreexpresadas en el derivado resistente a bilis: la
piruvato quinasa y la fosfoglicerato mutasa (Tabla 14; Fig. 23 spots 84 y 393,
respectivamente). La piruvato oxidasa, enzima del metabolismo del piruvato, resulto
subexpresada (Tabla 14; Fig. 23 spot 79). La adquisicion de resistencia permanente a
bilis también promovidé una marcada sobreexpresion de las enzimas glicosiltransferasa y
glicerol 3-P dehidrogenasa. Ambas enzimas podrian tener impacto sobre las
propiedades de superficie del derivado resistente a bilis. La presencia de bilis provocod
mayor produccion de las subunidades proteasa y ATPasa de la proteasa Clp dependiente

de ATP en la cepa Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+ (Fig. 23 spots 228 y 427).
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Figura 24. Representacion de la via homofermentativa y del metabolismo del piruvato

en Lb. delbrueckii de acuerdo a la base de datos KEGG (http://www.genome.jp/kegg).

Glk, glucoquinasa; Gpi, glucose-6-fosfato isomerasa; Pfk, 6-fosfofructoquinasa; Fba,

fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa; Gap, gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa; Tpi,

triosafosfato isomerasa; Pgk, fosfoglicerato quinasa; Gpm, fosfoglicerato mutasa; Eno,

enolasa; Pyk, piruvato quinasa; Ldh, lactato dehidrogenasa; Pox, piruvato oxidasa; Pta,

fosfato acetiltransferasa; Ack, acetato quinasa; Acp, acilfosfatasa; Adh, alcohol-

acetaldehido dehidrogenasa. Las enzimas marcadas son aquellas cuya produccion

resulté modificada como respuesta y/o adaptacion a bilis.
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En la Figura 25 se muestra un esquema de las proteinas afectadas por la
presencia de sales biliares. Se consideraron 4 categorias: metabolismo energético,

respuesta a estrés, metabolismo lipidico y superficie celular.

Respuesta (£=9)

[ Sobreexpresadas
4 Subexpresadas

0
T T LU

Metabolismo Respuesta a estrés Metabolismo Exopolisacaridos
energéticoy lipidico
traslacion

Fenotipo resistente a bilis (X=17)
(Adaptacion)

4 Sobreexpresadas
|4 Subexpresadas

2
ﬂ Lz ——

Metabolismo Respuesta a estrés Metabolismo Exopolisacaridos
energéticoy lipidico
traslacién

Figura 25. Histograma del numero de proteinas de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 y
su derivado resistente a bilis Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+ cuya produccion fue
modificada por exposicion a bilis . Las mismas estan agrupadas en 4 categorias:
metabolismo energético y traslacion (incluye: metabolismo de carbohidratos
metabolismo de nucleétidos y translacion), respuesta a estrés (correspondiente a las
categorias de plegamiento, ordenamiento y degradacion del COG), metabolismo de
lipidos, y sintesis de exopolisacaridos (correspondiente a la categoria de biosintesis de

peptidoglucano del COG). COG: Cluster of Orthologous Genes.
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11.b.4.3 Modificacion de la ruta glucolitica debido a la adquisicion de resistencia a
bilis

La presencia de bilis produjo cambios en la actividad de varias enzimas
involucradas en el metabolismo central. Esto llevd a que se determinara la produccion
de los metabolitos finales de la via glucolitica. El analisis mediante HPLC de los
sobrenadantes libres de células en reposo incubadas en buffer con glucosa mostré mayor
consumo de glucosa, mayor formacion de acido lactico y menor cantidad de acido
acético para la cepa Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+ (Tabla 15). Por lo tanto, el
cociente acido lactico/acido acético se incrementdé de manera significativa como

consecuencia de la adquisicion de resistencia a bilis.

Tabla 15. Consumo de glucosa y formacion de acidos organicos en una suspension
bufferada de células en reposo de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 y su derivado

resistente a bilis 200+ desarrollados en caldo MRS.

Media + SD (mM)
Cepa Glucosa Acido lactico Acido acético Cociente
consumida producido producido lactico/acético
L. 1200 2,27+0,52° 4,14+0,45" 0,80+0,00* 5,15+0,57°
L. 1200+ 6,3040,33 10,01+0,24 0,4120,02° 24,70+0,62"

- ® T os valores en columnas con diferente superindice son significativamente diferentes (p <

0,001). L. [ (Lb. delbrueckii subsp. lactis).
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IL.b.5 Discusion

La bilis tiene la capacidad de desorganizar la estructura de la bicapa lipidica de
las membranas celulares de bacterias Gram positivas, lo cual le confiere una fuerte
actividad antimicrobiana. Los microorganismos que sobreviven a la accion de la bilis
sufren cambios transitorios o permanentes que les permiten sortear los efectos
deletéreos de estos compuestos. En este trabajo se identificaron las proteinas
involucradas en la adaptacion de Lb. delbrueckii subsp. lactis a bilis.

Los cambios observados en la produccion de enzimas de la via glicolitica y del
metabolismo del piruvato en Lb. delbrueckii subsp. lactis como respuesta a las sales
biliares sugiere una activacion de la glucoélisis favoreciendo la formacion de lactato,
como se vio previamente para Lb. acidophilus mediante analisis de transcriptomica
(Pfeiler y col., 2007). Como consecuencia directa, estaria incrementada la formacion de
ATP y la regeneracion de NAD+, lo que permitiria a la célula tener energia suficiente
para hacer frente al mayor consumo energético y al estrés impuesto por la adaptacion a
bilis. Lee y col. (2008a) reportaron la induccion en Lb. reuteri de 5 proteinas
relacionadas a estrés involucradas en el metabolismo de los azlcares. Resultados
similares fueron encontrados por Giard y col. (2001) para Enterococcus faecalis. Entre
otras enzimas, Lee y col. (2008a) observaron induccion, asociada a bilis, de la enzima
manitol-1-fosfato dehidrogenasa la cual cataliza la conversion de fructosa-fosfato a
manitol-fosfato favoreciendo la formacion del aceptor de electrones NAD+, como se
vid en este estudio.

El analisis de la produccion de metabolitos finales del catabolismo de los
carbohidratos (lactato y acetato) por las cepas Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 y 200+
reveld un incremento en el consumo de glucosa y formacion de acido lactico a expensas
de acido acético. Estos resultados sostienen la hipdtesis de que existiria activacion de la
via glicolitica como consecuencia de la adaptacion a bilis de Lb. delbrueckii subsp.
lactis. Varios autores han informado previamente que existe activacion de la glicolisis
en BAL y bifidobacterias, con incremento en la produccion de intermediarios ricos en
energia bajo condiciones de estrés por bilis y acido (Wilkins y col., 2001; Len y col.,
2004a y b; Sanchez y col., 2005; Lee y col., 2008a).

La presencia de sales biliares indujo la produccion de las proteinas chaperonas

GroES, HtpO y de dos subunidades del complejo proteasa Clp dependiente de ATP en
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ambas cepas. Van de Guchte y col. (2006) reportaron la presencia de genes en el
genoma de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus involucrados en la resistencia a varios
factores de estrés en otras bacterias. Una respuesta general a factores de estrés, tales
como bilis y acido, ha sido estudiada en otras especies relacionadas incluyendo Ent.
faecalis, Streptococcus mutans, Lb. reuteri, Lb. plantarum y Lb. acidophilus (Giard y
col., 2001; Wilkins y col., 2001; Len y col., 2004b; Bron y col., 2006a; Lee y col.,
2008a) y en bifidobacterias (Sanchez y col., 2005; 2007a y b, 2008).

Las proteinas de estrés como las HSPs (heat shock proteins) juegan diferentes
roles en los sistemas vivos. Muchas HSPs actlian como proteinas chaperonas guiando
los estados conformacionales para el correcto plegamiento, traslocacion y ensamblaje de
las proteinas (Horvath y col., 2008) contribuyendo también a la degradacion de las
proteinas dafiadas por estrés (Streit y col., 2008). En nuestro trabajo, dos subunidades de
la proteasa Clp resultaron inducidas en presencia de bilis. Frees e Ingmer (1999)
sugirieron que los complejos proteoliticos de la Clp son esenciales para la supervivencia
bajo condiciones adversas. Trabajos previos mostraron que las proteasas Clp resultaron
inducidas por bilis en Lb. acidophilus y Lb. reuteri (Pfeiler y col., 2007; Whitehead y
col., 2008) confirmando un rol importante de las proteinas chaperonas para contrarrestar
los efectos perjudiciales de la bilis.

La presencia de bilis provoco la sobreexpresion de 2 proteinas relacionadas con
la fisiologia de la pared bacteriana: la glicosiltransferasa y la glicerol-3-fosfato
dehidrogenasa. Las glicosiltransferasas catalizan la transferencia de una unidad de
monosacarido desde un dzucar fosfato activado a una molécula receptora y pueden estar
involucradas en la biosintesis de peptidoglicanos y exopolisacaridos. La glicerol-3-
fosfato dehidrogenasa participa en el metabolismo de los glicerolipidos y
glicerofosfolipidos, importantes componentes de las membranas celulares. Ha sido
demostrado que las sales biliares y otros factores de estrés ambientales provocan
cambios en la composicion de los acidos grasos celulares y en las propiedades de
superficie de lactobacilos y bifidobacterias (Guerzoni y col., 2001; Goémez-Zavaglia y
col., 2002; Taranto y col., 2003; Ruiz y col., 2007). Por otro lado, se sabe que la bilis
induce la sintesis de biofilm y EPS y algunos genes relacionados en bacterias entéricas

(Hung y col., 2006; Ruas-Madiedo y col., 2009).
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I1.b.6 Conclusiones

La adaptacion a sales biliares en Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 indujo
cambios permanentes y transitorios en la cepa. Se identificaron 9 proteinas cuya
expresion resulté regulada por la presencia de bilis (respuesta) y 17 proteinas cuya
produccion fue modificada de manera significativa y permanente en el derivado
resistente a bilis (adaptacion). Entre estas proteinas se encontraron chaperonas de
respuesta general al estrés, proteinas involucradas en los procesos de transcripcion y
traslacion, biosintesis de peptidoglucanos y exopolisacaridos, metabolismo de
nucleodtidos y lipidos y varias enzimas que participan en la via glucolitica y del
catabolismo del piruvato. Estos resultados indican que la tolerancia a bilis en Lb.
delbrueckii subsp. lactis implica varios mecanismos de respuesta a los efectos nocivos

de las sales biliares en la fisiologia bacteriana.
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Capitulo Ilc

CAPITULO Ilc

Estudio in vivo de la interaccion de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis 200 y Lb.

delbrueckii subsp. lactis 200+ con el intestino
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Introduccion

II.c.1 Introduccion

La definicidon de bacterias probidticas establecida por la FAO/WHO en el 2002
no distingue el origen ni el tipo de microorganismo a ser considerado probiotico sino
que destaca el hecho de que deba demostrarse in vivo la induccion de algun efecto
benéfico. Se conoce que la administracion oral de productos lacteos fermentados con
cultivos starters tradicionales (Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, Lactococcus lactis) es capaz de inducir numerosos efectos benéficos
sobre la salud del consumidor, entre los que se encuentran la disminucién de la
intolerancia a la lactosa, la activacion de la funciéon inmune intestinal, la prevencion de
ciertas infecciones y canceres intestinales y la disminucion de la inflamacion intestinal
(Perdigon y col., 1988; Tejada-Simon y col., 1999; Meydani y Ha, 2000; Perdigon y
col., 2000; Perdigén y col., 2001; Guarner y col., 2005). Algunos de estos efectos han
sido reconocidos también para la administracion de cultivos puros de las especies
mencionadas, fuera de la matriz lactea fermentada que aporta muchos de los metabolitos
bioactivos (lactasa, péptidos, exopolisacaridos, sustancias antimicrobianas excretadas al
medio de fermentacion). Muchos estudios demuestran el efecto benéfico de las bacterias
del yogur (Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus y St. thermophilus) contra ciertos
desordenes intestinales (Fuller, 1991; Goldin, 1998; de Moreno de LeBlanc y Perdigon,
2004; Guarner y col., 2005). Especificamente, en relacion al posible rol probiotico de
cultivos starters como Lb. delbrueckii, Perdigon y col. (1986) reportaron su capacidad
de activar macrofagos peritoneales, lo que sugiere que estas bacterias, una vez
atravesado el estomago llegan al intestino donde pueden modular la funciéon inmune.
Estas observaciones fueron confirmadas después por el mismo grupo (Perdigon y col.,
1999) cuando reportaron que la administracion oral de una cepa de esta especie indujo
un incremento en el niumero de células productoras de IgA en la lamina propia de

intestino delgado de ratones.

IL.c.2 Objetivo
El objetivo de esta ultima parte del trabajo fue investigar el impacto de la
adaptacion a bilis de Lb. delbrueckii. subsp. lactis 200 y su derivado resistente sobre la

interaccion con el intestino y la capacidad de activar la respuesta inmune.
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I1.c.3 Materiales y Métodos

11.c.3.1 Cepas y animales de experimentacion

Las cepas utilizadas en esta parte del estudio fueron Lb. delbrueckii subsp. lactis
200 y su derivado resistente a bilis Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+. La cepa original
se cultivo en caldo MRS a 37°C durante 18 hs y el derivado resistente a bilis en caldo
MRS adicionado de 0,5% (p/v) de sales biliares bovinas (Sigma).

Se utilizaron ratones BALB/c hembras de 6 semanas de edad provenientes de la
colonia cerrada del Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias (UNL), de la ciudad
de Esperanza (a 30 Km de Santa Fe). Este establecimiento cuenta con la certificacion y
controles peridodicos del ANMAT y SENASA. Los animales fueron transportados al
Bioterio del INLAIN en cajas de transporte provistas por el Bioterio de origen y en un
lapso menor a una hora, minimizando las condiciones de estrés durante el transporte.
Los animales se alojaron en grupos de 5 ratones en jaulas de plastico transparentes
(Gilardoni, Buenos Aires), con cama de viruta de madera irradiada (Horacio Cabaias,
Buenos Aires) en la sala de mantenimiento del Bioterio del INLAIN que cuenta con
control automatico de temperatura (21°+1°C), ciclo de luz/oscuridad (12hs/12hs) y
renovacion automatica total de 20 volimenes de aire por hora. Los animales se dejaron
por un periodo de aclimatacion de 7 dias antes de comenzar las experiencias. Los
animales recibieron ad libitum agua de red y alimento convencional (Cooperacion,
Buenos Aires). Los mismos fueron mantenidos y tratados de acuerdo a la guia para el
uso y cuidado de animales de experimentacion del National Institute of Health (NIH,

USA).

I1.c.3.2 Microscopia electrénica

El efecto de la bilis sobre la morfologia celular de Lb. delbrueckii subsp. lactis
200 y su derivado desarrollado en MRS en presencia de 0,5% (p/v) de sales biliares se
estudid6 por microscopia electronica de barrido y transmision. Cultivos frescos se
centrifugaron (8.000 g, 10 min, 5°C) se resuspendieron en buffer PBS y se enviaron
refrigerados al Servicio de Microscopia Electronica del INSIBIO-CONICET (Tucumén)
para su tratamiento. El tiempo transcurrido entre la obtencion, envio y procesamiento de

la muestra fue menor a 20 hs.
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11.c.3.3 Cinética de crecimiento en presencia de sales biliares bovinas y porcinas

Con el objeto de comparar el crecimiento de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+
en presencia de sales biliares bovinas y porcinas, se realizo la cinética de crecimiento en
caldo MRS conteniendo 0,5% (p/v) de sales biliares bovinas (B3883, Sigma) y 0,15%,
0,30% y 0,5% (p/v) de sales biliares porcinas (B8631, Sigma). Se determin¢ la densidad

optica periodicamente como medida del desarrollo.

11.c.3.4 Deconjugacion de acidos biliares

Se determiné la capacidad de las cepas de deconjugar sales biliares especificas
de acuerdo al método de Taranto y col. (1995). Los medios de cultivo se prepararon
adicionando a MRS agar antes del autoclavado, 0,5% (p/v) de los siguientes
acidos/sales  biliares (Sigma): T4009: 4cido taurocolico; TO0875: acido
taurodesoxicolico; T6260: tauroquenodesoxicolato de sodio; GO0759:
glicoquenodesoxicolato de sodio; G2878: dacido glicocolico hidratado; G7132:
glicocolato de sodio hidratado. El medio se autoclavé a 121°C durante 15 min y se
prepararon las placas, conservandolas en la oscuridad. Cultivos frescos de las cepas Lb.
delbrueckii subsp. lactis 200 desarrollado en caldo MRS y de Lb. delbrueckii subsp.
lactis 200+ desarrollado en MRS-bilis bovina (0,5% p/v) se estriaron en los medios de
cultivo conteniendo sales biliares individuales y se incubaron en anaerobiosis durante
72 hs a 37°C. Como controles positivos se utilizaron las cepas Lactobacillus acidophilus

A9y Lb. acidophilus CSL.

I1.c.3.5 Hidrofobicidad

Se determind como se explicd previamente en el capitulo Ila pero esta vez a
partir de cultivos frescos de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 en caldo MRS y de Lb.
delbrueckii subsp. lactis 200+ en caldo MRS con 0,5% (p/v) de sales biliares bovinas
(Sigma).

11.c.3.6 Ensayo de adhesion a lineas celulares intestinales epiteliales
Se determiné la capacidad de adhesioén de las cepas a la linea celular intestinal
epitelial HT29-MTX, la cual es capaz de producir mucina de manera constitutiva

(Lesuffleur y col., 1993). La linea celular se mantuvo en medio DMEM suplementado
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con 10% (v/v) de suero fetal bovino inactivado por calor y una mezcla de antibidticos
para alcanzar una concentracion final de 50 Ul/ml de penicilina, 50 ug/ml de
estreptomicina, 50 pg/ml de gentamicina y 1,25 pg/ml de anfotericina B. Todos los
medios y reactivos fueron adquiridos en Sigma y las condiciones de incubacion se
realizaron en estufa de CO, (SL Waterjacketed CO, Incubator- Sheldon Mfg. Inc.,
Cornelius, Oregon, USA) a 37°C, 5% CO,. Los medios de cultivos se renovaron cada
dos dias y las lineas celulares se tripsinaron semanalmente con una solucion de
Tripsina-EDTA (0,25% tripsina, 0,02% EDTA) (Sigma) segun procedimientos
estandares. Para los experimentos se sembraron 1x10° células/ml en placas de 24
pocillos y se incubaron hasta lograr confluencia durante 13 + 1 dia. La linea celular se
uso entre los pases 26 y 28.

Las suspensiones bacterianas se obtuvieron por cultivos de 18 hs de la cepa
original y su derivado resistente a bilis en caldo MRS con diferentes concentraciones de
sales biliares. El derivado resistente a bilis se cultivd en MRS con 0%, 0,3% y 0,5%
(p/v) de bilis, mientras que la cepa original se cultivo en MRS con 0%, 0,1% y 0,2%
(p/v) de bilis. Se eligieron estas concentraciones de sales biliares para lograr una
capacidad inhibitoria de la bilis relativamente similar en ambas cepas. Las células se
recolectaron por centrifugacion (8.000 g, 10 min, 5°C), se lavaron 2 veces con buffer
PBS y se resuspendieron en medio DMEM sin antibidticos a una concentracion de
1x10® UFC/ml. Las monocapas de HT29-MTX se lavaron 2 veces con buffer PBS
Dubelco’s (Sigma) para eliminar los antibidticos y luego se adicionaron las
suspensiones celulares en una relacion célula epitelial/bacteria de 1:10. Las placas se
incubaron durante 1h a 37°C, 5% CO; en estufa Heracell® 204 (Thermo Electron LDD
GmbH, Langenselbold, Alemania). Luego del periodo de incubacion, se elimino el
sobrenadante y los pocillos se lavaron 3 veces con buffer PBS Dubelco’s para eliminar
las bacterias no adheridas. Finalmente, se tripsinaron las monocapas y se realizaron
recuentos de bacterias adheridas en MRS agar. Los resultados se expresaron como el

porcentaje de bacterias adheridas con respecto al nimero de bacterias agregadas.

11.c.3.7 Capacidad de autoagregacion
Se obtuvieron cultivos frescos (18 hs) de la cepa original en caldo MRS y del

derivado resistente a bilis en caldo MRS y en caldo MRS + 0,5% (p/v) de bilis bovina.
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Las células se centrifugaron (8.000 g, 10 min, 5°C), se lavaron 2 veces con buffer PBS
pH 7,4 y se resuspendieron en el mismo buffer hasta una concentracion aprox. de 1 x
10® UFC/ml. Las suspensiones celulares se agitaron vigorosamente en vortex y se
dejaron reposar a temperatura ambiente. El fenomeno de autoagregacion (agregacion
macroscopica de las células y precipitacion de fléculos) se observé durante 30 minutos

y se registro fotograficamente.

11.c.3.8 Coagregacion con microorganismos patégenos

Se obtuvieron cultivos frescos de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 en caldo
MRS y de Salmonella enterica serovar Typhimurium OMS-Ca en caldo TS (Britania).
Se obtuvo el pellet de un cultivo overnight de L. delbrueckii subsp. lactis 200 a partir de
1 y 10 ml del cultivo fresco mediante centrifugacion (5.000 g, 10 min, 4°C) y lavado
con buffer PBS. El cultivo de S. enterica serovar Typhimurium se lavo (5.000 g, 10
min, 4°C, PBS) y se llevé a D.O.s60 nm = 0,5 con buffer PBS. Se resuspendieron los
pellets obtenidos con 2 ml de la suspension de Salmonella. La suspension Lb.
delbrueckii subsp. lactis 200/S. enterica serovar Typhimurium OMS-Ca se agitd y se
dej6 a temperatura ambiente durante 3 hs para la coagregacion y precipitacion de
floculos. Se realizaron recuentos de S. enterica serovar Typhimurium tomando la
muestra en la parte superior del tubo de ensayo donde ocurria la agregacion, a tiempo 0,
1, 2 y 3 hs en agar ABRV (Britania). Las placas se incubaron durante 24 hs a 37°C en

aerobiosis.

11.c.3.9 Sobrevida en fluido intestinal de raton

Teniendo en cuenta el principio de las 3R’s (reduccién, refinamiento y
reemplazo) que debe tenerse en cuenta en experimentacion animal, el fluido intestinal
de ratones convencionales se obtuvo de animales controles de las experiencias
descriptas en el item Il.c.3.1. Animales convencionales se anestesiaron de forma
intraperitoneal con un cocktail de ketamina (50 mg/ml)/xilacina (20
mg/ml)/acepromacina (10 mg/ml) y se sacrificaron por dislocacion cervical. Se extrajo
el intestino delgado y se colocd inmediatamente en batio de buffer PBS a 5°C. Se
recogio el contenido intestinal lavando el intestino con 2 ml de agua destilada estéril. Se

recogio el fluido, se centrifugo (8.000 g, 15 min, 4C) y se esterilizo por filtracion (0,45
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y 0,22 micrones, Millipore, San Pablo, Brasil). El fluido intestinal se alicuotd y se
mantuvo a -76°C hasta su empleo. Cultivos overnight (1 ml) de Lb. delbrueckii subsp.
lactis 200 en caldo MRS y de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+ en caldo MRS con
0,5% (p/v) de sales biliares bovinas (Sigma) se centrifugaron y lavaron 2 veces con
buffer PBS. Los cultivos centrifugados, una vez descartado el sobrenadante, se
resuspendieron en fluido intestinal a una concentracion de 10° UFC/ml. Las
suspensiones celulares se incubaron a 37°C en bafio de agua y se determin¢ la viabilidad

celular (recuentos en medio agarizado) luego de 2, 4, 6 y 24 hs de incubacion.

11.c.3.10 Interaccion de bacterias con el intestino. Empleo de bacterias marcadas
fluorescentes

Cultivos frescos de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 en caldo MRS y de Lb.
delbrueckii subsp. lactis 200+ en caldo MRS con 0,5% (p/v) de sales biliares bovinas
(Sigma) se centrifugaron (8.000 g, 10 min, 4°C) y se lavaron 2 veces con buffer PBS
para resuspenderse en el volumen de partida. Las suspensiones celulares se adicionaron
de Isotiocianato de Flouresceina (FITC, Sigma, 2 mg/ml), capaz de ligarse de forma
irreversible por reaccién con los puentes disulfuro presentes en la pared celular y se
incubaron durante 30 min a 37°C. Los cultivos se centrifugaron y se lavaron con buffer
PBS (minimo 6 veces) hasta la eliminacion completa del agente fluorescente
(sobrenadante limpido, no amarillo). Se corroboré que la marcacion fluorescente no
alterase la viabilidad ni la hidrofobicidad de las células.

Ratones BALB/c (3 animales por grupo) recibieron 10® células marcadas por
intubacién intragéstrica (0,2 ml). Los animales se sacrificaron por dislocacion cervical
luego de 10, 30 6 60 min de recibir las bacterias marcadas. Se extrajo la porcion distal
del intestino delgado para su procesamiento histologico, inclusion en parafina y
realizacion de cortes histologicos. Los cortes histologicos se desparafinaron en un
gradiente de xilenos/alcoholes/buffer y se analizaron (muestras codificadas analizadas
por un operador que no conocia la codificacion) mediante microscopia de fluorescencia

(Microcopio Nikon eclipse E200 equipado con lampara de Hg).
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I1.c.3.11 Determinacién de la capacidad de activar la respuesta inmune: actividad
fagocitica de macrofagos peritoneales y numero de células productoras de IgA en

intestino

Il.c.3.11.i Administracion oral de las cepas en estudio

Cultivos frescos de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 en caldo MRS y de Lb.
delbrueckii subsp. lactis 200+ en caldo MRS con 0,5% (p/v) de sales biliares bovinas
(Sigma) se centrifugaron (8.000 g, 10 min, 4°C) y se lavaron 2 veces con buffer PBS.
Los animales recibieron, por intubacion intragastrica y por 3, 6 y 10 dias consecutivos,
aprox. 5x10” UFC de cada cepa. A lo largo de la experiencia se midi6 el consumo de
agua y se monitore6 el peso y el estado sanitario de los animales mediante la
observacion del estado del pelaje, actividad, agresividad y comportamiento de grupo
como medidas preliminares de la seguridad oral de la administracion de las cepas en la

dosis elegida.

Il.c.3.11.ii Seguridad: traslocacion bacteriana

Al final de cada periodo de alimentacién, los animales fueron pesados,
anestesiados y sacrificados por dislocacion cervical, extrayéndose macrofagos
peritoneales, higado e intestino delgado. Se registro el peso del higado y se realizé un
homogenato del mismo en 5 ml de buffer PBS estéril. 1 ml del homogenato se sembré
en profundidad en agar ABRV (Britania) y las placas se incubaron a 37°C durante 24 h
en aerobiosis (Vinderola y col., 2005).

1l.c.3.11.iii Ensayo de fagocitosis de macrofagos peritoneales

Los macrofagos peritoneales se extrajeron de la cavidad peritoneal por lavado
con 5 ml de buffer PBS + heparina sodica (0,1% v/v) (Heparin, 5000 Ul/ml) + BSA
(0,3% p/v) (Sigma) y se conservaron en bafio de hielo en recipientes plasticos (por su
capacidad de adhesion al vidrio). La suspension se centrifugd (500 g, 10 min, 5°C), se
lavo dos veces con la solucién de extraccién y se ajusté a 1x10° celulas/ml con camara
de Neubauer. Se verificod que la viabilidad sea > 95 % mediante tincién de exclusion con
azul tripan (Sigma). 100 pl de esta suspension de macroéfagos se puso en contacto (30

min, 37°C) con 100 pl de una suspension de Candida albicans (1x107 células/ml)
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inactivada por calor, previamente opsonizada (10:1) con suero sanguineo de raton,
durante 15 min a 37°C. El porcentaje de fagocitosis se determind como el porcentaje de
macrofagos que habian adherido o incorporado una o mas células de levadura mediante

observacion microscopica (40x) de 200 macréfagos (Vinderola y col., 2005).

1l.c.3.11.iv Examen histologico de la mucosa intestinal

Muestras de intestino delgado (zona del ileo) se fijaron en solucion de
formaldehido (10%) bufferada y se siguid la técnica de Sainte-Marie (1962) para
inclusion en parafina. Cortes histologicos (3-4 um) se desparafinaron, se tifieron con
hematoxilina-eosina y se examinaron mediante microscopia optica para el estudio de la
arquitectura intestinal y la observacion de sintomas de inflamacion intestinal o dafio

tisular (Vinderola y col., 2005).

Il.c.3.11.v Estudio de la proliferacion de células productoras de IgA en lamina propia
de intestino delgado

En cortes histologicos de intestino delgado, obtenidos segin lo descripto en el
item anterior, se determind el nimero de células productoras de IgA, en lamina propia,
mediante inmunofluorescencia directa empleando un anticuerpo monoespecifico anti-
cadena o de IgA de raton (Sigma-Aldrich) conjugado con isotiocanato de fluoresceina
(Vinderola y col., 2005). Luego de la incubacidon de las muestras histologicas con el
anticuerpo, se contd el nimero de células fluorescentes (microscopia de fluorescencia,

40x) y se expreso el resultado como N° de células IgA+/10 campos observados.

I1.c.3.12 Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizd con el software SPSS 15.0 para Windows
(Statistical Package for Social Sciences, SPSS Inc., 2006). Para los resultados de
adhesion se realizaron tests ANOVA independientes utilizando como factor la
concentracion de bilis. Las diferencias entre las tres concentraciones de bilis ensayadas
para cada cepa se analizaron mediante comparacion de medias LSD (least-significant
difference, p<0,05). Los datos obtenidos en los ensayos in vivo se analizaron utilizando
un test ANOVA de un factor asumiendo varianzas iguales (pruebas de Tukey y de

Duncan). El nivel de significancia estadistica se establecié en p<0,05.
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II.c.4 Resultados

Il.c.4.1 Microscopia electrénica

Por microscopia electronica de barrido (Fig. 26) se observo que las células del
derivado resistente a bilis (Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+) desarrolladas en presencia
de sales biliares presentaron una morfologia elongada respecto a la cepa original (Lb.

delbrueckii subsp. lactis 200).

D
%15000, a4z / T.80 MENOA

Figura 26. Microscopia electrénica de barrido de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 (a, b,
¢), desarrollado en caldo MRS y de su derivado resistente a bilis Lb. delbrueckii subsp.

lactis 200+ (d, e, 1), desarrollado en caldo MRS + 0,5% (p/v) de sales biliares.
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Por otro lado, la microscopia de transmision (Fig. 27) permitié observar una
desorganizacion de la membrana celular evidenciada por los cambios morfologicos de

la misma (irregularidad en su trazado).

{ 50060 x |

Figura 27. Microscopia electronica de transmision de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200
(a), desarrollado en caldo MRS y de su derivado resistente a bilis Lb. delbrueckii subsp.
lactis 200+ (b), desarrollado en caldo MRS + 0,5% (p/v) de sales biliares.

I1.c.4.2 Cinética de crecimiento en presencia de sales biliares bovinas y porcinas

La Figura 28 muestra el crecimiento del derivado resistente a bilis en presencia
de sales biliares de origen bovino y porcino. No se observo desarrollo en presencia de
0,3% y 0,5% de sales biliares porcinas. La posibilidad de desarrollo en presencia de
0,5% de bilis bovina se correspondié con 0,15% de bilis porcina. Luego de 8 hs de
incubacion los recuentos de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+ desarrollado en MRS-
bilis bovina (0,5% p/v) fueron de 2,67 x 10’ UFC/ml y de 2,14 x 10’ UFC/ml en bilis
porcina (0,15% p/v).
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Figura 28. Cinética de crecimiento de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 (A) y Lb.
delbrueckii subsp. lactis 200+ (¢) en caldo MRS-bilis bovina (0,5% p/v) (linea
continua) y en caldo MRS-bilis porcina (0,15% p/v) (linea punteada).

11.c.4.3 Deconjugacion de acidos biliares

En relacion a la capacidad de deconjugacion de sales biliares, se observd que el
derivado resistente a bilis fue capaz de crecer en presencia de los acidos
taurodesoxicolico y glicocolico hidratado, y de la sal tauroquenodesoxicolato de sodio,
a diferencia de la cepa original que no fue capaz de hacerlo (Tabla 16). Sin embargo, no
fue capaz de deconjugar acidos biliares especificos como lo hicieron las cepas de

referencia Lb. acidophilus A9 y CSL.

I1.c.4.4 Hidrofobicidad

Se determind la hidrofobicidad de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 desarrollado
en caldo MRS y de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+ desarrollado en caldo MRS
adicionado de 0,5% (p/v) de sales biliares bovinas. En el capitulo Ila no se habian
observado diferencias significativas en la hidrofobicidad de la cepa original y el
derivado resistente cuando ambas fueron desarrolladas en caldo MRS. Sin embargo, en
presencia de sales biliares, la hidrofobicidad del derivado resistente Lb. delbrueckii
subsp. lactis 200+ fue significativamente menor (23,14+5,9%) a la de Lb. delbrueckii

subsp. lactis 200 (68,9+6,1%) desarrollado en MRS.
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Tabla 16. Deconjugacion de acidos biliares especificos.

Acido/Sal biliar
Cepa Tauro- | Taurodesoxi- Tauroqueno- | Glicoqueno- | Glicocélico | Glicocolato
P colico colico desoxicolato desoxicolato | hidratado de sodio
de sodio de sodio hidratado

Lb.
delbrueckii C C
subsp. lactis N/D N/C N/e N/e N/e N/D
200
Lb.
delbrueckii C C C N/C C C
subsp. lactis N/D N/D N/D N/D N/D
200+
Lb.

. . C C C+ C+ C+
“Acgld"p hilus D D N/D N/C N/D N/D
Lb.

; . C C C+ C+ C+
“Ccs’i(’p hilus D D N/D N/C N/D N/D

C: crece (C+: mas desarrollado que las demas cepas); D: deconjuga; N/C: no crece; N/D: no

deconjuga.

I1.c.4.5 Ensayo de adhesion a lineas celulares intestinales epiteliales

Al comparar la adhesion de las cepas Lb. delbrueckii subsp lactis 200 y 200+ a
la linea celular intestinal HT29-MTX se observo que ambas cepas, original y derivado,
mostraron elevados valores de este parametro. Sin embargo, el proceso de adaptacion a
bilis disminuy6 de forma permanente la capacidad de adhesion del derivado resistente
respecto a la cepa original. Ademas, se observd una notable disminucién en la
capacidad de adhesién cuando ambas cepas fueron previamente desarrolladas en

presencia de bilis (Fig. 29).

I1.c.4.6 Capacidad de autoagregacion

La Figura 30 muestra la cinética visual de autoagregacion de las cepas en estudio
en buffer PBS. Este fendmeno no se pudo estudiar por espectrometria ya que la
formacion de floculos de autoagregados inducia la emision de sefiales de error en el
equipo. Se observd que la gran capacidad autoagregante de la cepa original fue
parcialmente perdida en el derivado resistente al desarrollar en medio liquido con bilis.
Este fenomeno se observo solo en presencia de bilis ya que no se observaron diferencias
entre la cepa original y el derivado resistente en ausencia de bilis (fotos no mostradas).
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Figura 29. Adhesion de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 (L. 1 200) y su derivado
resistente a bilis Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+ (L. 1 200+) a la linea celular

intestinal HT29-MTX . (m) MRS, (m) MRS+0,1% 6 0,3% de bilis para las cepas 200 y

200+, respectivamente; () MRS + 0,2% 6 0,5% de bilis para las cepas 200 y 200+,

respectivamente. Para cada cepa las barras con letras diferentes presentan diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05).

Figura 30. Cinética visual de autoagregacion de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 (a) y
Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+ (b) en buffer PBS durante 30 minutos.
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11.c.4.7 Coagregacion con microorganismos patégenos

La capacidad de coagregacion de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 con el
patogeno intestinal S. enterica serovar Typhimurium OMS-Ca se observa en la Tabla
17. No se observaron diferencias significativas en los recuentos de Salmonella en el
medio de coagregacion, lo que indica que las cepas Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 y

S. enterica serovar Typhimurium OMS-Ca no fueron capaces de coagregar.

Tabla 17. Coagregacion de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 con S. enterica serovar

Typhimurium OMS-Ca.

Recuento de S. enterica serovar Typhimurium
OMS-Ca en el medio de coagregracion a tiempo

(hs)

Condicion

0 1 2 3

Control

(S. enterica serovar Typhimurium OMS- 8,35+0,23 797+0,16 7,79+0,04 7,85+0,08
Ca)

Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 (pellet de

1 ml) + (S. enterica serovar Typhimurium - 7,82+0,05 7,90+0,09 8,04+0,07
OMS-Ca)

Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 (pellet de

10 ml) + (S. enterica serovar Typhimurium - 8,01 £0,04 7,.89+0,15 8§,11+0,07
OMS-Ca)

11.c.4.8 Sobrevida en fluido intestinal de ratén

La Figura 31 muestra la sobrevida de las cepas en estudio suspendidas en fluido
intestinal de raton. Se registraron diferencias significativas en los érdenes log de pérdida
de viabilidad celular para las 6 y 24 hs de incubacidn. Se observd una mayor resistencia
al ambiente intestinal en Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+ (crecida en MRS-bilis) en

relacion a la cepa original.
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Figura 31. Sobrevida en fluido intestinal de raton (diferencia en ordenes log entre el

recuento celular a tiempo cero y el tiempo n) de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 (m) y

su derivado resistente a bilis Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+ (1) luego de 2, 4, 6 y 24

a,

hs de incubacion. ® ® Columnas con diferente superindice (para cada tiempo) son

significativamente diferentes (p<0,05).

11.c.4.9 Interaccién de bacterias con el intestino. Empleo de bacterias marcadas
fluorescentes

Mediante microscopia de fluorescencia se estudio la interaccion con el intestino
delgado de las cepas en estudio empleando células viables marcadas con FITC (Figs. 32,
33 y 34). Esta metodologia permiti¢ verificar que la mayor capacidad autoagregante de
la cepa Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 observada in vitro, se confirmo in vivo durante
el transito intestinal. Luego de 10 min de intubacion, se observaron “clusters” o
autoagregados de células recorriendo el lumen intestinal (Fig. 32a) y adheridos a la
superficie de las vellosidades intestinales (Figs. 32b, ¢ y d) en intimo contacto con la
monocapa de células epiteliales que las recubren. Se observaron también células o restos
celulares marcados internalizados en la lamina propia de las vellosidades (Fig. 32¢) y en
las placas de Peyer. En cuanto al derivado resistente a bilis, se verificd, en coincidencia
con el estudio in vitro, una menor capacidad autoagregante de la cepa in vivo,

observandose que las células recorrieron el lumen intestinal de forma mas dispersa (Fig.
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32e) y en autoagregados de menor tamafio. También se observo, cualitativamente, una
menor cantidad de células adheridas al epitelio intestinal (Fig. 32f). Por el contrario, se
observd una mayor cantidad de células internalizadas en la lamina propia de las
vellosidades intestinales para el derivado resistente a bilis (Fig. 32g). Luego de 30 min
de la administracion intragastrica se observaron aun células de la cepa original adheridas
al epitelio (Fig. 33a), no tanto asi para el derivado resistente a bilis (Fig. 33d). En ambos
casos se observaron células internalizadas en vellosidades (Figs. 33b y e) y placas de
Peyer (Figs. 33c y f). Finalmente, luego de 60 min de la administraciéon de bacterias
marcadas, se observaban aun autoagregados (un poco mas dispersos por accion del
transito intestinal) de la cepa original (Fig. 34a) y células adheridas al epitelio intestinal
(Fig. 34b), no asi del derivado resistente a bilis (Figs. 34d y e). En ambos casos se
observaron restos celulares internalizados en placas de Peyer (Figs. 34c y f), muy

probablemente interactuando con células inmunes.
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Figura 32. Interaccion con el intestino de células marcadas (con FITC) de Lb.
delbrueckii subsp. lactis 200 (a, b, ¢, d) (desarrollado en caldo MRS) y de su derivado
resistente a bilis Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+ (e, f, g) (desarrollado en caldo MRS

+ 0,5% p/v de sales biliares) luego de 10 min de la administracion oral a ratones.
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Figura 33. Interaccion con el intestino de células marcadas (con FITC) de Lb.
delbrueckii subsp. lactis 200 (a, b, ¢) (desarrollado en caldo MRS) y de su derivado
resistente a bilis Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+ (d, e, f) (desarrollado en caldo MRS

+ 0,5% p/v de sales biliares) luego de 30 min de la administracion oral a ratones.
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Figura 34. Interaccion con el intestino de células marcadas (con FITC) de Lb.
delbrueckii subsp. lactis 200 (a, b, ¢) (desarrollado en caldo MRS) y de su derivado
resistente a bilis Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+ (d, e, f) (desarrollado en caldo MRS

+ 0,5% p/v de sales biliares) luego de 60 min de la administracion oral a ratones.
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11.c.4.10 Determinacién de la capacidad de activar la respuesta inmune: actividad
fagocitica de macréfagos peritoneales y numero de células productoras de IgA en
intestino

Para el estudio in vivo de la capacidad de activar la respuesta inmune de la
mucosa intestinal mediada por IgA, los animales recibieron cultivos frescos de las cepas
en estudio durante 3, 6 y 10 dias consecutivos. El estudio de traslocacion a higado
resultd negativo (debido a que el higado es un érgano estéril, la presencia de colonias en
las placas indicaria traslocacion de microbiota entérica por desbalance intestinal) lo que
indica que no hubo migracién de flora entérica a sitios extraintestinales, constituyendo
asi una confirmacion de la seguridad de las cepas en estudio para la dosis administrada.

Los estudios morfologicos en cortes histologicos de intestino delgado tratados
con hematoxilina/eosina (Fig. 35) mostraron una arquitectura normal del intestino y
ausencia de sintomas de edema, inflamacion, excesivo infiltrado linfocitario o dafio
tisular, lo que constituye otra medida de la seguridad oral de las cepas administradas

para el modelo elegido.

(B)

Figura 35. Cortes histologicos de intestino delgado tratados con hematoxilina/eosina. A:
grupo control. B: grupo tratado (Lb. delbrueckii subsp. lactis 200, 10 dias de

alimentacion).

En relacion a la activacion de la respuesta inmune se evaluaron dos parametros:
la actividad fagocitica de macrofagos peritoneales (medida de la respuesta inmune

sistémica) y el numero de células productoras de IgA en lamina propia de intestino
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delgado (medida de la respuesta inmune local). No se observaron diferencias
significativas en el porcentaje de fagocitosis de macrofagos aislados del grupo control
respecto a los grupos tratados (Fig. 36). El estudio por inmunohistoquimica del niimero
de células productoras de IgA (Fig. 37) demostrdé que ambas cepas fueron capaces de
activar la respuesta inmune. Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 fue capaz de inducir un
aumento significativo del N° de células IgA+ para todos los periodos de alimentacion,
con una tendencia a aumentar, aunque no significativa, hacia el dia 10 de alimentacion.
Sin embargo, el derivado resistente a bilis fue capaz de inducir el aumento de IgA para

los 6 y 10 dias de alimentacion.

40

30

% Fagocitosis
N
o

N

Control L.I.200 L.I.200+

Figura 36. Actividad fagocitica (% Fagocitosis) de macrofagos peritoneales luego de la

administracion oral de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 (L.l. 200) y su derivado
resistente a bilis Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+ (L.1. 200+) durante 3 (m), 6 (m) 6 10

() dias consecutivos.
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Figura 37. Efecto de la administracion oral de Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 (L.1.
200) y su derivado resistente a bilis Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+ (L.1. 200+)

durante 3 (m), 6 (m) 6 10 () dias consecutivos sobre el nimero de células productoras
de IgA en lamina propia de intestino delgado de ratones BALB/c. *° Las columnas con

diferente superindice son significativamente diferentes (p<0,05).
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II.c.5 Discusion

En esta ultima parte del trabajo se evaluo el efecto de la adaptacion a bilis de la
cepa de origen no intestinal Lb. delbrueckii subsp. lactis 200 sobre sus aspectos
morfologicos, propiedades superficiales, capacidad de interaccion con el intestino y la
capacidad de inducir una respuesta inmune. Los estudios de microscopia electronica de
barrido y transmision revelaron profundos cambios morfoldgicos a nivel de superficie y
membrana celular, los que de alguna forma podrian anticipar los cambios en los
parametros analizados con posterioridad debido a que la mayor parte de los
determinantes antigénicos se encuentran en la pared celular del microorganismo
(Skurnik y col., 2010). Estos resultados se alinean con los de Taranto y col. (2006)
quienes demostraron, por microscopia de trasmision, el despegue de zonas de la pared
de la membrana en células de Lactobacillus reuteri CRL 1098 expuestas a acidos
biliares. Las cinéticas de crecimiento permitieron corroborar para esta cepa el hecho de
que las sales biliares de origen porcino presentan mayor actividad inhibitoria que las de
origen bovino (Begley y col., 2005), aunque representarian mejor la composicion de las
sales biliares humanas. No obstante, la gran mayoria de los estudios cientificos de
tolerancia a sales biliares se llevan a cabo utilizando las de origen bovino (Oh y col.,
2000; Collado y Sanz, 2007; Lee y col., 2008b). Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+ fue
capaz de crecer en presencia de ciertos acidos biliares especificos aunque no fue capaz
de deconjugarlos, un mecanismo que explica parcialmente la tolerancia a las sales
biliares (Begley y col., 2005).

Al momento de aislar y realizar una primera caracterizacion de los derivados
resistentes no se observaron diferencias en la hidrofobicidad celular de las cepas
originales respecto a sus derivados resistentes cuando las cepas se desarrollaron en
caldo MRS (Cap. IIa). Sin embargo, cuando Lb. delbrueckii subsp. lactis 200+ se
desarroll6 en presencia de sales biliares se observo una disminucion significativa de la
hidrofobicidad y de la capacidad de autoagregacion, lo cual podria deberse a la accion
detergente de las sales biliares sobre los acidos grasos de membrana (Begley y col.,
2005). La hidrofobicidad superficial y la capacidad de autoagregacion se han
relacionado a la capacidad de adhesion de la cepa (Basson y col., 2007) o a la capacidad
de prevenir infecciones entéricas por coagregacion con patdogenos intestinales

(Golowczyc y col., 2007) o por adhesion directa al epitelio impidiendo la adhesion de
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patogenos (Gopal y col., 2001). La cepa original, que presentd una alta capacidad de
autoagregracion, no fue capaz de coagregar con la cepa del patogeno utilizado. Esto
podria interpretarse como una caracteristica positiva si se supone que no existiria riesgo
de que la coagregacion aumente el tiempo de permanencia del patégeno sobre la
mucosa intestinal por la capacidad de adhesion de la cepa, estando entonces, la posible
prevencion de la infeccion, mediada por mecanismos inmunoldgicos mas que por el
impedimento fisico de la adhesion del patdégeno.

Con el objetivo de investigar si la presencia de bilis afectd algunas propiedades
de superficie de las cepas, se complementd el estudio de protedmica con ensayos de
adhesion a lineas celulares intestinales en presencia y ausencia de bilis. Los resultados
mostraron que la presencia de sales biliares disminuy¢ la capacidad de adhesion a la
linea celular HT29-MTX. Previamente, Gueimonde y col. (2005) informaron que las
sales biliares disminuyeron la adhesion de Bifidobacterium a mucus intestinal. Es
posible que la produccion de una o varias adhesinas proteicas en la célula bacteriana
resulte disminuida bajo estrés por bilis. Las caracteristicas superficiales de una célula
dependen de varios factores como la presencia de adhesinas, exopolisacaridos e
hidrofobicidad, entre otros parametros. La pérdida de adhesion se observd también in
vivo en el estudio de la interaccion de las cepas con el epitelio intestinal mediante el uso
de bacterias marcadas con FITC. Esta menor capacidad de adhesion resultd en una
menor persistencia del derivado resistente a bilis en el ambito intestinal, aunque
presentd mayor capacidad de sobrevida en este ecosistema adverso. Un estudio en
humanos donde se administré una cepa de Lactobacillus crispatus y un mutante no
autoagregante demostré la mayor persistencia en el tracto intestinal de la cepa
autoagregante en relacion a su mutante (Cesena y col., 2001). Las mismas cepas
empleadas en un estudio posterior en ratones demostré una mayor capacidad del
fenotipo autoagregante de incrementar la expresion de receptores tipo Toll 2 (Toll-like
receptor 2) y de las citoquinas reguladoras IL-10 e IL-6 (Voltan y col., 2007).
Finalmente, estudios de protedmica llevados a cabo con estas mismas cepas de L.
crispatus (Siciliano y col., 2007) sefialan la subexpresion de la molécula EF-Tu en el
fenotipo mutante, en coincidencia con lo observado en nuestro estudio protedmico
luego de la adaptacion a bilis, como responsable de la pérdida de capacidad de

autoagregacion. En cuanto a la capacidad de promover efectos benéficos en el huésped,
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se observaron efectos positivos sobre la respuesta inmune a nivel de la mucosa intestinal
(aumento del numero de c€lulas productoras de IgA) pero no en sitios distantes como la
cavidad peritoneal, indicando un efecto local de ambas cepas. La capacidad de cepas de
L. delbrueckii de promover las defensas innatas del intestino mediada por IgA fue
reportada previamente (Perdigon y col., 1999; Vinderola y col., 2007). Si bien la
adaptacion a bilis no modificé la magnitud de la respuesta inmune observada (nivel de
células productoras de IgA), si implico un “retardo” en la capacidad de inducir esta
respuesta. Mientras que la cepa original indujo efectos benéficos a los 3 dias de ser
administrada, el derivado resistente a bilis indujo la misma magnitud del efecto logrado
para un periodo de 6 dias. La mayor capacidad de sobrevida en el ambito intestinal
podria haber revertido en parte los efectos no deseados de la adaptacion a bilis como la
pérdida de hidrofobicidad y capacidad de adhesion. Ademas, la adhesion a las
superficies mucosas ha sido sefialada como una caracteristica necesaria pero no
suficiente para lograr el efecto probiodtico (Bibiloni y col., 1999). Mas especificamente,
un estudio reciente demostré que no hay una relacion directa entre adhesion y capacidad
inmunomoduladora, debido a los numerosos y complejos mecanismos que le permiten a
un microorganismo interactuar con el huésped e inducir sus efectos inmunomoduladores
(Kotzamanidis y col., 2010). Esta parte del estudio muestra la importancia del estudio in
vivo de los logros obtenidos in vitro y de los mecanismos de accion ya que, a priori, la
ganancia de resistencia a factores de estrés pareceria ser un hito sin contraindicaciones

en la adaptacion de cepas a factores adversos.
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I1.c.6 Conclusiones

La adaptacion a bilis de Lb. delbruecki subsp. lactis 200, una cepa de origen no
intestinal, permitié una mayor sobrevida de la misma en condiciones adversas aunque
disminuy6 su hidrofobicidad en presencia de sales biliares y su capacidad de adhesion
in vitro e in vivo, modificando su capacidad de interaccion con el intestino y su cinética
de promocion de las defensas innatas del intestino (IgA). Se observd ademas la

importancia de los estudios in vivo para ratificar o rectificar los resultados in vitro.
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Conclusiones generales y comentarios finales

En este trabajo de Tesis Doctoral se abordd la innovaciéon en el campo de los

productos lacteos evaluando: 1) el efecto de una tecnologia novedosa, la HPH, sobre las
propiedades de matrices lacteas (quesos y yogures) y su capacidad de vehiculizar
bacterias probidticas y 2) la adaptacion de bacterias lacticas a barreras bioldgicas como
las sales biliares.
- En relacion a la innovacion en quesos mediante tratamiento HPH de la leche
antes de la elaboracion, los productos obtenidos presentaron mayor firmeza y menos
desuerado. Los cambios en la matriz (mayor contenido de aminoacidos y acidos grasos
libres) podrian haber sido la causa de la mejor viabilidad de la cepa Lactobacillus
acidophilus H5 en los quesos HPH-Pro. Esta tecnologia contribuy6, junto con el
agregado de bacterias probidticas, a modificar las caracteristicas sensoriales del
producto. El incremento en la liberacion del acido graso C18:2 podria mejorar las
propiedades funcionales de los quesos HPH-Pro.

En relacion a la innovacion en leches fermentadas, el tratamiento HPH de la

leche podria resultar una herramienta 1til para diversificar el mercado de las mismas,
especialmente en términos de textura. Esta tecnologia no modificod, para las cepas
evaluadas, la viabilidad de las bacterias probioticas pero favorecid la viabilidad del
cultivo starter. Estudios futuros con otras cepas y presiones aplicadas podran determinar
su completo potencial para proteger la viabilidad de cultivos probidticos como se
demostr6 en el caso de los quesos.
- La aplicacion de un proceso de adaptacion a concentraciones fisiologicas de bilis
a lactobacilos no intestinales permitio llevar adelante un estudio basico y aplicado de los
cambios experimentados por las cepas. De este proceso resultaron un niamero de cepas
capaces de crecer en presencia de concentraciones fisioldgicas de sales biliares, algunas
de ellas con resistencia natural o adquirida a condiciones acidas estomacales.

El estudio en detalle de la adaptacion a bilis de Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis 200 permitié detectar los cambios fisiologicos, morfolégicos y funcionales
experimentados por la cepa ante este factor de estrés. La respuesta celular a bilis mostro
adaptaciones tanto a nivel de pared y membrana como en las rutas metabolicas para la
utilizacién de azucares, sin modificar la sintesis de enzimas capaces de catabolizar las

sales biliares individuales. La adaptacion y exposicion a bilis en Lb. delbrueckii subsp.
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lactis 200+ disminuy6 su hidrofobicidad y capacidad de autoagregacion y adhesion,
aunque le permitié una mayor sobrevida en el TGI, retardando ligeramente su capacidad
de inducir una respuesta inmune in vivo.

Uno de los principales objetivos de un trabajo doctoral es la formacion de
recursos humanos y expandir el conocimiento méas alla del estado del arte al momento
del desarrollo del mismo. En este sentido, el presente trabajo doctoral abord6 estas dos
premisas, adelantandose en el tiempo con estudios sobre una tecnologia novedosa y que
aun no se aplica en nuestro pais, y por otro lado, permitid recorrer desde el in vitro al in
vivo el camino de la adaptacion a bilis de lactobacilos no intestinales, evaluando
criticamente las ventajas y desventajas, logros y contratiempos de los procedimientos
aplicados y de los resultados obtenidos y sentando las bases de una estrategia que

permite mejorar aspectos bioldgicos en bacterias lacticas.
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