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Resumen

Durante la primera mitad de la década del '9o, la industria lactea
argentina se sumo a la tendencia mundial del agregado de bacterias aisladas del
intestino humano, pertenecientes a los géneros Lactobacillus (grupo L.
acidophilus/grupo L. casei) y Bifidobacterium, denominadas comunmente
"probioticos". Segun la Organizacion Mundial de la Salud, los probidticos son
“microorganismos vivos que, administrados en cantidades adecuadas, ejercen
efectos benéficos sobre el consumidor”. Existe en el mundo un gran niamero de
estas cepas que se utilizan en una enorme variedad de productos lacteos y no
lacteos, las cuales poseen efectos benéficos cientificamente demostrados. En
nuestro pais se comercializan varias lineas de productos que contienen bacterias
probioticas, como por ejemplo Leche SanCor BIO, Actimel, Activia, Yakult,
Yogurisimo con Probio2, entre otros, siendo solamente la Leche SanCor BIO el
unico producto integramente desarrollado a partir de cepas de bacterias
probioticas aisladas y caracterizadas en nuestro pais. Todos los demés productos
contienen cepas comerciales probioticas de importacion, aisladas y
caracterizadas en el extranjero.

Dentro de los objetivos de este trabajo de Tesis se propuso caracterizar
cepas autoctonas de Lactobacillus (L. paracasei JP1, L. rhamnosus 64, L.
gassert 37) aisladas de neonatos santafesinos para ser empleadas como cultivos
probiodticos en alimentos funcionales. Para ello, se adecuaron herramientas
moleculares para la deteccibn de su presencia en diversos productos
alimenticios, se evalu6 su aptitud para desarrollar en diferentes medios de
cultivo, su resistencia a factores de estrés tecnologico, su resistencia a barreras
biolégicas, asi como su seguridad y funcionalidad in vitro e in vivo.

Se demostr6 que las cepas en estudio presentaron perfiles genéticos

claramente diferentes a los de las cepas comerciales y de coleccion utilizadas
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Resumen

como referencia y se las pudo detectar e identificar en distintas matrices
alimentarias.

Cuando se evalu6 la performance tecnoldgica, las tres cepas mostraron un
comportamiento similar, siendo capaces de desarrollar en leche, suero de queso
y suero de manteca, cuando los medios fueron suplementados (0,3 % p/v) con
extracto de levadura, alcanzando niveles cercanos a 109 UFC/ml. Estudios de
sobrevida de las cepas en estos tres medios a -20 y -70°C, evidenciaron que el
comportamiento fue muy dependiente de la cepa estudiada. No obstante, en
todos los casos, -70°C fue la temperatura mas adecuada para su conservacion.
En presencia de sales (NaCl y KCl) se registraron niveles de crecimiento
comparables con los obtenidos en el medio control, indicando que, en principio,
estas cepas podrian ser exitosamente incorporadas a diferentes variedades de
quesos.

Los resultados del estudio de resistencia a la acidez gastrica durante el
almacenamiento refrigerado, mostraron una adecuada sobrevida de las cepas en
leche acidificada a 5°C y durante 30 dias de almacenamiento, sugiriendo que las
caracteristicas fisicoquimicas de las leches fermentadas las hace, en general, un
vehiculo adecuado para asegurar su viabilidad.

En cuanto al estudio de los criterios de seguridad in vitro, la respuesta
resulté variable, resultando L. gasseri 37 la cepa mas sensible frente a los 5
antibioticos ensayados.

Al evaluar los criterios de seguridad y funcionalidad in vivo, las 3 cepas
mostraron ser seguras en las concentraciones ensayadas, y capaces de estimular
el sistema inmune a través de la activacion de macrofagos peritoneales y del
aumento de células productoras de IgA en intestino.

De este modo, y siguiendo los principales criterios de seleccion de
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Resumen

bacterias probidticas propuestos por la Organizacion Mundial de la Salud, se
avanzo en una caracterizacion preliminar in vitro e in vivo de cepas autoctonas
con vistas a profundizar los estudios para su posible empleo como cultivos
probioticos en alimentos funcionales. Cada una de las cepas evidencid, en mayor
o menor medida, aptitud en las diferentes caracteristicas evaluadas. En
particular, L. gasseri 37 demostré poseer la mayor capacidad de resistir a la
digestion gastrica simulada, sensibilidad a todos los antibioticos y capacidad de
estimular la respuesta inmune, lo cual la posicionaria como una cepa de eleccion
para evaluar el efecto de parametros tecnoldgicos combinados sobre la

funcionalidad, una vez incluida la cepa en una matriz alimentaria.
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Introducciéon

1. Microbiota del tracto gastrointestinal

Durante la vida intrauterina, el ser humano se encuentra protegido por un
ambiente fisiologicamente adecuado y estéril. Sin embargo, el tracto
gastrointestinal (TGI) del neonato es masivamente colonizado mediante un
proceso gradual que evoluciona rapidamente durante los primeros dias de vida, y
continda variando cuantitativa y cualitativamente durante los dos primeros afos
(Kliegler y col., 2007). Los microorganismos que colonizan inicialmente el tracto
intestinal del neonato (provenientes de las mucosas maternas, consecuencia del
paso por el canal vaginal, el contacto con la piel, el ambiente y la leche materna)
son, principalmente, enterobacterias, estreptococos y estafilococos, seguidos en
orden de preponderancia por bifidobacterias (Rotimi y Duerden, 1981; Tannock,
1995; Mackie, 1999; Walker, 2002). Luego del parto, el establecimiento de la
microbiota intestinal resulta progresivo, representando la primera fuente de
estimulo microbiano para la maduracion normal del sistema inmune (Rautava y
col.,, 2006) y contribuyendo a su desarrollo en la infancia y al control de la
homeostasis inmunolégica durante el resto de la vida (Rautava y col., 2002).
Durante el primer afio de vida, la composicién de la microbiota intestinal se
mantiene relativamente estable, si bien dicho equilibrio puede ser afectado por el
tiempo de transito de los alimentos (variable para cada individuo) y la dieta, entre
otros factores. Considerando cada nicho en particular, la cavidad bucal y el colon
tienden a ser los mas estables en cuanto a la composicion de su microbiota, siendo
el ileon (la porcion terminal del intestino delgado) el menos estable,
probablemente debido a una fuerte competencia entre las bacterias alli presentes,

ya sea por los nutrientes o nichos ecolégicos (Guarner, 2006). Si bien la microbiota
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del tracto intestinal humano muestra una respuesta adaptativa y dinamica, la
induccion de una modificacion permanente de la composicion de la microbiota
intestinal ya establecida, resulta poco probable. En cambio, seria méas factible
modificar la microbiota intestinal en infantes, cuyas comunidades microbianas son

relativamente simples (Ashwell, 2002; Gueimonde y col., 2011).

La microbiota del TGI humano se caracteriza por su gran diversidad
poblacional y por la complejidad de sus interacciones. Segin los métodos clasicos
(dependientes de cultivo), estd integrada por mas de 400 especies diferentes,
incluyendo tanto bacterias anaerobias facultativas como anaerobias estrictas
(Conway, 1995; Walker; 2002; Guarner, 2006). Actualmente, gracias a la
aplicacion de técnicas moleculares basadas en la subunidad 16S del ADNr, se ha
incrementado notablemente el conocimiento sobre el nimero de especies
bacterianas constituyentes de la microbiota de este nicho ecologico, alcanzando
valores superiores a 1000 (Zoetendal y col., 2006). De este modo, la microbiota
intestinal constituye un verdadero ecosistema que varia a lo largo del TGI, tanto en
nimero como en la composicion de las especies (Fig. 1) (Guarner, 2006). En la
cavidad bucal, la primera porcion del TGI, la microbiota estad constituida
mayoritariamente por estreptococos y lactobacilos. Estos microorganismos llegan
al esofago a través de la saliva y los alimentos y desde alli al estbmago, donde la
acidez gastrica — la primera barrera antimicrobiana — los inactiva en su mayor
proporcién. Estas condiciones determinan que la microbiota del estomago resulte
integrada por un bajo nivel (<103 UFC/g) de bacterias Gram positivas, capaces de
resistir la acidez extrema de este ambiente (valores de pH que oscilan entre 1,6 y
3,2). En la primera porcion del intestino delgado, el duodeno, el pH es

relativamente acido (entre 5 y 7) para controlar parcialmente la incidencia de
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microorganismos patogenos que puedan ingresar con la dieta. Como consecuencia,
la microbiota preponderante es similar, en cantidad y composicion, a la del
estobmago. En el yeyuno, en cambio, disminuye la acidez debido a la dilucién de los
acidos y sales biliares, estableciéndose un medio alcalino (pH entre 7 y 9) que
facilita la colonizacién bacteriana. La microbiota presente en el yeyuno y el ileon se
incrementa progresivamente, desde valores cercanos a 105 UFC/g (yeyuno) hasta
108 UFC/g (extremo ileal). Contrariamente a lo que ocurre en los primeros tramos
del TGI, en el intestino grueso, el tiempo de transito es lento, lo que posibilita la
proliferaciéon de los microorganismos, mediante el metabolismo de los sustratos
disponibles derivados de la dieta o de las secreciones enddgenas. De este modo,
este nicho se halla densamente poblado, fundamentalmente por microorganismos
anaerobios (bacteroides, eubacterias, bifidobacterias y peptoestreptococos) y en
menor medida enterobacterias, estreptococos y lactobacilos (Walker, 2002;
Guarner, 2006). Estas bacterias se establecen principalmente en el colon,
alcanzando niveles cercanos a 10 - 101 UFC/g, estando representadas por entre
500 y 2000 especies bacterianas (Eckburg y col., 2005), de las cuales 50-60
especies constituyen el 90% de la poblacién total (Sonnenburg y col., 2004;
Guarner, 2006). Los géneros predominantes son Bacteroides, Bifidobacterium,
Eubacterium, Clostridium, Lactobacillus, Fusobacterium y diversos cocos gram-
positivos anaerobicos y, en menor proporcion, Enterococcus (Guarner y col.,
2003). Los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium representan el 1 % y entre el 6
y el 11 %, respectivamente, de la flora intestinal de individuos adultos sanos
(Walker y col., 1993). Cada individuo se caracteriza por una combinacion
particular de especies predominantes y subdominantes en su microbiota intestinal,

que lo diferencia claramente de la microbiota de otros sujetos. En este sentido, la
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especificidad de la microbiota intestinal resulta comparable a las huellas dactilares

(Ashwell, 2002).

Eséfago
Microbiota desconocida
Microorganismos de los
alimentos y de la cavidad oral
Estomago
Duodeno 104 UFC/g
Candida albicans
103-104 UFC/g Hellcobagter_ lll)ylorl
Bacteroides Lactobacillus
Candida albicans Streptococcus
Lactobacillus
Streptococcus Yeyuno
105-107 UFC/g
Célon Bagterozd?s
Candida albicans
10%-10" UFC/g Lactobacillus
Bacteroides Streptococcus
Bifidobacterium
Bacillus Ileé6n
Clostridium
Enterococcus 107-108 UFC/g
Eubacterium Bacteroides
Fusobacterium Clostridium
Peptostreptococcus Enterobacteriaceae
Ruminococcus Enterococcus
Streptococcus Lactobacillus
Veillonella

Figura 1- Distribucién de la microbiota a lo largo del sistema digestivo (Guarner, 2006).

1.1 Evoluciéon de la microbiota intestinal durante la vida

La microbiota intestinal esta siempre activa y, debido a la influencia de
factores externos, se renueva aproximadamente cada 48 horas. Hacia las 24 hs del
nacimiento esta gobernada por Enterococcus sp.y Escherichia coli, en niveles que
oscilan entre 108-101° UFC/g. Se considera que estas bacterias son las responsables
de crear un ambiente reductor en este nicho ecolégico, favoreciendo el

establecimiento (durante los dias 4 y 7 postparto) de otros géneros anaerobicos
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como Clostridium, Bacteroides y Bifidobacterium (Gueimonde y col., 2011). En el
caso de ninos alimentados con leche materna, a partir de esta etapa se registra un
incremento progresivo en los recuentos de bifidobacterias, hasta niveles de 101°-
1011 UFC/g, en detrimento de otras especies presentes (Mackie y col., 1999;

Sonnenburg, 2004; Gueimonde y col., 2011).

La leche materna es el alimento mas adecuado para los neonatos porque
provee una combinacion tunica de proteinas, hidratos de carbono, lipidos,
minerales y vitaminas que aseguran el correcto crecimiento y desarrollo de los
nifios. Sumado a esto, también contiene compuestos bioactivos responsables de un
gran numero de efectos benéficos, promoviendo la maduracion del sistema
inmune y la proteccion contra infecciones. Entre estos agentes bioactivos,
recientemente se han aislado bacterias lacticas y bifidobacterias con capacidad
probiotica a partir de leche materna (Lara-Villoslada y col., 2007; Martin y col.,
2009; Solis y col., 2010; Zacarias y col., 2011). Al comenzar la suplementacién de la
dieta con otros alimentos, la diversidad de la microbiota intestinal de los bebés
alimentados con leche materna resulta similar a la de aquellos que reciben
féormulas infantiles, dejando de ser dominantes las bifidobacterias. En etapas
posteriores, cuando se comienzan a incluir s6lidos en la dieta, esta microbiota se
asemeja a la de los adultos, ya que se incrementan los niveles de bacteroides y
cocos Gram-positivos (peptococos y peptoestreptococos, principalmente) (Mackie
y col.,, 1999). En adolescentes y jovenes, los recuentos de bifidobacterias
descienden, predominando otras especies que formaran parte de la flora intestinal
estable del adulto. Con la edad, también puede observarse un cambio de pH en las
heces hacia la neutralidad, favoreciendo de este modo fermentaciones bacterianas

de mayor toxicidad para la salud (Naidu y col., 1999). Durante la tercera edad,
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aumentan los niveles de ciertas especies “putrefactivas”, como Clostridium
perfringens, disminuyendo considerablemente el nimero de bifidobacterias. Esta
modificacion de la microbiota podria explicar la mayor incidencia de patologias
entéricas y no entéricas relacionadas al envejecimiento de los oOrganos y al
deterioro del sistema inmunol6gico (Nakasawa y col., 1992; Cruchet, 2007). En la
Figura 2 se representa la distribuciéon de la microbiota del TGI humano durante las

diferentes etapas de la vida.

Lactobacillus

Bifidibacterum
l |
Clostridium
perfringes

Bacteroides,
Eubacterum,
Peptococcae

0
L)
[}
8
—
0
-
—
[
D
=
o
o
.-
o
i~
)
=
o
@
-
@
;-
-]
o
=

Recién i
nacidos I Destete lPreeecola’I Adukos IAnclmos E. Coli,

Streptococcus

Figura 2 — Evolucién de la microbiota intestinal humana con la edad (Cruchet, 2007).
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2. Inmunidad de la mucosa gastrointestinal

Las mucosas son la principal via de entrada de microorganismos, alérgenos,
y carcindégenos. Dentro de las mismas podemos distinguir a la mucosa
gastrointestinal, las mucosas de las vias aéreas, urinaria y genital, y la conjuntiva
que recubre los ojos. Este sistema protector esta formado por la mayor coleccion
de células inmunocompetentes del organismo.

En particular, la mucosa gastrointestinal representa la superficie mas
vulnerable y extensa (400 m2) del cuerpo humano, aproximadamente 200 veces
mayor que la superficie cutanea. Las células epiteliales intestinales se encuentran
en estrecho contacto con el contenido luminal y desempenan un papel decisivo en
la senalizacion y la mediacion de las respuestas inmunitarias naturales y
adaptativas de la mucosa del huésped (Arranz y Garrote, 2006).

El tejido linfoide asociado al intestino (GALT, por sus siglas en inglés),
constituye el principal sitio de induccion de respuestas del sistema inmune mucoso
y, debido a su tamafio y caracteristicas, también de la inmunidad adaptativa. Esta
formado por tejido linfoide organizado y especializado con rasgos anatémicos que
lo diferencian de otros tejidos linfoides secundarios. Contiene o6rganos bien
definidos, entre ellos, las placas de Peyer (PP) que se encuentran en el intestino
delgado, en un ndmero cercano a 200. Estos organos estdn formados por
agregados de células B (foliculos linfoides), rodeados por areas ricas en células T y
células presentadoras de antigeno (macrofagos y células dendriticas). En la
superficie que recubre las PP se hallan dispuestas las células M (células epiteliales
aplanadas con pocas microvellosidades y mucus). Las células M pueden
transportar antigenos a las areas inferiores pobladas de células B y T, que

contienen también macréfagos y células dendriticas capaces de procesar y
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presentar antigenos. Cuando la estimulacién antigénica se produce en las PP, las
células B y T activadas migran a la sangre, proliferando y diferenciandose en el
bazo antes de volver a poblar la lamina propia. Las células B blasticas sufren
diferenciacion terminal a células plasmaticas, la mayoria de las cuales secretan IgA
(Arranz y Garrote, 2006). La IgA es la inmunoglobulina predominante en la
mucosa intestinal. La mayoria de las células productoras de inmunoglobulinas del
organismo (80 %) se localizan en el intestino, principalmente en las PP y en la
ldamina propia (Neish, 2009). A nivel intestinal, la IgA es la principal
inmunoglobulina encargada de la remocion de microorganismos patégenos y

proteinas foraneas (Walker, 2002).

3. Las bacterias lacticas

Las bacterias acido lacticas o bacterias lacticas (BAL) son microorganismos
Gram positivos, catalasa negativos, no méviles, no esporulados que producen acido
lactico como producto principal o tnico del metabolismo fermentativo. Estas
bacterias crecen en anaerobiosis, sin embargo, a diferencia de muchas otras, la
mayor parte de ellas no son sensibles al oxigeno y pueden crecer en su presencia o
ausencia, por lo que son consideradas aerotolerantes o microaerofilicas (Vasiljevic
y Shah, 2008).

La mayor parte de las BAL pueden obtener energia s6lo del metabolismo de
los carbohidratos y compuestos relacionados y, por esta razon, su desarrollo se
halla restringido a habitats en los que existan carbohidratos altamente solubles.
Por lo general, tienen una capacidad biosintética limitada y sus requerimientos
nutricionales complejos incluyen aminoacidos, vitaminas, purinas y pirimidinas.

De este modo, se hallan asociadas a habitats ricos en nutrientes, tales como ciertos
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productos alimenticios (leche, carne, vegetales, etc.) y el TGI, membranas y
mucosas de mamiferos, como integrantes de su microbiota normal (Brock, 1991).
Una diferencia importante entre especies de bacterias lacticas se basa en la
naturaleza de los metabolitos que se forman por la fermentaciéon de los azicares.
Por un lado, las BAL homofermentantes producen acido lactico como tunico
producto de fermentacion, mientras que las BAL heterofermentantes producen,
ademas de acido lactico, otros metabolitos (principalmente etanol y di6xido de
carbono) (Brock, 1991). Desde el punto de vista industrial, los géneros de mayor
importancia incluyen: Lactobacillus, Lactococcus, Enterocococcus, Streptococcus,
Pediococcus y Leuconostoc. Su participaciéon es fundamental en la mayoria de los
procesos de obtenciéon de alimentos fermentados ya que, de un modo parcial o
total, intervienen en el desarrollo de textura y de caracteres organolépticos y/o en
la preservacion de una gran variedad de productos alimenticios, tanto de origen
vegetal (pickles, vino, cerveza, ensilados) como de origen animal (quesos, leches

fermentadas, embutidos) (Vasiljevic y Shah, 2008).

3.1 Relevancia del género Lactobacillus

Dentro de las BAL, el género Lactobacillus es uno de los méas heterogéneos
en cuanto a sus caracteristicas fenotipicas, bioquimicas y fisiolégicas. Las BAL que
pertenecen a este género se caracterizan por ser bacilos no formadores de esporos,
de morfologia variable (bacilos largos y delgados o cortos y curvos) y
ocasionalmente nitrato reductores. Fermentan la glucosa (Kandler y Weiss, 1986)
y pueden ser tanto homofermentantes (produciendo maés del 85 % de acido lactico
a partir de glucosa), como heterofermentantes (produciendo acido lactico, CO.,

etanol, y/o acido acético en cantidades equimolares). El género Lactobacillus es
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integrante, al igual que el género Pediococcus de la familia Lactobacillaceae y
comprende 80 especies y 15 subespecies. Desarrolla en habitats con baja tension
de oxigeno, ricos en carbohidratos solubles, productos derivados de las proteinas y
vitaminas. Son bacterias aciduricas o acidofilicas, ya que pueden tolerar las
elevadas concentraciones de acido que producen como producto de su
metabolismo fermentativo. De este modo, al disminuir el pH de los sustratos
donde desarrollan, inhiben la proliferacion de wun gran numero de
microorganismos. En general, son microorganismos beneficiosos para el ser
humano en varios aspectos: son microorganismos indispensables para llevar a
cabo la fermentacion de numerosos alimentos y son integrantes de la microbiota
intestinal humana, ejerciendo efectos benéficos para la salud del hospedador. El
rol saludable de los lactobacilos en el ecosistema intestinal ha recibido mucha
atencion, especialmente durante las ultimas dos décadas, evidenciado por el gran
auge de la incorporacion de lactobacilos probidticos a alimentos funcionales
(Hammes y Hertel, 2006).

Las distintas especies de Lactobacillus sblo representan una fraccion
minoritaria de la microbiota intestinal, variando en su composicion para cada
individuo (Mitsuoka, 1992; Sghir y col.,, 2000), habiéndose aislado diversas
especies en heces, en niveles cercanos a 109 UFC/g (Mitsuoka, 1992; Kimura y col.,
1997; Tannock y col., 2000; Gueimonde y col., 2011). Estudios realizados por
Tannock y col. (2000) indican que algunos lactobacilos como L. paracasei, L.
rhamnosus, L. delbrueckii, L. brevis, L. plantarum y L. fermentum son transientes
en el intestino, persisten por tiempos limitados, y sdlo estdn presentes en niveles
bajos, que suelen incrementarse en respuesta a factores dietarios o cambios en las

condiciones del huésped.
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A partir del anélisis de las secuencias de 16Sy 23S ADNr, el género
Lactobacillus fue subdividido en dos grupos filogenéticos mayoritarios: el grupo
Lactobacillus casei-Pediococcus y el grupo Lactobacillus delbrueckii. El grupo L.
casei-Pediococcus comprende tanto lactobacilos homofermentantes obligados
como heterofementantes facultativos y obligados, incluyendo especies de gran
interés industrial, altamente relacionadas, como L. casei, L. paracasei, L. brevis,
L. plantarum, L. zeae, L. rhamnosus y Pediococcus pentosaceus. El grupo L.
delbrueckii estid constituido, en su gran mayoria, por lactobacilos
homofermentantes estrictos como L. delbrueckii, L. gasseri, L. acidophilus, L.
helveticus y L. johnsonii (Axelsson, 2004; Hammes y Hertel, 2006; Makarova y
Konnin, 2007).

Desde el punto de vista comercial, los lactobacilos representan los
microoorganismos de mayor relevancia en la industria alimenticia. Si bien resultan
muy numerosas las especies que se incluyen en la formulacion de diferentes
alimentos, L. delbrueckii subsp. bulgaricus es la mas ampliamente utilizada, junto
a Streptococcus thermophilus, para la elaboracion de yogur. Ambas bacterias son
termofilas (requieren entre 37 y 42°C para su crecimiento), y desarrollan en la
leche beneficiAndose mutuamente, mediante protocooperacién. La acci6on
proteolitica de L. delbrueckii subsp. bulgaricus sobre la caseina da lugar a la
formacion de dipéptidos y aminoacidos que estimulan el crecimiento de S.
thermophilus, y éste a la vez produce acido féormico, un factor de crecimiento
necesario para el lactobacilo (Hammes y Hertel, 2006). Por otro lado, L.
delbrueckii subsp. lactis se usa principalmente en la elaboracién de quesos que
requieren altas temperaturas durante su manufactura como el queso Emmental,
Parmesano, Provolone y Gruyere. Otra especie de gran importancia econémica es

L. helveticus, que se emplea en la elaboracidon de quesos de pasta cocida (Grana,
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Sardo, Reggianito, etc.) debido a sus propiedades acidificantes, a su
termorresistencia y a la capacidad de algunas cepas de producir bacteriocinas.
Ademas, ciertas cepas de esta especie son autoliticas, permitiendo la liberaciéon de
enzimas (proteasas y peptidasas) que degradan la caseina y aceleran la maduracion
de ciertos tipos de quesos (Hynes y col., 2003).

Mas alla de la utilidad tecnologica de las BAL tradicionalmente utilizadas en
los procesos de fermentacion, los lactobacilos reciben actualmente una mayor
atencién como probioticos, debido a los efectos benéficos sobre la salud que se
asocian a su consumo (Senioranz y col., 2003; Collado, 2009). Enfatizando estas
propiedades, diferentes cepas probioticas de lactobacilos se utilizan en la
elaboracion de alimentos funcionales como, por ejemplo, la leche acidoéfila (que
contiene L. acidophilus junto a S. thermophilus) el Yakult (leche fermentada con L.
casei Shirota); el kefir (bebida lactea fermentada producida por accion de
levaduras, bacterias acéticas y diferentes especies de lactobacilos, como L. kefir, L.
kefiranofaciens, L. acidophilus, L. casei, L. reuteri, etc.) (Heller, 2008); el
Bioqueso Ilolay Vita (que contiene L. paracasei A13, B. bifidum A1y L. acidophilus
A3); los quesos blandos probioticos de La Serenisima (que incluyen L. rhamnosus
GG), la leche fermentada SanCor Bio (que contiene L. casei CRL 431 y L.
acidophilus CRL 730) y la leche fermentada Actimel (que contiene L. paracasei

Defensis) (Vinderola y col.; 2009).

3.2Herramientas moleculares para identificacion de Lactobacillus

El género Lactobacillus es fenotipicamente muy heterogéneo y su
identificacion se ha basado tradicionalmente en ensayos fisiologicos y bioquimicos.

Estas técnicas, ademas de demandar una gran cantidad de tiempo, arrojan
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resultados generalmente ambiguos o poco confiables debido a que muchas
especies responden de manera similar frente a diferentes condiciones de cultivo o
ensayos bioquimicos (Matsuki y col.,, 1999). Durante la dltima década se ha
verificado un notable auge en el desarrollo y aplicacion de herramientas
moleculares para la identificacion de microorganismos y el analisis de su actividad,
entre ellos, las BAL. Particularmente en el caso de los lactobacilos, han permitido
la correcta identificaciéon de especies y subespecies altamente relacionadas,
imposibles de diferenciar por otros medios (Ben Amor y col., 2007).

Estas metodologias pueden clasificarse en dos grandes grupos: aquellas
basadas en el anélisis de los acidos nucleicos y otras macromoléculas, y aquellas
tendientes a analizar la actividad de las células completas. Los métodos basados en
la utilizacién de acidos nucleicos son los més frecuentemente utilizados, debido al
alto potencial de la amplificacion mediante la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) y la hibridacion ex situ o in situ con
ADN, ARN o sondas peptidicas. En general, se fundamentan en el anélisis de
secuencias de la subunidad 16S ADNr, que permiten realizar diagnosticos
filogenéticos mediante la comparacién con mas de 100000 secuencias disponibles
en bases de datos publicas. Estos métodos ofrecen una robustez y exactitud muy
superior a aquellos basados en determinaciones fenotipicas, cuyo poder de
resolucion es limitado cuando se pretende analizar la composicion microbiana y la
actividad de poblaciones bacterianas (Ben Amor y col.,, 2007). Entre las
metodologias basadas en la PCR, se pueden mencionar la secuenciacion de
regiones genomicas de la subunidad 16S del ADNr, el uso de sondas especificas de
especie, el analisis por restricciéon del ADNr amplificado (PCR-ARDRA, Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analysis) y la amplificacién con primers arbitrarios
(RAPD, Random Amplification of Polymorphic DNA). Los dos primeros métodos
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son los mas ampliamente utilizados, y la reaccion RAPD es especialmente ttil para
el estudio de la diversidad genética (polimorfismo) de cepas pertenecientes a una
misma especie (Cocconcelli y col., 1997; Andrighetto y col., 1998).

Uno de los métodos mas confiables y ampliamente utilizado en la actualidad
para la identificacion bacteriana, en general, y de lactobacilos en particular, es la
secuenciacion de la subunidad 16S del ADNr. Para ello, se amplifica y secuencia el
fragmento genomico de interés utilizando sondas (primers) universales, que
hibridan en regiones genomicas conservadas, pero que amplifican regiones
gendémicas variables para cada especie bacteriana. Posteriormente, mediante
andlisis y comparacion de la secuencia nucleotidica con las disponibles en las bases
de datos, se deduce (por similitud) a qué especie pertenece el microorganismo de
interés. Por otro lado, una sonda especifica de especie es un fragmento de acido
nucleico de cadena simple que se une (hibrida) especificamente a una region
complementaria de un acido nucleico, de cadena simple, ya sea de ADN o ARN
(Schleifer y col., 1995) que puede ser luego amplificada mediante PCR. El producto
de reacciéon resulta, de este modo, especifico de una especie bacteriana en
particular, lo que permite su identificaciéon. Se dispone actualmente de una amplia
variedad de sondas especificas que son complementarias a regiones de 16S o 23S
del ADNr para distintas especies de Lactobacillus (Walter y col., 2000; Kwon y
col., 2004). Otra de las metodologias utilizadas para la diferenciacion de especies
es la conocida como PCR-ARDRA, en la cual, el producto de amplificacién de un
fragmento del gen 16S ADNr es sometido a una restriccion con enzimas
especificas. Los productos resultantes se separan luego mediante electroforesis,
generando un perfil de bandas caracteristico para cada especie (Giraffa, 1998). Por
altimo, la amplificacion arbitraria o RAPD, ha sido ampliamente reportada como

un método rapido, sensible y de relativamente bajo costo para la tipificacion
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genética de diferentes cepas de BAL. Esta técnica, basada en la PCR, hace uso de
primers arbitrarios o al azar, generalmente cortos (10-15 nucle6tidos) que son
capaces de hibridar un nuimero parcial o perfectamente complementario de
secuencias, con localizaciéon desconocida en el genoma del organismo. Si la union
ocurre en un sitio donde el espacio y la orientacién permiten la amplificacion de
fragmentos de ADN, se generan patrones o perfiles que son especificos de cada
cepa (Ben Amor y col., 2007), posibilitando el anélisis de diversidad para una
especie bacteriana en particular. Asimismo, cuando se dispone de un importante
banco de perfiles RAPD, este método permite la identificacién rapida de algunas

cepas (Rossetti y Giraffa, 2005).

4. Alimentos funcionales

La nocién de alimentaciéon equilibrada surge como resultado de mas de un
siglo de investigaciones en nutricion y ha determinado la elaboracion de
numerosas recomendaciones nutricionales y orientaciones alimentarias. No
obstante, es a partir del siglo XXI cuando la nutricién afronta nuevos desafios.
Seglin los criterios actuales de salud, se reconoce que un alimento no es sé6lo
necesario para el sustento, desarrollo y crecimiento del cuerpo, sino que
desempena un papel clave en la calidad de vida. De este modo, el concepto de
“alimento funcional” surgi6 originalmente en Japén, durante la década de 1980,
donde se desarrollaron distintos productos alimentarios denominados “alimentos
de uso especifico para la salud” (FOSHU, Food for Specific Health Use) y fue
posteriormente ampliado en Estados Unidos y Europa. Si bien no existe una
definicion universal para los alimentos funcionales, la Comisién Europea

establece, a través de su documento consenso FUFOSE (Functional Food Science
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in Europe, 1999), que un alimento puede ser denominado “funcional” si se
demuestra cientificamente que beneficia la salud humana mas alla de
ejercer un simple efecto nutricional, pudiendo mejorar el estado de
salud y bienestar del consumidor y/o reducir su riesgo de enfermedad.
Los alimentos funcionales no incluyen capsulas ni pildoras, y sus efectos deben ser
ejercidos en las cantidades que normalmente se espera que sean consumidos con
la dieta. Pueden comprender tanto alimentos naturales como alimentos a los que
se les han incorporado o eliminado ciertos componentes por medios tecnologicos o
biotecnoldgicos. De este modo, pueden considerarse como tales aquellos alimentos
donde la naturaleza y/o biodisponibilidad de uno o més de sus componentes ha
sido modificada y/o suprimida. Estos productos estdn dirigidos a todos los
individuos de una poblaciéon o a grupos con necesidades particulares como, por

ejemplo, individuos de una edad determinada (Howlett, 2008).

Como se mencioné anteriormente, el intestino grueso (particularmente, el
colon) es uno de los 6rganos mas activos del organismo humano desde el punto de
vista metabolico, ya que posee un ecosistema microbiano extremadamente
complejo. Por esta razon, el sistema gastrointestinal representa un blanco ideal
para el desarrollo de alimentos funcionales, ya que actia como una interfase entre
la dieta y las funciones del organismo. En nuestro pais, la Administracién Nacional
de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) define, basandose en
los conceptos establecidos por el Instituto Internacional de Ciencias de la Vida
(ILSI), tres estrategias alimentarias que promueven el mantenimiento del
equilibrio méas saludable de la microbiota intestinal. Dichas estrategias se basan en
la utilizacion de probiodticos, prebioticos y simbidticos como componentes

alimentarios funcionales
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(http://www.anmat.gov.ar/consumidores/alimentos/Alimentos_ Funcionales_ Pro
bioticos.pdf). En las tres definiciones se halla implicita la alteracién beneficiosa de
la composicion de la microbiota, que suele lograrse mediante el incremento de las
cantidades de bifidobacterias, de lactobacilos, o de ambos (Ashwell, 2002). Por
definicion, un probiético es un ingrediente alimentario microbiano vivo
que, ingerido en cantidades suficientes, produce efectos benéficos en la
salud del consumidor (FAO/WHO, 2002). Un prebiético es un ingrediente
alimenticio no digerible que produce efectos beneficiosos, mediante la
estimulacion selectiva del crecimiento o la modificacion de la actividad
metabolica de una o varias especies bacterianas del colon, mejorando
en consecuencia la salud del huésped. Un simbioético es una mezcla de
probidticos y prebiodticos tendiente a aumentar la supervivencia de las
bacterias que favorecen la salud, con el objetivo altimo de modificar la

microbiota intestinal y su metabolismo (Ashwell, 2002).

Los productos lacteos, principalmente las leches fermentadas, representan
una de las alternativas més interesantes para el desarrollo de alimentos
funcionales. En primer lugar, la matriz alimentaria y el proceso de elaboracion son
adecuados para la incorporacién de diferentes cultivos microbianos, como son los
probidticos. Por otro lado, son productos ricos en proteinas, vitaminas y minerales
y, posiblemente, el aspecto méas relevante, son alimentos reconocidos como
saludables por la mayoria de los consumidores e incorporados en su dieta desde
tiempos remotos, lo que incrementa el éxito comercial de esta categoria de
alimentos funcionales (Joppen, 2006). Por otro lado, las leches fermentadas estan

instaladas en la dieta de los consumidores y presentan una oferta comercial
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diversificada en sabores y presentaciones, siendo faciles de transportar y conservar

para ser incluidas en cualquiera de las comidas diarias.

La definicién de bacterias probidticas que cuenta actualmente con mayor
consenso cientifico es la que considera a los probiéoticos como
“microorganismos vivos que, administrados en dosis adecuadas,
confieren un beneficio en la salud del consumidor” FAO/WHO (2002), El
nimero de productos del mercado que contienen probiodticos (especialmente
Lactobacillus y bifidobacterias) se halla en constante expansiéon desde principios
de la década de 1980. Algunos ejemplos de cepas probioticas de uso industrial se

listan en la Tabla 1.
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Tabla 1 — Cepas de BAL y bifidobacterias probioticas empleadas en la industria (la
nomenclatura de las cepas es la utilizada comercialmente y puede no coincidir con la identificaci6én

taxondémica actual) (Vasiljevic y Shah, 2008).

Cepa Propietario/Proveedor

L.acidopilus LA1/LA5
P / Chr. Hansen, Inc. (Milwaukee, Wis.)
L. delbrueckii ssp. bulgaricus Lb12
L. paracasei CRL 431

B. animalis ssp. lactis Bb12

L. acidophilus NCFMs Danisco
L. acidophilus La

L. paracasei Lpc

L. acidophilus LAFTIs L1o DSM Food Specialities
B. lactis LAFTIs Bog

L. paracasei LAFTIs 126

L. johnsonii La1 Nestle

Snow Brand Milk Products Co. Ltd.
L. acidophilus SBT-20621

B. longum SBT 29281

Institute Rosell
L. rhamnosus Roo11

L. acidophilus Roos2

Yakult
L. casei Shirota
B. breve Yakult

Foneterra
B. lactis HNo19 (DR10)
L. rhamnosus HNoo1 (DR20)

Probi AB
L. plantarum 299V
L. rhamnosus 271

Danone
L. casei Inmunitas
B. animalis DN173010 (Bioactiva)

Essum AB

L. rhamnosus LB21

Lactococcus lactis L1A

L. reuteri SD2112 Biogaia (Raleigh, N.C.)

L. rhamnosus GG1 Vailo Dairy (Helsinki, Finlandia)

L. salivarius UCC118 University College Cork

B. longum BB536 Morinaga Milk Industry Co. Ltd.

L. acidophilus LB Lacteol Laboratory

L. paracasei F19 Medipharm
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Tradicionalmente los probidticos se han utilizado en la formulacién de
leches fermentadas, sin embargo, obedeciendo a la bisqueda de un estilo de vida
mas sano y natural por parte de los consumidores, los alimentos que actualmente
incluyen probi6ticos son muy diversos (quesos, mayonesas, helados, jugos de

frutas, barras de cereal, etc. (Ashwell, 2002).

Si bien las industrias alimenticias de Estados Unidos, Japén y Europa se
encuentran a la vanguardia en el desarrollo de alimentos funcionales, tanto en
variedad como en cantidad (Ashwell, 2002), nuestro pais no ha quedado al margen
en el interés por el agregado de bacterias probioticas a leches fermentadas y otros
alimentos. Desde principios de la década del 1990 se comercializan en Argentina
productos que declaran contener cepas de bacterias probidticas pertenecientes a
los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. Algunos ejemplos de estas cepas son:
L. casei (cepa L. casei Defensis, Actimel, Danone) y L. paracasei/Bifidobacterium
(Probio2, Yogurisimo, La Serenisima); L. casei CRL 431y L. acidophilus CRL 730
(Leche Bio, SanCor-CERELA); L. rhamnosus GG (quesos blandos probioéticos, La
Serenisima); etc. Por otro lado, durante 10 afios, se comercializ6 en nuestro pais
un queso fresco adicionado de cultivos probioticos, el denominado BioQueso
(Ilolay), desarrollado por Sucesores de A. Williner S.A. (Bella Italia, Santa Fe) en
colaboracién con el Instituto de Lactologia Industrial (UNL-CONICET, Santa Fe),
siendo el primer queso de Latinoamérica en adicionar simultdneamente cepas de
L. paracasei, L. acidophilus y B. bifidum a un queso fresco (Vinderola y col.,
2000b).

El Codigo Alimentario Argentino (CAA) no hace mencion a la incorporacion
de este tipo de microorganismos en leches fermentadas y por lo tanto, no

reglament6 todavia su uso. Por otro lado, la legislacion del MERCOSUR para
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leches fermentadas (FEPALE, Federacion Panamericana de Lecheria, 1996) solo
exige para productos que contienen bifidobacterias, niveles minimos de 106 UFC/g
(Pagano, 1998), sin hacer referencia al uso de cepas de L. casei o L. acidophilus ni
a las metodologias para el control de la viabilidad celular en alimentos.

Se considera, aunque es una caracteristica cepa dependiente, que la dosis y
la frecuencia de consumo para garantizar la efectividad de un probiotico es de
entre 109 y 10'° organismos viables diariamente. Por ello, se sugiere que los
productos que los contengan, mantengan niveles de células viables de 107-108/ml o
g, de modo que la ingesta diaria recomendada debe ser de, al menos 100 ml 6 g de
producto (Sanders y Huis in’t Veld, 1999; Ouwehand y col., 2002).

Actualmente, en Argentina se comenzo6 a trabajar sobre una normativa al
respecto, conformandose en el afio 2006 un grupo de trabajo ad hoc, a solicitud de
la Comision Nacional de Alimentos (CONAL). El principal objetivo es evaluar la
definicion y los parametros de estos productos para luego tratar su incorporaciéon
al CAA (Codigo Alimentario Argentino). Dicho grupo estd coordinado por el
Instituto Nacional de Alimentos (INAL), y en el mismo participan representantes
de la SAGyPA, la Universidad de Buenos Aires (UBA), la Universidad Nacional del
Litoral (UNL) a través del Instituto de Lactologia Industrial (INLAIN), el Centro de
Referencia para Lactobacilos (CERELA), el Centro de la Industria Lechera (CIL) y
la Camara de Fabricantes de Alimentos Dietéticos y Afines (CAFADYA), entre
otros. Hasta el momento, se han centrado en la elaboraciéon de dos protocolos, uno
relativo a cepas probioticas y el otro referente a alimentos probidticos, destinados
a establecer las exigencias necesarias para demostrar las funciones benéficas de
éstos. En una etapa siguiente se abordara el tema de los prebioticos (SAGyPA,

2007).
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5. Seleccion de cepas destinadas a la elaboracion de productos

probiéticos

La correcta seleccion de cepas constituye uno de los aspectos fundamentales
para su inclusion en un alimento probidtico. Tradicionalmente, para la
incorporacion de lactobacilos a alimentos destinados a consumo humano, se exigia
que la cepa fuese segura y de origen humano (criterio de especificidad de especies),
asi como que fuese capaz de llegar viable al TGI en altas concentraciones (107 — 109
UFC/ml) y colonizarlo (Dunne y col., 2001), ademéas de poseer alguna propiedad
que le otorgara funcionalidad al alimento. Existen estudios que demuestran que
tanto cepas de origen intestinal como no-intestinal pueden ejercer efectos
funcionales (Dogi y col., 2010) y que no es posible la colonizacion permanente del
tracto intestinal por una cepa exo6gena (Gueimonde y col., 2006) por lo que, en la
actualidad, el criterio de especificidad (cepas de humanos para humanos) ha
perdido vigor. En el futuro, probablemente, las cepas probio6ticas podran ser
seleccionadas combinando los resultados del anélisis genomico (que predeciria el
potencial genético de una bacteria para sobrevivir en el TGI y brindaria
informaciéon sobre algunas caracteristicas probidticas, como la estimulacion
inmune), de ensayos in vitro y de ensayos in vivo (Morelli, 2007). Hasta el
momento, si bien se han sugerido numerosos criterios, existe un cierto acuerdo
que establece los criterios generales para la seleccion de probioticos, incluidos en
el trabajo publicado por la FAO/WHO (2002).

De acuerdo a la revision de Valsijevic y Shah (2008), los criterios de

seleccion de cepas probitticas pueden agruparse en cuatro categorias (Tabla 2).
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Tabla 2 — Criterios de seleccion de cepas probioticas.

Tipo de criterio Propiedades
¢ Origen
¢ Patogenicidad e infectividad
Criterios de
+ Factores de virulencia (toxicidad, actividad
seguridad
metabolica y propiedades intrinsecas, por €j.,
resistencia a antibi6ticos)
+ Estabilidad genética
¢ Viabilidad durante el procesamiento y
Criterios almacenamiento
tecnoldgicos ¢ Propiedades sensoriales adecuadas
¢ Resistencia a fagos
¢ Produccibn a gran escala
¢ Tolerancia a jugos gastricos
Criterios ¢ Tolerancia a bilis
fisiologicos ¢ Adhesion a la superficie de la mucosa intestinal
¢ Alta hidrofobicidad
¢ Inmunomodulacién
¢ Actividad antagénica frente a patdgenos
gastrointestinales (Helicobacter pylori,
Salmonella, Escherichia, Candida albicans,
Criterios
etc.)
funcionales
¢ Metabolismo del colesterol
¢ Propiedades antiinflamatorias
¢ Propiedades antimutagénicas y
anticancerigenas

5.1 Criterios de seguridad

Introducciéon

El primer paso en la seleccidon de probidticos comprende la identificacion

del género y especie al que pertenece cada cepa, lo que permitira inferir
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informacion relativa a su fisiologia y a su potencial probittico. La guia publicada
por la FAO/WHO (2002) aconseja la identificacibon combinando ensayos
fenotipicos y genotipicos. Entre los primeros, se recomienda el anélisis de patrones
de fermentacion de azucares y de productos finales de fermentacion a partir de
glucosa; en relacion a los ensayos genotipicos, las herramientas moleculares mas
utilizadas para la identificacion de microorganismos son aquellas basadas en la
comparacion de moléculas altamente conservadas (como el gen que codifica para
el ARNr, conocido como ADNr) y la secuenciacion de las subunidades 16S y 23S
del ADNT. A los fines de diferenciar cepas muy relacionadas dentro de una misma
especie bacteriana, se sugiere el anélisis de perfiles de restricciéon de ADN, perfiles
plasmidicos, perfiles RAPD-PCR, etc. (Vasiljevic y Shah, 2008).

Las BAL tienen una larga tradicion como microorganismos seguros, razéon
por la cual son consideradas organismos GRAS (Generally Recognized As Safe). A
pesar de esto, se ha reportado, en escasisimas oportunidades, el aislamiento de
ciertas cepas de Lactobacillus en el torrente sanguineo y como agentes de
infecciones locales, episodios generalmente asociados a individuos
inmunocomprometidos (Husni y col., 1997; Ishibashi y Yamazaki, 2001; Cannon y
col., 2005; Salminen y col., 2006), sin constituir estas excepciones una
preocupacion en relacion a la seguridad de las BAL. Coincidiendo con lo anterior, y
aunque no se trata de una BAL, en un trabajo publicado recientemente por Ohishi
y col. (2010) se ha reportado un caso de sepsis provocada por la administracion de
Bifidobacterium como terapia probidtica en pacientes vulnerables. Otro aspecto
importante a considerar es el riesgo de que los probio6ticos presenten resistencia a
antibidticos, ya que los genes de resistencia a antibidticos (especialmente de
codificacion plasmidica) podrian ser transferidos horizontalmente a microbiota

gastrointestinal indeseable del individuo. En este sentido, se han publicado
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numerosos reportes con recomendaciones relativas a la virulencia y transferencia
de resistencia a antibio6ticos, tendientes a establecer criterios de seguridad para la
seleccion de probidticos (FAO/WHO, 2002; AFFSA, 2003; Agostoni y col., 2004).
La Autoridad Europea en Seguridad de Alimentos (EFSA, por sus siglas en inglés)
sugirio un esquema para evaluar la seguridad de microorganismos incluidos en
alimentos, similar a la propuesta de los alimentos GRAS, pero tomando en cuenta
la “experiencia en el uso” para su presuncion de seguridad. A pesar de esto, en
Europa atn no existe un documento consenso donde se establezcan los métodos a
utilizar para evaluar la seguridad de los probidticos. Durante el periodo 2002 -
2006 se llevo a cabo por EU-PROSAFE (Product Safety Enforcement Forum of
Europe) el proyecto denominado Biosafety Evaluation of Probiotic Lactic Acid
Bacteria used for Human Consumption, en el marco del cluster PROEUHEALTH
(http://proeuhealth.vtt.fi/), cuyos objetivos incluyeron, entre otros, el ensayo de la
susceptibilidad a antibioticos en BAL de origen humano, el estudio de la
transferencia de genes de resistencia a antibidticos, la deteccion de factores de
virulencia, la evaluacion de efectos inmunologicos adversos, la supervivencia,
colonizacion y estabilidad genética de probio6ticos y BAL tanto un modelo intestinal
in vitro como en voluntarios. El objetivo final del EU-PROSAFE fue proponer
recomendaciones dirigidas a ensayos de seguridad para probidticos de uso

humano, en base a la evidencia de estos estudios (Vankerkhoven y col., 2007).

5.2Criterios tecnologicos

Ademas de los efectos beneficiosos deseados, el microorganismo probiotico
seleccionado debe ser robusto en relacion al proceso de produccion de biomasa y

del alimento que le servird como vehiculo. Uno de los requisitos mas relevantes es
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garantizar su supervivencia en altas concentraciones en el producto final, asi como
su estabilidad genética y funcional durante el almacenamiento. De este modo,
durante todo el periodo de vida til del alimento, el probiotico debera ser capaz de
expresar sus efectos beneficiosos sobre la salud del consumidor, objetivo final de
su inclusion en el alimento. Para ello, mediante ensayos apropiados, se sugiere
determinar la resistencia de la cepa a los numerosos factores de estrés (oxidativo,
mecanico, osmotico, térmico, quimico y el relativo a las interacciones con otras
cepas presentes en el alimento durante la fermentacion) a que estara expuesta
durante el proceso de elaboracién y almacenamiento. Se debera garantizar
también que su incorporacion no modifique negativamente las propiedades
sensoriales del alimento. De ese modo, s6lo el estricto control de todas estas
variables de forma simultanea hara posible la produccion a gran escala del
alimento probidtico sensorialmente aceptado (Heller, 2001; Valsijevic y Shah,

2008).

5.3Criterios fisiologicos

La guia para la evaluacién de probi6ticos en alimentos redactada por la
FAO/WHO (2002) destaca especialmente la relevancia de la accion especifica del
probidtico y, contrariamente a lo que consideran muchos autores, resta
importancia al origen del microorganismo. Por esta razén, se enfatiza la necesidad
de implementar ensayos in vitro para predecir la performance de los probidticos

en humanos, previo a los ensayos in vivo.
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5.3.1 Tolerancia a acidez gastrica y a sales biliares

En el estdbmago, la secrecion de acido gastrico constituye una barrera
primaria frente a la mayoria de los microorganismos ingeridos. En el duodeno, son
los acidos biliares conjugados y, principalmente, los 4cidos biliares deconjugados,
los que ejercen actividad antimicrobiana (Dunne y col., 1999). Los probioticos
deben ser capaces de sortear estas barreras fisioldgicas para garantizar su
supervivencia y funcionalidad en el TGI. La guia FAO/WHO (2002) sugiere
evaluar preliminarmente, mediante ensayos in vitro, la tolerancia al pH y a las
sales biliares. Si bien existen diferentes procedimientos, recientemente, en el
documento resultante del proyecto europeo EU-PROSAFE (Vankerkhoven y col.,
2007) se recomienda la utilizacion de un modelo dinamico que simule la digestion

gastrica (Marteau y col., 1997; Minekus y col., 1999; Mainville y col., 2005).

5.3.2 Adherencia al epitelio intestinal

La adhesion a las células epiteliales y/o a la mucosa permite un mayor
tiempo de retencion del probiotico en el &mbito intestinal, ya que la colonizaciéon
permanente no ha sido demostrada ain para ninguna cepa, ni siquiera en
neonatos, donde la microbiota no esta aiin firmemente establecida (Walker, 2002).
En consecuencia, una caracteristica de interés de una cepa probiotica es su
capacidad de adhesion a la mucosa intestinal. Para evaluar esta propiedad, se han
propuesto numerosos métodos y modelos, desde la determinacién de
hidrofobicidad (como una medida predictiva) hasta los ensayos de adhesion a
mucus intestinal y a células epiteliales (Vesterlund y col., 2005; Gueimonde y col.,
2006; Morelli, 2007).
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5.4Criterios probiéticos o de funcionalidad

La guia FAO/WHO (2002) establece que los efectos funcionales
demostrados in vitro para una cepa serviran para realizar una “preseleccion” de
microorganismos potencialmente probioticos. Posteriormente, estos ensayos
deberan ser validados mediante ensayos in vivo, pasando desde modelos animales
hasta ensayos en humanos.

Numerosos efectos beneficiosos adjudicados a los probioticos han sido
extensamente documentados en ensayos clinicos aleatorizados, a doble ciego y con
control de placebos, mientras que otros so6lo aparecen como efectos
potencialmente promisorios demostrados en lineas celulares o modelos animales.
Es importante remarcar que, como se mencion6 anteriormente, los efectos
probidticos son especificos de una cepa y por lo tanto, no se puede extrapolar
ninguno de sus beneficios a otras cepas, aunque pertenezcan a la misma especie.
De este modo, para cada cepa en particular sera necesario demostrar claramente
qué propiedad(es) probiotica(s) ejerce(n) sobre la salud del consumidor. A
continuaciéon se describen brevemente algunos de los efectos funcionales

adjudicados a los probioticos.

5.4.1 Ejemplo de efectos probidticos

La estimulacion de la respuesta inmune es uno de los criterios probioticos
de seleccion que han adquirido mayor relevancia en la actualidad, ya que es la base
fisiologica de otros efectos como la prevencion de infecciones, el control de la
enfermedad inflamatoria intestinal, la prevencion de ciertos canceres, etc. Las

células del epitelio intestinal se hallan en contacto directo con la microbiota
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intestinal, interactuando asimismo con el sistema inmune asociado a la mucosa
intestinal. Una de las hipotesis sugiere que las bacterias probidticas activarian de
algin modo el sistema inmunitario, mediante mecanismos altamente complejos, al
interactuar con las células epiteliales y las células inmunes de la 1damina propia
(Valsijevic y Shah, 2008). Sin embargo, y a pesar de que numerosos estudios
demuestran el potencial inmunomodulatorio de los probiodticos (mediante la
prevencion de alergias e infecciones por patogenos intestinales, desérdenes
inflamatorios, etc.), aiin existen incertidumbres vinculadas con la validez de estos
resultados, debido a que muchos de los experimentos no han sido adecuadamente
disenados (Valsijevic y Shah, 2008). Por esta razon, actualmente se recomienda
investigar los efectos inmunomodulatorios de los probi6ticos en modelos animales
mediante estudios cuidadosamente disefiados, que incluyan analisis de
proliferacion de células productoras de IgA e IgA secretoria en contenido
intestinal, de citoquinas reguladoras y proinflamatorias, estudios de alergias,
autoinmunidad, etc. (Ezendam y van Loveren, 2006; Valsijevic y Shah, 2008). En
este sentido, numerosos trabajos han demostrado los efectos benéficos de las BAL
y los productos fermentados en la activacion de la respuesta inmune tanto
especifica como no especifica (Gill, 1998; Matar y col., 2001; Perdigon y col., 2001;
Isolauri y col., 2004; Vinderola y col., 2004). Asi por ejemplo, algunas cepas de
Lactobacillus (DN 114 001, por ejemplo) disminuyen la sintesis de interleuquina-8
y puede regular la liberacion espontanea de TNF-o por tejido inflamado vy,
asimismo, la respuesta inflamatoria inducida por E. coli (Llopis y col., 2009).
Dentro de los productos lacteos fermentados que contienen BAL, se ha demostrado
que tanto el Bioqueso Ilolay Vita (Medici y col., 2004) como el kefir (Vinderola y
col., 2006), son capaces de inducir un efecto benéfico sobre la mucosa intestinal, lo

cual se ve reflejado por un aumento en el nimero de células productoras de IgA y
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en la produccion de citoquinas pro-inflamatorias, sin ejercer dafnos en los tejidos.
Asimismo, a partir de estudios realizados en humanos se puede concluir, por
ejemplo, que la administracion de L. rhamnosus GG aceleraria el periodo de
curacion del eczema atopico, aunque no resulta efectiva para el tratamiento de
otras alergias (asma, rinitis, etc.) (Ezendam y van Loveren, 2006).

Otros efectos adjudicados al consumo de ciertas cepas de bacterias
probiodticas incluyen actividad antagobnica frente a patdégenos intestinales,
prevencion de ciertos tipo de canceres (Hirayama y Rafter, 2000), mejora de
alergias (Aldinucci y col., 2002), disminucion de los niveles de colesterol (Liong y
Shah, 2005), capacidad antimutagénica y anticarcinogénica (Ohashi, 2000). Se ha
relacionado ademas, al consumo de leches fermentadas con la mejora de cuadros
de diarrea infantil ocasionada por rotavirus, diarrea inducida por tratamientos con
antibioticos (Sazawal y col., 2006), diarrea del viajero, constipacion, encefalopatia
hepatica y gastritis por Helicobacter pylori, entre otros (Wang y col., 2004),
ademéas de prevenir la vaginitis recurrente en mujeres (Chandan, 1999) y el
sindrome del intestino irritable (Guandalini, 2002). Asimismo, muchos estudios
demuestran el efecto benéfico de las bacterias del yogur (L. delbrueckii subsp.
bulgaricus y S. thermophilus) frente a ciertos desordenes intestinales (Fuller,
1991; Goldin, 1998; de Moreno de LeBlanc y Perdigon, 2004; Guarner y col.,

2005).
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6. La problematica del manejo industrial de las bacterias

probidticas

6.1 Técnicas de recuento de células viables

Actualmente los productos probidticos se estandarizan basdndose en los
recuentos de células viables, con la presuncion de que es éste el factor
determinante de la funcionalidad de los mismos (Sanders y Huis in’t Veld, 1999).
Para llevar a cabo dicho control de viabilidad, es necesario disponer de métodos de
rutina rapidos y confiables, que permitan hacer un seguimiento de los cambios
microbiologicos desde el momento de la elaboracién y durante su almacenamiento
refrigerado hasta la fecha de vencimiento del producto. Los diferentes organismos
internacionales dedicados a la regulacion de alimentos han establecido estandares
de requerimientos minimos de 10® — 107 UFC/g para L. acidophilus y/o
bifidobacterias en leches fementadas (IDF, 1992; Shah, 2000; Bibiloni y col.,
2001). Este tipo de productos lacteos representan los alimentos probidticos mas
populares, siendo L. acidophilus, L. casei/paracasei y B. lactis las especies
predominantes (Yeung y col., 2002; Fasoli y col., 2003; Gueimonde y col., 2004;
Masco y col.,, 2005). La presencia de multiples especies fisiologicamente
relacionadas en un mismo producto determina que la enumeracion selectiva o
diferencial de las bacterias probidticas resulte compleja o imposible, debido a su
similitud en los requerimientos nutricionales y al solapamiento de perfiles
bioquimicos entre especies (Tabasco y col., 2007). Este hecho dificulta el control
de calidad y el establecimiento de normas oficiales, ocasionando una situacién de
verdadera confusion a nivel de industrias y de organizaciones de regulacion en lo

que respecta a la recomendacion de medios de cultivo apropiados para el control
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de células viables en productos lacteos fermentados. Por esta razon, las empresas
que elaboran alimentos probidticos manifiestan permanentemente su interés en el
desarrollo y la aplicacion de metodologias que permitan obtener un recuento
confiable de las bacterias probioticas y que, ademas, sean rapidas, y econémicas
(Talwalkar y Kailasapathy, 2004). Se han propuesto numerosos medios de cultivo
para una enumeracion selectiva y/o diferencial de lactobacilos y bifidobacterias,
aislados o combinados en cultivos comerciales o en productos (Charteris y col.,
1997; Shah, 2000; Roy, 2001; Talwalkar y Kailasapathy, 2004; Masco y col., 2005;
Van de Casteele y col., 2006). Con el objetivo de cubrir un amplio espectro de
especies, la mayoria de dichos medios de cultivo posee una composicion compleja
que incluye antibioticos, colorantes, sales organicas o minerales como agentes
selectivos (Tabasco y col., 2007). Diversos estudios de este tipo han informado
resultados satisfactorios para diferentes combinaciones de especies microbianas
(Dave y Shah, 1997; Vinderola y Reinheimer, 1999; Lourens y col., 2000;
Vinderola y col., 2000). No obstante, la gran variedad de productos y cepas
determinan que no exista un medio universal para el recuento de un probidtico
(Roy, 2001), sino que para cada producto se deba adaptar o disefiar un medio de

cultivo particular.

6.2Sobrevida de las bacterias probidticas en los productos lacteos

Para cumplir el rol probiotico es altamente deseable que la célula bacteriana
llegue viable al TGI. Para ello, el microorganismo no s6lo debe superar las barreras
fisiologicas a lo largo de este nicho ecologico sino que, previamente, debe
sobrevivir en el alimento que le sirve como vehiculo durante la elaboraciéon y

almacenamiento del mismo hasta el momento del consumo (Sanz y col., 2003;
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Senoranzy col., 2003).

La gran susceptibilidad de ciertas cepas a condiciones de estrés (acidez,
temperatura, baja actividad acuosa, etc.) ha llevado, tanto a investigadores como a
industriales, a la bisqueda de nuevas cepas funcionales, méas adecuadas para su
aplicacion tecnolbgica. Los primeros pasos en la produccion de cultivos
probioticos incluyen su cultivo a gran escala en un medio apropiado, una serie de
lavados de las células y su posterior deshidratacion o congelamiento. En general,
estos microorganismos pueden soportar manipulaciones bajo condiciones
rigurosas como el almacenamiento a -20°C o temperaturas aun inferiores o la
liofilizacién, siendo mucho mas susceptibles al secado spray (Joppen, 2006).
Cuando se requieren periodos de almacenamiento muy prolongados o bien,
cuando el producto va ser expuesto a condiciones desfavorables durante su
conservacion, la microencapsulaciéon surge como una opciéon (Mattila-Sandholm y
col., 2002; Champagne y Furtier, 2007), aunque no esté desarrollada atin a nivel
comercial.

En la actualidad, son cada vez mas diversas las matrices alimentarias
usadas como vehiculos de bacterias probioticas, entre ellas, productos vegetales
fermentados (aceitunas, chucrut, productos a base de soja y cereales) y productos
carnicos (pescados fermentados, salchichas y otros embutidos), entre otros
(Cruchet, 2007). No obstante, son los productos lacteos fermentados los que
representan la mayor parte del mercado de los probidticos. Algunas propiedades
fisicoquimicas de ciertos alimentos limitan de un modo importante la viabilidad de
las cepas probiodticas. Son numerosos los estudios destinados a monitorear la
supervivencia de las bacterias probioticas presentes en leches fermentadas
durante su almacenamiento refrigerado (Rius y col., 1994; Vinderola y col., 1999;

Shah, 2000) encontrandose resultados muy variables que parecen depender, entre
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otros factores, de las cepas empleadas y el tipo de producto usado. En Argentina,
aun existe la tendencia de elaborar yogures y leches fermentadas con niveles de
acidez relativamente elevados (valores de pH de 4,5 a 4,0 e incluso menores).
Estas condiciones estresantes pueden ocasionar, dependiendo de las cepas
empleadas, pérdidas importantes en la viabilidad de la microbiota probiética
(Vinderola y col., 1999).

Desde hace mas de una década y, obedeciendo a las exigencias del
mercado, se han comenzado a emplear bacterias probidticas como starters
adjuntos para la elaboracion de diferentes tipos de quesos (Shah, 2004). La
mayoria de estos quesos probioticos utilizan cultivos puros o mixtos de
bifidobacterias, L. acidophilus y/o L. casei/paracasei (Vinderola y col., 2000b;
Ong y col., 2006). La incorporacion de microorganismos probidticos a quesos
resulta una alternativa interesante para afrontar el problema de la sobrevida hasta
el momento del consumo, debido a las condiciones de acidez menos marcadas (en
relacion a las leches fermentadas), la existencia de una matriz mas cerrada y
compacta (que determina niveles de oxigeno relativamente bajos) y el mayor
contenido de grasa, que podrian ejercer un efecto protector sobre las cepas

probidticas agregadas (Stanton y col., 1998).
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Objetivos

Objetivo general

Caracterizar cepas autdctonas de Lactobacillus aisladas de neonatos
santafesinos para ser empleadas como cultivos probidticos en alimentos
funcionales. Adecuar herramientas moleculares para la deteccion de su presencia

en diversos productos alimenticios.

Objetivos particulares

Identificar las cepas mediante técnicas moleculares.

Detectar su presencia en alimentos fermentados.

Determinar la capacidad de desarrollo y sobrevida en medios lacteos.
Determinar la resistencia a factores de estrés tecnolégicos.
Determinar la resistencia a barreras biologicas.

Evaluar la seguridad y funcionalidad de las cepas.
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Materiales y Métodos

1. Cepas utilizadas

1.1 Origen

Las cepas utilizadas en este estudio se indican en la Tabla 3. Las 3 primeras
cepas fueron aisladas a partir de neonatos santafesinos como parte de un trabajo de
investigacion previo (Vinderola y col., 2008) y fueron conservadas en la coleccion
del INLAIN. Los resultados obtenidos preliminarmente indican que poseen
potencial probiodtico, razoén por la cual fueron seleccionadas para este estudio.
Asimismo, se incluyeron como referencia cepas comerciales (con propiedades
probioticas ya demostradas) y una cepa de coleccion, pertenecientes a las mismas

especies bacterianas que las cepas en estudio.

Tabla 3 — Microorganismos utilizados en el presente estudio.

CEPA ORIGEN REFERENCIA

L. paracasei JP1 2 Coleccion INLAIN Vinderola y col., 2008
L. rhamnosus 64 @ Coleccion INLAIN Vinderola y col., 2008
L. gasseri 37« Coleccion INLAIN Vinderola y col., 2008
L. paracasei DN114001 Danone

L. rhamnosus GG Valio

L. gasseri ATCC 33323 ATCC Azcarate y col., 2008

a La identidad de las cepas fue confirmada por secuenciacion de un fragmento del gen 16S ADNr.
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1.2 Condiciones de cultivo y conservacion

Las cepas se cultivaron en caldo o agar MRS (Britania, Argentina), a 37°C en
aerobiosis. Para su conservacion en el cepario del INLAIN, cultivos overnight (12-
16 h) se inocularon (10 % v/v) en 1 ml de caldo MRS adicionado de glicerol (15 %

v/v) como agente crioprotector, y se congelaron (-20°C y -70°C).

2. Identificacion de las cepas y analisis de su diversidad genética

2.1 Extraccion de ADN total

A partir de cultivos (10 ml) overnight (caldo MRS, 37°C) de las cepas, se aislo
ADN total de acuerdo a Foley y col. (1998) con la siguiente modificacion: las células
se lavaron con buffer TSE (Tris pH 8,0 50 mM, sacarosa 6,7 % p/v, EDTA 1 mM) y
se resuspendieron en el mismo buffer adicionado con 30 mg/ml de lisozima
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) y 200 U/ml de mutanolisina (Sigma-Aldrich),
incubando la suspensiéon durante 1 h sobre hielo. El lisado se traté con 125 ul de
SDS 10 % (p/v) y 0,4 mg/ml de proteinasa K (GE Healthcare, Little Chalfont,
Buckingamshire, UK), durante 30 min a 65°C, agregando 50 mg/ml de RNasa A
(GE Healthcare) e incubando durante 30 min adicionales a la misma temperatura.
Se realizaron tres extracciones con fenol-cloroformo (50 % v/v) en presencia de 0,3
M de acetato de sodio (pH 5,0), precipitando luego el ADN con isopropanol frio
(4°C). El pellet se lavd dos veces con etanol 70 % (v/v) y se resuspendié en 10 mM
Tris-HCl (pH 8,0) para luego ser conservado a —20°C. Se determiné su
concentracion mediante electroforesis en gel de agarosa 0,8 % (p/v) (Sambrook y
Russell, 2001).

42



Materiales y Métodos

2.2 Secuenciacion de un fragmento del gen 16S ADNr

Debido a que en un trabajo previo (Vinderola y col., 2008) las cepas se habian
identificado preliminarmente mediante el test de fermentacion de azticares (galeria
API 50) y el empleo de sondas especificas de especie, la identidad de las cepas se
confirm6 mediante la amplificacién por PCR y secuenciacién de un fragmento de
348 bp perteneciente al gen que codifica para el 16S ARNT, utilizando los primers
universales Y1 y Y2 (Young y col., 1991). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo
utilizando 1 pl de ADN (diluido 10-50 veces) como templado, 2,5 U de Taq ADN
Polimerasa (GE Healthcare), 200 nM de dNTPs (GE Healthcare) y 400 nM de cada
primer (Sigma-Genosys, The Woodlands, TX, USA), en un volumen final de 50 pl,
incluyendo un control negativo (sin ADN) de reaccion. Las amplificaciones se
llevaron a cabo en un termociclador GeneAmp PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, CA USA) bajo las condiciones indicadas en la Tabla 5. Los productos de
amplificacion se separaron en un gel de agarosa (1,5 % p/v) en buffer TBE, se
tiferon con bromuro de etidio y se visualizaron bajo luz UV (Sambrook y Russell,
2001). Los amplicones se purificaron por medio de las columnas MicroSpin (GE
Healthcare) y se determin6 su secuencia nucleotidica por “primer extension”
(Servicio de Secuenciacién de Macrogen, Corea). Las secuencias se ensamblaron y
compararon empleando el software Vector NTI 9.0.0 (Informax) y la identidad de
las cepas se determin6é mediante analisis BLAST de las secuencias genomicas

disponibles en las bases de datos.
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2.3 Diversidad genética de las cepas (perfiles RAPD-PCR)

Parar evaluar la diversidad genética de cepas mediante RAPD se utiliz6 como
templado 1 ul de ADN total de las cepas (diluido 10-50 veces), 200 uM de dANTPs y
2,5 unidades de Taq Polimerasa. En tres reacciones independientes, se incluyeron
los siguientes primers: M13 (2 uM; Huey y Hall, 1989), B1o (0,5 uM; Binetti y col.,
2007) y 1254 (0,8 uM; Akopyanz y col., 1992). Las condiciones de amplificacion se
detallan en la Tabla 4. Los productos de las reacciones se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa (1,0-1,5 % p/v) para su posterior tincién con

bromuro de etidio y visualizacion bajo luz UV (Sambrook y Russell, 2001).

3. Deteccion e identificacion de cepas en matrices alimentarias

mediante técnicas moleculares

3.1 Extraccién de ADN total a partir de productos comerciales

Se seleccionaron muestras de leches fermentadas y quesos comerciales
(Actimel, Activia y Bioqueso Ilolay Vita), y elaborados en el INLAIN (cepas en
estudio + S.thermophilus Jo1 para leches fermentadas y 73, 77, 90, 91 para quesos)
cuya microflora esta integrada por bacterias lacticas starters y bacterias
probioticas. La extraccion de ADN a partir de las muestras se realizé de acuerdo a
la metodologia de Ogier y col. (2004) modificada por Flérez y col. (2006). Para
ello, se tomaron 10 g (queso) 6 10 ml (leche fementada) del producto en esterilidad
y se disolvieron en 45 ml de citrato de sodio 2 % (p/v), disgregando y

homogeneizando la muestra en una licuadora (previamente esterilizada); se
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agregaron 50 mg de pronasa (Roche, Basel, Suiza) y 100 ul de f-mercaptoetanol
(Sigma-Aldrich). La mezcla se incub6é a 52°C durante 3 h, agitando
periédicamente. Posteriormente, se centrifugd (15 minutos, 5°C, 4000 x g) y el
pellet se lavé dos veces con agua bidestilada estéril. Las células se resuspendieron
en 500 ul de buffer TSE, la suspensién se incub6 durante 10 minutos en hielo y
luego se trat6 con, aproximadamente, 300 mg de “glass beads” (150-200 um,
Sigma-Aldrich) y 300 ul de fenol-cloroformo (50 % v/v), agitando (vortex) la
mezcla durante 6 minutos. Se centrifug6 (10 minutos, 5°C, 9300 x g) y se pasoé la
fase acuosa (superior) a un tubo limpio. Se procedi6 a la extraccion, precipitacion y
lavado del ADN total, de acuerdo a protocolos estidndar (Sambrook y Russell,

2001).

3.2 Deteccion e identificacion de las cepas en diferentes matrices alimentarias

Teniendo en cuenta la identidad de las cepas en estudio, se seleccionaron
sondas especificas de cada especie (Tilsala-Timisjiarvi y Altossava, 1997; Walter y
col., 2000; Kwon y col, 2004) que amplifican fragmentos gendémicos
comprendidos entre los genes que codifican para las subunidades 16S y 23S del
ARNr. Las reacciones de PCR se realizaron empleando 1 ul de ADN (diluido 10-50
veces) como templado, 2,5 U de Taq ADN Polimerasa, 200 nM de dNTPs y el tipo y
cantidad de primer especifico para cada especie, segiin se detalla en la Tabla 4, en
un volumen final de 25 ul, e incluyendo un control negativo de reactivos (sin
ADN). Como control positivo de reaccion se utiliz6 ADN de cepas comerciales o de

coleccidn, pertenecientes a las mismas especies bacterianas en estudio. Las
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condiciones de amplificaciéon se indican en la Tabla 5. Los productos de PCR se

separaron geles de agarosa (1,5 % p/v) (Sambrook y Russell, 2001).

4. Capacidad de desarrollo de las cepas en diferentes medios de cultivo

Se determiné la capacidad de desarrollo de las cepas en leche y subproductos
de bajo costo de la industria lactea (sueros de queso y de manteca) suplementados
con una fuente externa de nitréogeno (Burns y col.,, 2008). Para ello, cultivos
overnight (caldo MRS, 37°C) de las cepas en estudio se lavaron dos veces con
buffer PBS (KH.PO4 40 mM, K.HPO, 60 mM, pH 7,0), resuspendiendo las células
en 10 ml del mismo buffer. A partir de estas suspensiones bacterianas se
inocularon (2 % v/v) 150 ml de cada uno de los medios a ensayar: leche
descremada estéril reconstituida (10 % p/v); suero de manteca (7,8 % p/v) y suero
de queso (5 % p/v), adicionados (0,3 % p/v) de extracto de levadura (Britania,
Argentina). Asimismo, se utiliz6 caldo MRS como medio de cultivo control. Los
cultivos se alicuotaron de a 10 ml, incubandose en un bano a 37°C durante 24 h.
Cada dos horas se midi6 (por duplicado) el pH y se determiné el namero de células

viables (agar MRS, 37°C, 48 h).
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Tabla 4- Primers, concentracion de dNTPs y tamafio de los fragmentos amplificados en las

diferentes reacciones de PCR.

PRIMER SECUENCIA 5°- 3~ [PRIMERS] | [DNTPS] | TAMANO DEL| REFERENCIA
(uM) (uM) FRAGMENTO
(bp)
Y1 TGGCTCAGGACGAACGGTCGCGG 0,4 200 348 Young y col., 1991
Y2 CCTACTGCTGCCTCCGTAGGAGT
1254 CCGCAGCCAA 0,8 200 Akopyanz y col.,
1992
Mi3 GAGGGTGGCGGTTCT 2 200 Huey y Hall, 1989
Bio CTGCTGGGAC 0,5 200 Binettiy col.,
2007
Grupo L. casei @
IDL11F TGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCG 0,4 200 727 Kwon y col.,
IDLo3R CACTTCTCCGGTTTGTCA 2004
L. rhamnosus
PRI CAGACTGAAAGTCTGACGG 2 200 186 Tilsala-
RHATII GCGATGCGAATTTCTATTATT Timisjiarvi y
Alatossava, 1997
IDLo4F AGGGTGAAGTCGTAACAAGAGCC Kwon y col.,
IDL73R GCCAACAAGCTATGTGTTCGCTTGC 2004
L. gasseri
GASI GAGTGCGAGACACTAAAG 0,4 200 245 Walter y col.,
GASII CTATTTCAAGTTGAGTTTCTCT 2000
S. thermophilus
Sth1 CACTATGCTCAGAATACA 0,5 200 968 Lick y col., 1996
Sth2 CGAACAGCATTGATGTTA
Bifidobacterium
Lm26 GATTCTGGCTCAGGATGAACG 1 300 1350 Kaufmann y col.,
Lm23 CGGGTGCTICCCACTTTCATG 1997
Lactococcus
lactis
I-cF CTTCGTTATGATTTTACA 2 200 933 Corroler y col.,
I-cR CAATATCAACAATTCCAT 1998
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L. plantarum AGGGTGAAGTCGTAACAAGAGCC
IDLo4F CTAGTGGTAACAGTTGATTAAAACTGC 0,4 200 428 Kwon y col.,
IDL62R 2004
L. delbrueckii
IDL31F CTGTGCTACACCTAGAGATAGGTGG 0,4 200 184 Kwon y col.,
IDLo3R CACTTCTCCGGTTTGTCA 2004
aE] grupo L. caset incluye las especies L. caset, L. paracasei, L. rhamnosus y L. zeae.
Tabla 5- Condiciones de amplificacion utilizadas en las diferentes reacciones de PCR
ESPECIE/ CICLO N° DE CICLO
PRIMER(S) GENERO INICIAL | CICLOS | DESNATURALIZACION | ANNEALING | EXTENSION | FINAL
Y1/Y2 94°C 35 94°C 61°C 720C 720C
1 min 30 seg 30 seg 30 seg 7 min
1254 4 94°C 36°C 72°C 720C
5 min 5 min 5 min 7 min
30 94°C 36°C 720C
1min 1min 2 min
Mi3 94°C 35 94°C 45°C 72 °C 72°C
3 min 2 min 20 seg 2 min 7 min
Bio 30 94°C 36°C 72°C 720C
1 min 2 min 2 min 7 min
IDL11F/IDLO3R | Grupo L. casei @ | 94°C 35 94°C 60°C 72°C 720C
IDL04F/IDL22R | L. acidophilus 3 min 45 seg 40 seg 45 seg 7 min
IDL31F/IDLo3R | L. delbrueckii
PRI/RHAII L. rhamnosus 94°C 35 94°C 55°C 72°C 720C
IDLo4F/IDL73R | L. rhamnosus 3 min 45 seg 45 seg 1,5min 7 min
IDLo4F/IDL32R | L .plantarum
GASI /GASII L. gasseri
STH1/STH2 S. thermophilus
Lm26/lm23 Bifidobacterium
1-cF/1-cR L. lactis 94°C 35 94°C 45°C 72°C 72°C
3 min 45 seg 30 seg 2min 7 min

aE] grupo L. casei incluye las especies L. casei, L. paracasei, L. rhamnosus y L. zeae.
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5. Desarrollo en medios de cultivos selectivos/diferenciales para el

recuento de bacterias probiéticas

Se determind la respuesta (recuperacion celular) en medios de cultivo
selectivos/diferenciales empleados en el INLAIN para el control de viabilidad de
bacterias probidticas en productos lacteos fermentados comerciales, segin
Vinderola y Reinheimer (2000).

La experiencia se llevo a cabo a partir de cultivos overnight (caldo MRS, 37°C)
de las cepas en estudio, determinando el nimero de células viables (agar MRS,
37°C, 48 h) en diferentes condiciones. Los medios ensayados fueron agar MRS-LP
(agar MRS adicionado de cloruro de litio 0,2; 0,25; 0,3 vy 0,4 % p/v; y acido
propioénico 0,3; 0,4; 0,45y 0,6 % p/v) y agar MRS-B (agar MRS adicionado de bilis
bovina 0,15; 0,2; 0,25y 0,3 % p/v). Como control de desarrollo se utiliz6 agar MRS.
Se ensayaron diferentes concentraciones de los agentes selectivos para determinar
la respuesta en caso de que sea necesario aumentar las mismas para lograr una
adecuada inhibicién de los cultivos iniciadores que podrian acompanar a las cepas

en un producto lacteo fermentado.

6. Resistencia a factores de estrés tecnologicos

6.1 Tolerancia a la acidez lactica durante el almacenamiento refrigerado y

resistencia a barreras gastrointestinales

Se determiné la capacidad de sobrevida de las cepas en estudio suspendidas
en leche descremada (10 % p/v) o leche descremada acidificada (pH 4,5 con acido
lactico 85 % v/v) durante el almacenamiento refrigerado (4 semanas, 5°C), segin
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Vinderola y col. (2000a). Cultivos overnight (caldo MRS, 37°C) se lavaron dos
veces con buffer PBS (pH 7,0), resuspendiendo las células en el medio
correspondiente, hasta un nivel inicial de 107-108 UFC/ml. Las suspensiones
bacterianas se alicuotaron en tubos estériles (15 ml) sin dejar espacio de cabeza, y
se conservaron a 5°C durante 4 semanas. A tiempo inicial y a los 30 dias, se
realizaron recuentos de células viables (agar MRS, 37°C, 48 h). Asimismo, a partir
de estas muestras se ensayo la resistencia a barreras gastrointestinales como una
medida in vitro de funcionalidad. Para ello, cada suspensiéon se diluy6 (1:1) con
solucion salina (SS) 2X (SS: CaCl. 0,22 g/l; NaCl 6,2 g/1; KCI 2,2 g/l; NaHCO; 1,2
g/1) conteniendo 0,6 % (p/v) de pepsina bovina (Merck) y se incub6 en un bafio
termostatizado a 37°C, con agitacién y control dindmico de pH, acidificando
gradualmente desde pH 5,0 hasta pH 2,5 en un periodo de 90 min (Fig. 3),
mediante el agregado de volimenes variables de HCl 1 M y 0,1 M (digesti6on
gastrica), de acuerdo a Marteau y col. (1997). A los 0, 60, 70, 80 y 90 min se

realizaron recuentos de células viables (agar MRS, 37°C, 48 h).
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Figura 3- Evolucién del pH durante la digestiéon gastrica simulada (adaptado de Marteau y col.,

1997).

Luego de los 90 minutos se tomd una alicuota de la suspensiéon celular, se

centrifug6d (10 minutos, 5°C, 9300 x g), se elimind el sobrenadante y el pellet se
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resuspendio en una solucioén de bilis bovina (Sigma)-pancreatina (Sigma) (0,3 %
p/v de bilis bovina y 0,1 % p/v de pancreatina) disuelta en buffer PBS (0,1 M pH
8,0). Esta suspensiéon se mantuvo, con agitacion, a 37°C durante 60 minutos

(digestion intestinal) y luego se realiz6é un recuento celular (agar MRS, 37°C, 48 h).

6.2 Viabilidad de concentrados congelados a -20°C y -70°C durante el

almacenamiento a largo plazo (12 meses)

Cultivos overnight (caldo MRS, 37°C) de las cepas en estudio se centrifugaron
(10 minutos, 5°C, 4000 x g), se lavaron con buffer PBS (pH 7,0) y se
resuspendieron en leche descremada reconstituida (10 % p/v), suero de queso (10
% p/v) y suero de manteca (10 % p/v) o MRS adicionado de glicerol (15 % v/v)
como crioprotector (medio de referencia). Las suspensiones se congelaron (-20°C
y -70°C) y se determin6 mensualmente el nimero de células viables (agar MRS,

37°C, 48 h) durante 12 meses de conservacion.

6.3 Tolerancia a sales (NaCl y KCI)

Se determiné la resistencia a sales comiinmente empleadas en la elaboraciéon
de quesos, segin Vinderola y col. (2002). Para esto, se evalu6 el desarrollo de las
cepas en caldo MRS adicionado de NaCl y KCI.

A partir de un cultivo overnight (caldo MRS, 37°C) de cada cepa, se
inocularon (2 % v/v) tubos conteniendo caldo MRS-NaCl (1 % y 2 % p/v) y MRS-
KCl (1 % y 2 % p/v). Como control de desarrollo, se utiliz6 un cultivo de la cepa en

caldo MRS. La incubacidon se llevo a cabo durante 24 h a 37°C en bano
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termostatizado y se midi6 la Absorbancia a A=560 nm. Una vez obtenidos los

valores, se calcul6 el crecimiento relativo segin la férmula siguiente:

Crecimiento relativo = Anaci/kcl /Acontrol X 100
donde: Anacykct ¥ Acontrol SON los valores de absorbancia correspondiente a los

cultivos desarrollados en caldo MRS+sal (NaCl o KCl) y MRS, respectivamente.

7. Resistencia a barreras biolégicas. Digestion gastrointestinal

simulada: acidez gastrica, resistencia a bilis-pancreatina

Un cultivo overnight (caldo MRS, 37°C) de cada cepa se inocul6 al 1 % (v/v)
en 40 ml de caldo MRS, incubando durante 16 h a 37°C. Las células se cosecharon
y se lavaron dos veces con buffer PBS (pH 7,0) estéril y el pellet se resuspendi6 en
20 ml de solucién salina (SS) o 20 ml de leche descremada estéril (10 % p/v).
Asimismo, se utilizé un cultivo overnight (16 h, 37°C) de la cepa en leche (20 ml).
En todos los casos, a los 20 ml de suspension o cultivo se le adicion6 un volumen
igual de SS (a la suspensién original en SS) o SS 2x (a la suspension en leche y al
cultivo en leche) conteniendo 0,6 % (p/v) de pepsina bovina (Merck). La
suspension se incub6 en un bano termostatizado a 37°C, con agitacion y control
dindmico de pH, acidificando gradualmente desde pH 5,0 hasta pH 2,5 en un
periodo de 90 min (Figura 3), mediante el agregado de volimenes variables de HCI
1 My 0,1 M (digestion gastrica), de acuerdo a Marteau y col. (1997). A los 0, 60, 70,
80 y 90 min se realizaron recuentos de células viables (agar MRS, 37°C, 48 h).
Luego de los 90 minutos se tom6 una alicuota de la suspensién celular, se
centrifugd (10 minutos, 5°C, 9300 x g), se eliminé el sobrenadante y el pellet se

resuspendio en una solucioén de bilis bovina (Sigma)-pancreatina (Sigma) (0,3 %
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p/v de bilis bovina y 0,1 % p/v de pancreatina) disuelta en buffer PBS (0,1 M pH
8,0). Esta suspension se mantuvo, con agitacion, a 37°C durante 60 minutos

(digestion intestinal) y luego se realiz6 un recuento celular (agar MRS, 37°C, 48 h).

8. Seguridad y funcionalidad in vitro

8.1 Seguridad: resistencia a antibioticos

Cultivos frescos de las cepas se estriaron en agar MRS (37°C, 48 h) y, a
partir de una colonia aislada, se realizo6 una segunda estria en placas de agar LSM
(90 % v/v de agar Isosensitest, 10 % v/v de agar MRS, Oxoid Ltd., Hampshire,
Inglaterra), con incubacion bajo las mismas condiciones anteriores. Se
suspendieron 1-10 colonias en 1 ml de solucién salina (NaCl 0,9 % p/v), de modo
de asegurar una densidad equivalente al estindar 1 de la escala McFarland. Con
esta suspension se impregnd un hisopo estéril y se distribuyd sobre la superficie de
placas de agar LSM, 3 veces por placa, rotando la misma 60° cada vez para
distribuir uniformemente el indculo. Las placas se secaron (20 min,
aproximadamente) en cabina de flujo laminar y sobre ellas se aplicaron, en
esterilidad, las tiras E-test® (AB Biodisk, Oxoid Inc., Ontario, Canada), para
determinar la resistencia de las cepas frente a los siguientes antibioticos:
cloramfenicol, eritromicina, estreptomicina, tetraciclina y vancomicina. Las placas
se incubaron a 37°C durante 48 h y luego se leyeron los valores de Concentracion

Inhibitoria Minima (CIM) segun las indicaciones del fabricante.
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8.2 Funcionalidad: hidrofobicidad superficial

Este ensayo cuantifica la tendencia que poseen los lactobacilos para pasar de
una fase polar (buffer fosfato de potasio) a otra hidrofébica o no polar (n-
hexadecano u otro hidrocarburo). La medida de hidrofobicidad es un indicador
primario del potencial de adhesion de las cepas a las superficies mucosas (Pérez y
col., 1998).

La particién de cultivos puros en fase acuosa-fase organica fue determinada
segun Vinderola y Reinheimer (2003). Se centrifugaron (5 min, 5°C, 4000 x g)
cultivos frescos (fase estacionaria) de las cepas en estudio, lavando luego los pellets
dos veces con buffer PBS (pH 7,0), para resuspenderlos en el mismo buffer hasta
una Absorbancia (A=560 nm) de, aproximadamente, 1 (Ao,). 3 ml de esta
suspension celular se pusieron en contacto con 0,6 ml de n-hexadecano y se agit6
con vortex durante 2 minutos. Las suspensiones se incubaron durante 1 h a 37°C
para permitir la separacion de las fases y se removié cuidadosamente la fase acuosa
(inferior) con aguja y jeringa, midiendo su Absorbancia (A). La hidrofobicidad
celular (H %) se calcul6 de la siguiente manera:

H % =[(Ao—A)/Ao] x 100
donde A, y A son los valores de Absorbancia antes y después de la particiéon en n-

hexadecano, respectivamente.
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9. Seguridad y funcionalidad in vivo

9.1 Animales

Se utilizaron 60 ratones hembras BALB/c de 6 semanas de edad (21 + 1 g)
provenientes de la colonia cerrada del Centro de Experimentaciones Biolbgicas y
Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del
Litoral (Esperanza, Santa Fe), el cual cuenta con habilitacion sanitaria del SENASA
y ANMAT. Los animales se alojaron en cajas de plastico transparentes en grupos de
5 animales/jaula y se mantuvieron bajo un ciclo de 12 h de luz/oscuridad (6 am-6
pm), a 21 + 1°C con una renovacion del aire de 20 veces el volumen de la sala por
hora. Los animales se aclimataron por un periodo de 7 dias antes de comenzar los
ensayos, siendo alimentados ad libitum con alimento balanceado convencional
rata-raton (Cooperacion, Buenos Aires) y agua de red. Los animales fueron
mantenidos y tratados de acuerdo a la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de

Laboratorio del NIH (National Institute of Health, USA).

9.2 Administracion oral de las cepas en estudio

Cultivos overnight (caldo MRS, 37°C) de las cepas se lavaron con buffer PBS
(pH 7,0), se resuspendieron en 100 ml de leche descremada (1 % p/v) estéril, de
modo de asegurar una concentracion de 108 UFC/ml, y se colocaron en reemplazo
del agua de bebida durante 2, 5 y 7 dias consecutivos. Dichas suspensiones
celulares se renovaron diariamente. Se verifico que no haya deposicion de células
por autoagregacion ni modificaciones en el ntimero de células viables/ml. Se
establecieron tres grupos control: control de bioterio (sacrificados al comienzo de
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la experiencia), control agua (recibieron agua como bebida) y control leche
(recibieron leche 1 % p/v como bebida). A lo largo de la experiencia, los animales
recibieron alimentacion convencional ad libitum, se midi6 el consumo de agua o
leche y se monitoreo el peso y el estado de los animales mediante la observacion del

pelaje, actividad, agresividad y comportamiento de grupo.

9.3 Seguridad: traslocacion bacteriana

Al final de cada periodo de alimentacién, los animales fueron anestesiados
intraperitonealmente con 0,2 ml de una soluciéon de ketamina (50 mg/ml), xilazina
(20 mg/ml) y acepromacina (10 mg/ml). Los animales se pesaron y fueron
sacrificados por dislocaciéon cervical, extrayéndose macrofagos peritoneales (por
lavado de la cavidad peritoneal), higado e intestino delgado y grueso. Se registro el
peso de higado y se realiz6 un homogenato en 5 ml de buffer PBS. Diluciones
seriales del homogenato se sembraron en profundidad en agar ABRV (Britania) y

se incubaron a 37°C durante 24 h (Vinderola y col., 2005).

9.4 Seguridad: examen histologico de la mucosa intestinal

Muestras de intestino delgado (zona del ileon) e intestino grueso se fijaron en
solucion de formaldehido bufferada (4% v/v), aplicando luego la técnica de Sainte-
Marie (1962) para su deshidratacion en una serie ascendente de alcoholes e
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 (Vinderola y col., 2005).
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9.5 Funcionalidad: ensayo de fagocitosis de macrofagos peritoneales

Los macréfagos peritoneales se extrajeron de la cavidad peritoneal por lavado
con 5 ml de buffer heparina sodica (0,1 % v/v) (Heparin, 5000 UI/ml) + BSA (0,3
% p/v) (Sigma) y se conservaron en bafio de hielo. La suspension se centrifugd (10
min, 5°C, 5000 x g), se lavo dos veces con la solucion de extraccion y se ajustd a
1x10° celulas/ml con cAmara de Neubauer. Se verifico que la viabilidad sea > 95 %
mediante tincién de exclusiéon con azul de tripan (Sigma). Luego, 100 pl de esta
suspension de macrofagos se puso en contacto (30 min, 37°C) con 100 ul de una
suspension de Candida albicans (1x107 celulas/ml) inactivada por calor y
opsonizada (10:1 v:v) con suero sanguineo de raton, durante 15 min a 37°C. El
porcentaje de fagocitosis se determiné como el porcentaje de macrofagos que
habian adherido o incorporado una o mas células de levaduras mediante

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

9.6 Funcionalidad: estudio de la proliferaciéon de células productoras de

IgA en lamina propia de intestino

En cortes histologicos de intestino delgado e intestino grueso se determino el
nimero de células productoras de IgA, en lamina propia, mediante
inmunofluorescencia directa empleando un anticuerpo anti-cadena o de IgA de
raton (Sigma-Aldrich) conjugado con isotiocanato de fluoresceina (Vinderola y col.,
2005). Luego de la incubacion de las muestras histologicas con el anticuerpo, se
cont6 el nimero de células fluorescentes (microscopia de fluorescencia, 400 x) y se

expreso el resultado como N© de células IgA+/10 campos observados.
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10. Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de los resultados se realizé utilizando el software
SPSS 15.0 para Windows (Statistical Package for Social Sciences, SPSS Inc., 2006).
Los datos obtenidos a partir del desarrollo en medios de cultivo
selectivos/diferenciales, de la tolerancia a sales y de los ensayos in vivo se
analizaron aplicando un test ANOVA de un factor, asumiendo varianzas iguales
(pruebas de Tukey y de Duncan). El nivel de significancia estadistica se estableci6

en P < 0,05.
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1. Identificacion de las cepas y analisis de su diversidad genética

1.1 Secuenciacion de un fragmento del gen 16S ADNr

En la Figura 4 se observan los productos de reaccion obtenidos por
amplificacion de un fragmento interno del gen 16S ADNr de las cepas en estudio,
utilizando los primers Y1 e Y2. En los 3 casos (calles 1-3) se obtuvieron fragmentos

del tamafio esperado (348 bp).

Figura 4- Amplificacion de fragmentos del gen 16S ADNr de las cepas en estudio. 1: marcador de

peso molecular (100bp, Healthcare), 2: cepa JP1; 3: cepa 64; 4: cepa 37.

Las secuencias nucleotidicas de los productos de amplificacion fueron
sometidas al analisis BLAST para determinar la identidad de las cepas. Las Figuras
5, 6 y 7 muestran los alineamientos multiples de las secuencias gendmicas
correspondientes a las cepas en estudio y a cepas cuyas secuencias estan
disponibles en las bases de datos. Como puede observarse, en todos los casos se
evidenci6 un alto grado de similitud (>98 %) con secuencias gendmicas
pertenecientes a cepas de las especies L. paracasei (cepa JP1, Fig. 5), L.
rhamnosus (cepa 64, Fig. 6) y L. gasseri (cepa 37, Fig. 7). De este modo, las cepas

fueron identificadas como L. paracasei JP1, L. rhamnosus 64 y L. gasseri 37.
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Section 1
1 10 20 30
cepa JP1 (1) === -=-—-——- TTTTGGCT [=5 BT
L. paracasei, gen 16S rRNA, LPC1 (1) -BEEETTaEaArEETrcccT gr Ll
L. paracasei , gen 165 rRNA, L7 (1) -BGAGTTTIGATCCTGECT GET e
L. paracasei gen 16S rRNA, NRIC 0638 (1) TAGAGTTTIGATCATGGCT T TT
L. paracasei gen 165 rRNA, NRIC1934 (1) TRGAGTITGATEATEECT erTe T
L. paracasei gen 16S rRNA (1) TAGAGTTITGATCATCSECT er Ll
L. paracasei gen 165 rRNA, DQ 199664 (1) ~AGAGTTIGATCCT iy BT e
L. paracasei, gen 165 rRNA, DJ1 (1) -AGRGTTTIGATECTGGCT er TT
L. paracasel, gen 16S rRNA, SFCB2-9¢ (1) -AGAGTTITGATECTCSECT gr Ly
consensus (1) AGRGTTTIGATCCTEECT cT T
cepa JP1 E= w ca =
L. paracasei, gen 16S rRNA, LPC1 =l w cn G
L. paracasei , gen 165 rRNA, L7 GG. T c G
L. paracasei gen 16S rRNA, NRIC 0638 L= w (=3 =
L. paracasei gen 165 rRNA, NRIC1934 =l w c G
L. paracasei gen 165 rRNA GG, w =]
L. paracasei gen 165 rRNA, DQ 199664 GG. T G
L. paracasel, gen 16S rRNA, DJ1 GG w =
L. paracasei, gen 16S rRNA, SFCB2-9¢ L= w =
Consensus GG, T ]
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L. paracasei , gen 16S rRNA, LPC1

L. paracasei, gen 16S IRNA, L7

L. paracasei gen 163 rRNA, NRIC 0638
L. paracasei gen 163 rRNA, NRIC1934
L. paracasel gen 165 rRNA

L. paracasei gen 165 rRNA, DQ199664
L. paracasei, gen 165 rRNA, DJ1

L. paracasei, gen 165 rRNA, SFCB2-9c
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Consensus GCATAGATC = CTTGGE

Section 4
2 200 328
cepa JP1 = GAC E GAT EW wE =3
L. paracasei , gen 16S rRNA, LPC1 =3 GA cc GAT CT TT G
L. paracasei , gen 165 rRNA, L7 =3 GA cc GAT CT TT G
L. paracasei gen 16S rRNA, NRIC 0638 G GA =@ GAT = Wi =
L. paracasei gen 165 rRNA, NRIC1934 Go GI = GAT =W W G
L. paracasei gen 165 rRNA GC GA Gl GAT E® b =)
L. paracasei gen 165 rRNA, DQ199664 GC GA el GAT EW wE =3
L. paracasei, gen 165 rRNA, DJ1 Eo [=F:% cc GAT cT TT G
L. paracasei, gen 165 rRNA, SFCB2-9c GC GA cc GAT CT TT G
Consensus G GA GAT cT T (==

cepa JP1 EEE

L. paracasel , gen 16S rRNA, LPC1 CTCCTA GAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATG

L. paracasei, gen 165 rRNA, L7 CTCCTA GAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATG

L. paracasei gen 168 rRNA, NRIC 0638 cT TA GAATCTTCCACARATGGACGCRAGTCTGATG
L. paracasei gen 1638 rRNA, NRIC1934 cT TA GAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATG
L. paracasel gen 165 rRNA CTCCTA GAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATG

L. paracasei gen 165 rRNA, DQ 199664 CTECCEA GAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATG
L. paracasei, gen 165 rRNA, DJ1 CTCCTA 3GAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATG

L. paracasei, gen 165 rRNA, SFCB2-9c cT TR GAATCTTCCACARATGGACGCRAGTCTGATG
Consensus nCTCCTA S GAATCTTCCACRATGGACGCARGTCTGATG

Figura 5- Alineamiento miltiple de la secuencia nucleotidica del fragmento Y1/Y2 del gen 16S

ADNTr, correspondiente a la cepa JP1 y cepas con secuencia disponible en las bases de datos (el

sombreado amarillo indica identidad entre las secuencias analizadas).
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Section 1

cepa 37 (=)

L. gasseri gen 165 rRNA G

L. gasseri, gen 165 rRNA, Y (1) ~AGAGTTT-GATCRTGG G

L. gasseri, gen 168 rRNA, IDCC 3102 (1) ~AGAGTTT-GATCCTGG: G
L. gasseri, gen 165 rRNA, CECTS714 (1) TAGAGTTTTGATCCTGG G

L. gasseri, gen 165 rRNA, ATCC 33323 (1) ~AGAGTTT-GATCCTGG
Consensus (1) RGRGTTT GATCCTGS

[t

(82) 82 90 100 110 120

cepa 37

L. gasseri gen 16S rRNA

L. gasseri, gen 165 rRNA, Y

L. gasseri, gen 163 rRNA, IDCC 3102
L. gasseri, gen 16S rRNA, CECT5714
L. gasseri, gen 165 rRNA, ATCC 33323
Consensus

@006

(2NN

cepa 37

L. gasseri gen 16S rRNA

L. gasseri, gen 165 rRNA, Y

L. gasseri, gen 16S rRNA, IDCC 3102
L. gasseri, gen 16S rRNA, CECT5714
L. gasser, gen 16S rRNA, ATCC 33323
Consensus

e

LR R o

cepa 37

L. gasseri gen 16S RNA

L. gasseri, gen 168 IRNA, Y

L. gasseri, gen 16S rRNA, IDCC 3102
L. gasseri, gen 163 rRNA, CECTS5714

L. gasseri, gen 165 rRNA, ATCC 33323
Consensus

Section 5

390 405

cepa 37

L. gasseri gen 16S RNA

L. gasseri, gen 168 IRNA, Y

L. gasseri, gen 165 rRNA, IDCC 3102
L. gasseri, gen 163 rRNA, CECTS5714
L. gasseri, gen 165 rRNA, ATCC 33323
Consensus

AATCTTCCACAATGGAC
AATCTTCCACAATGGAC
GAATCTTCCACAATGGAC
AATCTTCCACAATGGAC
AATCTTCCACAATGGAC
AARTCTTCCRCARATGGAC

Figura 6- Alineamiento multiple de la secuencia nucleotidica del fragmento Y1/Y2 del gen 16S
ADNr, correspondiente a la cepa 64 y cepas con secuencia disponible en las bases de datos (el

sombreado amarillo indica identidad entre las secuencias analizadas).
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Section 1

)
cepa 64 )
L. rhamnosus, gen 16S rRNA, LV108 (1)
L. rhamneosus, gen 165 rRNA, IDCC 320 {1) AGRGTTTGATCC
)
)
)
)

L. rhamnosus, gen 165 rRNA, LR3 (1
L. rhamnosus, gen 165 rRNA, LR2 ({1
L. rhamnosus, gen 165 rRNA, Lcr35 (1

Consensus (1

AGAGTTTGATCC
AGRAGTTTGATCC
AGRGTTTGATCC

cepa 64

L. rhamnosus. gen 165 rRNA, LV108

L. rhamnosus, gen 16S rRNA, IDCC 320
L. rhamnosus, gen 165 rRNA, LR3

L. rhamnosus, gen 165 rRNA, LR2

L. rhamnosus, gen 163 rRNA, Lcr35
Consensus

(

cepa 64 (

L. rhamnosus, gen 165 rRNA, LV108 (

L. rhamnosus, gen 168 rRNA, IDCC 320 (1
L. rhamnosus, gen 165 rRNA, LR3  (

L. rhamnosus, gen 165 rRNA, LR2 (

L. thamnosus, gen 168 rRNA, Lcras (1

(

Consensus CGCTTT

Section 4

cepa 64

L. rhamnosus, gen 165 rRNA, LV108

L. rhamnosus, gen 165 rRNA, IDCC 320
L. thamnosus, gen 16S rRNA, LR3

L. rhamnosus, gen 165 rRNA, LR2

L. rhamnosus, gen 168 rRNA, Lcr3s
Consensus

cepa 64 (316) GT
L. rhamnosus, gen 165 rRNA, LV108 (325) ATCTTCCACAATGGACGCAAGTCT
L. rhamnosus, gen 165 rRNA, IDCC 320 (325) ATCTTCCACAATGGACGCRAGTCT

ATCTTCCACAATEGACGCAGGICT
L. rhamnosus, gen 165 rRNA, LR2
L. rhamnosus, gen 168 rRNA, Lcr3s

Consensus

ATCTTCCACAATGGACGCAAGTICT
ATCTTCCACAATGGACGCRAGTTT

ATCTTICCACAATGEGACGCAAGTCT

(
(
;
L. rhamnosus, gen 165 rRNA, LR3  (323)
(
(
(

Figura 7- Alineamiento multiple de la secuencia nucleotidica del fragmento Y1/Y2 del gen 16S
ADNTr, correspondiente a la cepa 37 y cepas con secuencia disponible en las bases de datos (el

sombreado amarillo indica identidad entre las secuencias analizadas).

1.2 Diversidad genética de las cepas (perfiles RAPD-PCR)

Las Figuras 8, 9 y 10 muestran los resultados obtenidos mediante
amplificacion del ADN gendmico de las cepas en estudio con los primers 1254, B10
y M13, respectivamente. En todas las reacciones se incluyeron cepas comerciales y
de coleccion (pertenecientes a las mismas especies bacterianas) como referencia. Si
se compara el perfil RAPD obtenido para L. paracasei JP1 (calle 2) con el
correspondiente a la cepa comercial L. paracasei DN114001 (calle 3) en la Figura 8,
se observan solo algunas bandas comunes para el primer utilizado (1254),
resultando los perfiles particulares para ambas cepas. Lo mismo ocurre cuando se
comparan los perfiles RAPD, producto del uso del primer B1io, de las cepas L.

paracasei JP1 (calle 3) y L. paracasei DN114001 (calle 4) de la Figura 9. Cuando se
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utilizo el primer M13, no se observo senal de amplificacién para L. paracasei JP1
(Fig. 10, calle 2). A pesar de ello, los perfiles RAPD obtenidos con los otros dos
primers permiten asegurar que L. paracasei JP1 y L. paracasei DN114001 son
cepas diferentes, pertenecientes a la misma especie bacteriana. Resultados
similares se observan al comparar los productos de amplificacion obtenidos para
las cepas L. rhamnosus 64 y L. rhamnosus GG. En este caso, se observa un mayor
namero de fragmentos en comun (Fig. 8, calles 4 y 5; Fig. 9, calles 5 y 6; Fig. 10,
calles 4 y 5), pero cada uno de los perfiles presenta bandas caracteristicas que
permiten diferenciar ambas cepas. Finalmente, si se comparan los perfiles RAPD
correspondientes a las cepas L. gasseri 37y L. gasseri ATCC 33323 (Fig. 8, calles 6
y 7; Fig. 9, calles 7y 8; Fig. 10, calles 6 y 7), se evidencia diversidad genética a partir

de sus perfiles RAPD, indicando que se trata de 2 cepas diferentes.

10 kb
2 Kb

Figura 8- RAPD (primer 1254) de las cepas en estudio y las cepas de referencia. 1: control
negativo; 2: L. paracasei JP1; 3: L. paracasei DN114001; 4: L. rhamnosus 64; 5: L. rhamnosus GG;

6: L. gasseri 37; 7: L. gasseri ATCC 33323; 8: marcador de peso molecular (1 Kb, Amersham).
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Figura 9- RAPD (primer B10) de las cepas en estudio y las cepas de referencia. Calle 1: marcador
de peso molecular (1 Kb, Amersham); 2: control negativo; 3: L. paracasei JP1; 4: L. paracasei

DN114001; 5: L. rhamnosus 64; 6: L. rhamnosus GG; 7: L. gasseri 37; 8: L. gasseri ATCC 33323.

Figura 10- RAPD (primer M13) de las cepas en estudio y las cepas de referencia. 1: marcador de
peso molecular (1 Kb, Amersham); 2: L. paracasei JP1; 3: L. paracasei DN114001; 4: L.

rhamnosus 64; 5: L. rhamnosus GG; 6: L. gasseri 37; 7: L. gasseri ATCC 33323.

2. Deteccion e identificacion de cepas en matrices alimentarias

mediante técnicas moleculares

En la Figura 11 se pueden observar los resultados obtenidos al amplificar el
ADN (aislado a partir de cultivos puros) de las cepas en estudio, utilizando primers
especificos de especie. Como puede verse, utilizando los primers especificos de L.
rhamnosus (Fig. 11 A, calles 1-4), se obtuvo un producto de amplificacion
mayoritario del tamano esperado (186 bp), si bien se observan también bandas
inespecificas de mayor peso molecular. Cuando se utilizaron los primers especificos
del grupo L. casei (calles 5 a 9), se detectdé un anico producto de amplificacion del

tamano esperado (727 bp). En la Figura 11 B, se observa el producto de
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amplificacion de L. gasseri 37, utilizando los primers especificos de especie, cuyo

producto de reaccion mayoritario tiene un tamafo de 245 bp.

700 pb
400 pb

200 pb

Figura 11 A- Identificacion de las cepas mediante el empleo de sondas especificas de especie. 1-4:
primers especificos de L. rhamnosus, 1: L. paracasei DN114001, 2: L. rhamnosus 64,3:
L.rhamnosus GG 4: control negativo. 5-9: primers especificos del grupo L. casei, 5: L. rhamnosus
GG, 6: L. paracasei DN114001, 7: L. rhamnosus 64, 8: L. paracasei JP1, 9: control negativo, 10:

marcador de peso molecular (100bp, Healthcare).

Figura 11 B- Identificaci6n de las cepas mediante el empleo de sondas especificas de L. gasseri. 1:

control negativo, 2: L. gassert 37, 3: marcador de peso molecular (100 bp, Healthcare).

En la Figura 12 se observan los productos de amplificaciéon obtenidos a partir
del ADN total extraido de productos lacteos (comerciales y elaborados en la planta
piloto del INLAIN). En el caso de la Figura 12 A, se utiliz6 como templado ADN
extraido a partir de quesos frescos, amplificAndolo con primers especificos para los
microorganismos integrantes de su microflora. En todos los casos se observan

fragmentos del tamano esperado, segin la especie, grupo o género bacteriano
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involucrado: L. acidophilus, 606 bp (calle 2); grupo L. casei, 727 bp (calles 3y 7); S.
thermophilus, 968 bp (calles 4 y 8); Lactococcus lactis, 933 bp (calle 5); género
Bifidobacterium, 1,35 Kbp (calle 6) y L. plantarum, 428 bp (calle 9). La Figura 12 B
muestra los productos de amplificacion obtenidos con los diferentes primers
especie-especificos, a partir de ADN total extraido de diferentes leches fermentadas
(comerciales y elaboradas en el INLAIN con las cepas en estudio). Del mismo
modo, se detectaron fragmentos de amplificacion correspondientes a cada una de
las especies, grupos o géneros bacterianos implicados: grupo L. casei, 727 bp (calles
2, 9 y 12); L. delbrueckii, 184 bp (calles 3 y 5); género Bifidobacterium, 1,35 Kbp
(calle 6); S. thermophilus, 968 bp (calles 7, 13, 15 y 17); L. rhamnosus, 186 bp
(calles 10 y 14) y L. gassert, 245 bp (calles 11 y 16). En la Figura 12 C se muestran
los resultados obtenidos mediante amplificacion de ADN extraido de diferentes
matrices alimentarias (quesos y leches fermentadas) utilizando dos parejas de

primers especificos para L. rhamnosus.

800pb
500pb

300pb

by

100pb

Figura 12 A- Deteccion e identificacion de las cepas en muestras de productos comerciales
mediante el empleo de primers especificos de especie. 1: marcador de peso molecular (100bp,
Healthcare), 2: Bioqueso (L. acidophilus, IDLo4F/IDL22R), 3: Bioqueso (grupo L. casei
IDL11F/IDL03R), 4: Bioqueso (S. thermophilus Sth1/Sth2), 5: Bioqueso (L. lactis [-cF/l-cR), 6:
Bioqueso (Bifidobacterium Ilm26/lm3), 7: Queso INLAIN 9o (grupo L. casei IDL11F/IDL03R), 8:
Queso INLAIN 90 (S. thermophilus Sthi1/Sth2), 9: Queso INLAIN o1 (L. plantarum
IDLo4F/IDL62R).
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10 11 12 13 14 15 16 17

800pb

500pb
300pb

bl

100pb

Figura 12 B- Deteccion e identificacion de las cepas en muestras de productos comerciales
mediante el empleo de primers especificos de especie. 1: marcador de peso molecular (100bp,
Healthcare) , 2: Actimel (grupo L. casei IDL11F/IDLo3R), 3: Actimel (L. delbrueckii
IDL31F/IDLo3R), 4: Actimel (S. thermophilus Sthi/Sth2), 5: Activia (L. delbrueckii
IDL31F/IDL03R, 6: Activia (Bifidobacterium Im26/lm3), 7: Activia (S. thermophilus Sth1/Sth2), 8:
marcador de peso molecular, 9: L. paracasei JP1 (grupo L. casei IDL11F/IDLo3R), 10: L.
rhamnosus 64 (L. rhamnosus PrI/Rhall), 11: L. gasseri 37 (L. gasseri Gasl/Gasll), 12: leche
fermentada JP1+ S.th Jo1 (L. casei IDL11F/IDL0o3R), 13: leche fermentada JPi1+ S.th Jo1 (S.
thermophilus Sth1/Sth2), 14: leche fermentada 64+ S.th Jo1 (L. rhamnosus PrI/Rhall), 15: leche
fermentada 64 + S.th Jo1i (S. thermophilus Sthi1/Sth2), 16: leche fermentada 37 + S.th Jo1 (L.
gasseri Gasl/GaslII), 17: leche fermentada 37 + S.th Jo1 (S. thermophilus Sth1/Sth2).

12 3 45678 9101112

800pb
500pb

300pb

100pb

Figura 12 C- Deteccion e identificacion de las cepas en muestras de productos comerciales
mediante el empleo de primers especificos de especie. 1: control negativo, 2: L. rhamnosus 64 (L.
rhamnosus PrI/Rhall), 3: L. rhamnosus 64 (L. rhamnosus PrI/Rhall), 4: leche fermentada 64 +
S.th Jo1 (L. rhamnosus PrI/Rhall), 5: Queso INLAIN 73 (L. rhamnosus PrI/Rhall), 6: Queso
INLAIN 77 (L. rhamnosus PrI/Rhall), 7: marcador de peso molecular (100bp, Healthcare), 8: L.
rhamnosus 64 (L. rhamnosus IDL0o4F/IDL73R), 9: L. rhamnosus 64 (L. rhamnosus
IDLo4F/IDL73R), 10: leche fermentada 64 + S.th Jo1 (L. rhamnosus IDLo4F/IDL73R), 11: Queso
INLAIN 73 (L. rhamnosus IDLo4F/IDL73R), 12: Queso 77 (L. rhamnosus IDLo4F/IDL73R).
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3. Capacidad de desarrollo de las cepas en diferentes medios de cultivo

La Figura 13 muestra la cinética de crecimiento de L. paracasei JP1 en
distintos medios (leche, suero de manteca y suero de queso) enriquecidos con
extracto de levadura (EL). Como puede observarse, tanto en leche, suero de
manteca y suero de queso suplementados con extracto de levadura, el desarrollo
fue similar, alcanzando luego de 24 h, un nivel de células viables de,
aproximadamente, 109 UFC/ml.

La Figura 14, por su parte, muestra la cinética de crecimiento de L.
paracasei DN114001, utilizada como referencia, en los medios antes mencionados.
En este caso, a partir de las 6 h de incubacion, la cepa desarroll6 a una velocidad
mayor en los dos sueros con respecto a la leche, pero a tiempo final, las curvas se
solaparon, alcanzando practicamente el mismo nivel final (6 x 109 UFC/ml).

En la Figura 15 se grafican las cinéticas de crecimiento de las cepas L.
paracasei JP1y L. paracasei DN114001 en caldo MRS. Durante las primeras 10 h
de incubacién, se evidenci6 un mayor crecimiento para L. paracasei JP1i,
alcanzando su nivel maximo (2 x 109 UFC/ml). En cambio, L. paracasei DN114001
desarroll6 hasta un nivel ligeramente inferior (9,3 x 108 UFC/ml) luego de 24 h de
incubacion. Entre ambas cepas no de detectaron diferencias significativas hacia el

final del periodo de desarrollo.
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Figurai13- Curva de crecimiento (37°C) de L. paracasei JP1 en leche + extracto de levadura (EL),

suero de manteca (SM) + EL y suero de queso (SQ) + EL. Valores medios de 3 determinaciones +

desviacion estandar.
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Figura 14- Curva de crecimiento (37°C) de L. paracasei DN114001 en leche + extracto de levadura

(EL), suero de manteca (SM) + EL y suero de queso (SQ) + EL. Valores medios de 3

determinaciones + desviacion estandar.
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Figura 15- Curva de crecimiento en caldo MRS (37°C) de L. paracasei JP1y L. paracasei DN

114001. Valores medios de 3 determinaciones + desviacion estandar.

La Figura 16 muestra la cinética de desarrollo de L. rhamnosus 64 en suero
de manteca, suero de queso y leche, suplementados con extracto de levadura. En
este caso, las curvas resultaron practicamente idénticas durante las 24 hs de
incubacion, alcanzando un desarrollo celular de, aproximadamente, 3,5 x 109
UFC/ml al final del ensayo. Cabe destacar que la cepa comercial L. rhamnosus GG,
utilizada como referencia, no fue capaz de crecer en ninguno de los medios
ensayados.

La Figura 17 presenta la cinética de crecimiento de L. rhamnosus 64 y L.
rhamnosus GG en caldo MRS. En este caso, el desarrollo de L. rhamnosus GG fue
comparable al de la cepa en estudio durante las primeras 10 hs de experiencia.
Luego de 24 hs de fermentacion, L. rhamnosus GG alcanzé un nivel de desarrollo

aproximadamente 1,5 ordenes log superior al observado para L. rhamnosus 64.
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Figura 16- Curva de crecimiento (37°C) de L. rhamnosus 64 en leche + extracto de levadura (EL),
suero de manteca (SM) + EL y suero de queso (SQ) + EL. Valores medios de 3 determinaciones +

desviacion estandar.
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Figura 17- Curva de crecimiento en MRS (37°C) de L. rhamnosus 64 y L. rhamnosus GG. Valores

medios de 3 determinaciones + desviacion estandar.

En la Figura 18 se representa la curva de crecimiento de L. gasseri 37 en

diferentes condiciones. El desarrollo fue mas rapido en los sueros de manteca y
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queso hasta las 10 hs de incubacidn, en relacion a la leche como sustrato. Luego, el
desarrollo en los tres medios se equipard, alcanzando valores finales de recuento
cercanos a 1 x 109 UFC/ml. La Figura 19 muestra la cinética de crecimiento de L.
gasseri ATCC 33323 en las 3 condiciones. En este caso, el mayor desarrollo se
evidenci6 al usar leche como sustrato, mientras que en suero de queso fue
ligeramente inferior y, en suero de manteca, el nivel de células viables sélo se
incremento en 1 orden log después de las 24 hs de fermentacion.

Finalmente, en la Figura 20 se muestra la curva de crecimiento en caldo
MRS de L. gasseri 37 y L. gasseri ATCC 33323. En este caso, el desarrollo de la
cepa de coleccion fue mayor al de la cepa en estudio, durante las 24 h de
fermentacion, alcanzando niveles de células viables de 5 x 109 UFC/ml y 7,5 x 108

UFC/ml, respectivamente.
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Figura 18- Curva de crecimiento (37°C) de L. gasseri 37 en leche + extracto de levadura (EL),
suero de manteca (SM) + EL y suero de queso (SQ) + EL. Valores medios de 3 determinaciones +

desviacion estandar.
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Figura 19- Curva de crecimiento (37°C) de L. gasseri ATCC 33323 en leche + extracto de levadura

(EL), suero de manteca (SM) + EL y suero de queso (SQ) + EL. Valores medios de 3

determinaciones + desviacion estandar.
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Figura 20- Curva de crecimiento en MRS (37°C) de L gasseri 37y L. gasseri ATCC 33323. Valores

medios de 3 determinaciones + desviacion estandar.
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4. Desarrollo en medios de cultivos selectivos/diferenciales para el

recuento de bacterias probiéticas

En la Tabla 6 se muestran los resultados del desarrollo de las cepas en
estudio en agar MRS-LP (MRS adicionado con concentraciones crecientes de
cloruro de litio + propionato de sodio) y agar MRS-B (MRS adicionado con
concentraciones crecientes de bilis bovina). Si bien las cepas desarrollaron en
ambos medios, se puede ver que la presencia de bilis en concentraciones
crecientes, afect6 significativamente el desarrollo de L. paracasei JP1 y L.
rhamnosus 64, sin afectar el desarrollo de L. gasseri 37. En MRS-LP, al agregado
de las sales, en las concentraciones ensayadas, no modific6 el desarrollo de L.
paracasei JP1y L. rhamnosus 64, mientras que una concentracion de 0,4% y 0,6%
(p/v) de LiCl y propionato de sodio, respectivamente, disminuyd
significativamente la recuperacion celular de L. paracasei JP1. El desarrollo de L.
gasseri 37 no se vio influenciado por la presencia de ambos agentes selectivos en

ninguna de las combinaciones de concentraciones ensayadas.
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Tabla 6- Recuento de células viables (log UFC/ml) de las cepas en estudio en distintos medios de

cultivo selectivos/diferenciales, a partir de un cultivo en caldo.

Log UFC/ml (valor medio + SD)*

CEPA MRS MRS-LP** MRS-B**
0,2/0,3 |0,25/0,4|0,3/0,45|0,4/0,6 |o0,15 0,2 0,25 0,30

L.paracaset g ,, 8,34 8,42 8,42 7,45 7,57 7,68 7,27 7,29
JP1 0,192 |[+0,062 |[+o0,11¢ |[+0,09¢ |+0,01® |+0,08> |[+0,00> |+0,04% |+0,04%
L.rhamnosus | g5 g9 8,13 8,35 8,35 7,84 7,56 7,79 7,57
64 +0,26 |+0,02¢ + 0,074 +0,339 +0,40 @ +0,19° + 0,220 +0,26% + 0,120

9,19 9,18 9,29 9,26 9,07 9,18 9,15 9,19 9,12
L. gasseri 37 +0,382 [ +0,09¢ |+0,20¢ |+0,16¢ +0,29¢ [+0,382 |+0,324 +0,409 |[+0,42¢

* SD: desviacion estandar; ** concentracion (% p/v) de LiCl/propionato de sodio (MRS-LP) y bilis

(MRS-B). @b: valores en filas con diferente superindice son significativamente diferentes (P >

0,05).

5. Resistencia a factores de estrés tecnolégico

5.1 Tolerancia a la acidez lactica durante el almacenamiento refrigerado y

resistencia a barreras gastrointestinales

Como puede observarse en la Figura 21, cuando L. paracasei JP1 fue

suspendido en leche acidificada y sometido al tratamiento de digestion géstrica

simulada, no se observo disminucion significativa (0,2 orden log) en el nivel de

células viables durante los 90 min de tratamiento. En cambio, cuando la

suspension se almaceno refrigerada (5°C) durante 30 dias, si bien la viabilidad

celular se mantuvo practicamente inalterada, la resistencia a la acidez gastrica

simulada se vio afectada, disminuyendo el recuento celular en, aproximadamente,

2 ordenes log luego de 90 min de tratamiento. En ninguno de los 2 casos se
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detectaron células viables luego de someter la cepa al tratamiento con solucion de
bilis y pancreatina.

En la Figura 22 se puede observar la resistencia a la acidez gastrica de L.
paracasei JP1 resuspendido en leche y conservado durante 30 dias a 5°C. A tiempo
cero, se evidenci6 una leve disminucion (1 orden log) en el recuento celular después
del tratamiento con solucién gastrica. Luego de los 30 dias, se observo una leve
pérdida de viabilidad en la suspension (aproximadamente, 0,5 orden log), mientras
que la resistencia gastrica de la cepa no sufrié6 modificaciones respecto al perfil
determinado al inicio de su conservacion en estas condiciones. La cepa no resistié

el tratamiento posterior con solucién de bilis y pancreatina.

—e—do
—8d30
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Figura 21- Resistencia a la acidez gastrica simulada (37°C) de L. paracasei JP1 resuspendido en
leche acidificada (pH 4,5) al inicio (do) y luego de 30 dias (d30) de conservacién a 5°C. Valores

medios de 3 determinaciones + desviacion estandar.
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Figura 22- Resistencia a la acidez gastrica simulada (37°C) de L. paracasei JP1 resuspendido en
leche al inicio (do) y luego de 30 dias (d30) de conservaciéon a 5°C. Valores medios de 3
determinaciones + desviacion estandar.

La Figura 23 muestra los resultados de viabilidad y resistencia gastrica de L.
rhamnosus 64 durante su conservacion en leche acidificada. En este caso, tanto al
inicio de la experiencia como a los 30 dias de conservacién a 5°C, su resistencia
gastrica disminuy6 en, aproximadamente, 3 6rdenes log durante el tratamiento.
Asimismo, luego del periodo de almacenamiento refrigerado, se verific6 una ligera
pérdida de viabilidad de la suspension celular (aproximadamente, 0,5 orden log),
mientras que su resistencia a la acidez gastrica simulada no se vio afectada,
presentando un perfil similar que al comienzo de la experiencia. No se detectaron
células viables luego del posterior tratamiento con solucién de bilis y pancreatina.

Por otra parte, en la Figura 24 se observa la resistencia a la acidez gastrica de L.
rhamnosus 64 resuspendido en leche y conservado durante 30 dias a 5°C. Como
puede observarse, a tiempo cero, la resistencia a la acidez se vio afectada en,
aproximadamente, 2,5 6rdenes log luego del tratamiento. A los 30 dias de

conservacion, la viabilidad disminuy6 aproximadamente 1,5 ordenes log, y el
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tratamiento con solucién gastrica afecté seriamente la sobrevida, descendiendo los
recuentos de células viables en, aproximadamente, 6 6rdenes log luego de 90 min.
En ninguna de las dos condiciones la cepa resistioé un tratamiento posterior con

solucion de bilis y pancreatina, simulando la digestion intestinal.
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Figura 23- Resistencia a la acidez gastrica simulada (37°C) de L. rhamnosus 64 resuspendido en
leche acidificada (pH 4,5) al inicio (do) y luego de 30 dias (d30) de conservacién a 5°C. Valores

medios de 3 determinaciones + desviacion estandar.
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Figura 24- Resistencia a la acidez gastrica simulada (37°C) de L. rhamnosus 64 resuspendido en
leche al inicio (do) y luego de 30 dias (d30) de conservaciéon a 5°C. Valores medios de 3

determinaciones + desviacion estandar.

La Figura 25 presenta los resultados de resistencia a la acidez gastrica
simulada obtenidos para la cepa L. gasseri 37 resuspendida en leche acidificada. A
tiempo inicial, la resistencia a la acidez gastrica descendi6, aproximadamente, 0,5
ordenes log durante los 90 min de tratamiento, mientras que luego de 30 dias de
conservacion a 5°C, la viabilidad disminuy6 en 1 orden log aproximadamente,
manteniéndose sin modificaciones luego del tratamiento acido. En este caso,
cuando las 2 suspensiones celulares se sometieron a un tratamiento posterior con
solucion de bilis y pancreatina, se obtuvieron recuentos de 2x107y 2x106 UFC/ml,
respectivamente.

Cuando las células fueron resuspendidas en leche (Fig. 26), a tiempo inicial se
observo una disminucion de 2,5 ordenes log en su resistencia a la acidez gastrica.
En cambio, luego de 30 dias en refrigeracion, si bien la viabilidad disminuy6

levemente (aproximadamente 0,5 orden log), la viabilidad se redujo alrededor de 2
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ordenes log luego del tratamiento acido. No se detectaron células viables luego del

tratamiento posterior con solucion de bilis y pancreatina.
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Figura 25-Resistencia a la acidez gastrica simulada (37°C) de L. gasseri 37 resuspendido en leche
acidificada (pH 4,5) al inicio (do) y luego de 30 dias (d30) de conservacién a 5°C. Valores medios

de 3 determinaciones * desviacién estandar.
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Figura 26- Resistencia a la acidez gastrica simulada (37°C) de L. gasseri 37 resuspendido en leche
al inicio (do) y luego de 30 dias (d30) de conservacién a 5°C. Valores medios de 3 determinaciones

+ desviacidn estandar.
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5.2 Viabilidad de concentrados congelados a -20°C y -70°C durante el

almacenamiento a largo plazo (12 meses)

La Figura 27 muestra las curvas de viabilidad de L. paracasei JP1
suspendido en caldo MRS + glicerol, en leche, en suero de manteca y en suero de
queso, durante 12 meses de conservacion a -20°C. Tanto en suero de queso como
en suero de manteca, hubo ligeras pérdidas de viabilidad celular (menor a 1 orden
log) durante el periodo en estudio. Para el caso de las células resuspendidas en
leche, la viabilidad celular disminuy6 sélo 0,5 orden log a los 12 meses, mientras
que en caldo MRS + glicerol descendi6 paulatinamente hasta, aproximadamente, 5
ordenes log al final de la experiencia. Los resultados obtenidos durante la
conservacion de la cepa a -70°C se muestran en la Figura 28. Cuando se emplearon
ambos sueros (de queso y de manteca) y leche como crioprotectores, la viabilidad
se mantuvo practicamente inalterada (reduccién < 0,5 orden log) durante los 12
meses, mientras que cuando la cepa se conservo en caldo MRS + glicerol, la
pérdida de viabilidad resulté de, aproximadamente, 1,5 6rdenes log luego del

periodo ensayado.
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Figura 27- Viabilidad de L. paracasei JP1 durante su conservacion (-20°C) en caldo MRS +

glicerol, leche (10 % p/v), suero de manteca (10 % p/v) y suero de queso (10 % p/v). Valores medios

de 3 determinaciones * desviacién estandar.
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Figura 28- Viabilidad de L. paracasei JP1 durante su conservacién (-70°C) en MRS + glicerol,

leche (10 % p/v), suero de manteca (10 % p/v) y suero de queso (10 % p/v). Valores medios de 3

determinaciones + desviacidn estandar.
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La Figura 29 representa las curvas de viabilidad de L. rhamnosus 64
durante su conservacién a -20°C en los diferentes medios de suspension. Se
observa que el recuento se mantuvo practicamente constante durante los 12 meses,
tanto en los sueros (de queso y manteca) como en leche, mientras que en caldo
MRS + glicerol, la pérdida de viabilidad fue progresiva, alcanzando
aproximadamente 4 ordenes log al final del ensayo. La viabilidad durante su
conservacion a -70°C se grafica en la Figura 30. Como puede observarse, cuando
se utiliz6 leche como medio de suspension, el recuento celular se mantuvo
invariable durante todo el periodo ensayado. Cuando se emple6 suero de queso y
suero de manteca, se observo una ligera pérdida de viabilidad hacia el final del
ensayo (aproximadamente, 1 orden log). En caldo MRS + glicerol, la viabilidad se
vio seriamente afectada a partir del noveno mes de conservacion, reduciéndose en

3 ordenes log luego de los 12 meses.
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Figura 29-Viabilidad de L. rhamnosus 64 durante su conservaciéon (-20°C) en MRS + glicerol,
leche (10 % p/v), suero de manteca (10 % p/v) y suero de queso (10 % p/v). Valores medios de 3

determinaciones + desviacion estandar.
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Figura 30- Viabilidad de L. rhamnosus 64 durante su conservacion (-70°C) en MRS + glicerol,
leche (10 %), suero de manteca (10 % p/v) y suero de queso (10 % p/v). Valores medios de 3
determinaciones + desviacion estandar.

La Figura 31 muestra la viabilidad de L. gasseri 37 en los diferentes medios
de conservacion a -20 °C. En este caso, la viabilidad de la cepa disminuy6
progresivamente en todas las condiciones hasta niveles que resultaron
dependientes del medio de suspension. Al final del ensayo, en suero de manteca, el
recuento celular se redujo 3,5 6rdenes log, mientras que en suero de queso y leche,
la pérdida de viabilidad fue superior, alcanzando, aproximadamente, 5 ordenes
log. De un modo similar, cuando se utilizé6 caldo MRS + glicerol como medio de
conservacion, la pérdida de viabilidad fue cercana a los 5,5 6rdenes log luego de los
12 meses. Durante su conservacion a -70°C (Fig. 32), la disminucion no fue tan
abrupta como a -20°C, alcanzando, luego de los 12 meses, menos de 1 orden log
para la cepa resuspendida en suero de queso y suero de manteca, 1 orden log
cuando se us6 leche como medio de suspension y 1,5 ordenes para el caso de caldo

MRS + glicerol.
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Figura 31- Viabilidad de L. gasseri 37 durante su conservacion (-20°C) en MRS + glicerol, leche
(10 % p/v), suero de manteca (10 % p/v) y suero de queso (10 % p/v). Valores medios de 3

determinaciones + desviacion estandar.
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Figura 32- Viabilidad de L. gasseri 37 durante su conservacién (-70°C) en MRS + glicerol, leche
(10 % p/v), suero de manteca (10 % p/v) y suero de queso (10 % p/v). Valores medios de 3

determinaciones + desviacion estandar.
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5.3 Tolerancia a sales (NaCl y KCl)

La Tabla 7 muestra los resultados obtenidos cuando las cepas en estudio
fueron inoculadas en caldo MRS adicionado de sales (NaCl y KCI). La presencia de
las sales, en concentraciones de 1 y 2 % (p/v), no afectdé significativamente
(crecimiento relativo al control > 80 %) el normal desarrollo de las cepas en
estudio. Asimismo, cabe remarcar que la Unica cepa que vio modificado su
desarrollo en presencia de 2 % (p/v) de NaCl (valor medio de crecimiento relativo
de 64,1 %) fue L. paracasei DN114001, desarrollando normalmente en las demas

condiciones.

Tabla 7- Crecimiento relativo (%) de las cepas en caldo MRS con el agregado de sales (NaCl y KCl).

Crecimiento relativo % (valor medio + SD)*
Cepa MRS NaCl1% |MRS NaClz2 % MRS KCl 1 % MRS KCl 2 %
L. paracasei JP1 95,7 +2,4¢° 91,7 +2,2¢ 91,8 £ 9,92 95,0 £ 0,6
L. rhamnosus 64 95,8+29¢c 88,4+ 12,24 99,6 + 0,4 ¢ 81,2 + 20,64
L. gasseri 37 96,0 + 5,74 95,5+ 6,3 ¢ 96,5+ 5,0 ¢ 97,2+ 3,8¢
L. paracasei DN114001 100 + 0,12 64,1 + 1,30 99,9 +£ 0,2 @ 100 £ 0,02
L. rhamnosus GG 97,6 £ 1,28 @ 87,0 + 0,69 @ 100 £ 0,02 100 £ 0,0 @
L. gasseri ATCC33323 89,4 +9,94@ 92,6 £+ 9,37 100 £ 0,0 @ 100 £ 0,0 @

* SD: desviacién estandar. @: valores que no difieren significativamente (P > 0,05) del control

(MRS); b: valores que difieren significativamente (P < 0,05) del control (MRS).

6. Resistencia a barreras bioldgicas. Digestion gastrointestinal

simulada: acidez gastrica, resistencia a bilis-pancreatina

La Figura 33 muestra los resultados de resistencia a la digestion gastrica
simulada como una medida de su funcionalidad, para L. paracasei JP1

resuspendido en diferentes medios (solucion salina y leche). Como puede
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observarse, la leche ejerci6 un importante efecto protector frente a la acidez
gastrica para L. paracasei JP1, ya que la viabilidad celular disminuy6 2 6érdenes log
luego del tratamiento. En cambio, cuando se utilizo la solucion salina como medio
de suspension, la cepa perdié completamente su viabilidad. En ninguna de las dos
condiciones la cepa resisti6 un tratamiento posterior con soluciéon de bilis y
pancreatina, simulando la digestién intestinal. Cabe destacar, que la cepa fue
incapaz de desarrollar en leche.

La Figura 34 muestra los resultados obtenidos para L. paracasei DN114001.
Cuando la cepa fue resuspendida en solucion salina, la pérdida de viabilidad celular
fue significativa (aproximadamente, 8 6rdenes log), mientras que, cuando se utilizé
leche como medio de suspension, se observo un ligero efecto protector del medio,
siendo la pérdida de viabilidad celular de 6 6rdenes log. Finalmente, al someter a
digestion géstrica un cultivo overnight (16 hs, 37°C) de la cepa crecida en leche
(Lf), el tratamiento resultdé practicamente letal (tiempo 80 y 90 minutos). En
ninguno de los casos la cepa resisti6 la digestion intestinal simulada (tratamiento

con bilis y pancreatina).
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Figura 33-Resistencia en soluciéon gastrica simulada para L. paracasei JP1 resuspendido en

soluci6n salina (SS) y en leche (L). Valores medios de 3 determinaciones + desviaci6n estandar.
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Figura 34- Resistencia a la solucién gastrica simulada de L. paracasei DN 144001 resuspendido

en solucion salina (SS) y en leche (L), y de su cultivo en leche (Lf). Valores medios de 3

determinaciones + desviacion estandar.
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En la Figura 35 se grafica la resistencia a la acidez gastrica de la cepa L.
rhamnosus 64 en distintos medios de suspension. En este caso, al utilizar leche, se
observa un leve efecto protector, aunque la pérdida de viabilidad celular fue de,
aproximadamente, 6 6rdenes log. Por otro lado, cuando un cultivo en leche (16 hs,
37°C) de la cepa fue sometido a la digestién gastrica simulada, el descenso fue
menos drastico (4 6rdenes log) evidencidndose un efecto protector del medio
resultante del desarrollo de la cepa en relacion a la leche sin fermentar.
Contrariamente, la cepa resuspendida en solucion salina se vio mas afectada por el
tratamiento, disminuyendo 8 6rdenes log luego de los 90 min. En ninguno de los 3
casos se detectaron células viables luego de someter la cepa al tratamiento con

solucion de bilis y pancreatina.
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Figura 35- Resistencia a la solucién gastrica simulada de L. rhamnosus 64 resuspendido en
soluciéon salina (SS) y en leche (L), y de su cultivo en leche (Lf). Valores medios de 3

determinaciones + desviacidon estandar.

La Figura 36 muestra la resistencia a la digestion gastrica simulada de la

cepa comercial L. rhamnosus GG. La disminucion en su viabilidad luego del
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tratamiento result6 significativa (8 ordenes log) en el caso de la suspension en
solucion salina. Cuando la cepa fue resuspendida en leche, resisti6 mejor el
tratamiento, disminuyendo su viabilidad celular en 6 6rdenes log. En este caso,
luego de los 90 min de tratamiento con acido, la suspensiéon celular se incub6
durante 30 minutos adicionales, simulando la digestién intestinal (tratamiento con
bilis-pancreatina), descendiendo su viabilidad hasta un valor de 1 x 102 UFC/ml.

La cepa no fue capaz de desarrollar en leche.
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Figura 36- Resistencia en solucién gastrica para L. rhamnosus GG resuspendido en solucion

salina (SS) y en leche (L). Valores medios de 3 determinaciones + desviacion estandar.

En la Figura 37 se grafican los resultados de resistencia gastrica simulada de
L. gasseri 37. Como puede observarse, su viabilidad resulté6 menos afectada cuando
fue resuspendido en leche, disminuyendo sb6lo 2 6rdenes log, en relaciéon a su
suspension en solucidon salina (aproximadamente, 5 ordenes log). Cuando un
cultivo de la cepa en leche (16 hs, 37°C) fue sometido al tratamiento gastrico, su

sobrevida se redujo en 6 6rdenes log, aproximadamente. En este caso, cuando las 3
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suspensiones celulares se sometieron a un tratamiento posterior con soluciéon de
bilis y pancreatina, se obtuvieron recuentos de 5x102, 3x107 y 4x102 UFC/ml, para

la suspension en solucion salina, en leche y para el cultivo de la cepa en leche,

respectivamente.
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Figura 37- Resistencia a la solucion gastrica simulada de L. gasseri 37 resuspendido en solucion
salina (SS) y en leche (L), y de su cultivo en leche (Lf). Valores medios de 3 determinaciones +

desviacion estandar.

Los resultados de resistencia a la digestion gastrica simulada de L. gasseri
ATCC 33323 se muestran en la Figura 38. A diferencia de los casos anteriores, esta
cepa resisti6 de un modo significativo el tratamiento gastrico simulado y su
viabilidad no se vio practicamente afectada hacia el final del ensayo (suspension en
solucion salina y cultivo en leche) o disminuy6 sélo 1 orden log (suspension en
leche). Asimismo, luego del tratamiento posterior con bilis-pancreatina, su
viabilidad se vio sélo ligeramente afectada, alcanzando niveles de,

aproximadamente, 107 UFC/ml.
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Figura 38- Resistencia a la solucion gastrica simulada de L. gasseri ATCC 33323 resuspendido en
soluciéon salina (SS) y en leche (L), v de su cultivo en leche (Lf). Valores medios de 3

determinaciones + desviacion estandar.

7. Seguridad y funcionalidad in vitro

7.1 Seguridad: resistencia a antibiéticos

Se analiz6 la resistencia de las cepas en estudio a 5 antibibticos

comunmente utilizados (cloramfenicol, eritromicina, estreptomicina, tetraciclina y

vancomicina), mediante las tiras comerciales E-test, en agar LSM (48 h, 37°C). Los

valores de CIM obtenidos se muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9 - Valores de CIM de las cepas en estudio frente a diferentes antibioticos.

Resultados

Cepa CIM (pg/ml) (valor medio + SD)*
CL EM SM TC VA
L. paracasei
3,5+0,7 0,064 + 0,0 20+5,74 128 +18,04 256+ 0,0 @
JP1
L. rhamnosus 64 3,0 £ 0,0 0,047 + 0,0 12+ 0,0 0,44 + 0,4 256+ 0,0 @
L. gasseri 37 4,0+0,0° 1,5+ 0,0 6,0+ 0,0 3,0+ 0,0 1,51 0,0

*: desviacion estandar. CL: cloramfenicol; EM: eritromicina; SM: estreptomicina; TC: tetraciclina;

VA: vancomicina. @: CIM > valores de corte (breakpoints) para el género Lactobacillus, publicados

por el panel EFSA (Anadén y col., 2005).

7.2 Funcionalidad: Hidrofobicidad superficial

En la Tabla 8 se presentan los porcentajes de hidrofobicidad obtenidos para

las cepas en estudio y para las cepas utilizadas como referencia. L. paracasei JP1,

L. rhamnosus 64 y L. gasseri 37, mostraron valores de hidrofobicidad similares

(valores medios comprendidos entre 4,77 y 10,24 %), resultando comparables a los

determinados para las cepas comerciales y de coleccion (valores medios

comprendidos entre 6,5y 8,72 %).

Tabla 8- Hidrofobicidad (%) de las cepas en estudio.

Cepa H % (valor medio + SD)*
L. paracaseti JP1 4,8+ 3,9
L. rhamnosus 64 7,5 £ 5,3
L. gasseri 37 10,2 £ 1,7
L. paracasei DN114001 6,5+3,2
L. rhamnosus GG 8,7+5,8
L. gasseri ATCC33323 6,7+ 6,3

* SD: desviacion estandar
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8. Seguridad y funcionalidad in vivo

8.1 Seguridad: traslocacion bacteriana

El estudio de traslocaciéon a higado resulté negativo, lo que indica que no
hubo migracion de flora entérica a sitios extraintestinales, constituyendo asi una

confirmacion de la seguridad de las cepas en estudio para la dosis administrada.

8.2 Seguridad: examen histoldgico de la mucosa intestinal

Al estudiar la arquitectura de los tejidos (intestino delgado y grueso) luego
de la tinci6n con hematoxilina-eosina, no se detectaron, en ninguno de los casos,
cambios morfologicos significativos en relacion a los controles. No se evidenci6 la
presencia de infiltrados de linfocitos, edemas o atrofia de la mucosa.

En la Figura 39 se muestran imagenes de un corte histoldgico de intestino
delgado, luego del tratamiento con L. paracasei JP1, durante 7 dias consecutivos,

comparado con el de animales control.
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(@) (b)

Figura 39- Cortes histoldgicos (tincion hematoxilina-eosina) de intestino delgado de animales
control (a) y de animales que recibieron L. paracasei JP1 (b) durante 7 dias consecutivos

(magnificacién 400x).

La Figura 40 muestra imagenes de cortes histologicos de intestino grueso de
animales tratados con L. paracasei JP1, durante 7 dias consecutivos y de animales

control.

(a) (b)

Figura 40- Cortes histolégicos (hematoxilina-eosina) de intestino grueso de animales control (a) y

de animales que recibieron L. paracasei JP1 (b) durante 7 dias consecutivos (magnificacion 400x).
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8.3 Funcionalidad: ensayo de fagocitosis de macrofagos peritoneales

La Figura 41 muestra el porcentaje de fagocitosis de macrofagos
peritoneales de los animales, luego de la administracion oral (2, 5 y 7 dias) de las
cepas en estudio. En todos los casos, luego de 5 y 7 dias consecutivos de
tratamiento, se observd un aumento significativo (P < 0,05) en este parametro,

comparado con el control.
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Figura 41- Efecto de la administracién oral de L. paracasei JP1 (Lc JP1), L. gasseri 37 (Lg 37) y L.
rhamnosus 64 (Lr 64) durante 2 (=), 5 (m) vy 7 (m) dias consecutivos, sobre el porcentaje de
fagocitosis de macrofagos peritoneales. *: valores significativamente diferentes (P < 0,05) respecto

al control (leche 1%).
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8.4 Funcionalidad: estudio de la proliferacion de células productoras de IgA

en lamina propia de intestino delgado

En relacion a las propiedades funcionales de las cepas en estudio se observo,
para las tres cepas, un aumento significativo en el nimero de células IgA+ en
lamina propia de intestino delgado (Fig. 42).

En el caso del tratamiento con L. rhamnosus 64, dicho incremento fue
significativo (P < 0,05) luego de 5 y 7 dias de administracion, aumentando el
nimero de células IgA+ entre 60 y 57 %, respectivamente, en relacion al valor
control. Para el grupo que recibié L. gasseri 37, sbélo se registr6 un aumento
significativo (P < 0,05 %, 41 % en relaciéon al control) luego de 5 dias. La
administraciéon de L. paracasei JP1, en cambio, si bien determiné un aumento en
el nimero de células IgA+, s6lo produjo un incremento significativo (P < 0,05 %,

22% en relacion al control) luego de 77 dias de tratamiento.
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Figura 42- Efecto de la administracion oral de L. paracasei JP1 (LeJP1), L. gasseri 37 (Lg37) y L.
rhamnosus 64 (Lg64) durante 2 (=), 5 (m) y 7 (m) dias consecutivos, sobre el niimero de células
productoras de IgA en ldmina propia de intestino delgado. *: valores significativamente diferentes

(P < 0,05) respecto al control (leche 1%).

En la Figura 43 se observa cualitativamente, a partir de cortes histologicos,
el aumento en el nimero de células productoras de IgA en el interior de las
vellosidades del intestino delgado, de animales tratados durante 7 dias con la cepa

L. rhamnosus 64, respecto al control.

Figura 43- Células productoras de IgA en cortes histolégicos de intestino delgado de animales

control (a) y de animales que recibieron L. rhamnosus 64 (b) durante 7 dias consecutivos

(magnificaciéon 400x).
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8.5. Funcionalidad: estudio de la proliferacion de células productoras de IgA

en lamina propia de intestino grueso

La administracion oral de las cepas en estudio no modifico
significativamente (P > 0,05) el nimero de células productoras de IgA a nivel de

intestino grueso (Fig. 44).
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Figura 44- Efecto de la administracién oral de L. paracasei JP1, L. gasseri 37 y L. rhamnosus 64
durante 2 (=), 5 (m) y 7 (m) dias consecutivos, sobre el nimero de células productoras de IgA en

lamina propia de intestino grueso.

La Figura 45 muestra un corte histolégico de intestino grueso, donde se
observan células fluorescentes (IgA+) entre las criptas de intestino grueso en los

animales que recibieron la cepa L. paracasei JP1y en animales del grupo control.
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(a) (b)

Figura 45- Células productoras de IgA en cortes histologicos de intestino grueso de animales

control (a) y de animales que recibieron L. paracasei JP1 (b) durante 7 dias consecutivos

(magnificacién 400x).
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Los lactobacilos y bifidobacterias incluidos en la formulacion de
alimentos probidticos se presumen, de acuerdo a su clasificacién taxonémica,
microorganismos inocuos y de grado alimentario (GRAS: Generally Recognized
As Safe). Asimismo, los efectos beneficiosos no se pueden atribuir de forma
generalizada a un género o especie, sino que son exclusivos de cada cepa. Por
esta razon, es fundamental su correcta identificacion y analisis de diversidad, a
fin de asociar un efecto probiotico a una cepa determinada facilitando ademas
su seguimiento en estudios clinicos y epidemiol6gicos, asi como durante las
etapas involucradas en un proceso industrial (Sanz y col., 2003). En el presente
trabajo de tesis, siguiendo las recomendaciones recientes de la comision EU-
PROSAFE (Vankerckhoven y col., 2007), se secuenci6é una regiéon interna de la
subunidad 16S del ADNr de las 3 cepas en estudio, aisladas de heces de
neonatos santafesinos, lo que permiti6é identificarlas como L. paracasei JP1, L.
rhamnosus 64 y L. gasseri 37, confirmando la identificacion preliminar previa
realizada por Vinderola y col., 2008 mediante el test de fermentacion de
azucares (galeria API 50). Estas especies bacterianas son dominantes en heces
de infantes (Xanthopoulos y col., 2000; Walter y col., 2000; Azcarate y col.,
2008).

La amplificacion al azar, también conocida como RAPD (Random
Amplification of Polymorphic DNA), ha sido extensamente empleada como un
método rapido, sensible y de bajo costo para tipificar genéticamente cepas de
diferentes especies (Ben Amor y col., 2007). Numerosos trabajos han reportado
estudios de diversidad para especies de lactobacilos potencialmente probitticos
como L. acidophilus, y cepas pertenecientes al grupo L. casei (Roy y col., 2000;
Richard y col., 2001; Rosetti y Giraffa, 2005; Mercanti y col., 2011), asi como

bifidobacterias (Vincent y col., 1998; Matto y col., 2006). En esta tesis, para
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evaluar la diversidad genética de las cepas autéctonas, se obtuvieron perfiles
RAPD utilizando 3 sondas al azar, en reacciones de PCR independientes. En
todos los casos, las cepas presentaron perfiles caracteristicos, claramente
diferentes a los resultantes de las cepas comerciales y de coleccion utilizadas
como referencia. Estos resultados confirman que L. paracasei JP1 y L.
rhamnosus 64 son diferentes a las cepas comerciales incorporadas a alimentos
probiodticos de amplio consumo en Argentina, como L. paracasei DN114001
(incluida en la leche fermentada Actimel, Danone) y L. rhamnosus GG (incluida
en los quesos blandos probidticos de La Serenisima). Para el caso de L. gasseri
37, se us6 como referencia una cepa de coleccién (L. gasseri ATCC 33323) ya
que es una especie bacteriana que no se utiliza en nuestro pais para la
formulacion de alimentos funcionales. De todos modos, los perfiles RAPD
obtenidos para L. gasseri 37 resultaron caracteristicos.

La gran diversidad de matrices que contienen bacterias probioticas y los
requisitos necesarios para que un producto, por definicion, sea considerado
probiotico, determinan la necesidad de monitorear la viabilidad del
microorganismo, en la dosis recomendada, durante todo el proceso de
produccion y almacenamiento del alimento (Saarela y col., 2000; Fasoli y col.,
2003). Tradicionalmente, la deteccion e identificacion de las cepas declaradas en
la etiqueta del producto se basan en métodos microbioldgicos, principalmente
en recuentos en placa. Las desventajas que presenta esta metodologia son su
lentitud y la necesidad de utilizar, para cada producto en particular, medios de
cultivo selectivos y/o diferenciales, adecuados para la poblacion microbiana que
integra cada alimento en particular, lo que dificulta su control microbiologico en
operaciones de rutina. Asimismo, los grandes avances producidos en la tultima
década en el campo de la biologia molecular determinan que en la actualidad se
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disponga de un niimero muy importante de secuencias de genes (especialmente
el gen que codifica para el ARNr) y genomas completos de bacterias de interés
industrial. Como consecuencia, se ha visto favorecido el desarrollo de numerosos
métodos moleculares especificos para estas bacterias. Entre ellos, la PCR
cuantitativa (QPCR) o PCR a tiempo real aparece como la herramienta molecular
cuantitativa mas promisoria para anélisis rapidos en matrices complejas, ya que
permitiria reemplazar, bajo ciertas condiciones, el recuento en placa (Furet y
col., 2004; Ladero y col., 2010).

En el presente estudio se extrajo ADN total de diferentes alimentos (leches
fermentadas comerciales, cultivos mixtos de las cepas en estudio y quesos
frescos) para identificar y detectar cualitativamente cepas de las especies de
interés y otras relacionadas, de una manera rapida y confiable. Para ello,
mediante PCR convencional, se amplificaron fragmentos pertenecientes al gen
16S ADNTr, utilizando primers especificos de especie o grupo. Todas las cepas de
interés fueron satisfactoriamente detectadas en los alimentos seleccionados
obteniéndose, para cada caso, los productos de amplificacién esperados. Esta
metodologia, relativamente sencilla y de bajo costo, si bien no permite la
cuantificacion, resulta 1til para detectar la presencia e identificar las especies de
interés declaradas en la etiqueta de un producto lacteo o un fermento, de un
modo muy rapido (aproximadamente, 3 h).

La viabilidad de wuna cepa probiotica, uno de los prerrequisitos
fundamentales para garantizar su funcionalidad, puede resultar seriamente
afectada por la formulacion de la matriz alimentaria que le sirve como vehiculo
(Mattila-Sandholm y col., 2002). Previo a su adicién al alimento (durante las
primeras etapas de produccién), el cultivo debe desarrollar en un medio

adecuado y en las condiciones 6ptimas, de modo de alcanzar los niveles
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requeridos para cumplir su rol funcional. Para ello, se debe tener en cuenta que
el crecimiento en un medio de cultivo particular puede afectar la capacidad de
las cepas de sobrevivir en etapas posteriores a la produccion, como la
distribuciéon y el almacenamiento (Champagne y Gardner, 2005).
Consecuentemente, es necesario que las cepas utilizadas como probiodticos se
caractericen por un adecuado rendimiento a gran escala, asi como por su
capacidad de sobrevivir y mantener su funcionalidad durante los procesos de
conservacion como congelamiento, secado spray o liofilizacion (Saarela y col.,
2000; Vinderola y col., 2002; Champagne y Gardner, 2005). La preparaciéon a
gran escala de cultivos probidticos suele resultar dificultosa debido a la baja tasa
de crecimiento de estas especies bacterianas en medios lacteos, consecuencia de
su escasa actividad proteolitica (Dave y Shah., 1997; Ross y col., 2005). En
algunos casos, la combinacién de probioticos con otras BAL altamente
proteoliticas podria resultar beneficiosa, pero si estas altimas poseen una tasa
de crecimiento muy elevada, las cepas probioticas podrian verse inhibidas
(Klaver y col.,, 1993). Por lo tanto, una alternativa interesante es la
suplementacion de la leche con compuestos que favorezcan el crecimiento de las
bacterias probidticas. El extracto de levadura suele ser uno de los suplementos
maés utilizados, (Lourens-Hattingh y Viljoen, 2001; Burns y col., 2008) si bien,
en algunos casos, se recurre a la combinacion de amino 4cidos, minerales y
ribonucleotidos o hidrolizados de caseina, aunque los costos se incrementan
significativamente en estos ultimos casos (Elli y col., 2000; Rodrigues y col.,
2006). Por esta razon, la industria alimenticia muestra su permanente interés
en la formulacion de medios de cultivo econémicos, que permitan el desarrollo
de los probioticos hasta el nivel requerido en el proceso de elaboracion y que

puedan ser adicionados directamente a la leche procesada. (Ross y col., 2005).
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En este sentido, los sueros de queso y manteca aparecen como dos medios de
cultivo de bajo costo que, bajo ciertas condiciones, pueden ser adaptados para el
desarrollo de estos microorganismos. El suero de queso es un subproducto de
las elaboraciones casearias obtenido luego de la separacion de la caseina y la
grasa durante la coagulacién de la leche. Ha sido exitosamente utilizado en la
industria alimenticia, ya que su elevado valor nutricional y su costo razonable
son motivadores clave para su implementacion en la formulacion de distintos
productos (Spreer, 1998; Liu y col., 2005). Por su parte, el suero de manteca es
un subproducto de alto valor nutricional derivado de la fabricacién de manteca,
que se utiliza para elaborar bebidas lacteas fermentadas, especialmente en el
norte de Europa (Spreer, 1998; Saxelin y col., 2003). En un trabajo previo, se
demostr6 la aptitud de ambos sueros para el desarrollo y almacenamiento
congelado de cepas probioticas del género Lactobacillus (Burns y col., 2008).
En base a estos datos, se propuso evaluar la capacidad de desarrollo de las cepas
en estudio en leche, suero de queso y suero de manteca, suplementados con
extracto de levadura. Las tres cepas mostraron un comportamiento similar en
los medios ensayados, durante 24 hs de incubacién a 37°C, alcanzando niveles
cercanos a 109 UFC/ml. De este modo, estos medios de cultivo resultarian
sustratos adecuados y econdémicos para su desarrollo, incluso a mayor escala.
Una vez asegurada la propagacion del cultivo probiético en un medio
conveniente y su posterior incorporacion en la dosis adecuada en el alimento, el
control de su viabilidad es uno de los puntos criticos para garantizar al
consumidor la funcionalidad del producto hasta el momento de su consumo. En
los alimentos que contienen cultivos probiéticos como tunica microflora, la
enumeracion suele resultar sencilla y puede realizarse utilizando cualquier

medio apropiado para el desarrollo de la especie bacteriana de interés. Sin
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embargo, en la mayoria de los alimentos, principalmente en leches fermentadas,
las bacterias probioticas se combinan con otras BAL, generalmente mas
acidificantes y presentes en elevada concentracion, responsables de otorgar las
caracteristicas reoldgicas y organolépticas al producto. En consecuencia, para
este control se debera disponer de medios de cultivo diferenciales y/o selectivos
que permitan discriminar las especies involucradas o inhibr aquellas que no son
de interés. Por ejemplo, en el caso de yogures probidticos, sera necesario
diferenciar las bacterias probioticas (cominmente bifidobacterias y L.
acidophilus o L. casei/paracasei) de las bacterias integrantes del starter (S.
thermophilus y L. delbrueckii subsp. bulgaricus), o directamente inhibir a estas
altimas. Si bien algunos de los métodos para el recuento de probidticos hacen
uso de herramientas genéticas o se basan en actividades enziméticas, los
métodos tradicionales de recuento en placa son los preferidos a nivel industrial
para controles de rutina, debido a su bajo costo en relaciéon a los demas y a que
no requieren de equipamiento sofisticado. La presencia de multiples especies
relacionadas, principalmente pertenecientes al género Lactobacillus, suele
dificultar la enumeracion diferencial, debido a la similitud en sus
requerimientos nutricionales (Champagne y col., 2005; Tabasco y col., 2007). A
lo largo del tiempo se han descripto numerosos medios para recuentos
selectivos y diferenciales de lactobacilos y bifidobacterias en poblaciones
bacterianas mixtas (Charteris y col., 1997; Payne y col., 1999; Shah, 2000; Roy,
2001; Coeuret y col., 2003; Talwalkar y Kailasapathy, 2004; Masco y col., 2005;
Van de Casteele y col., 2006; Tabasco y col., 2007). Un punto importante a
destacar es que en ninguno de los casos se pueden extrapolar entre cepas los
resultados obtenidos, ya que cada medio en particular debe ser evaluado para

una matriz alimenticia determinada y para cada cepa o combinacion de cepas de
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interés (Vinderola y Reinheimer, 1999; Lourens-Hattingh y Viljoen, 2001). Por
lo tanto y, a pesar de las varias tentativas llevadas a cabo por la FIL (Federacion
Internacional de Lecheria, o International Dairy Federation: IDF), no existe al
dia de hoy un medio de cultivo estandar para la enumeracion de probioticos. En
este sentido, los medios de cultivo MRS-Bilis (MRS-B) y MRS-Cloruro de
Litio/Propionato de Sodio (MRS-LP) demostraron ser exitosos y capaces de
inhibir el crecimiento de las bacterias lacticas de los cultivos iniciadores,
permitiendo la enumeracion selectiva y diferencial de tres cepas probioticas
incluidas en un queso probidtico comercial: Bioqueso Ilolay Vita, desarrollado
por Sucesores de A. Williner (Lacteos Ilolay) con el apoyo microbioldgico del
INLAIN a fines de la década del 90. En esta matriz se enumeraron en agar MRS-
LP las cepas de L. casei y bifidobacterias, y en agar MRS-B las cepas de L. casei
y L. acidophilus (Vinderola y Reinheimer, 1999; Vinderola y Reinheimer, 2000).
En el presente trabajo de tesis, al utilizar agar MRS-LP y agar MRS-B para el
recuento de las cepas en estudio, se observo un respuesta adecuada frente a
concentraciones variables de bilis y cloruro de litio/propionato de sodio, en
relacion a la obtenida en el medio control (agar MRS). Entre las cepas
estudiadas, L. gasseri 37 fue la que resulté menos afectada en su desarrollo por
la presencia de los agentes selectivos/diferenciales. En los otros dos casos (L.
paracasei JP1y L. rhamnosus 64) el Agar MRS-B result6 mas inhibitorio que el
MRS-LP, encontrandose concentraciones umbrales a partir de las cuales pueden
registrarse inhibiciones significativas en la recuperacion celular, las cuales
deben tenerse en cuenta al momento de disefiar sets especificos de medios de
cultivos para estas cepas. Si bien en estos ensayos se evalu6 la capacidad de

crecimiento de cada cepa en forma individual, el hecho de que no resulten

107



Discusién

inhibidas en las condiciones estudiadas resulta alentador si se pretende su
inclusion en matrices microbiol6gicamente mas complejas.

Otro factor importante a considerar en los alimentos probidticos es la
resistencia (mantenimiento de viabilidad y funcionalidad) de las cepas de
interés frente a diferentes condiciones de estrés tecnolégico como, por ejemplo,
la acidez del alimento que las contiene, el almacenamiento en frio, etc. La
capacidad de una cepa de sobrevivir durante su procesamiento no es
determinante de su capacidad para mantenerse viable durante la etapa de
almacenamiento (Naidu y col., 1999; Champagne y col, 2005). Los ensayos de
resistencia a la acidez lactica en refrigeracion para las cepas en estudio
revelaron una adecuada sobrevida en leche acidificada a pH 4,5 (valor cercano
al utilizado en la industria argentina para los yogures comerciales) a 5°C
durante los 30 dias de almacenamiento, verificAndose solo ligeras pérdidas de
viabilidad (entre 0,2 y 1 6rdenes log). Cuando se evalu6 la resistencia a la acidez
gastrica simulada de estas suspensiones, tanto al inicio de la experiencia como
luego de los 30 dias de refrigeracion, L. gasseri 37 resulto ser la cepa menos
afectada en su resistencia a la acidez durante el almacenamiento refrigerado.
Cuando las cepas fueron resuspendidas en leche sin acidificar durante 30 dias,
la pérdida de viabilidad fue mas importante (entre 0,5 y 1,5 ordenes log), en
relacion a su conservacion en leche acidificada. Esto se podria explicar teniendo
en cuenta que la exposicion a niveles subletales de un factor de estrés (en este
caso la acidez lactica), puede inducir tolerancia a exposiciones sucesivas del
mismo u otro factor de estrés (Noriega y col., 2004). En cuanto a la resistencia a
la acidez gastrica simulada, si bien L. rhamnosus 64 present6 una pérdida de
viabilidad importante (6 6rdenes log) luego de los 30 dias, las cepas restantes

evidenciaron una pérdida de viabilidad menor, en relacion a los resultados
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obtenidos en leche acidificada. Recientemente se demostr6 que la resistencia a
la acidez gastrica puede variar durante el almacenamiento refrigerado de cepas
probiodticas en productos lacteos comerciales (Vinderola y col., 2011). De un
modo similar, Usman y Hosono (1999) evaluaron la viabilidad de una cepa de L.
gasseri en leche (pH 6,3, 4°C), observando que los niveles de células viables
disminuyeron menos de 1 orden log luego de 28 dias de conservacion.
Resultados comparables fueron informados para cepas de L. acidophilus y L.
rhamnosus, cuando se analiz6 la influencia del almacenamiento a 7°C (en
yogur) (Gillilan, 1998). Para cepas de L. acidophilus, Shah y col. (1995)
demostraron que la conservaciéon en yogur a pH 3, no modific6 practicamente la
viabilidad durante 30 dias en refrigeracion. Vinderola y col. (2000)
determinaron que, durante la conservacién de una cepa probiftica de B.
bifidum en leche acidificada a pH 4,5, la reduccion en el recuento fue de 2,5
ordenes log, mientras que, para una cepa de L. acidophilus, bajo las mismas
condiciones, la viabilidad se redujo 3,3 6rdenes log. Por su parte, Saarela y col.
(2006) evaluaron la estabilidad y viabilidad celular de cepas de
Bifidobacterium, tanto en leche descremada como en jugo de fruta durante el
almacenamiento a 4°C, encontrando que la tolerancia a la acidez gastrica
disminuye levemente luego de 2 semanas de almacenamiento a 4°C de la cepa
en leche, mientras que su viabilidad se mantiene practicamente constante en ese
periodo.

Todos estos resultados confirman que la resistencia de una cepa probiotica
a las condiciones de estrés tecnologico depende, entre otros factores, de la cepa,
de la composicion del alimento y de las condiciones de almacenamiento. Por lo

tanto, la evaluacién de cada cepa en particular en las condiciones del alimento
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que le servira como vehiculo resulta un punto critico a tener en cuenta durante
el disefio y formulaciéon de un nuevo producto probioético.

El congelamiento, junto a la liofilizacién, es uno de los métodos maés
comunmente utilizado para preservar la viabilidad de las BAL por largos
periodos de tiempo. Dado que se trata de microorganismos ampliamente
utilizados como cultivos starters o adjuntos durante la fermentacion de una gran
variedad de alimentos, la conservaciéon de sus propiedades tecnologicas y
funcionales reviste un gran interés industrial, recomendandose temperaturas de,
al menos, -40°C (Frank y Hassan, 1998). Sin embargo, la resistencia de las
bacterias al congelamiento y su mantenimiento a estas temperaturas depende de
diferentes factores, muchos de ellos aiin desconocidos. En general, se trata de
factores relacionados a los propios microorganismos y a las condiciones de
produccion (fermentacion, concentracion, condiciones de congelamiento) y de
almacenamiento (Fonseca y col., 2001). Si bien el contenido graso de las leches
fermentadas y los quesos favorece la estabilidad de los probiéticos, los valores de
pH Aacido, los niveles de oxigeno y las condiciones de producciéon del starter
pueden afectar negativamente su viabilidad, por lo que merecen un analisis mas
exhaustivo para cada alimento en particular (Champagne y col., 2005). Durante
el desarrollo de esta tesis se evalu6 la sobrevida de las cepas en estudio durante
su congelamiento y conservacion a -20°C y a -70°C por un periodo de 12 meses,
utilizando distintos medios de suspension. En particular, se evalu6 la capacidad
crioprotectora de los sueros de queso y de manteca (dos subproductos de bajo
costo de la industria lactea) en relacion a la leche descremada y al MRS
adicionado de glicerol. En ambas condiciones evaluadas (-20 y -70°C), el
comportamiento fue muy dependiente de la cepa estudiada. No obstante, para

todas las cepas, -70°C fue la temperatura mas adecuada para conservar las
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suspensiones celulares en los diferentes medios. En el caso de L. paracasei JP1y
L. rhamnosus 64, el suero de queso, el suero de manteca y la leche evidenciaron
un efecto protector en relaciéon al MRS+glicerol (medio de referencia), ya que
practicamente no se vio afectada su viabilidad durante el periodo ensayado. En
cambio, L. gasseri 37 resultd6 mas sensible al congelamiento, disminuyendo
progresivamente su viabilidad en todos los medios estudiados, especialmente a -
20°C. En un estudio previo, estos crioprotectores fueron utilizados para evaluar
la sobrevida de L. casei, L. paracasei y L. acidophilus a -20 y -70°C,
observandose una importante variabilidad con la cepa considerada (Burns y col.,
2008). De este modo, los sueros de queso y de manteca resultarian medios de
suspension adecuados, dependiendo de la cepa utilizada, como crioprotectores
de bacterias probidticas.

El NaCl y KCl son ampliamente utilizados en la industria alimentaria como
preservantes, para impartir caracteristicas sensoriales y para satisfacer los
requerimientos nutricionales diarios, asi como para controlar la maduracién de
los quesos (Reinheimer y col., 1997). Sin embargo, el contenido de sal de los
productos lacteos podria comprometer la viabilidad y funcionalidad de las
bacterias probioticas (Gomes y col., 1998). Tanto en presencia de sales como de
azucares, se produce un descenso en el valor de aw, parametro critico para
asegurar la sobrevida de los microorganismos en un producto (Naidu y col.,
1999) y un aumento de la presion osmotica. Son numerosos los trabajos
relacionados con el efecto de las sales sobre el crecimiento de bacterias lacticas y
no lacticas. Reinheimer y col. (1997) evaluaron la incidencia del NaCl y del KCl
en concentraciones del 2 y 4 % sobre la actividad de distintos starters
termofilicos (integrados por L. helveticus y S. thermophilus) utilizados en la

produccion de quesos en Argentina, y observaron que estas sales disminuyen la
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capacidad acidificante y proteolitica de los cultivos. Posteriormente, Vinderola y
col. (2002) estudiaron la influencia de los compuestos asociados a los productos
lacteos fermentados, entre ellos, NaCl y KCI (1 y 2 %), en el crecimiento de
bacterias probioticas y starters. En este caso, se concluy6 que el NaCl tiene un
efecto mas inhibitorio sobre las cepas utilizadas como starters que sobre las
probioticas y en general, el KCl fue menos inhibitorio en el crecimiento de las
cepas que el NaCl. Mas recientemente, se estudio la capacidad de distintas cepas
del género Lactobacillus (L. casei, L. rhamnosus, L. plantarum, L. curvatus, L.
fermentum y L. delbrueckii) aisladas de quesos, para desarrollar en MRS
adicionado de sales (NaCl y KCl; 1y 2 %), reportandose, en general, un buen
crecimiento en todos los casos (Briggler-Marco y col., 2007). En el presente
trabajo, al evaluar la resistencia de L. paracasei JP1, L. rhamnosus 64 y L.
gasseri 37 en MRS adicionado de NaCl y KCl (1 y 2 %), se registraron niveles de
crecimiento comparables (P > 0,05) con los obtenidos en el medio de cultivo
control (MRS). Estos resultados indicarian que, en principio, estas cepas
podrian ser exitosamente incorporadas a diferentes variedades de quesos, ya
que su desarrollo no se vio afectado por la presencia de las sales evaluadas.
Durante su pasaje a lo largo del TGI se verifican pérdidas en la viabilidad
de los microorganismos que ingresan con los alimentos por accién de las
barreras biologicas, pudiendo resultar seriamente comprometido su rol
funcional. La acidez del estobmago y la presencia de bilis en el duodeno son los
principales factores que afectan dicha supervivencia (Vinderola y Reinheimer,
2003). Para evaluar la resistencia al transito estomacal se utiliz6 un modelo
dinamico que mejora, respecto a los métodos que utilizan un pH constante, la
simulacion in vitro de los eventos que tiene lugar en el TGI superior (estbmago

y duodeno), mediante el control de temperatura y pH, la regulacion del tiempo
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de transito y la concentracion de HCI y de bilis (Minekus y col., 1999; Mainville
y col., 2005). Marteau y col. (1997) propusieron un modelo que simula los
cambios de pH que se producen en el estbmago durante el consumo de un
yogur. En base a este reporte, variando el pH de una suspension celular entre 5
y 1,8 en un lapso de 90 min se puede estudiar, de un modo bastante méas
aproximado que las formas anteriores (pH contante), el comportamiento de las
bacterias lacticas y probioticas durante su transito por el estbmago. Por otro
lado, la tasa de secreci6on biliar y la concentracion de bilis en las distintas
porciones del intestino son muy variables y las concentraciones fisiologicas de
bilis en el tracto intestinal oscilan entre 1,5 y 2 % en la primer hora de digestion
(descarga de sales biliares a nivel de la vesicula biliar), mientras que luego
disminuyen a niveles cercanos al 0,3 % (Noriega y col., 2004) dependiendo
principalmente del tipo de ingesta. A pesar de que no se conoce el nivel minimo
de tolerancia a la bilis requerido, es razonable que las cepas mas resistentes
sean las que se seleccionen para su uso en productos lacteos (Xanthopoulos y
col., 2000; Burns y col. 2008). En este sentido, resulta fundamental determinar
la resistencia de bacterias potencialmente probioticas frente a los efectos de los
acidos biliares (Dunne y col., 1999; Noriega y col., 2004; Begley y col., 2005).
Esta propiedad representa un importante criterio de seleccion (Mattila-
Sandholm y col., 1999, Ouwehand y col., 2002), habiéndose observado una gran
dependencia de la respuesta con la cepa considerada (Xanthopoulos y col.,
2000; Begley y col., 2005).

Las cepas caracterizadas en esta tesis ofrecieron una capacidad de
sobrevida muy variable al ser expuestas a soluciones clorhidricas y posterior
tratamiento con bilis y pancreatina. Para L. gasseri 37 se observo una sobrevida

satisfactoria (reduccién < 2 ordenes log) cuando las células fueron
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resuspendidas en leche. En estas condiciones, la cepa se mantuvo viable durante
el tratamiento con la solucién gastrica y, adicionalmente, resistio la exposicion
sucesiva a la digestion intestinal simulada. Estos resultados indican un efecto
protector de la leche frente a ambas barreras biologicas sucesivas, cuando se los
compara con los obtenidos para las otras condiciones evaluadas (cultivo de esta
cepa en leche o suspension en solucién salina). Para L. paracasei JP1 se observo
un comportamiento similar frente a la simulacion gastrica cuando la cepa fue
resuspendida en leche, afectidndose ligeramente (2 6rdenes log) su viabilidad.
En el otro medio de suspensién, la reduccién en el nivel de células viables
resulté6 muy significativa (> 9 6rdenes log). Bajo ninguna de las condiciones
resisti6 un tratamiento posterior con bilis y pancreatina. Por su parte, L.
rhamnosus 64 demostr6 una gran susceptibilidad a la simulacion gastrica
dindmica, que se evidencié por pérdidas de viabilidad superiores a 6 6rdenes
log, independientemente del medio de suspension ensayado. Similarmente,
Mainville y col. (2005) informaron, para L. rhamnosus GG, una escasa
sobrevida en solucion gastrica simulada a pH 2 durante 1,5 h (< 0,1 % de células
viables). Si bien las condiciones experimentales fueron diferentes, en el presente
trabajo también se observé una marcada sensibilidad de esta cepa comercial,
utilizada como referencia, frente a las barreras bioldgicas ensayadas,
detectandose un leve efecto protector de la leche cuando la cepa desarrolla
previamente en este medio. En un ensayo realizado por Burns y col. (2008) se
informé una marcada resistencia a la acidez gastrica para las cepas L.
delbrueckii subsp. lactis 133 y L. acidophilus DRU, utilizando como medio de
suspension una solucion que simula los jugos gastricos a pH 3, durante 1 h. Por
su parte, Vinderola y col. (2000b) evaluaron la viabilidad celular a pH 2 y 3 de

distintas cepas de bifidobacterias y lactobacilos (L. casei y L. acidophilus)
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contenidasen un homogenizado de queso freso probiotico durante 3 h a 37°C,
en una solucion clorhidrica que simula las condiciones acidas del estbmago. En
las experiencias controles (con cultivos puros), la capacidad de sobrevida fue
mucho menor que la observada al utilizar cepas contenidas en la matriz queso.
En este sentido, un punto importante a destacar es que, en general, la pérdida
de viabilidad celular, a igualdad de pH, es mayor en soluciones acuosas
acidificadas que en jugos gastricos humanos, por lo que las condiciones
ensayadas in vitro podrian subestimar la capacidad de sobrevida bacteriana
(Kos y col., 2000). De este modo, se verific6 un importante efecto de la matriz o
alimento en que se hallan suspendidas las cepas durante el ensayo que simula la
digestion gastrica. En general, y como se observo en este estudio, los medios
lacteos parecen suavizar el efecto de las barreras gastrointestinales en relacion a
células suspendidas en un medio acuoso. Por estas razones, se plantea la
necesidad de realizar estudios adicionales con distintos alimentos (leches
fermentadas, quesos, etc.) como vehiculos de las bacterias de interés. La
verdadera significancia de los estudios in vitro de tolerancia a acidez gastrica y
su correlacion con los valores in vivo de resistencia a esta barrera fisiologica ain
no ha sido dilucidados (Morelli, 2007). Muchas cepas para las cuales existen
efectos benéficos demostrados en humanos presentan una alta sensibilidad a la
digestion gastrica in vitro (Morelli, 2007). Sin embargo los estudios in vitro son
de gran utilidad al momento de seleccionar cepas mas resistentes entre un
grupo posible de cepas y al momento de comparar la efectividad de matrices
alimenticias en otorgar una cierta proteccion durante la exposicion a fluidos
gastricos (Berrada y col., 1991).

En las altimas décadas, el uso clinico de los antibi6ticos ha conducido a una

significativa reducciéon en la morbilidad y mortalidad asociada con
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enfermedades infecciosas, extendiéndose su uso incluso a veterinaria y
agricultura (Ammor y col.,, 2007). Consecuentemente, esta fuerte presion
selectiva ha determinado un progresivo incremento en la resistencia a
antibioticos por parte de las bacterias patégenas y comensales, asi como aquellas
asociadas a alimentos. Estudios recientes indican que algunos de estos
antimicrobianos tienen un impacto a largo plazo, contrariamente a lo que se
presuponia hace unos afios atras. Adicionalmente, las cepas resistentes a
antibioticos o sus genes de resistencia pueden persistir en el TGI del huésped
durante periodos relativamente prolongados, debido a la ausencia de presion
selectiva en este ambiente, reduciendo el éxito de futuros tratamientos frente a
una infecciébn bacteriana (Jernberg y col.,, 2010). Por esta razon, la
comprobacion de la presencia de determinantes de resistencia transferibles en
estas cepas resulta otro punto critico para garantizar la seguridad del alimento
antes de incluirlas en la formulacién de un nuevo producto (Ammor y col.,
2007). En este sentido, se han publicado numerosos y variados reportes con
recomendaciones relativas a la virulencia y transferencia de resistencia a
antibidticos, tendientes a establecer un criterio de seguridad para la seleccion de
cepas de uso alimentario, principalmente probioticas (FAO/WHO, 2002,
Vankerckhoven y col., 2007). A pesar de ello, debido a la multiplicidad de
métodos disponibles (E-test, dilucion en agar, difusion con discos,
microdiluciones en medio liquido, etc.), hasta el momento no existe un consenso
internacional acerca de los valores maximos de resistencia permitidos para BAL
y bifidobacterias. Si bien las recomendaciones EU-PROSAFE sefialan al método
de las microdiluciones como el método de “referencia tentativo” para la
determinacion de los valores de la concentracion minima inhibitoria (CIM), el E-

test es reconocido como un método muy exacto y simple, especialmente til para
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screening y seleccion de cepas (Vankerckhoven y col., 2007). Este test se basa en
la capacidad de desarrollo de cepas de interés sembradas en placas de LSM
agarizado, sobre las cuales se colocan las tiras E-test conteniendo los diferentes
antibidticos. Klare y col. (2005) formularon el medio de cultivo LSM,
ampliamente difundido en los dltimos afios para el estudio de resistencia a
antibioticos de BAL y bifidobacterias.

La mayoria de las especies de Lactobacillus presentan un alto nivel de
resistencia a los glicopéptidos (vancomicina y teicoplanina) y aminoglicésidos
(neomicina, kanamicina, estreptomicina y gentamicina), siendo generalmente
susceptibles a antibioticos que inhiben la sintesis proteica como cloramfenicol,
eritromicina, clindamicina y tetracilinas. En la mayor parte de los casos, estas
resistencias resultan intrinsecas o naturales, es decir, inherentes a una especie
bacteriana, si bien cada caso particular debe analizarse exhaustivamente
(Ammor y col., 2007). De lo contrario, cuando una cepa perteneciente a una
especie tipica o intrisecamente susceptible es resistente a un determinado
antibiotico, se considera que dicha resistencia es “adquirida”. La adquisicion de
la resistencia a antibioticos puede ocurrir por medio de mutacién de genes pre-
existentes o por transmision horizontal (particularmente aquellos presentes en
elementos genéticos moviles) (Anadon y col., 2005; Ammor y col., 2007). Los
casos de resistencia adquirida son los de mayor importancia en el momento de
evaluar la seguridad de una cepa probiotica. En este trabajo, mediante el empleo
del E-test en agar LSM se evalu6 la susceptibilidad de las cepas en estudio a
cinco antibioticos comtinmente utilizados en medicina humana y veterinaria:
cloramfenicol (CL), eritromicina (EM), estreptomicina (SM), tetraciclina (TC) y
vancomicina (VA). Los valores microbiol6gicos de corte (breakpoints)
publicados por el Panel de la EFSA (European Food Safety Authority) para
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cepas de Lactobacillus homofermentantes (sin diferenciacion de especies) son:
4 pg/ml para cloramfenicol, eritromicina y vancomicina; 16 pg/ml para
estreptomicina y 8 pug/ml para tetraciclina (Anadon y col., 2005). De acuerdo a
estos valores, L. paracasei JP1 present6 una alta resistencia a vancomicina
(CIM=256 pg/ml), superando ampliamente el breakpoint. Asimismo es
altamente resistente a tetraciclina (CIM=128 pg/ml) y a estreptomicina
(CIM=20 pg/ml). Por otro lado, resulté sensible a cloramfenicol (CIM=3,5
ug/ml) y altamente sensible a eritromicina (CIM=0,064 ug/ml). Por su parte, L.
rhamnosus 64 también demostré ser altamente resistente a vancomicina
(CIM=256 ug/ml), pero sensible a estreptomicina (CIM=12 ug/ml, 25 % inferior
al breakpoint), cloranfenicol (CIM=3 pg/ml, 25 % inferior al breakpoint),
eritromicina (CIM=0,047 ug/ml, 98,85 % inferior al breakpoint) y tetraciclina
(CIM=0,44 pg/ml, 94,5% inferior al breakpoint). Finalmente, L. gasseri 37
resulto sensible a todos los antibidticos analizados, con valores de CIM muy por
debajo del breakpoint (< 50 %) para eritromicina, estreptomicina, tetraciclina y
vancomicina (37,5 % para todos los casos), y con un valor igual al breakpoint
para cloranfenicol (CIM=4 pg/ml).

Danielsen y col. (2003), mediante el uso de tiras comerciales E-test y MRS
como medio para el desarrollo de los microorganismos, estudiaron las CIM de
62 cepas de Lactobacillus, incluyendo 13 cepas de L. paracasei, 9 cepas de L.
rhamnosus y 4 cepas de L. gasseri, entre otras. Los resultados indican que 15 de
las 22 cepas del grupo L. paracasei/L. rhamnosus resultaron muy resistentes
(CMI = 256 pg/ml) a vancomicina, siendo estos valores coincidentes con los
obtenidos para L. paracasei JP1 y L. rhamnosus 64. Resultados similares
fueron obtenidos por Delgado y col. (2005), quienes utilizaron otro tipo de test
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(Sensititre Anaero3 kit) en medio Brucella standard suplementado con hemina y
vitamina K1 para cepas de L. paracasei y L. rhamnosus. Las mismas
evidenciaron una alta resistencia a vancomicina (CIM > 256 pg/ml) y
sensibilidad a cloranfenicol (CIM < 4 ug/ml) y eritromicina (CIM < 2 ug/ml).
En este reporte se incluyeron también 20 cepas de L. gasseri resultando, en un
50 % de los casos, sensibles a vancomicina (CIM de, aproximadamente,
1,5ug/ml), de un modo similar al observado en esta tesis para L. gasseri 37.
Posteriormente, Comunian y col. (2007), evaluaron la susceptibilidad de cepas
de L. paracasei aisladas de diferentes matrices alimentarias frente a tetraciclina
y eritromicina, utilizando el método de microdilucion de antibiéticos en caldo
LSM. De las 121 cepas genotipicamente diferentes, el 14 % result6 ser resistente
a la tetraciclina (CMI > 8 pg/ml), siendo estos resultados comparables a los
obtenidos para L. paracasei JP1. De un modo similar a lo observado para L.
paracasei JP1y L. rhamnosus 64., Hummel y col. 2007, utilizando E-test y agar
MRS o M17 como medio de cultivo, demostraron la gran sensibilidad a la
eritromicina (CIM < 1 ug/ml) y a cloranfenicol (CIM < 2 ug/ml), por parte de L.
casel 'y L. rhamnosus.

El hecho de que una cepa sea resistente a un antimicrobiano no significa
que sea peligrosa. Se presume que la resistencia intrinseca y adquirida por
mutacion presenta un bajo riesgo de transmision horizontal, mientras que el
riesgo de transferencia es maximo si la resistencia adquirida es mediada por la
adicion de genes (Ammor y col., 2007) . Si la resistencia ha sido adquirida por
una cepa que pertenece a un grupo taxonémico naturalmente susceptible a un
antibidtico, el riesgo de transferencia es sustancialmente mas alto que el

asociado con la resistencia intrinseca. El Panel EFSA recomienda que aquellas
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cepas que contienen resistencia adquirida a antimicrobianos, no deberian ser
utilizadas en alimentos, a menos que se pueda demostrar que la base genética
de la resistencia adquirida es debido a una mutacion cromosomal. De ser asi, se
considera generalmente aceptable a la cepa para su utilizacion en matrices
alimentarias (Anadon y col., 2005). De este modo, adicionalmente a los ensayos
realizados en este trabajo y con el fin de garantizar la seguridad de estas cepas
para su futura inclusiéon en formulaciones alimentarias, se debera probar la
presencia de determinantes genéticos de resistencia a estos y otros antibioticos,
mediante ensayos de PCR con sondas especificas, de modo de comprobar si la
resistencia observada es intrinseca o adquirida (Anadon y col., 2005; Klare,
2007).

Otro de los criterios de seleccidn relevante para microorganismos probioticos
es su adhesion a la mucosa intestinal, ya que se considera un pre-requisito para,
al menos, la permanencia temporal en las superficies mucosas o colonizacion
transitoria. El paso a través del intestino delgado es muy rapido (2,5 horas) y se
ralentiza en las etapas siguientes del TGI. Por lo tanto, para que la bacteria
pueda permanecer temporalmente en este nicho ecologico, es necesaria su
adhesion a la mucosa y/o al epitelio intestinal. Como el epitelio esta
constantemente regenerandose (cada 3-4 dias), las bacterias pueden colonizarlo
sblo si la tasa de generacion o multiplicacion celular es mayor que la tasa de
recambio celular (Iniguez-Palomares y Acedo-Félix, 2006). Para interpretar
cudles son las interacciones célula-célula y célula-superficie que se producen a
nivel molecular, se pueden llevar a cabo diferentes ensayos, entre los cuales se
encuentran la adhesién a lineas celulares, la aglutinacion de eritrocitos y la
adhesion a diferentes sustratos sintéticos, asi como la determinaciéon de las

caracteristicas fisicas y quimicas de la superficie celular (Morelli, 2007). La
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naturaleza hidrofébica de la superficie exterior de los microorganismos parece
estar implicada en este fen6meno, ya que se considera fundamental que en los
pasos iniciales de la adhesion exista una interaccién hidrofébica entre la célula
bacteriana y el sustrato de contacto (Rosenberg y col., 1980; Kiely y Olson,
2000). Esta propiedad podria conferir una ventaja competitiva importante para
el mantenimiento de las bacterias en el tracto gastrointestinal humano ya que les
asegura mayor permanencia y colonizacion del tracto gastrointestinal (Vinderola
y col., 2008; Burns y col., 2010). La determinaciéon de la afinidad hacia el n-
hexadecano por parte de una cepa, como medida de su potencial adherencia a
células epiteliales, es una metodologia sencilla, que ofrece un acercamiento
valido al fendmeno de adhesion (Kiely y Olson, 2000). En el presente trabajo, se
obtuvieron valores de hidrofobicidad que oscilan, para las diferentes cepas, entre
4,77 v 10,24 %. Para cepas comerciales y de coleccion pertenecientes a las
mismas especies bacterianas, se han reportado valores de hidrofobicidad
similares. Asi, Kiely y Olson (2000), evaluando 5 cepas de L. caseti, reportaron
valores que no superaron el 30 %. Por otra parte, Vinderola y Reinheimer
(2003) informaron para diferentes cepas probioéticas, valores de hidrofobicidad
que oscilan entre 38,1y 67,8 % para L. acidophilus y entre 13,6 y 64,7 % para
bifidobacterias. En cambio, para cepas de L. casei y L. rhamnosus los
porcentajes resultaron similares (10,9 - 24,1 %) a los obtenidos en este trabajo de
tesis. Mas recientemente, Burns y col. (2008), estudiando el comportamiento de
cepas aisladas de productos lacteos y sus derivadas resistentes a bilis,
encontraron que no existen diferencias significativas en este parametro para las
cepas originales y sus derivados desarrollados en ausencia de sales biliares. En

este caso, los resultados obtenidos fueron muy variables, dependiendo de la cepa
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evaluada (entre 8 y 60 % para L. delbrueckii subsp. lactis, y valores cercanos al
95 % para cepas de L. acidophilus).

Luego de ensayar, mediante una serie de tests in vitro, la resistencia de
una cepa a condiciones de estrés tecnologico o fisiologico (congelamiento,
acidez lactica, gastrica, bilis, etc.), asi como su seguridad (resistencia a
antibioticos) y funcionalidad (hidrofobicidad superficial, etc.) el criterio de
seleccion mas relevante recomendado por la FAO/WHO (2002) involucra la
realizacion de ensayos in vivo, adecuadamente disefiados, capaces de confirmar
que una cepa es un microorganismo probiotico. Desde el punto de vista
funcional, un probiotico (en su dosis adecuada) no s6lo debe ser capaz de
promover un efecto benéfico en el huésped (criterio de funcionalidad) como, por
ejemplo, a través de la inmunoestimulacién de parametros de interés a nivel de
mucosas, sino garantizar, a su vez, la ausencia de efectos colaterales, tales como
la traslocacion o la alteracién de la permeabilidad o arquitectura intestinal
causado por una fuerte respuesta inflamatoria, lo que constituye un criterio de
seguridad (Perdigon y col., 2001). La traslocacion de un microorganismo se
define como su pasaje a través de la mucosa intestinal hacia sitios y 6rganos
extraintestinales tales como los nodulos linfoides mesentéricos, higado, bazo,
rinén y sangre (Rodrigues y col., 2000). En este estudio, utilizando un modelo
murino, no se observo el fendémeno de traslocaciéon para ninguna de las cepas en
la dosis elegida y durante los periodos ensayados. Este hecho asegura que la
dosis suministrada a los animales no afect6 la integridad del epitelio intestinal,
ni el balance de la microflora residente (Vinderola y col., 2005). Otro parametro
importante para evaluar in vivo la seguridad de una cepa con potencial
probiotico es que no modifique las estructuras morfologicas intestinales. En este

sentido, luego de la administraciéon de las cepas en estudio se evidencié una
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arquitectura normal del intestino, asi como ausencia de sintomas de edema,
inflamacion, excesivo infiltrado linfocitario o dafo tisular, indicando que las
dosis seleccionadas resultaron seguras para el modelo elegido. Estos resultados
son consistentes con un trabajo publicado por Medici y col. 2004, quienes
estudiaron los efectos in vivo de la administracion de quesos conteniendo
bacterias con propiedades probioticas (B. bifidum, L. acidophilus y L. casei). Se
demostro la ausencia de efectos adversos de las cepas tanto en la salud, como en
la morfologia intestinal de los ratones. En 2005, Medici y col., realizaron un
trabajo similar pero empleando una leche fermentada, evaluando el efecto de
cepas de L. casei (2,8x109 UFC/ml), L. delbrueckii subsp. bulgaricus (2,5x108
UFC/ml) y S. thermophillus (1,9x109 UFC/ml) en ratones, obteniendo
resultados del mismo tipo.

La administracion oral de bacterias probiotticas representa una forma de
estimular la inmunidad no especifica del huésped. De esta manera se puede
mejorar la respuesta inmune sistémica o modular las funciones de las células
inmunocompetentes (Perdigon y col., 1986). Los macrofagos son células
presentadoras de antigenos y efectoras implicadas en la defensa especifica y no
especifica del huésped. Durante este trabajo se demostr6 que la administracion
oral a ratones de las tres cepas, L. casei JP1, L. rhamnosus 64 y L. gasseri 37
indujo la activacion de macréfagos peritoneales. Estos resultados son
consistentes con un trabajo realizado por Medici y col. (2004) con cepas de B.
bifidum, L. acidophilus y L. casei. Vitini y col. (2002) estudiaron la capacidad
de estimulacion sobre el sistema inmune tanto especifico como no especifico de
14 cepas de BAL (incluyendo las especies L. casei y L. rhamnosus) en ratones,
reportando aumentos porcentuales en la actividad fagocitica de macréfagos

peritoneales similares a los observados en esta tesis. Asimismo, Kitazawa y col.
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(2002) observaron actividad quimiostatica de macréfagos luego de la
administracion de cepas de L. gasseri.

La IgA es la principal inmunoglobulina a nivel de mucosas que ejerce un
papel determinante en la prevencion y resolucién de infecciones por virus,
bacterias y protozoos (Lamm, 1997). Ciertas cepas de bacterias probidticas son
capaces de modificar favorablemente la funcion inmune cuando se ingiere un
alimento conteniéndolas (Tejeda-Simon y col., 1999). En nuestro estudio, las 3
cepas ejercieron un efecto estimulante en la respuesta inmune de la mucosa
intestinal, lo cual se deduce del incremento en el nimero de células productoras
de IgA (en intestino delgado) en los ratones alimentados con las cepas en
estudio, en relacion a lo observado para los animales control. Este aumento
result6 significativo (P < 0,05) luego de 5 dias de administracion. Por otro lado,
la administracion oral de las cepas no modifico el nimero de células
productoras de IgA a nivel de intestino grueso. Resultados similares fueron
obtenidos por Vinderola y col. (2007), cuando se estudi6 la capacidad de cepas
de L. delbrueckii de promover las defensas innatas del intestino mediada por
IgA. Vitifii y col. (2002) obtuvieron resultados semejantes a los de este trabajo
evaluando, en un modelo murino, la funcionalidad de cepas de L. casei y L.
rhamnosus.

Esta ultima etapa del trabajo de tesis destaca la importancia de los
estudios in vivo como criterio de selecciéon de probio6ticos, para complementar
los resultados in vitro, cumplimentando uno de los requisitos mas importantes
que establece la FAO/WHO para la evaluacion de probio6ticos de uso humano,

como lo son los ensayos pre-clinicos en animales.
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» La secuenciacion de un fragmento del gen 16S ADNr permitio identificar las
cepas aisladas de neonatos santafesinos como L. paracasei JP1i, L.
rhamnosus 64 y L. gasseri 37. Mediante el uso de sondas especie especificas,
fue posible su deteccion e identificacién, incluso a partir matrices
alimentarias complejas (quesos y leches fermentadas). Por su parte, la
RAPD-PCR determin6é que existe diversidad genética entre las cepas en

estudio y las cepas comerciales y de coleccién utilizadas como referencia.

» Cuando se evalu6 la capacidad de desarrollo en medios lacteos (leche, suero
de queso y suero de manteca) adicionados de extracto de levadura, las 3
cepas tuvieron un comportamiento similar, alcanzando niveles de

crecimiento de, aproximadamente, 109 UFC/ml, luego de 24 h.

» En cuanto a la resistencia a factores de estrés tecnologicos, ninguna de las
cepas evidenci6 cambios significativos en su desarrollo en presencia de sales
(NaCl y KCl, 1 y 2 %). Asimismo, cuando se evalu6é su performance en
medios de recuento selectivo, el Agar MRS-LP resulté el medio més
adecuado para su desarrollo. Cuando se congelaron concentrados de las
cepas, tanto L. paracasei JP1 como L. rhamnosus 64 se mantuvieron viables
en el tiempo con ligeras pérdidas de viabilidad. En cambio, L. gasseri 37 vio
seriamente disminuida su viabilidad durante el periodo de conservacion. Los
ensayos de resistencia a la acidez lactica en refrigeracion revelaron una
adecuada sobrevida en leche acidificada a pH 4,5, atin luego de 30 dias de
almacenamiento a 5°C, siendo L. gasseri 37 la cepa que vio menos afectada

su viabilidad luego de la digestion gastrointestinal simulada.
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» Al evaluar la seguridad de las cepas in vitro, se observo que L. gasseri 37
resulté sensible a los 5 antibidticos ensayados, L. rhamnosus 64 fue
resistente s6lo a vancomicina y L. paracasei JP1 fue resistente a
vancomicina, tetraciclina y estreptomicina. En cuanto a la hidrofobicidad, se

obtuvieron valores comparables a los de cepas comerciales.

» A partir de los estudios in vivo, las cepas demostraron ser seguras
(traslocacion negativa y sin modificacion de la arquitectura intestinal) y
funcionales (capaces de estimular el sistema inmune mediante la activacién

de macrofagos peritoneales y el aumento de IgA en intestino delgado).

De este modo, y siguiendo los principales criterios de seleccion de
bacterias probiéticas propuestos por la Organizacion Mundial de la Salud, se
avanzo en una caracterizacion preliminar in vitro e in vivo de cepas autoctonas
con vistas a profundizar los estudios para su posible empleo como cultivos
probioticos en alimentos funcionales. Cada una de las cepas evidencid, en mayor
o menor medida, aptitud en las diferentes caracteristicas evaluadas. Dichas
performances podrian ser optimizadas mediante estudios adicionales (basqueda
de otros crioprotectores, por ejemplo). En particular, L. gasseri 37 demostro
poseer la mayor capacidad de resistir a la digestion gastrica simulada,
sensibilidad a todos los antibioticos y capacidad de estimular la respuesta
inmune, lo cual la posicionaria como una cepa de eleccion para evaluar el efecto
de parametros tecnologicos combinados sobre la funcionalidad, una vez incluida
la cepa en una matriz alimentaria. En este sentido, resultaria critico considerar
el estudio de parametros funcionales en las diferentes etapas involucradas en la
produccion del alimento que le sirve de vehiculo, desde la produccion de
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biomasa, su conservacion (congelacion, liofilizacion, secado spray), su inclusion

en el alimento, su almacenamiento refrigerado y, finalmente, su consumo.
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