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Resumen

Resumen:

La leche materna es el mejor alimento para el bebé, desde su nacimiento hasta
por lo menos sus dos primeros afios de vida, segiin la Organizacion Mundial de la Salud.
A través de la lactancia, las madres brindan a sus hijos nutrientes esenciales, células
inmunes y compuestos bioactivos. Estos ultimos, incluyen una microbiota Unica,
individualizada y dindmica. La microbiota de la leche materna guia el desarrollo
adecuado del sistema inmune, previniendo enfermedades de tipo respiratorias,
infecciosas e inflamatorias. Los bebés prematuros (< 37 semanas de gestaciéon) son los
mas comprometidos, en términos de salud, debido a su sistema inmune inmaduro. A
nivel mundial, la prematuridad es la principal causa de mortalidad en nifios menores de
cinco afos. Durante la hospitalizacion, los bebés prematuros tienen un mayor riesgo de
padecer sepsis y enterocolitis necrotizante y, durante su infancia, complicaciones en su
crecimiento y desarrollo cognitivo. Multiples factores caracterizan la prematuridad, uno
de ellos es la menor diversidad microbiana y los mayores niveles de potenciales
patogenos en la microbiota intestinal de bebés prematuros, respecto a la de bebés
nacidos a término. Microorganismos especificos de la leche materna son transferidos
desde la madre a sus hijos mediante la lactancia. Cuando se analizaron pares de
madre-hijo, se han identificado bacterias de la leche materna en las heces de los bebés.
Estudios mas recientes sefialan que las diferencias entre la leche materna de madres de
bebés nacidos a término y prematuros no solo abarcan su composicién quimica, sino
también su microbiota. Asimismo, la leche materna parece ser condicionada por la

genética, la dieta y el medio ambiente.

Debido a las particularidades geograficas que presenta la microbiota, adquiere
interés el hecho de estudiar la microbiota de la leche materna en Argentina, y sus
diferencias entre la leche materna de bebés nacidos a término y prematuros. En el primer
capitulo de esta tesis doctoral, mediante la secuenciacion masiva del gen 165 ARNr
analizamos la microbiota de la leche materna de madres de bebés a término y de bebés
prematuros. Para este ultimo grupo, se obtuvieron dos muestras, una dentro de los
primeros dias posparto y otra cuando el bebé hubiera alcanzado las 37 semanas de

gestacion. La diversidad alfa de la leche materna de bebés a término fue
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significativamente mayor que la primera muestra de leche materna de bebés
prematuros. Pero estas diferencias no se observaron cuando se compararon las muestras
de leche materna de bebés a término con la segunda toma de muestra de bebés
prematuros. Cuando se comparé la composicion taxonomica del filo Firmicutes entre los
grupos estudiados, se observé que la microbiota de la leche materna de las madres de
bebés prematuros, al transcurrir los dias, se asemejaba a la microbiota correspondiente
a madres de bebés a término, aunque no asi en referencia a los filos Proteobacteria y
Actinobacteria. Los géneros mas abundantes fueron Staphylococcus y Streptococcus (Filo
Firmicutes), y estos, a su vez, fueron los que mds contribuyeron a las diferencias
observadas. La relacién de abundancia relativa de Streptococcus/Staphylococcus en leche
materna fue mayor en bebés a término, en comparacion con la de los bebés prematuros.
Los niveles de Rothia fueron significativamente menores en el grupo de bebés
prematuros, en comparacion con los nacidos a término. Una disminucion del género
Rothia en la microbiota intestinal de nifios, fue relacionada con un mayor riesgo a

padecer asma en la adultez.

Considerando a la leche materna como una fuente reconocida de
microorganismos beneficiosos, en el segundo capitulo de esta tesis, nos propusimos
aislar e identificar bacterias a partir de muestras de leche materna. Se aislaron e
identificaron lactobacilos y bifidobacterias, debido a su estatus de Generally Recognized
As Safe para ser empleados como cultivos probioticos. En concordancia con los
resultados obtenidos en el primer capitulo, los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium no
fueron predominantes, aislandose 14 lactobacilos y una cepa de bifidobacterias a partir
de 164 muestras de leche materna sembradas en agar MRS. Para la selecciéon de nuevas
cepas de probioticos, se considerd la funcionalidad y la aptitud tecnoldgica para ser
incorporadas a los diferentes productos utilizados como matrices. En una primera etapa,
se seleccionaron las cepas con mayor potencial antiinflamatorio, segin los resultados
obtenidos de los co-cultivos con macréfagos. Las cepas L. gasseri (70a y 70c) y
L. plantarum (73a y 73b), que indujeron la mayor liberacién de IL-10 en los co-cultivos,
fueron empleadas en los ensayos in vivo con ratones. L. plantarum 73a fue capaz de
proteger contra una infeccion por Salmonella en un modelo murino, y sugirié que la

activacion del sistema inmune del intestino delgado podria estar implicada en la mayor
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sobrevida observada en los animales infectados. Ademads, la mayoria de las cepas,
excepto L. gallinarum, exhibieron una sobrevida adecuada frente al proceso de
liofilizacién y al almacenamiento a largo plazo a 5 °C. Los protectores lactosa y
polidextrosa fueron satisfactorios durante los procesos de liofilizacion y

almacenamiento de dichas cepas.

Finalmente, en el ultimo capitulo de esta tesis, se analiz6 la funcionalidad de las
cepas L. plantarum 73a'y B. animalis subsp. lactis INL1, derivadas de leche materna, en la
microbiota fecal de un nifio obeso empleando el Simulator of the Human Intestinal
Microbial Ecosystem (SHIME ®). La obesidad infantil es uno de los mayores desafios que
enfrenta la salud mundial, favorecida por la falta de actividad fisica y una dieta rica en
azucares y grasas. Asimismo, se conoce que la microbiota intestinal contribuye en gran
medida en el balance energético. La evidencia actual sugiere que la intervencion
temprana, en la infancia, reduciria el riesgo de sufrir obesidad en la adultez y
comorbilidades severas asociadas como el sindrome metabdlico, la diabetes de tipo 2 y
enfermedades cardiovasculares. En este sentido, se planted que la suplementacion con
L. plantarum 73a y B. animalis subsp. lactis INL1 podria ayudar a mitigar la obesidad,
modulando la microbiota intestinal en un modelo de obesidad. Cuando la microbiota
fecal fue tratada con ambas cepas, se incrementd la diversidad alfa, indice generalmente
asociado a una microbiota “saludable”. El filo Proteobacteria, asociado a condiciones
inflamatorias, disminuyd significativamente con ambas cepas. Ademas, los géneros
Escherichia, Shigella y Clostridium_sensu_stricto_1 disminuyeron significativamente con la
administracion de ambas cepas. Metabolitos como los iones amonio, predominantes en
dietas ricas en proteinas, disminuyeron con la administraciéon de L. plantarum 73a. Por
otro lado, L. plantarum 73a solo o en combinacion con B. animalis subsp. lactis INL1
demostréd ser capaz de sobrevivir a las condiciones intestinales del SHIME ®.
L. plantarum 73a, a su vez, fue capaz de persistir una semana mas, después del periodo
de wash-out. Segun los resultados obtenidos hasta el momento, L. plantarum 73a solo o
combinado con B. animalis subsp. lactis INL1 podria ser potencial candidato en

estrategias complementarias para prevenir la obesidad infantil.
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En sintesis, en este trabajo de tesis doctoral se lograron aislar y caracterizar cepas
de lactobacilos de leche materna, siendo una de las cepas caracterizadas en este trabajo
objeto de un Acuerdo de Transferencia de Material Biologica con el grupo francés Pileje
(Expediente UNL REC-1029333-20) para continuar los estudios de caracterizacion
probidtica de L. plantarum 73a, con vistas a un potencial licenciamiento de la cepa para

su aplicacion y explotacion comercial como probidtico.



Abstract

Abstract:

Breast milk is the gold standard for feeding infants, from birth until at least the
infant is two years old, according to the World Health Organization. Through
breastfeeding, mothers provide their children with essential nutrients, immune cells,
and bioactive compounds including a unique, individualized, and dynamic microbiota.
Breast milk microbiota favors the normal development of the immune system
preventing respiratory and intestinal infections and non-communicable diseases.
Preterm infants, less than 37 weeks-old of pregnancy, are the most compromised ones,
in terms of health, since their immune system is immature. Globally, prematurity is the
leading cause of death in children under the age of 5 years. Preterm infants are at the
highest risk of suffering sepsis and necrotizing enterocolitis during hospitalization, and
they may develop problems in their growth and neurodevelopment during their
childhood. Multiple factors characterize preterm infants, as a lower diversity of the gut
microbiota and higher levels of potential pathogens in the gut were found when
comparing with full-term infants. Numerous microorganisms are transferred from
mothers to infants by lactation. When pairs of mother-infant were analyzed, breast milk
bacteria were identified in the infant’s feces. Recent studies showed that breast milk
between full-term and preterm infants are not only their nutritional composition, but
also their microbiota. In addition, breast milk seems to be modulated by the mother’s

genetic, diet, and environment.

Due to the geographic characteristics of the microbiota, it is interesting to study
breast milk microbiota in Argentina and its differences between full-term and preterm
infants. In the first chapter of this doctoral thesis, we analyzed breast milk microbiota
from full-term and preterm infants by 16s rRNA gene sequencing. From the preterm
group, two samples were collected, one of them on the first day post-partum and another
when infants reached 37 weeks of gestation or more. The alpha diversity of the full-term
group was significantly higher than the first sample of the preterm group. Although, no
differences were observed between samples of breast milk from the full-term group and
the second sample of the preterm group. When the taxonomic composition of Firmicutes

was compared among groups, the breast milk microbiota of the preterm group, across
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days postpartum, resembled that of the full-term group. No differences were observed
for Proteobacteria and Actinobacteria phylum. The most abundant genera were
Staphylococcus and Streptococcus (from the Firmicutes phylum), and they were also
responsible for most of the differences observed. The rate of Streptococcus/Staphylococcus
was higher in the full-term group than in the preterm group. Significantly lower levels
of Rothia were observed in preterm infants than in full-term babies. A higher risk of
suffering asthma in adulthood was associated with a lower abundance of Rothia in

children’s gut microbiota.

Considering breast milk as a well-known source of beneficial bacteria, in the
second chapter of this thesis, we sampled breast milk in order to isolate and identify
bacteria of potential interest. Lactobacilli and bifidobacteria, with GRAS status, were
isolated and identified. In agreement with the results obtained in the first chapter,
Lactobacillus and Bifidobacterium were not predominant genera in the samples analyzed.
Fourteen lactobacilli and one bifidobacteria were isolated from 164 breast milk samples
in MRS agar. To screen potential probiotics and to use them in different matrix products,
it is necessary to consider their functionality and technological capacities. Firstly, strains
with the highest anti-inflammatory capacity were selected in a co-culture assay using
murine macrophages. L. gasseri (70a and 70c) and L. plantarum (73a and 73b)
demonstrated the highest IL-10 induction capacity and were selected for further testing
in in vivo mice trial. L. plantarum 73a was able to protect against Salmonella infection in a
murine model. The activation of the intestinal immune system seemed to favor mice
survival to infection. Indeed, most of the strains assayed, except for L. gallinarum,
exhibited an adequate survival to freeze-drying and long-term storage at 5 °C. Lactose
and polydextrose were satisfactory protectants for the technological application of these

strains as dehydrated cultures.

Finally, in the last chapter of this thesis, L. plantarum 73a and B. animalis subsp.
lactis INL1, both isolated from breast milk, were used to analyze their impact on the fecal
microbiota of an obese child using the Simulator of the Human Intestinal Microbial
Ecosystem (SHIME ®). Childhood obesity is one of the biggest challenges of global

health, due to limited physical exercise, and a diet rich in sugars and fats. Besides, it was
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reported that the intestinal microbiota may contribute significantly to the energy
balance. The current evidence suggests that early interventions during childhood could
reduce the risk of suffering obesity in adulthood and some comorbidities associated with
obesity such as metabolic syndrome, type 2 diabetes, and cardiovascular diseases. In this
sense, the supplementation with L. plantarum 73a and B. animalis subsp. lactis INL1 could
contribute to obesity management by the modulation of the intestinal microbiota. When
these strains were administrated together, the alpha diversity increased in the SHIME ®.
The increase of this index is considered an indicator of a healthy microbiota. The phylum
Proteobacteria, associated with inflammatory conditions, significantly diminished when
both strains were administered. Escherichia, Shigella and Clostridium_sensu_stricto_1 level
also decreased when both strains were administered. Metabolites such as ammonium
ion, which is abundant in protein-rich diets, decreased with the administration of L.
plantarum 73a. On the other hand, L. plantarum 73a alone or in combination with B.
animalis subsp. lactis INL1 was able to survive the intestinal conditions of the SHIME ®.
In particular, L. plantarum 73a was able to persist for a week after the washout period.
Considering the results obtained so far, L. plantarum 73a alone or in combination with B.
animalis subsp. lactis INL1 could be potential candidates for complementary strategies

for the management of childhood obesity.

In brief, in this doctoral thesis work, it was possible to isolate and characterize
strains of lactobacilli from breast-milk, being L. plantarum 73a, one of the strains
characterized in this work, object of a Material Transfer Agreement with the French
group Pileje, in order to continue the studies of probiotic characterization, envisioning a

potential licensing for its application and commercial exploitation as a probiotic.
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1. LACTANCIA Y LECHE MATERNA

La leche materna es el mejor alimento para los recién nacidos desde las primeras
horas de vida, y se recomienda su ingesta exclusiva durante los primeros seis meses de
vida y su sostenimiento en lo posible hasta los dos afios [1]. La leche materna es un
alimento seguro y completo gracias a sus multiples y diversos componentes que
favorecen el normal desarrollo del nifio, ademds de adaptarse a las necesidades del
mismo en cada etapa de su crecimiento. Los nifios y adolescentes alimentados con leche
materna son menos propensos a padecer alergias, sobrepeso u obesidad, entre otras
enfermedades cronicas no transmisibles [2], ademas de tener menos recurrencia de
infecciones intestinales y respiratorias. La lactancia exclusiva y su duracién han sido
asociadas positivamente con un mejor desarrollo cognitivo y asistencia escolar, como asi
también con mejores ingresos econdmicos en su adultez. La promocion de la lactancia
no solo favorece al normal desarrollo del nino, sino que reduce los costos en Salud

Publica y a las propias familias [3].
1.1. Composicion de la leche materna

La leche materna es un alimento completo capaz de cubrir todas las necesidades
del recién nacido hasta los seis meses de vida, que es cuando el bebé comienza a
incorporar gradualmente alimentos solidos hasta reemplazar por completo la leche
materna, en la mayoria de los casos a los dos afos de vida. Para cumplir con esta
finalidad, contiene macronutrientes como carbohidratos, proteinas, aminoacidos, lipidos
y micronutrientes, asi como numerosos componentes bioactivos y otros elementos
(factores de crecimiento, hormonas, citoquinas, quemoquinas, compuestos
antimicrobianos, etc.) [4]. La composicion de la leche materna es dindmica para
adaptarse a las necesidades del bebé, observandose cambios en cada etapa de la
lactancia, durante el dia y mientras succiona el bebé, al igual que con la edad y la
alimentacion de las madres, entre otros factores. Por ejemplo, el calostro producido en
los primeros dias tras el parto, es rico en componentes inmunolégicos (IgA-S, IgM, etc.)
[5] y factores de crecimiento, pero con bajo contenido graso en comparacion con la leche

madura (a partir de las cuatro a seis semanas siguientes al parto).
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En particular, los oligosacaridos de leche materna (HMOs, siglas en inglés de
Human Milk Oligosaccharides) juegan un rol tinico porque, a pesar de ser resistentes a la
digestion intestinal, pueden ser utilizados por la microbiota intestinal del infante como
una fuente de carbohidratos, ademas de ser absorbidos en plasma y modular funciones
sistémicas [6]. Las bifidobacterias presentes en la leche materna y en el tracto
gastrointestinal son las principales responsables de la degradacién de los HMOs, y
actian en una cadena trdfica con otros microorganismos, capaces de utilizar los

metabolitos producidos por ésta [7].

1.2. La microbiota de la leche materna

La leche materna no es solo una fuente de nutrientes, componentes
inmunolodgicos y bioactivos, sino también una fuente de microorganismos seleccionados
durante la evolucién del ser humano para mejorar la metabolizacién y absorcion de
nutrientes, ademads de favorecer el normal desarrollo del sistema inmune y de la barrera
intestinal, e intervenir en el eje intestino-cerebro del infante [8]. La leche materna puede
contener niveles entre 10° a 10* UFC mL™ de microorganismos cultivables [9], pero hasta
108 UFC mL™ de microorganismos no cultivables por los métodos tradicionales de
recuento en medios agarizados [10]. Las bacterias presentes en la leche materna tienen
un impacto directo en el recién nacido principalmente en la colonizacion temprana del
tracto gastrointestinal [11]. Por otro lado, varios estudios han reportado diferencias en la
microbiota intestinal de los nifios que recibieron leche materna en comparacion a los
alimentados con férmulas infantiles [12-14], sugiriendo que la leche materna impactaria
directamente en la microbiota intestinal del recién nacido, a través de su composicion

quimica y de los microorganismos presentes.

El origen de la microbiota de leche materna humana no se conoce con certeza,
pero se han propuesto dos hipodtesis posibles (Fig. 1) [15]. La mas antigua plantea que la
microbiota podria ser consecuencia del amamantamiento debido al contacto de la piel
de la madre y la cavidad oral del infante mediante una retroalimentacién [16], basados
en la presencia de Staphylococcus, Corynebacterium y Propionibacterium, encontrados
también en la piel de los adultos [8]. Sin embargo, ciertos géneros estrictamente

anaerdbicos como Bifidobacterium, Clostridium o Bacteroides, presentes en la leche
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materna, no pueden ser explicados por esta hipotesis. Ademas, se han aislado de leche
materna especies de lactobacilos y enterococos genotipicamente diferentes a los
encontrados en la piel de la misma madre [17]. Teniendo en cuenta esto, se propone
actualmente la via entero-mamaria, donde los microorganismos serian transportados
desde el intestino de la madre hacia la glandula mamaria durante el embarazo y la
lactancia. La evidencia actual sugiere que las bacterias son captadas desde la luz del
intestino materno por células dendriticas y luego, conducidas a la glandula mamaria a
través de la via linfatica y la circulaciéon sanguinea [16]. Asimismo, los cambios
fisioldgicos y hormonales implicados durante el embarazo y la lactancia parecerian
favorecer el transporte de bacterias desde el intestino a las glandulas mamarias mediante

la modulacion de la respuesta inmune y aumento de la permeabilidad intestinal [18].
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Figura 1. Posibles origenes de la microbiota de la leche materna: a. cambios hormonales
durante la gestacion podrian aumentar la permeabilidad intestinal, facilitando la migracion de
bacterias desde el intestino a las glandulas mamarias, b. retroalimentacion entre las bacterias de
la piel de la madre y la cavidad oral del recién nacido, y c. bacterias de la microbiota intestinal de
la madre podria migrar a la glandula mamaria via diferentes células inmunes (Figura modificada

de Jeurink y col., 2013).

Los primeros reportes sobre la microbiota de leche materna datan desde 1900,
aproximadamente, hasta la actualidad [19-22]. Inicialmente, como mencionamos en el
parrafo anterior, la presencia de bacterias fue asociado a falta de esterilidad en la
recoleccion de la leche materna y al contacto directo de la piel de las madres, ya que las
técnicas disponibles hasta el momento solo permitian detectar bacterias cultivables como
Streptococccus 'y Staphyloccocus, generalmente presentes en la piel [19]. Con el uso de
técnicas moleculares modernas, Martin y col. (2003) fueron unos de los primeros en

considerar a la leche materna como una fuente de microorganismos benéficos. En los
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afnos siguientes, se aislaron y detectaron numerosas especies, algunas consideradas
beneficiosas para la salud, tales como lactobacilos y bifidobacterias [17,23-27]. Mas
recientemente, gracias a la secuenciacion masiva del gen 16S ARNr, la mayoria de los
estudios identificaron a los filos Firmicutes y Proteobacteria como los predominantes en
leche materna, mientras que Actinobacteria y Bacteroidetes estarian en menor
abundancia relativa [28-37]. A pesar de que han sido identificados mas de 590 géneros
en la leche materna, entre siete y nueve géneros [11] son los que se encuentran en mayor
frecuencia y abundancia en cada madre, incluyendo Streptococcus y Staphylococcus como
los géneros preponderantes, seguidos por  Bifidobacterium,  Lactobacillus,
Propionibacterium, Enterococcus y algunos miembros de la familia Enterobacteriaceae [8].
Ademas, otros microorganismos como hongos, arqueas, virus y protozoos han sido

identificados mediante secuenciacién masiva del gen 165 ARNr [38].

La leche materna es un fluido atin mas complejo y diverso que lo que se
consideraba tradicionalmente [18]. En este sentido, multiples factores han sido
evaluados en relacion con la diversidad y composicion de la leche materna (Fig. 2). La
ecologia describe la diversidad como la variedad y abundancia de las especies en una
unidad de estudio. Esta definicion aplicada a la ecologia microbiana permite determinar
cambios en la microbiota de distintos nichos ecoldgicos, en este caso, la microbiota de la
leche materna [39]. La diversidad alfa tiene en cuenta la riqueza y la distribucion
homogénea de las especies, y los indices mas utilizados para medirla son los indices
Shannon y Simpson. Por otro lado, la riqueza se define como el numero total de especies
diferentes o unidades operacionales taxonémicas (OTUs, siglas en inglés de Operational
Taxonomic Units) en una muestra, siendo utilizado generalmente el indice de Chaol para
caracterizarla [40,41]. En general, se ha reportado una diversidad alfa mayor en mujeres
que han tenido parto natural o vaginal, en comparacion con partos por cesarea [30, 42—
44]. Por el contrario, el uso de antibidticos y quimioterapia disminuyen la diversidad

microbiana en la leche materna [45,46].

El estado de salud de las madres es otro factor que parece modificar la
composicion y diversidad de la microbiota, ya que la misma resulté diferente cuando se

compararon madres sanas con aquellas que padecian obesidad [47], celiaquia [48] o
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SIDA (Sindrome de InmunoDeficiencia Adquirida) [49]. Por ejemplo, un indice de masa
corporal (IMC) elevado en madres fue asociado con una abundancia relativa mayor de
Granulicatella 'y Staphylococcus, y una abundancia relativa menor de Bacteroides,
Bifidobacterium, Lactobacillus 'y Streptococcus en leche materna madura [11].
Recientemente, en un estudio realizado en 393 participantes se observaron cambios en
la microbiota segin se amamantaba o se realizaba la extraccion de leche materna en
forma indirecta (mediante sacaleches), relacionando este tiltimo método de alimentacion
indirecto con un enriquecimiento en patogenos potenciales y una disminucion de los
niveles de bifidobacterias [42]. Por otro lado, la concentracién de acidos grasos
monoinsaturados fue asociada negativamente con la abundancia relativa de
Proteobacterias, pero correlacionada positivamente con la abundancia relativa de
Lactobacillus en un estudio con 80 participantes [44]. Asimismo, otro trabajo demostro
que la leche de madres con mastitis presentd una diversidad alfa menor en comparacion
con las madres saludables. S. aureus parece predominar en la leche materna durante la
fase aguda de la mastitis, mientras que S. epidermidis lo hace en la fase subaguda de la
enfermedad [11]. En resumen, los trabajos realizados hasta el momento refuerzan la
complejidad de la leche materna, y su interrelacion directa e indirecta con el par madre
e hijo, que deberan considerarse en un futuro para el mejor entendimiento de la leche

materna y sus implicancias en la salud.
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Figura 2. Factores que podrian afectar la composicion de la microbiota de la leche materna

(Figura modificada de Moosavi y col., 2020).
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2. MICROBIOTA INTESTINAL

La microbiota intestinal del ser humano es una comunidad microbiana compleja
dominada por bacterias, pero que también incluye arqueas, hongos y virus [51]. El
establecimiento de la microbiota intestinal ocurre inmediatamente después del
nacimiento, donde el intestino del recién nacido es colonizado por microorganismos [52].
No obstante, algunas investigaciones sugieren que podria comenzar incluso antes del
nacimiento ya que el medio uterino no seria totalmente estéril [53,54]. Durante los
primeros afios de la infancia, la microbiota es moldeada por la leche materna y mas tarde,
por la introduccion de alimentos solidos, hasta estabilizarse hacia los dos a tres primeros
afnos de vida, con una composicion que se asemeja a la del adulto [55]. El desarrollo de
la microbiota intestinal es regulado por complejas interacciones entre el huésped y
factores ambientales, incluyendo la alimentacion y el estilo de vida. La microbiota
intestinal tiene un rol crucial no solo en la metabolizacién de nutrientes, sino también en
la correcta maduracion del sistema inmunoldgico alli presente y del eje intestino-cerebro
[56]. En este sentido, el establecimiento de una microbiota intestinal diversa y abundante
en los primeros afios de vida es fundamental para alcanzar y mantener la salud en los

anos posteriores.
2.1. Establecimiento y composicion de la microbiota intestinal

Durante las primeras horas posteriores al parto, la microbiota intestinal del recién
nacido se caracteriza por una complejidad baja e incluso estd dominada por un solo filo
con limitadas especies (3 a 7) [57]. Aunque inicialmente la microbiota del infante es
similar en distintas partes del cuerpo (intestino, piel, cavidad oral y nasal, etc.), a partir
de la sexta semana de vida se establecen grupos especificos de microorganismos en cada
habitat del cuerpo humano. Los géneros que colonizan y predominan en todo el cuerpo
del recién nacido son Propionibacterium, Corynebacterium, Lactobacillus, Streptococcus,
Staphylococcus 'y Prevotella. Sin embargo, anaerobios facultativos como Escherichia y
Klebsiella solo se encuentran en el intestino (Fig. 3). Estos tltimos parecieran estar
implicados en la reduccion del potencial rédox para la formacion de un ambiente

estrictamente anaerobio en el intestino del bebé [58].
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Luego, con la incorporacién de la leche materna y la generacién de condiciones
anaerobias, los colonizadores iniciales como enterobacterias, Escherichia/Shigella,
disminuyen gradualmente y comienza a incrementarse la proporcién de bacterias
anaerdbicas estrictas, principalmente de los géneros Bifidobacterium y Bacteroides [59]. En
particular, en esta etapa, las bifidobacterias representan en promedio el 37 % de toda la
microbiota intestinal del recién nacido [60]. Asimismo, las especies provenientes de la
microbiota vaginal de la madre, presentes en los primeros dias, no se detectan mas a la
semana de vida [61]. De esta manera, a partir del primer mes hasta los seis meses de
vida, el filo Actinobacteria es dominante y probablemente sea favorecido por los HMOs

de la leche materna, que son principalmente metabolizados por bifidobacterias [56].

A partir de los seis meses de vida, con la reduccion gradual de la lactancia y la
introduccién e incremento de alimentos solidos, los niveles de bifidobacterias
disminuyen progresivamente. Clostridium y Enterobacter disminuyen también en forma
gradual. Por el contrario, comienzan a incrementarse especies del género Bacteroides.
Otras familias como Lachnospiraceae y Ruminococcaceae, poco abundantes a los dos
meses de vida, se incrementan hasta estabilizarse constituyendo entre el 12 y el 20% de
la comunidad bacteriana. Al mismo tiempo, aumentan los géneros Akkermansia y
Faecalibacterium [62]. La mayoria de estos géneros y familias son capaces de degradar
fibras alimentarias complejas, y producir acidos grasos de cadena corta (AGCC) a partir
de los alimentos solidos incorporados. En conclusidn, la incorporacion de alimentos
solidos se asocia con un incremento de carga bacteriana y una mayor diversidad , con
un aumento de los niveles de AGCC y una dominancia de los filos Bacteroidetes y

Firmicutes [56,61].

En general, aproximadamente desde el segundo hasta al cuarto afio de vida, la
composicion de la microbiota del nifio cambia paulatinamente hasta asemejarse a la de
un adulto, dominada por miembros del filo Firmicutes y Bacteroidetes. Aunque el
proceso es tnico y especifico de cada individuo, se sugiere que factores perinatales como
el modo de parto, el patrén alimentario para bebés a término, la edad gestacional para
los bebés prematuros, y la administracion de antibidticos, entre otros factores, podrian

influir en este proceso [61]. De alli, que se considere los primeros afios vida como una
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“ventana de oportunidades” para la intervencién y prevencion de enfermedades de la
adultez, y algunas de las estrategias propuestas consideran el uso de bioticos tales como

probidticos, prebiodticos, simbidticos [63] y mas recientemente, postbidticos [64].
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Figura 3. a. Establecimiento de la microbiota intestinal y algunos factores que la
modifican desde el ttero hasta su adultez. La diversidad microbiana se incrementa con la edad
hasta estabilizarse en la adultez. Los principales factores que afectan este proceso son el modo de
parto, la lactancia materna exclusiva, mixta o exclusiva con férmulas infantiles, la introduccion

de alimentos sélidos y los alimentos consumidos en la infancia (Figura modificada de Tanaka y
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Nakayama, 2017). b. Composicién bacteriana intestinal a nivel filo a lo largo del crecimiento

(Figura modificada de Haller y col., 2018).

3. MICROORGANISMOS PROBIOTICOS

En el ano 2013, un panel de expertos fue convocado por la International Scientific
Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP) para discutir diversos aspectos del campo
de los microorganismos probidticos. Durante la reunién, la definicién de probidticos
previamente establecida por Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion
para las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura fue ratificada, y se

establecieron pautas de alcances y limitaciones en relacion con el término probidtico.

Los probidticos se definen como microorganismos vivos que, cuando son
administrados en cantidades adecuadas, confieren un beneficio sobre la salud del huésped [67].
Recientemente, se revisaron los criterios que debe cumplir un microorganismo para
clasificarse como probidtico: identidad, seguridad, estar viables al momento de ser
administrados y poseer al menos un estudio clinico de eficacia que demuestre sus efectos
benéficos [68]. Los probidticos pueden vehiculizarse como suplementos, alimentos de
consumo general, alimentos de uso médico, o formulas infantiles, entre otros. Excluidos
por definiciéon quedaron los alimentos fermentados (como el kéfir o la kombucha) sin un
consorcio microbiano definido, el consorcio microbiano utilizado para los trasplantes de
microbiota fecal, como asi también subproductos o metabolitos de la fermentacion y

células no viables [67].
3.1. Probioticos: especies y potenciales beneficios

Los probidticos mas ampliamente utilizados en alimentos incluyen cepas de
lactobacilos y bifidobacterias [69], entre ellas, Bifidobacterium (adolescentis, animalis,
bifidum, breve y longum) y Lactobacillus (acidophilus, gasseri y johnsonii). En suplementos
alimenticios se utilizan, ademas, ciertas especies de levaduras del género Saccharomyces
o bacterias esporuladas del género Bacillus. Otras especies como Akkermansia muciniphila

y Faecalibacterium prausnitzii, recientemente estudiadas por sus beneficios para la salud,
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podrian ser utilizadas como probidticos “de la nueva generacion” [67]. Actualmente, por
ejemplo, una empresa de California (EEUU) desarrollé un producto innovador,
Pendulum Glucose Control [70], compuesto por una cepa de A. muciniphila y destinado

al tratamiento de la diabetes tipo 2 [71].

El género Lactobacillus es reconocido no solo como probidtico, sino también
porque se encuentra en forma ubicua en alimentos fermentados, plantas, invertebrados
y vertebrados, considerando este ultimo al ser humano [72]. Pero es debido a su
utilizacion en la produccién de alimentos fermentados que se incluye en un grupo de
bacterias genéticamente diversas denominadas bacterias acido lacticas (BAL). Algunas
caracteristicas de las BAL es que son bacterias Gram positivas, no esporuladas, no
moviles y catalasa-negativas. Dentro de las BAL, los lactobacilos son los miembros mas
resistentes a la acidez, encontrandose su pH de crecimiento inicial 6ptimo entre 5,5 a 6,2
[73]. Los lactobacilos pertenecen al filo Firmicutes y son capaces de crecer
anaerobicamente, pero son aerotolerantes y fermentan obligadamente azticares, siendo
el 4cido lactico el principal producto final de su metabolismo. Dentro del género se
observan especies tanto mesofilas como termofilas, homofermentantes como
heterofermentantes. Su aplicacion como probidticos es debido en gran medida a que son
bacterias generalmente reconocidas por su estatus de Generally Recognized As Safe
(GRAS,) [74]. El género Lactobacillus, propuesto en 1901 por Beijerinck, y compuesto hasta
2020 por 261 especies, ha sido reclasificado en 25 nuevos géneros considerando diversos
criterios taxondmicos: Lactobacillus delbrueckii, Paralactobacillus,, Amylolactobacillus,
Bombilactobacillus, Companilactobacillus, Lapidilactobacillus, Agrilactobacillus,
Schleiferilactobacillus, Loigolactobacilus, Lacticaseibacillus, —Latilactobacillus, Dellaglioa,
Liquorilactobacillus, Ligilactobacillus, Lactiplantibacillus, Furfurilactobacillus,
Paucilactobacillus, Limosilactobacillus, Fructilactobacillus, Acetilactobacillus, Apilactobacillus,
Levilactobacillus, Secundilactobacillus y Lentilactobacillus [75]. Numerosas especies
tradicionales usadas como probidticos cambiaron de nombre: por ejemplo, Lactobacillus
rhamnosus pasé a denominarse Lacticaseibacillus rhamnosus. En este trabajo, con el objetivo
de facilitar entendimiento, al mencionar el género Lactobacillus se hara referencia tanto
al género Lactobacillus propiamente dicho como a los nuevos géneros reclasificados de la

denominacion anterior. Asimismo, como consecuencia de la diversidad genética de estos
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miembros, su aplicacion incluye alimentos fermentados, la biotecnologia y la salud tanto
humana como animal, por lo tanto, este grupo de bacterias ha sido vinculado siempre al

desarrollo econémico [72].

Por otro lado, el Dr. Tissier fue el primero en describir a las bifidobacterias en
1900, para aquel entonces el nombre propuesto para estos microorganismos, aislados a
partir de las heces de un nifio lactante, fue Bacillus bifidus communis [76]. Aunque en un
principio las bifidobacterias fueron incluidas dentro de la familia Lactobacillaceae,
debido a que comparten con los lactobacilos la produccion de acido lactico a partir del
metabolismo de los aztcares, ya para el ano 1974 fueron catalogadas dentro del filo
Actinobacteria y clasificadas en el género Bifidobacterium [77]. Algunos de los motivos de
esta discriminacion fue el contenido de G + C en su genoma y la presencia de una via

1.

exclusiva de degradacién de hexosas conocida como la “via de la fructosa-6-fosfato
fosfocetolasa” [78]. El género Bifidobacterium estd constituido por bacterias Gram
positivas, no esporuladas, no moviles y catalasa-negativas, con agrupaciones irregulares
en forma de Y o V, que integran la familia Actinomycetaceae. Siendo el 4cido acético y
el acido lactico los principales productos de la fermentacion de glucosa [77]. Son
generalmente consideradas como anaerobios estrictos, aunque algunas cepas pueden
tolerar el oxigeno y son acido-tolerantes, con un pH 6ptimo de crecimiento entre 6,5 a
7,0 [79]. Al igual que el género Lactobacillus, el género Bifidobacterium es generalmente
considerado GRAS, a excepcién de la especie Bifidobacterium dentium que se encuentra
asociada al desarrollo de caries, aunque su potencial patogénico es bajo en comparacion
con otros patdgenos [77]. Algunas de las fuentes mds comunes donde se aislaron

bifidobacterias son derivadas del tracto gastrointestinal del ser humano y otros animales,

o por contaminacion indirecta con estas tltimas [80].

Lactobacillus y Bifidobacterium son dos géneros que son ampliamente utilizados
como probioticos, ya que mediante diversos mecanismos como la exclusion competitiva,
la producciéon de metabolitos o enzimas inhibitorias, ademas de efectos relacionados a
la estimulacion del sistema inmune [67], pueden producir beneficios al consumidor. Por
ejemplo, diversas patologias (inflamacién intestinal, intestino irritable, alergias,

obesidad, etc.) conllevan un proceso de inflamacidn exacerbada de la respuesta innata,
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adaptiva o ambas. En este sentido, los probidticos se han propuesto como tratamientos
alternativos o complementarios para mitigar estos efectos [81]. Durante la respuesta
innata, dos receptores parecieran estar implicados en la respuesta inmune asociada a las
mucosas, Toll-like receptor 4 y Toll-like receptor 2 [82]. El primero, Toll-like receptor 4, se
expresa en la membrana de los enterocitos y, por lo tanto, estd en contacto directo con
microorganismos del lumen intestinal. Uno de los ligandos de este receptor son los LPS
(lipopolisacaridos) presentes en las bacterias Gram negativas, y cuando se produce esta
union, se activa una cascada de factores transcripcionales que culmina en la expresién
de citoquinas inflamatorias (TNF alfa, IL-6 y IL-1 ). El 4cido lipoteicoico, componente
mayoritario de la pared de las bacterias Gram positivas, tales como lactobacilos y
bifidobacterias, actiia como ligando del Toll-like receptor 2. Los enterocitos y diversas
células inmunolodgicas expresan el Toll-like receptor 2, y algunos ensayos sugieren que la
unioén con distintos probidticos podria actuar inhibiendo citoquinas inflamatorias [83] y
favoreciendo la tolerancia de células inmunolodgicas [84]. Aunque los mecanismos
implicados podrian ser ain mas complejos que los anteriormente mencionados, por
ejemplo, se ha reportado que cuatro cepas de lactobacilos indujeron la expresion de
citoquinas inflamatorias y la activacion de la via del Toll-like receptor 2, y estos cambios,
incrementaron la fagocitosis y la actividad antimicrobiana contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y S. Typhimurium [85]. A su vez, los cambios desencadenados en
la respuesta innata por los probidticos podrian producirse en conjunto con la respuesta
adaptiva. Por ejemplo, la activacién de citoquinas inflamatorias podria estimular la
produccion de células Natural Killer y células Thl, y con ello la inmunidad frente a
patdgenos, mientras que la homeostasis y tolerancia podrian favorecerse mediante la
produccion de IL-10 y células T regulatorias [82]. Ademas, varios estudios en modelos
animales sugieren que cepas probioticas podrian atenuar la permeabilidad intestinal
observada en enterocolitis necrotizante [86], tratamientos con antibidticos [87] y dietas
ricas en grasas [88], entre otros. De este modo, la administracion de probidticos podria
ser beneficiosa de forma preventiva o terapéutica, en algunas enfermedades tales como
el sindrome del intestino irritable, enfermedad intestinal inflamatoria, enterocolitis

necrotizante, diarrea causada por infecciones o antibidticos [89].
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3.2. Laleche materna como fuente potencial de probioéticos

El tracto gastrointestinal y la leche materna son una fuente conocida de
potenciales probiodticos. Una de las primeras evidencias de la presencia de bacterias en
la leche materna fue el aislamiento de una cepa de Lactiplantibacillus plantarum subsp.
plantarum (denominacidn anterior Lactobacillus plantarum, Zheng y col. 2020) en 1979 [19].
Posteriormente, Martin y col. (2003) aislaron cepas de Lactobacillus gasseri y
Limosilactobacillus fermentum (denominacion anterior Lactobacillus fermentum, Zheng y
col. 2020) de leche materna. A partir de alli, se incrementé el nimero de publicaciones
que estudiaban el potencial uso como probidtico de cepas aisladas de este fluido vital,
caracterizando su capacidad antimicrobiana [23], la modulaciéon del sistema
inmunologico [26], la seguridad [90], o la potencial de aplicaciéon en alimentos [91]. En
particular, se conoce que las bacterias presentes en la leche materna reducen la incidencia
y severidad de infecciones en el recién nacido. Los nifios alimentados con leche materna
son menos susceptibles a padecer infecciones respiratorias y gastrointestinales, alergias
y enfermedades crénicas comparado con los nifios que no recibieron este alimento [61].
Los mecanismos de accion son variados, desde la produccion de péptidos y/o acidos
antibacterianos, competencia y/o exclusion y regulacion de la respuesta inmune. Por
ejemplo, lactobacilos aislados de la leche materna inhiben la adhesiéon de patogenos
gastrointestinales como E. coli, Shigella spp., Pseudomonas spp. y Salmonella spp.
[23,92,93]. Ademas, los nifios alimentados con leche materna, en comparacion con los
alimentados con férmulas infantiles, presentan una mejor respuesta Th1 [94]. En este
sentido, se conoce que cepas de lactobacilos aisladas de leche materna favorecen la
expresion de citoquinas como IL-2, IL-12 y TNF alfa, vinculadas a la respuesta Th1 [26].
Un estudio demostré que cepas de L. fermentum 'y Ligilactobacillus salivarius
(denominacion anterior Lactobacillus salivarius, Zheng y col. 2020) fueron potentes
activadores de células Natural Killer de la inmunidad innata, activadoras moderadas de

células CD4*y CD8* y reguladoras de la inmunidad adquirida [8].
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3.3. Aspectos tecnoldgicos y funcionales en la seleccion de

bacterias probioticas

Para seleccionar cepas a ser utilizadas como microorganismos probioticos en
alimentos o suplementos, no s6lo deben ser consideradas sus propiedades beneficiosas
para la salud, sino también ciertos aspectos tecnoldgicos que hagan posible su uso en la
industria. Los criterios de seleccién deben incluir la capacidad de crecer a alta densidad
celular en medios relativamente econdmicos, de ser cosechadas por centrifugacion
formando un pellet firme, de ser congeladas o deshidratadas y de retener su viabilidad
y propiedades funcionales a lo largo de la conservacion del cultivo concentrado y de la
vida util del producto utilizado como vehiculo, entre otros. Por ejemplo, Saarela y col.
(2006) demostraron una menor viabilidad de bifidobacterias en jugos de frutas de pH
bajo que en productos lacteos durante el almacenamiento. En todos los casos, los
resultados siempre muestran una fuerte dependencia de la cepa, lo que remarca que no
pueden realizarse generalizaciones para catalogar a una especie como mas resistente o
propicia para su uso en la industria. Ademads, debe tenerse presente que es deseable que
la funcionalidad de una cepa considerada probidtica se evalie una vez que ésta es
incorporada en el producto y no exclusivamente como cultivo puro, para constatar que
el procesamiento, las caracteristicas fisicoquimicas de la matriz y el almacenamiento no

hayan afectado sus propiedades benéficas.

Otro punto a considerar es el uso de monocepas o multicepas probioticas, en este
sentido, se observaron resultados diversos que parecen ser dependientes, una vez mas,
de la caracteristicas particulares de cada cepa [96]. La hipdtesis detras del uso de
multicepas implica incrementar los beneficios al consumidor mediante un efecto
sinérgico producto de la combinacion de varias cepas probidticas. Por ejemplo, Drago y
col. (2015) demostraron una mayor expresion de IL-10 in vitro en células mononucleares
periféricas de personas con asma, cuando se adicionaron L. salivarius LSOl y
Bifidobacterium breve BRO3 combinadas, en comparacion a las cepas individuales. La
administracion de un grupo de cepas no siempre asegura un beneficio mayor al
consumidor que la administracion de cepas individuales. In wvitro, por ejemplo,

combinaciones de bifidobacterias y lactobacilos demostraron tanto capacidad de
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tolerarse como inhibir su crecimiento entre si, siendo siempre dependiente de la
combinacion de cepas considerada [98,99]. Aunque para ciertas patologias como
enfermedades intestinales inflamatorias el uso de multicepas parece potenciar los
beneficios para el paciente con respecto a la administracion de las cepas individuales
[100], la complejidad de las interacciones entre especies y sus efectos sobre el huésped

requieren un estudio detallado de cada caso particular [96].

Finalmente, cabe destacar que en la actualidad surgieron nuevas tecnologias
como la encapsulacion en matrices poliméricas sintéticas, semisintéticas o naturales, e
incluso el uso de biofilm propios de cepas para aumentar la sobrevida de los
microorganismos por el tracto gastrointestinal [96,101]. Estas nuevas tecnologias mas
costosas, en comparacion con la liofilizacion y secado spray, aplicadas principalmente a
las nuevas generaciones de probidticos como A. muciniphila, F. prausnitzii, Bacteroides
thetaiotaomicron particularmente sensibles a los procesos convencionales, permitirian su
uso en el tratamiento de enfermedades especificas como la diabetes tipo 2, obesidad y
enfermedades del tipo inflamatorias [102,103]. En la actualidad, sin embargo, se conoce
que la viabilidad celular no es siempre una condicion sine qua non para que se observen
efectos benéficos sobre la salud [104]. En este sentido, el término postbiotico ha surgido
recientemente y hace referencia a los efectos benéficos de microorganismos no viables,
sus metabolitos y componentes celulares [105]. En relacion a A. muciniphila, un estudio
en ratones demostr6 que la pasteurizacion de la cepa no sélo conservo sus beneficios,
sino que aumento su eficacia frente a la obesidad y diabetes [106]. Esto no se observé
cuando la misma cepa fue autoclavada [107], demostrando la importancia del proceso

tecnologico empleado en las propiedades benéficas de una cepa.
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Objetivo general

Generar conocimiento cientifico relativo a la presencia de bacterias lacticas
(principalmente lactobacilos) en leche materna y estudiar sus propiedades como

potenciales probidticos para nuevos alimentos funcionales.

Objetivos especificos:

Estudiar la microbiota de leche materna de madres de bebés prematuros y a

término mediante secuenciacién masiva del gen 16S ARNr.

e Aislar e identificar cepas de lactobacilos a partir de muestras de leche materna
para formar una coleccion de cepas de este origen.

e Optimizar la formulacion de medios de cultivo de lactobacilos para la
produccion de biomasa y analizar la respuesta a factores tecnologicos de interés
en alimentos, principalmente su aptitud para ser utilizados como cultivos
deshidratados.

e Caracterizar la funcionalidad de las cepas a través de estudios in vitro e in vivo,
con particular interés en la capacidad de promover la salud intestinal.

e Determinar la capacidad de resistencia a barreras fisioldgicas y estudiar la

interaccidn con el intestino.
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Capitulo 1

Microbiota de leche materna en madvres
de bebes a téermino versus prematuros




1. Introduccion

El desarrollo fisiologico, inmunologico y de la microbiota del bebé se ve
influenciado por multiples factores. Se conoce que los bebés nacidos a término, por parto
natural (vaginal) y alimentados con leche materna tienden a establecer una microbiota
adecuada y un correcto desarrollo del sistema inmunoldgico. Esto permite prevenir
patologias del tipo inflamatorias y desdrdenes inmunoldgicos durante la infancia y en
los afios posteriores [52,108]. Los beneficios de la lactancia parecieran ser dependientes
de la dosis y de su duracion; una lactancia prolongada podria prevenir en mayor grado
enfermedades de tipo respiratorias [109]. En particular, los bebés prematuros son los
mas comprometidos nutricionalmente y, debido a su sistema inmune inmaduro, poseen
mayor riesgo de padecer enterocolitis necrotizante y complicaciones posteriores en la
infancia [110]. La microbiota gastrointestinal de los niflos prematuros se caracteriza por
presentar una menor diversidad microbiana y un mayor porcentaje de potenciales
patégenos que aquellos nifios nacidos a término, siendo aun mas desfavorecida la

microbiota intestinal por el uso de antibidticos [111].

En la actualidad, el conocimiento sobre la microbiota de la leche materna en
madres de bebés prematuros es ain escaso [112]. Unas de las principales razones es la
dificultad en la produccion de leche materna debido al nacimiento anticipado, el estrés
psicosocial, el retraso en la lactogénesis y la separacion de las madres de sus nifios [113].
Ademas, las madres de bebés prematuros deben realizarse la extraccion de leche de
forma manual o mecdnica mediante bombas. Por otro lado, se conoce que los
macronutrientes presentes en la leche materna de madres que han dado a luz
prematuramente difieren de las madres de bebés a término [114], por lo tanto es

esperable que su microbiota también se vea afectada.
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Objetivos

Estudiar la microbiota de leche materna de madres de bebés a término versus la
microbiota de leche materna de madres de bebés prematuros, y determinar si
existen diferencias al avanzar la edad gestacional del bebé en aquellas madres

que dieron a luz de forma anticipada.
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3. Materiales y métodos

3.1 Sujetos y muestreo de leche materna

Las muestras de leche materna fueron obtenidas a partir de 24 madres de la
ciudad de Santa Fe, Argentina. Las madres fueron agrupadas segun la edad gestacional
de sus hijos al momento del nacimiento, el grupo a término dio a luz con un minimo de
37 semanas de gestacion y el grupo de prematuros con menos de 37 semanas de
gestacion. Las muestras de leche materna obtenidas de madres a término entre los dias
6 a 12 posparto fueron denominadas T. En las madres del grupo de prematuros, se
tomaron dos muestras de leche materna, la primera entre los dias 3 y 12 posparto (P) y
la segunda muestra en el momento que hubieran alcanzado entre las 37 y 40 semanas de
gestacion (PT). Las muestras se obtuvieron de madres donantes en el hospital publico
J. B. Iturraspe y el sanatorio privado San Gerénimo, ademas de madres voluntarias
espontdneas de la ciudad de Santa Fe. A todas las participantes se les brind6 informacién
oral y escrita, y ademds se obtuvo el consentimiento firmado (S1). Todos los
procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica del CCT-CONICET Santa Fe.
La historia clinica de las pacientes fue obtenida en cada grupo incluyendo tipo de parto
(cesarea o vaginal), edad gestacional, sexo del bebé, uso de antibidticos o corticoides y
caracteristicas de las madres como edad, IMC antes del embarazo, ganancia de peso
durante el embarazo, hijos previos al embarazo, tabaquismo durante el embarazo o
lactancia o si padecié mastitis u otras complicaciones durante la lactancia (S2). Todas las
madres que tuvieron parto por cesdrea recibieron antibidticos en forma profilactica.
Antes de realizar la toma de muestra, la superficie del pecho fue higienizada con agua y
jabon, y los primeros 500 a 600 pL de leche materna fueron descartados. Luego, las
muestras fueron recolectadas en un colector descartable estéril e inmediatamente
refrigeradas a 5 °C y procesadas en el laboratorio dentro de las primeras dos horas de su

recoleccion.
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3.2 Extraccion de ADN y secuenciacion de las muestras de leche

materna

Para la extraccion de ADN a partir de las muestras de leche materna se utilizo el
kit “MasterPure™ Complete DNA” (Epicentre, Madison, Wisconsin, EEUU). Las
mismas (2 mL) se centrifugaron (20000 x g, 20 min, 4 °C) para remover el contenido graso
y luego se lavaron dos veces con 500 puL de solucién salina. Los pellets obtenidos fueron
utilizados para la extraccion de ADN, resuspendiéndolos en solucion de lisis con 1 puL
de Mutanolisina (10 UmL™) y 2 uL de Lisozima 20 mg mL-. Para facilitar la lisis celular,
se agregaron perlas de vidrio de dos tamanos diferentes (0,1 - 0,4 mm y 0,4 — 0,6 mm,
Sigma, EEUU). Las muestras fueron incubadas durante 60 min a 37 °C y luego tratadas
en un disruptor celular “Mini-bead-beater 8TM” (Biospec, Bartlesville, IL, EEUU)
durante 2 ciclos de 1 min, con intervalos de 30 s en bafio de hielo. Se adicioné 1 uL de
proteinasa Ky se incub6 a 65 °C por 20 min; se agregd RNasa A (5 mg mL") y se incubd
a 37 °C por 60 min. Las muestras fueron mantenidas en hielo, para ser luego tratadas con
175 pL del reactivo precipitante de proteinas y posteriormente centrifugadas (25000 x g,
10 min, 4 °C). Los sobrenadantes fueron transferidos a tubos limpios y tratados con
500 pL isopropanol para la precipitacion del ADN (=20 °C, 2 a 8 h). Los pellets obtenidos
fueron lavados con etanol al 70 %, secados a temperatura ambiente y suspendidos en
31 pL de agua milliQ. E1 ADN se cuantificé mediante fluorimetria (Qubit 2.0 fluorometer,
Life Technology, Carlsbad, California, EEUU) y las librerias se secuenciaron mediante
corridas “paired-end” 2x300pb (MiSeq Reagent kit v3) en la plataforma

“MiSeq-Illumina” (servicio de secuenciacion FISABIO, Valencia, Espafia).
3.3 Analisis bioinformatico de los datos de la secuenciacion masiva

Las secuencias crudas fueron procesadas utilizando una versiéon modificada del
pipeline propuesto por Logares (2017) (https://github.com/ramalok). Primero, se utilizé
el software “SPAdes v3.5.0” [116] para corregir errores de sustitucién ocurridos durante
la secuenciacidn; este software emplea algoritmos basados en el agrupamiento de
HAMMER en base a los valores de calidad de las secuencias e introduce sanciones
bayesianas (BAYES HAMMER tool) [117]. Luego, se realiz6 un filtrado de secuencias en

base a la calidad de las mismas, usando la funcion “fastq_filter” del programa
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“USEARCH-v10” [118]. Las secuencias que pasaron el control de calidad fueron luego
analizadas usando “UNOISE2” [119] con el objetivo de definir las OTUs sin
agrupamientos (zero-radius OTUs [zOTUs]) [120,121]. Finalmente, las zOTUs definidas
fueron asignadas taxondémicamente mediante BLAST [122], usando la base de datos
SILVA (SSU Ref 132 NR 99) como referencia y las tablas de zOTU fueron creadas con la
funcion “otutab” en “USEARCH-v10” [123]. Antes de realizar los demas analisis, se
restaron las secuencias correspondientes al control de secuenciacion (control negativo) a
cada una de las secuencias obtenidas de las muestras de leche materna. Para los calculos
de diversidad y riqueza, y andlisis posteriores, se consideraron solamente aquellas
zOTUs con abundancia mayor o igual a 10 secuencias, para asegurarnos que nuestras
conclusiones no estén alteradas por errores de secuenciacion. Ademas, las secuencias
asignadas a Archaea y Cloroplasto fueron eliminadas. Para poder realizar la
comparacion entre las muestras evitando sesgo por esfuerzo de muestreo, se realizé un
submuestreo aleatorio en cada una de ellas en base a la muestra de menor ntimero de

secuencias.

A continuacion, se utilizo el paquete de datos “vegan v.2.5” del software R (R team,
2019) para crear las curvas de rarefaccion de las zOTU y determinar los indices de
diversidad y riqueza (Shannon [124], Simpson [125] y Chaol [126]) de las muestras de
estudio. Ademads, se realizaron los graficos NMDS (siglas en inglés de Non-Metric

Multidimensional Scaling) utilizando el software R.

3.4 Analisis estadistico

Se desarroll6 un andlisis de PERMANOVA (siglas en inglés de Permutational
multivariate analysis of variance) (9999 permutaciones) en matrices triangulares Bray-
Curtis para examinar las diferencias en la composicion bacteriana de las zOTUs
correspondientes a los tres grupos estudiados. A continuacién, un analisis de SIMPER
(siglas en inglés de SImilarity PERcentages breakdown) determind las OTUs que mas

contribuyeron a las diferencias observadas entre las muestras.

Se empleo la prueba T de student para datos paramétricos o la prueba U de Mann-

Whitney para datos no paramétricos para analizar las diferencias entre los pares de
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muestras independientes entre si (P vs. Ty PT vs. T). Las diferencias del par P vs. PT, que
pertenecian a las mismas a madres en distintos tiempos, fueron analizadas mediante la
prueba T para muestras pareadas o la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon, segtin
la distribucion de los datos. Los valores de p < 0,05 fueron considerados significativos.
La normalidad de las muestras (distribuciéon paramétrica o normal) fue analizada
mediante la prueba de normalidad de Ryan-Joiner, a nivel filo, familia, género y especie.
Estos anadlisis se realizaron utilizando el programa PAST (Qyvind Hammer, Natural

History Museum, University of Oslo) [127].
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4. Resultados

Las madres que participaron del estudio se dividieron en dos grupos segun la
edad gestacional de sus bebés, el grupo a término (> 37 semanas de gestacion, N =12) y
el grupo de prematuros (< 37 semanas de gestacion, N = 12). Se realiz6 una toma de
muestra para el grupo a término, denominadas Tx (donde x va de 1 a 12). En cambio, se
tomaron 2 muestras al grupo prematuros, denominadas muestras P a la primera toma
(12 muestras) y muestras PT (12 muestras) a las muestras tomadas en la fecha en que
hubieran alcanzado las 37 0 mds semanas de gestacion. Las muestras se enumeraron
segun la madre donante. Por ejemplo, las muestras P5 y PT5 pertenecen al grupo
prematuro y a la misma madre, siendo la muestra Px tomada dentro los primeros 15 dias
posparto y la muestra PTx cuando el bebé hubiera alcanzado la edad gestacional de 37

0 MA4s semanas.

En la Tabla 1 se muestran los datos clinicos del par madre-hijo que participaron
del estudio. Como se puede observar, no hubo diferencias significativas entre las fechas
en que se realizaron las tomas de muestras y en la edad de las madres entre ambos
grupos, pero si en la edad gestacional y en el peso del bebé al nacer. Asimismo, la
administracion de antibidticos y corticoides prenatales fue mayor en el grupo de
prematuros, en comparacion con la de bebés nacidos a término. Es una practica comun,
antes del parto, la administracion antibidticos en el caso de cesdreas, y, en prematuros,
corticoides prenatales para favorecer principalmente la maduracién pulmonar de los

recién nacidos [128].
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Tabla 1. Datos clinicos del par madre-hijo

Parametros Prematuros A término Valor de p
Numero de muestras 12 12 No aplicable
Ntmero de madres 12 12 No aplicable
Dias posteriores al parto, 1 muestra 8+3 8+3 0,7992
Dias posteriores al parto, 24 muestra 22+9 No aplicable No aplicable
Relacion parto por vaginal/cesarea 3:9 4:8 No aplicable
% cesareas 75 67 No aplicable
Edad gestacional (semanas) 334+1,2 38,3+1,2 0,000t
Peso (g) del bebé al nacer 1968 + 308 2925 + 484 0,000t
Sexo (M/F) 6: 6 5:7 No aplicable
Edad (afios) de las madres 25,7+7,5 291+8,2 0,300t
Alergias de las madres (Si/No) 5:7 4:7 No aplicable
Diabetes antes del embarazo (Si/No) 0:12 1: 11 No aplicable
Hipo/Hiper Tiroidismo (S5i/No) 2:10 1:11 No aplicable
Anemia durante el embarazo (Si/No) 2:10 2:10 No aplicable
Diabetes gestacional (51/No) 2:10 2:10 No aplicable
Corticoides antenatales (Si/No) 11:1 2:10 No aplicable
Antibioticos durante el embarazo (Si/No) 11: 1 8:4 No aplicable
Fumadora activa durante el embarazo (Si/No) 2:10 2:10 No aplicable
Fumadora pasiva durante el embarazo (Si/No) 5:7 3:9 No aplicable

Prueba T de student para muestras independientes para datos paramétricos o 2Prueba de

la U de Mann-Whitney para datos no paramétricos, *p < 0,05, significativo.
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Posteriormente, con el objetivo de caracterizar la comunidad microbiana de
bebés prematuros y a término, se realizd el secuenciamiento masivo del gen 165 ARNr a
partir de las muestras de leche materna. Primero, se restaron las secuencias del control
de secuenciacién (control negativo) a cada una de las secuencias obtenidas de las
muestras de leche materna. Luego de la asignacion taxondmica, se eliminaron, ademads,
las secuencias con una abundancia < 10 secuencias y aquellas asignadas al dominio
Archaea y al filo Cyanobacteria de acuerdo a otros trabajos de referencia [129,130]. En
total, 8 OTUs fueron asignadas a Archaea y 77 OTUs al filo Cyanobacteria. Se descartd
la muestra PT1 por tener un namero insuficiente de secuencias (< 10.000) en comparacion
con las demas muestras (12.437 a 129.871 secuencias) y la muestra P6 debido a que estaba
contaminada. Teniendo en cuenta el tratamiento de los datos, se procedio a realizar la
curva de rarefaccion y con ella se determinaron los indices de diversidad y riqueza
(Chaol, Simpson, Shannon). Al analizar los grupos independientes entre si, P vs. T y
PT vs. T, mediante la prueba U de Mann-Whitney para datos no paramétricos, se observo
una mayor diversidad bacteriana en las muestras de bebes a término en comparacion
con el grupo de prematuros, segin el indice de Simpson (p = 0,004). Con relacion al
indice Shannon, se observé la misma tendencia, aunque las diferencias entre los grupos
Py T no fueron significativas (p = 0,056). Al contrario, los grupos PT vs. T no presentaron

diferencias significativas en los indices de diversidad y riqueza (Fig. 4).
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Figura 4. Diversidad alfa y riqueza de las muestras de leche materna. a. Indice de riqueza,
Chaol, b. Indice de diversidad alfa, Simpson y c. Indice de diversidad alfa, Shannon. Grupo de
madres de bebés prematuros, P (dias 3 a 12 de posparto) y PT (cuando hubieran alcanzado las 37

o mas semanas de gestacion) y el grupo a término, T. Prueba U de Mann-Whitney para muestras

independientes no parameétricas, * p <0,05.
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A continuacion, se realiz6 el grafico NMDS (Fig. 5) para analizar la distribuciéon
de las muestras en funcion a su similitud. Se puede observar que las muestras Py T se
segregan a la izquierda y derecha del gréafico, respectivamente, mientras que las

muestras PT presentan una mayor dispersion, sobreponiéndose entre las muestras Py T.
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Figura 5. Grafico NMDS (siglas en inglés de Non-Metric Multidimensional Scaling)
correspondientes a las muestras de leche materna de los siguientes grupos: grupo de madres con
bebés prematuros, P (dias 3 a 12 de posparto) y PT (cuando hubieran alcanzado las 37 o mas

semanas de gestacion) y el grupo a término, T.

Por otro lado, la composicidon taxonémica de las muestras de leche materna fue

estudiada mediante un andlisis PERMANOVA, observandose que las muestras P
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resultaron significativamente diferentes a las muestras T (p = 0,004), pero no se
obtuvieron diferencias significativas entre los demds grupos estudiados. Luego se
realiz6 un andlisis de SIMPER para determinar cudles fueron las OTUs que
contribuyeron mas en las diferencias observadas. La OTU 1 correspondiente al género
Staphylococcus contribuy6 con el 30 % de las diferencias y, en conjunto con las OTU 2 y
OTU 3 del género Streptococcus, alcanzaron un total del 54 % de las disimilitudes
observadas entre las muestras. Luego, la composicion taxonomica de cada uno de los
filos fue analizada individualmente. El filo Bacteroidetes no present6 diferencias entre
los grupos evaluados. Al contrario, en los filos Proteobacteria y Actinobacteria las
muestras PT y P presentaron diferencias significativas en relacion con el grupo T. En el
caso del filo Proteobacteria, entre PT y T la significancia fue 0,0003, mientras entre Py T
fue de 0,0009. La significancia para el filo Actinobacteria fue de 0,04 entre los grupos P y
T, y 0,014 entre los grupos PT y T. Cuando el filo Firmicutes fue analizado, solo hubo
diferencias significativas entre el grupo Py T (p = 0,002). El analisis de SIMPER para el
filo Proteobacteria determino6 que la OTU 19 (género Ralstonia) contribuy6 con un 12 %
de las disimilitudes observadas y, a continuacion, las OTUs 11 (género Klebsiella) y 18
(género Acidovorax) contribuyeron aproximadamente con el 6 % individualmente. En el
filo Actinobacteria, los géneros Corynebacterium_1 (OTU 16), Cutibacterium (OTU 17),
Rothia (OTU 36) y Bifidobacterium animalis subsp. lactis (OTU 14) contribuyeron
aproximadamente con el 50 % de las disimilitudes observadas. En particular, en el filo
Firmicutes la OTU 1 (género Staphylococcus) contribuy6 con un 40 % de las disimilitudes

observadas y la OTU 2 (género Streptoccocus) con el 20 %, entre el grupo Py T.

A continuacién, se muestran las graficas de abundancias relativas a nivel filo,
familia y género (Fig. 6). En todos los grupos estudiados, el filo Firmicutes fue el mas
abundante (85,6 — 80,5 %), seguido por los filos Proteobacteria (10,2 — 13,4 %),
Actinobacteria (2,5 - 5,6 %) y Bacteroidetes (0,6 — 1,4 %) (Fig. 6a). A nivel filo no se
observaron diferencias significativas entre los grupos estudiados. El analisis posterior a
nivel familia y género se realiz6 por pares de muestras, aquellas independientes entre si
(T vs. Py T vs. PT) y el par de muestras provenientes de las mismas madres a distintos

tiempos (P vs. PT).
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A nivel familia se estudiaron el par de muestras independientes, T vs. P, se
observd una mayor abundancia en el grupo T en comparacion con el grupo P de las
familias Streptococcaceae (37,41 vs. 13,59 %, p = 0,006) y Micrococcaceae (2,01 vs. 0,14 %,
p = 0,001) (Fig. 6b). Por otro lado, el grupo T presenté una menor abundancia de las
familias Staphylococcaceae (36,65 vs. 66,27 %, p=0,004) y Rhodobacteraceae
(0,03 vs. 0,13 %, p = 0,019), en comparacion con el grupo P (Fig. 6b). Luego, se observo
que el grupo T en relacion con el grupo PT presentd menor abundancia de las familias
Atopobiaceae (0,00 vs. 0,29 %, p = 0,013), Veillonellaceae (0,43 vs. 2,70 %, p = 0,044) y
Beijerinckiaceae (0,09 vs. 0,29 %, p = 0,016). En cambio, el grupo T presenté mayor
abundancia de las familias Propionibacteriaceae (0,75 a 0,33 %, p = 0,019) y
Pseudomonadaceae (2,71 vs. 0,56 %, p = 0,037) en comparacion con el grupo PT. Cuando
se analizaron las muestras provenientes de las mismas madres, P vs. PT, se observo un
incremento significativo en el grupo PT de las familias Carnobacteriaceae (0,02 a 0,77 %,

p =0,028), en comparacion al grupo P.

A nivel género (Fig. 6¢), el grupo T en comparacion con el P presento, una menor
abundancia relativa de los géneros Staphylococcus (36,65 vs. 66,26 %, p = 0,004) y
Paracoccus (0,01 vs. 0,10 %, p = 0,044), y una mayor abundancia de los géneros
Streptococcus (37,33 vs. 13,57 %, p=0,007), Ralstonia (4,49 vs. 0,00 %, p =0,006), Rothia (1,95
vs. 0,03 %, p = 0,000) y Stenotrophomonas (0,15 vs. 0,00 %, p = 0,037). El grupo T en
comparacion con el grupo PT presenté una mayor abundancia relativa de los géneros
Ralstonia (4,49 vs. 0,00 %, p = 0,006), Cutibacterium (0,75 vs. 0,33 %, p = 0,016) y
Pseudomonas (2,71 vs. 0,56 %, p = 0,037), asi como también una menor abundancia en los
géneros Atopobium (0,00 vs. 0,29 %, p=0,013) y Methylbacterium (0,06 vs. 0,19 %, p = 0,013).
Cuando se compararon las muestras de prematuros entre si, se observé un aumento en
el grupo PT de los géneros Dolosigranulum (0,01 a 0,52 %, p=0,043) y Rothia (0,032 0,76 %,
p = 0,021) y una disminucion del género Enterobacter (1,80 a 0,06 %, p=0,028) en
comparacion con el grupo P inicial. Por otro lado, el género Veillonella tendid a presentar
una mayor abundancia en el grupo PT en comparacion con el grupo P (2,69 vs. 0,51 %,
p=0,070) y el grupo T (2,69 vs. 0,37 %, p = 0,051), pero estas diferencias no fueron
significativas. Otro género de interés como Lactobacillus tendié a presentar mayor

abundancia en el grupo PT en comparacion con el grupo T (0,27 vs. 0,74 %, p =0,090),
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pero estas diferencias no fueron significativas. En la Tabla 2 se resumen los géneros que

presentaron mayores diferencias entre los grupos estudiados.

Debido a la abundancia del género Staphylococcus, se procedid a analizar las
especies identificadas: Staphylococcus aureus (OTU 6) y especies no cultivables de
Staphylococcus (OTU 1 y 4). Ambas especies presentaron solo diferencias significativas
entre los grupos P y T por todos los métodos estadisticos empleados. Aunque, la
abundancia de S. aureus fue mayor en las muestras T en comparacion con las muestras
P (10,12 vs. 0,30 %, p = 0,000). Por el contrario, especies no cultivables de Staphylococcus
fueron menores en términos de abundancia relativa en las muestras T en comparacion
con las muestras P (26,52 vs. 65,77 %, p = 0,002). La especie Staphylococcus haemolyticus
presentd menor abundancia en grupo T en comparacion con el grupo P (0,00 vs. 0,20 %,

p =0,007) y grupo PT (0,00 vs. 0,08 %, p = 0,004).
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Tabla 2. Resumen de las diferencias significativas entre los grupos estudiados a nivel

género.
Filo Familia Género Grupos Val;r de
T P
Firmicutes Staphylococcaceae Staphylococcus 36,65 66,26 0,004
Streptococcaceae Streptococcus 37,33 13,57 0,0071*
Proteobacteria Burkholderiaceae Ralstonia 4,49 0,00 0,0061*
Xanthomonadaceae Stenotrophomonas 0,15 0,00 0,0371*
Rhodobacteraceae Paracoccus 0,01 0,10 0,044*
Actinobacteria Micrococcaceae Rothia 1,95 0,03 0,000t*
T PT
Firmicutes Veillonellaceae Veillonella 0,37 2,69 0,051t
Lactobacillaceae Lactobacillus 0,27 0,74 0,091
Proteobacteria Beijerinckiaceae Methylbacterium 0,06 0,19 0,013
Burkholderiaceae Ralstonia 4,49 0,00 0,006*
Pseudomonadaceae  Pseudomonas 2,71 0,56 0,0371*
Actinobacteria Atopobiaceae Atopobium 0,00 0,29 0,013t*
Propionibacteriaceae  Cutibacterium 0,75 0,33 0,016
P PT
Firmicutes Carnobacteriaceae Dolosigranulum 0,01 0,52 0,0432*
Veillonellaceae Veillonella 0,51 2,69 0,070 2
Proteobacteria Enterobacteriaceae Enterobacter 1,80 0,06 0,0282*
Pseudomonadaceae  Pseudomonas 1,04 0,56 0,075 1
Actinobacteria Micrococcaceae Rothia 0,03 0,76 0,0212*

Prueba T de student para muestras independientes para datos paramétricos o Prueba de

la U de Mann-Whitney para datos no paramétricos.

Prueba T para muestras dependientes para datos paramétricos o la prueba de los

rangos con signo de Wilcoxon.

*p < 0,005, significativo.

45



5. Discusion

La microbiota de la leche materna cumple un rol decisivo en el desarrollo del
sistema inmune asociado a la mucosa intestinal del recién nacido. Martin y col. (2003)
fueron los primeros en identificar mediante técnicas independientes del cultivo, especies
de lactobacilos comensales en leche materna y luego, en afios posteriores, numerosos
estudios confirmaron sus observaciones y vincularon las cepas aisladas con posibles
beneficios para el recién nacido, principalmente en la modulacién del sistema
inmunolégico [23,26,131]. Actualmente, gracias a las tecnologias modernas de
secuenciacion masiva lograron detectarse una gran variedad de microorganismos, en
donde los géneros mds predominantes serian Staphylococcus 'y  Streptococcus
independientemente de la region geografica del mundo [132]. La misma tendencia se
observo en nuestro estudio. Ademas, los géneros Staphylococcus y Streptococcus fueron
los que contribuyeron en mayor medida a las diferencias observadas entre los grupos
estudiados. A pesar de las similitudes, la predominancia de diversos géneros bacterianos
en leche materna parece cambiar seguin la region geografica. Por ejemplo, cuando se
compararon muestras de leche materna de China, Sudafrica, Finlandia y Espafia, las
mujeres de China presentaron los mayores niveles de Streptococcus, mientras que las
muestras de mujeres de Espafia contenian mayor proporcidon de Propionibacterium y
Pseudomonas [133]. De alli la importancia de este estudio como pionero en Argentina,
debido a que multiples factores afectan la microbiota de la leche materna, incluyendo los

habitos alimentarios de las madres, edad y IMC, entre otros [50].

La edad gestacional es otro factor determinante de la composicion de la
microbiota de la leche materna. Un estudio observé menor abundancia de Bifidobacterium
en madres de bebés prematuros con respecto a madres con bebés a término [134]. En
nuestro estudio, la composicion taxondmica presentd diferencias entre la leche materna
de las muestras P y T, pero no entre las muestras PT y T, lo que sugeriria que la
microbiota de la leche materna en madres de bebés prematuros se asemejaria al grupo a
término luego de varios dias o semanas posteriores al parto, a medida que avanza la
lactancia. Un patron similar fue observado al analizar los indices de diversidad Shannon

y Simpson, pero no asi del indice de riqueza, Chaol. En otro estudio llevado a cabo por
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Urbaniak y col. (2016) (39 sujetos con un N por grupo de entre 8 y 11 personas) no se
observaron diferencias en diversidad y/o riqueza entre la leche materna de madres de
bebés prematuros o a término. Estos resultados, contrapuestos con los resultados
observados en nuestro trabajo, podrian deberse al limitado nimero de muestras en
ambos estudios. Por otro lado, un estudio mas reciente sobre la microbiota de leche
materna en madres de bebés prematuros observo que los factores que conllevan a una
menor diversidad estdn positivamente asociados al uso de antibidticos y a un

IMC >25 kg m™, es decir, madres con obesidad o sobrepeso antes del embarazo [130].

Los filos Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria y Bacteroidetes fueron los
mas abundantes, en similitud con otros estudios [11]. Cuando se compar6 la
composicion taxondmica del filo Firmicutes, se observd que la microbiota de la leche
materna en madres de bebés prematuros, al transcurrir los dias, se asemejaba a la
microbiota correspondiente a madres de bebés a término, aunque no asi los filos
Proteobacteria y Actinobacteria. En concordancia con el SIMPER, cuando se analizaron
las diferencias entre T vs. P dentro del filo Firmicutes, las familias Streptococcaceae
(género Streptococcus) y Staphylococcaceae (género Staphylococcus) fueron las
responsables de las mayores diferencias observadas. La relacién de abundancias relativa
de Streptococcus/Staphylococcus fue mayor en madres con bebés a término con respecto a
la leche materna de madres de bebés prematuros, y estas diferencias se reflejaron
también en el grafico NMDS (Fig. 5). Se ha observado en otros trabajos mayores niveles
del género Staphylococcus en madres con sobrepeso u obesidad, en comparacion con
madres con un IMC menor [135] y en muestras con mayores niveles de dcidos grasos

[10].

Después de los géneros Staphylococcus y Streptococcus, el tercer género con mayor
abundancia fue Ralstonia perteneciente a la familia Burkholderiaceae y del filo
Proteobacteria. Se encontro el género Ralstonia casi exclusivamente en las muestras de
leche materna de madres de bebés a término, en donde su abundancia fue
aproximadamente del 4,5 % en concordancia con otros estudios de Canada [31], India
[35], Suiza [15] y EEUU [136]. Patel y col. (2017) asociaron una elevada abundancia del

género Ralstonia, junto con otros géneros aerotolerantes como Aeromonas, Staphylococcus,
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Klebsiella, Serratia, Enterococcus y Pseudomonas, como un marcador de mastitis en la leche
materna. A pesar de que la leche materna en madres de bebés a término presento la
menor abundancia del género Staphylococcus en relacidén con los tres grupos estudiados,
en particular la especie identificada como S. aureus fue mayor en muestras de leche
materna en madres de bebés a término. La familia Pseudomonadaceae, en particular el
género Pseudomonas, predomind en las muestras de bebés a término, y la abundancia fue
significativamente menor en el segundo muestreo a madres de bebés prematuros.
S. aureus, Staphylococcus epidermidis y Pseudomonas se han reportado como los géneros y
especies predominantes en los casos de mastitis aguda y/o subaguda [137]. Por lo tanto,
en el caso de leche materna de bebés a término el incremento tanto de Ralstonia, S. aureus
y Pseudomonas podria estar relacionado con la mayor probabilidad de contraer mastitis
[35]. Asimismo, el género Pseudomonas podria incrementarse con el uso de sacaleches en
vez de la extraccion manual [50]. Otra especie, Staphylococcus haemolyticus, se encontrd
casi exclusivamente en las muestras de madres de bebés prematuros. Se ha reportado
esta especie en mayor abundancia en la leche materna de bebés prematuros respecto a
bebés a término y a pesar de que es generalmente asociada a la sepsis tardia de

prematuros, se considera que su origen no seria la leche materna [138].

En el filo Actinobacteria, la familia Micrococcaceae, y en particular el género
Rothia, presentd diferencias significativas entre los grupos P y T, observandose una
preponderancia en la microbiota de la leche materna de madres de bebés a término en
comparacion con la de bebés prematuros. En la segunda toma de muestra, los niveles de
Rothia tendieron a incrementarse en comparacion al primer muestreo en las madres de
bebés prematuros y, las diferencias observadas entre la segunda toma muestras y la de
bebés a término, no fueron significativas. Se ha reportado la presencia del género Rothia
en muestras de leche materna de diferentes paises como Espana [10], Suiza [139],
Finlandia [33], Noruega [140], EEUU [34] y China [141]. El género Rothia junto con otros
géneros como Bifidobacterium, Streptococcus, Lactobacillus 'y Veillonella fueron identificados
tanto en leche materna como en las heces de bebés del par madre-hijo, por lo cual podria
ser transferido desde la madre al hijo a través de la lactancia [34]. Asimismo, una
disminucion del género Rothia en la microbiota intestinal en las etapas tempranas de la

nifiez fue relacionado con un mayor riesgo de padecer asma en la adultez [63]. Por el
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contrario, un aumento del mismo se observd en la leche materna de madres que

consumian mas fibras insolubles [142].

En relacion a las familias y géneros menos abundantes, las familias Atopobiaceae
(género Atopobium), Lactobacillaceae (género Lactobacillus), Veillonellaceae (género
Veillonella) y Beijerinckiaceae (género Methylbacterium) se encontraron en mayor
abundancia en las muestras PT en comparacion con las muestras T. Lactobacillus y
Veillonella pueden ser transferidos desde la leche materna a la microbiota intestinal del
recién nacido [34]. La menor abundancia de Veillonella como del género Rothia
mencionado en el parrafo anterior, ha sido detectado en nifios con mayor probabilidad
de padecer asma en su adultez [63]. Por otro lado, los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium en leche materna fueron asociados con una menor incidencia de
infecciones como mastitis y otras infecciones neonatales [22], ademads de su importancia
en la correcta maduracion del sistema inmune del recién nacido [143]. Debido a los
beneficios bien conocidos de los lactobacilos y las bifidobacterias, varias especies fueron

aisladas de leche materna y estudiadas como potenciales probidticos [112,144,145].

Finalmente, el género Enterobacter (filo Proteobacteria) disminuyo en el segundo
muestreo de leche materna del grupo de prematuros, mientras que aumento el género
Dolosigranulum (filo Firmicutes). Enterobacter podria estar presente en la piel de la madre
y la cavidad oral del recién nacido [146], y principalmente en la microbiota intestinal de
bebés prematuros [147]. Asimismo, se han asociado algunas especies de Enterobacter con
un mayor riesgo de padecer enterocolitis necrotizante [148] y culminar en sepsis de
prematuros [149]. Por otro lado, un estudio que analizé la microbiota nasofaringea y el
tipo de alimentacion que recibian los bebés, leche materna o férmula infantil, asocio la
predominancia y mayor abundancia de los géneros Dolosigranulum y Corynebacterium
con la leche materna y una menor ocurrencia de patologias del tipo respiratorias [150].
Con respecto a los géneros Cutibacterium (filo Actinobacteria) y Stenotrophomonas (filo
Proteobacteria), se ha reportado su presencia en distintas regiones del mundo, pero su
implicancia sobre la salud y factores relacionados aun permanece sin dilucidar [11].
Aunque, este ultimo Stenotrophomonas parece aumentar en la leche materna luego de

tratamientos quimioterapéuticos [151].
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En el proceso de maduracion de la leche materna desde el calostro (5-6 dias
después del parto) hasta la leche madura (= 1 mes después del parto) existen no solo
cambios en la composicion de macronutrientes [152], sino también en la microbiota.
Algunos estudios sugieren que luego de los primeros 10 dias hay una disminucién del
género Staphylococcus y un aumento de otros géneros como Bifidobacterium [153], Rothia
[140] Veillonella [47,140,142], Granulicatella [140,142], Lactobacillus [153,154] vy
Methylbacterium [140]. Nuestros resultados, mostraron un aumento en el género
Methylbacterium en el segundo muestreo de leche materna en el grupo de prematuros.
Asimismo, se ha reportado un aumento de la diversidad en los dias posteriores al parto
[140]. En nuestro estudio, las muestras de leche materna de madres a término
presentaron, en general, mayor diversidad alfa (indice de Simpson), como asi también
menor abundancia del género Staphylococcus, pero mayor abundancia del género Rothia,
en comparacion con las muestras de leche materna de bebés prematuros. Cuando la
segunda muestra de leche materna de bebés prematuros se comparo con las de bebés a
término, estas diferencias disminuyeron asemejandose a la microbiota de la leche
materna de bebés a término. Estos resultados sugeririan que la microbiota de una leche
materna en madres con bebés prematuros es alcanzada tardiamente, en comparacion a
la de los bebés a término, y no siempre logra asemejarse a la composicion de la leche
materna de madres de bebés a término. En un estudio reciente con 86 madres con bebés
prematuros en el cual se tomaron al menos tres muestras de leche materna en semanas
posteriores al parto, se observé una microbiota individualizada fuertemente afectada
por el uso de antibioticos y el IMC previo al embarazo. Por ejemplo, luego de 8 semanas
posteriores al parto se observd un aumento de la diversidad de la microbiota de la leche
materna en los bebés prematuros, pero en aquellas madres con obesidad este aumento
fue tardio, en comparacién con las madres con normopeso [130]. Por lo tanto, la
dispersion observada en el grafico NMDS, principalmente en las muestras PT y algunas
T o P, podria estar relacionada con otros factores como el uso de antibiéticos, tabaquismo
durante el embarazo, IMC y lactancia no exclusiva, entre otros que deberian tenerse en

cuenta en futuros estudios [130,155].
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6. Conclusion

A pesar de que el estudio presentd limitaciones, como el tamano de la muestra y la
ausencia de datos clinicos de algunas madres donantes, este trabajo es el primer reporte
de la composiciéon de la microbiota de leche materna en Argentina, en donde los filos
Firmicutes y Proteobacteria fueron los mas abundantes. Es importante destacar también
que los datos clinicos faltantes no se pudieron recabar, al tratarse en muchos de los casos
de poblaciones vulnerables con acceso limitado a la salud y/o educacion. Asimismo, los
géneros Staphylococcus y Streptococcus fueron predominantes y se sugiere que estarian
implicados en las diferencias observadas entre los grupos prematuros y a término. En
particular, el género Rothia presente solo en las muestras T y PT podria estar asociado
con la maduracion tardia de la microbiota de bebés prematuros. La importancia de este
género radica en que su presencia se asocia con una menor probabilidad de padecer
asma en la adultez. La leche materna de bebés a término presentd también una mayor
diversidad en relacion con la de madres de bebés prematuros. Se observaron, ademas,
diferencias en la composicion taxondémica entre la leche materna de bebés a término y
prematuros. Estos resultados, si bien limitados, destacan la importancia de estudiar los
factores determinantes de los cambios en la microbiota de la leche materna y sus efectos
sobre la salud del bebé, y contribuyen ademds a llevar a cabo acciones tendientes a

promover la lactancia materna.
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Potencial probiotico y tecnologico de

cepas aisladas de leche materna
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1. Introduccion

La leche materna es el mejor alimento para el recién nacido dado que esta
especialmente adaptada para satisfacer los requerimientos nutricionales e
inmunolégicos del bebé [156]. Se conoce, ademds, que confiere proteccion contra
enfermedades del tipo respiratorias o alérgicas [157] debido a la presencia de
inmunoglobulinas, lactoferrina, HMOs, células inmunocompetentes y una variedad de
compuestos antimicrobianos [17]. Asimismo, la microbiota de la leche materna cumple
un rol importante al ser una fuente continua y dindmica de bacterias beneficiosas para
la mucosa intestinal del recién nacido. Algunos estudios, por ejemplo, destacan las
diferencias entre la microbiota intestinal de los nifios alimentados con leche materna y
aquellos con férmulas infantiles [158,159]. En este sentido, la suplementaciéon de
férmulas infantiles con bacterias probidticas aisladas de leche materna podria
mimetizar, al menos parcialmente, algunos de los beneficios de la leche materna [160].
Un metaanadlisis de articulos publicados entre los afos 2003 y 2017, determind que la
suplementacion de féormulas infantiles con probidticos disminuye el riesgo de padecer
enterocolitis necrotizante y sepsis, asi como también favorece el aumento de peso en

bebés prematuros [161].

Aunque muchos de los componentes de la leche humana parecen ser similares
en distintas regiones del mundo, varios factores como la genética, la dieta y el medio
ambiente pueden condicionar la microbiota de la leche materna y sus metabolitos [162].
De alli la relevancia de aislar potenciales probidticos de ecosistemas locales que podrian
cumplir con requerimientos nutricionales especificos de cada regién [163]. Los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium son utilizados generalmente en la industria alimenticia
como probioticos debido a su estatus GRAS [74], y a su vez, se reconoce a la leche
materna como una fuente de estos microorganismos [101,164]. Algunos reportes
cientificos demostraron que cepas aisladas a partir de la leche materna podrian presentar
beneficios al consumidor [90,165,166], incluyendo la cepa Bifidobacterium animalis
subsp. lactis INL1 aislada previamente en nuestro laboratorio [9,91]. Como se mencioné
anteriormente, para seleccionar nuevas cepas de probidticos, es necesario considerar no

solo la funcionalidad, sino también la seguridad y la aptitud tecnoldgica para ser
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incorporadas a los diferentes productos utilizados como matrices. Por ejemplo, se
observd que ciertas especies de bifidobacterias aisladas de leche materna no eran
resistentes al secado spray [167]. Por lo tanto, aunque pueden considerarse como
potenciales probidticos por su origen, podrian no ser adecuadas para ser aplicadas en
procesos industriales. Sin embargo, otras cepas de bifidobacterias aisladas en nuestro
laboratorio demostraron resistencia al secado spray y propiedades antiinflamatorias [91].
En este capitulo, nos enfocamos en el aislamiento de lactobacilos a partir de leche
materna, que cumplan con los requerimientos tecnoldgicos y funcionales para ser

utilizados en un futuro como cultivos probidticos.
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Objetivos

Aislar e identificar cepas de lactobacilos a partir de muestras de leche materna
para formar una coleccion de cepas de este origen.

Caracterizar la funcionalidad de las cepas a través de estudios in vitro e in vivo,
con particular interés en la capacidad de promover la salud intestinal.
Optimizar la formulacién de medios de cultivo para la produccion de biomasa y

analizar la respuesta a factores tecnologicos de interés en alimentos.
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3. Materiales y métodos

3.1 Aislamiento de microorganismos de leche materna

Las muestras de leche materna fueron obtenidas a partir de 104 madres de la
Provincia de Santa Fe, entre abril y diciembre de 2016. Las muestras obtenidas
pertenecian a madres donantes del hospital publico J. B. Iturraspe, ademas de
voluntarias espontdneas de la ciudad de Santa Fe. Se brind¢ informacion oral y escrita a
todas las participantes (53). Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité
de Etica del CCT-CONICET Santa Fe. Se recolectaron entre 1 a 3 muestras de leche
materna (3 a 5 mL) por madre, entre los dias 2 y 30 posparto, obteniéndose un total de
164 muestras. Antes de realizar la toma de muestra, la superficie del pecho fue
higienizada con agua y jabdn, y los primeros 500 a 600 puL de leche materna fueron
descartados. Luego, las muestras fueron recolectadas en un recipiente estéril e
inmediatamente refrigeradas a 5 °Cy procesadas en el laboratorio dentro de las primeras

dos horas de la toma de muestra.

Se realizaron diluciones seriadas de las muestras en agua de peptona al
0,1 % (p/v) (Microquin, Santa Fe, Argentina) y se sembraron en placas de agar MRS
(Biokar, Beauvais, Francia). A continuacion, se incubaron a 37 °C por 72 h, en
anaerobiosis (AnaeroPack-Anaero, Mitsubishi Gas Chemical, Japon). Las colonias que
presentaron morfologia bacilar en el microscopio de contraste de fases (1000 x) fueron
aisladas y purificadas. Ademas, se verifico que los aislamientos conservados sean Gram
positivos, no mdviles y catalasa negativos. Los aislamientos presuntivos de ser

lactobacilos se congelaron en caldo MRS con 20 % (v/v) de glicerol a — 70 °C.
3.2 Identificacion de los aislamientos

La identificacion preliminar de los aislamientos se llevd a cabo mediante el
analisis de los espectros peptidicos obtenidos por MALDI-TOF-MS (siglas en inglés de
Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time Of Flight Mass Spectrometry) y se confirmo
mediante la secuenciacion parcial del gen 165 ARNTr [168]. La identificaciéon por MALDI-
TOE-MS consistid en tomar una pequena porcion de una colonia fresca a identificar y

distribuirla en una placa especifica de acero. Luego, se cubrioé cada muestra con 1 uL de
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una solucién matriz, compuesta por acido a-ciano-4-hidroxicinamico y se las dejé secar
expuestas al aire. Como control positivo se utiliz6 la cepa Escherichia coli DH5-a. El
software SARAMIS (Kratos Analytical Ltd., Reino Unido) fue empleado para el analisis
posterior de los espectros. El mayor porcentaje de similitud con la base de datos de
referencia (SARAMIS) se tuvo en cuenta para la asignacion taxonomica de las muestras.
La identidad solo se consider6 positiva cuando los porcentajes de similitud fueron
mayores al 70 %. Esta determinacidn fue realizada por el laboratorio de Espectrometria
de Masas de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional

del Litoral.

La identidad de las cepas fue confirmada mediante técnicas de biologia
molecular. Con este objetivo, se amplificaron fragmentos de 1500 pb correspondientes al
gen 16S ARNr utilizando como cebadores: PA forward
(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) y pH reverse
(5'-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3") [168]. Procedimientos estandarizados fueron
empleados para la extraccion de ADN, la electroforesis en geles de agarosa y la
amplificacion de los fragmentos de ADN [9,169]. Se utiliz6 el kit “GenElute™ PCRClean-
Up Kit” (Sigma-Aldrich, EEUU) para la purificacion de los productos de PCR y se realiz6
el secuenciamiento posterior de los fragmentos a través del servicio de “DNA
Macrogen” (Seul, Corea). El programa “BLAST sequence alignment” de National Center
for Biotechnology Information fue utilizado para la identificacion de los aislamientos [170].
Teniendo en cuenta, las puntuaciones significativas de los alineamientos se realiz6 la

asignacion taxonomica de los mismos.
3.3 Analisis de la diversidad genotipica

Para analizar la diversidad genotipica de los aislamientos se realizé una RAPD-
PCR, empleando tres cebadores arbitrarios M13 (5'- GAGGGTGGCGGTTCT -3'), 1254
(5’- CCGCAGCCAA-3") y B10 (5"- CTGCTGGGAC -3'), en reacciones independientes
entre si [171]. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 25 uL,
con 1 uL de ADN diluido como templado, 2,5 U de la polimerasa Taq (Sigma, EEUU),
buffer, 1 x (Sigma, EEUU), dNTPs, 200 nmol L™ (Sigma, EEUU) y los cebadores a una
concentracion final de 1000 nmol L™ para M13, 800 nmol L™ para 1254 o 500 nmol L™
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para B10. Las reacciones de RAPD-PCR con los cebadores M13 y 1254 se realizaron segtin
Giraffa y col. (2004), y para las reacciones con el cebador B10 segtn Binetti y col. (2007).
Como estandar, en los geles de agarosa se utilizo el marcador molecular de ADN 1 kb
plus DNA Ladder (Sigma, EEUU). El software BioNumeric 6.1 (Applied Maths, Sint-
Martens-Latem, Bélgica) se empled para analizar las imagenes digitales de los geles de
agarosa. El método de agrupamientos, Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Average (UPGMA) [173], se utilizé para generar el dendrograma a partir de los perfiles

de bandas obtenidos, luego de normalizar y medir la densidad de las mismas.
3.4 Ensayo de hidrofobicidad

Se determind la capacidad de las cepas a adherirse a compuestos
hidrocarbonados de cadena larga como n-hexadecano (Merck, Alemania) o xileno

(Cicarelli, Argentina), segun Vinderola y col. (2004).

3.5 Co-cultivos de macréfagos murinos con las cepas aisladas de

leche materna

El ensayo fue realizado segun Jorjao y col. (2015). La linea celular de macréfagos
murinos RAW 264.7 (ATCC® Number: TIB-71™, LGC Standards [ATCC], Middlesex,
Reino Unido), se cultivd en medio completo de Eagle modificado de Dulbecco
compuesto (DMEM) por 4,5 g L' de Glucosa, L-glutamina y sin piruvato de sodio
(Gibco, Life Technologies, EEUU) suplementado al 10 % (v/v) con suero fetal bovino
inactivado por calor (FBS, Gibco, Life Technologies, EEUU) y 10 % (v/v) de una solucién
de antibidticos (Penicilina, 10.000 U ml? y Estreptomicina, 10.000 ug mL™, Gibco, Life
Technologies, EEUU). Los cultivos celulares se incubaron durante siete dias a 37 °C en
una atmosfera hiimeda con 5 % de CO:y cada dos dias el medio de cultivo fue renovado.
Los recuentos de células viables se llevaron a cabo en cdmara de Neubauer mediante

tincion con 0,5 % (v/v) de azul tripan (Sigma-Aldrich, St. Louis, EEUU).

Para los co-cultivos, se colocaron 10° células de macrofagos por pocillo en
microplacas de 24 pocillos y se ajustd el volumen a 1 mL. Las placas fueron incubadas a
37 °C por 18 h con 5 % CO: para favorecer la adhesiéon de los macroéfagos al fondo de las

cubetas. Luego, se descartd el sobrenadante, se lavaron 2 veces con PBS estéril (pH 7,4)
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y se agregd 500 uL de DMEM suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino sin
antibidticos. Los cultivos bacterianos (cepas de leche materna en fase estacionaria), se
centrifugaron (6000 x g, 10 min, 4 °C) y se lavaron 2 veces con PBS estéril (pH 7,4) para
ser luego resuspendidos en DMEM (10% [v/v] de suero fetal bovino, sin antibioticos).
Finalmente, se adicionaron las cepas a los pocillos en una relacion macréfago: bacteria
de 1: 100 en un volumen final de 1 mL con DMEM (10% [v/v] de suero fetal bovino, sin
antibioticos). Como control de activacion, se utilizdé LPS al 0,1 pg mL™ (eBioscience,
EEUU). Los co-cultivos fueron incubados durante 4, 6 y 8 h a 37 °C en 5 % CO: y los
sobrenadantes recolectados fueron centrifugados (6000 x g, 10 min, 4 °C) para la
remocion de las células. Los mismos se conservaron a — 70 °C para la posterior
cuantificacion de IL-10 mediante ELISA con el kit comercial “BD OptEIA Set Mouse
IL-10” (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, EEUU), segtn las indicaciones del

fabricante.

3.6 Resistencia a la liofilizacion y almacenamiento

Las cepas aisladas se desarrollaron a 37 °C en caldo MRS suplementado con 0,1 %
(p/v) de L-cisteina (Biopack, Buenos Aires, Argentina) (MRSc) hasta alcanzar la fase
estacionaria (18 h). La biomasa fue cosechada por centrifugacion (4000 x g, 15 min, 8 °C),
se lavd 3 veces con una solucion de PBS estéril (pH 7,4) y se resuspendid en 10 % (p/v)
delactosa (L) (Cicarelli S.A., Argentina) o polidextrosa (PDX) (Gelfix, Argentina). Luego,
las suspensiones celulares se distribuyeron en viales estériles (2 mL/vial) y se congelaron
a —70 °C por 24 h. El proceso de liofilizacion se llevé a cabo a — 55 °C y 0,0010 mBar por
22 h, empleando el equipo “Alpha 14 LD plus” (Christ, Alemania) y posterior a la
liofilizacion, las muestras deshidratadas fueron cerradas al vacio. Para determinar la
viabilidad de los cultivos liofilizados, éstos se resuspendieron al volumen original (2 mL)
con agua destilada estéril y se incubaron durante 15 min a 37 °C. Se sembraron diluciones
seriadas de las suspensiones celulares en placas de agar MRS y se incubaron a 37 °C
durante 48 h en anaerobiosis. Los cultivos liofilizados fueron almacenados a 5°, 22° y
37 °Cy la viabilidad fue determinada periddicamente mediante recuentos en agar MRS.
Se determino la actividad acuosa (aw) a temperatura ambiente de los liofilizados

empleando el equipo “Aqua Lab CX-2T” (Aqua Lab, Pullman, Washington, EEUU).
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3.7 Reformulacion de un medio de cultivo para una produccion

costo-efectiva de biomasa

Para la reformulacion del medio de cultivo, se aplico un disefio experimental 22
factorial (Tabla 3), el cual incluy6 tres niveles cualitativos para la variable cepa y tres
niveles para las dos variables cuantitativas: extracto de levadura y pluripeptona. Los
niveles de la variable cualitativa fueron: L. gasseri 70c (A), L. plantarum 73b (B) y
L. plantarum 73a (C). Los niveles de las variables cuantitativas fueron: 0,1, 0,55y 1 % (p/v)
de extracto de levadura y pluripeptona. El modelo asumido fue de segundo orden para
x1 (extracto de levadura) y x2 (pluripeptona), en donde la variable cualitativa cepa,
interacciona con x1 y x2. El modelo tuvo como punto central 0,55 % (p/v) y dos puntos
axiales, 0,1y 1 % (p/v) para las estimaciones de x? y xZ. Finalmente, el disefio D-Optimo

requirio un N = 15 ensayos y se represent6é mediante la siguiente ecuacién:

y = Bo + Bixs + Baxy + PraXi + Paaxs + Praxaxy + V121 + Vazy + 811%121 + 812X224

+ 521X122 + 5223(222 + €
Donde,

4 = {1 Si A es el nivel cualitativo
1 0 otro

7 = {1 Si B es el nivel cualitativo
2 0 otro

Donde x1 y x2 son las variables que representan las dos variables cuantitativas y
los coeficientes: fo es la intercepta; f1 y f2son los coeficientes lineares; f12 es el coeficiente
de interaccidn entre los dos factores; fi1 y fz son los coeficientes cuadraticos, y ¢ es el
error. Las respuestas obtenidas (y), se determinaron mediante recuentos celulares en

agar MRS (logio UFC mL") y cada ensayo se llevd a cabo por triplicado.
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Tabla 3. Disefio 22 factorial y las respuestas obtenidas en logio UFC mL™. Las variables
del modelo fueron: cualitativas (cepa), con 3 niveles: L. gasseri 70c (A) y L. plantarum 73b (B) y 73a
(C) y cuantitativas: extracto de levadura (x1) y pluripeptona (x2) en términos de concentracién

[% p/v].

Medio de x1 x2 Respuesta
Corrida Cepa?
cultivo? [% p/v] [% p/v] logio UFC mL™ + SD

1 0,1 0,1 A 8,26 +0,16

M1 2 0,1 0,1 B 8,98 £ 0,18

3 0,1 0,1 C 9,30 £0,13

4 0,1 1 A 8,50+ 0,10

M2 5 0,1 1 B 9,06 + 0,04

6 01 1 C 9,15+ 0,04

7 1 0,1 A 8,33+0,14

M3 8 1 0,1 B 9,20 + 0,08

9 1 0,1 C 9,27 +0,02

10 1 1 A 8,59 + 0,09

M4 11 1 1 B 9,16 + 0,07
12 1 1 C 8,33+ 0,04

M5 13 0,55 0,55 A 8,46 £ 0,05
M6 14 0,55 1 B 9,09 £ 0,04
M7 15 0,1 0,55 B 9,21+0,15

1 MRS (formulacion comercial) preparado a partir de los ingredientes individuales con

extracto de levadura y pluripeptona segtin las concentraciones de esta Tabla.
2 A: L. gasseri 70c, B: L. plantarum 73b, C: L. plantarum 73a

SD: desviacién estandar

El medio de cultivo MRS se prepar6 a partir de sus ingredientes: 20 g L™ de
glucosa (Cicarelli, Rosario, Argentina), 1,08 g L™ de tween 80 (Cicarelli, Rosario,
Argentina), 2 g L™ de fosfato dipotasico (Cicarelli, Rosario, Argentina), 5 g L™ de acetato

de sodio (Cicarelli, Rosario, Argentina), 2 g L™ citrato de amonio (Cicarelli, Rosario,
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Argentina), 0,2 g L™ de sulfato de magnesio (Cicarelli, Rosario, Argentina), 0,05 g L™ de
sulfato de manganeso (Cicarelli, Rosario, Argentina) y 10 g L™ de extracto de carne
(Microquim S.A., Santa Fe, Argentina) y se le adiciono la cantidad indicada (Tabla 3) de
extracto de levadura y pluripeptona (Microquim S.A., Santa Fe, Argentina). Ademas, el
pH fue ajustado a 6,2 + 0,2. Para realizar los ensayos, se obtuvieron cultivos de las cepas
evaluadas en MRSc a 37 °C en fase estacionaria (18 h). Estos cultivos se utilizaron como
inoculo al 1 % (v/v). Previamente, los cultivos fueron centrifugados (3000 x g, 15 min y
8 °C), lavados tres veces y resuspendidos en su volumen original con una solucién de
PBS (pH 7,4). Los ensayos se llevaron a cabo en volimenes de 10 mL, a 37 °C durante
18 h en anaerobiosis y luego se realizaron los recuentos, en agar MRS, de los cultivos

obtenidos en los medios modificados.

3.8 Ensayos in vivo
Animales y cepas

Se trabajo con un total de 110 ratones BALB/c, machos, de seis semanas de edad
(20,1 = 1,0 g), provenientes de tres lotes diferentes, obtenidos del Centro de Medicina
Comparada del Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral (CMC-ICiVet-Litoral,
CONICET-UNL), Facultad de Ciencias Veterinarias, UNL (Esperanza, Santa Fe,
Argentina). Los animales fueron mantenidos una semana en el bioterio del INLAIN
antes de comenzar las experiencias y distribuidos aleatoriamente en cajas pldsticas.
Durante los ensayos se mantuvo un ambiente controlado a 21 + 2 °C con 55 + 2 % de
humedad y un ciclo de luz/oscuridad de 12 h, con 20 renovaciones del volumen de aire
del ambiente/hora. Los animales fueron mantenidos y tratados de acuerdo con los
lineamientos establecidos por el National Institute of Health (NIH, EEUU) y los
experimentos fueron aprobados por el Comité de ética animal de la Facultad de Ciencias

Veterinarias, UNL.

Todos los animales recibieron, en simultdneo y ad libitum, agua potable y
alimento balanceado estéril (Cooperacion, Buenos Aires, Argentina) con 230 g Kg™ de
proteina, 60 g Kg™ de fibra cruda, 100 g Kg™ de minerales totales, 13 g Kg™ de Ca, 8 g

Kg'deP, 120 g Kg' de agua y vitaminas. Los ingredientes utilizados por el proveedor
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para la formulacion fueron: harina de maiz, trigo y soja, aceite de soja, gluten de maiz,
aceite de girasol, harina de pescado, vitamina A, B1, B2, B6, B12, C, D3, K, biotina, &cido
félico, acido pantoténico, dcido nicotinico, cloruro de colina, carbonato de calcio, cloruro
de sodio, selenito de sodio yodato de calcio, 6xido de cobre, sulfato ferroso, 6xido
manganoso, oxido de magnesio, déxido de zing, lisina, metionina, treonina y extracto de
romero. Los animales recibieron, via intragastrica (gavage), cultivos de L. gasseri 70c,
L. plantarum 73a'y 73b, en las condiciones detalladas a continuacién. Los cultivos fueron
preparados diariamente, lavados 2 veces y resuspendidos en el volumen original con

una solucion de PBS estéril (pH 7,4). El grupo control recibi6é PBS estéril.

Capacidad protectora de las cepas L. gasseri 70c, L. plantarum 73a y 73b

contra la infeccion por Salmonella Typhimurium

Para evaluar la capacidad protectora de las cepas ensayadas contra la infeccion
de Salmonella enterica serotipo Typhimurium en ratones, se llevaron a cabo dos ensayos.
El primer ensayo se disefié con cuatro grupos de 12 animales cada uno: un grupo control
y tres grupos que recibieron las cepas L. gasseri 70c, L. plantarum 73a o L. plantarum 73b,
respectivamente. Los grupos tratados con las cepas recibieron via intragdstrica 0,2 mL
de una suspension que contenia 108 UFC mL™ durante 12 dias consecutivos. En el dia 11
del tratamiento los ratones fueron desafiados con una sola dosis de 10° UFC por raton
de S. Typhimurium 1724/12 cedida por Instituto Malbran (Buenos Aires, Argentina). En
el segundo ensayo, se establecieron dos grupos de 16 animales cada uno, un grupo
control y el grupo tratado que recibié la cepa L.plantarum 73a durante 10 dias
consecutivos. En el dia 11 del ensayo, se desafiaron los animales con una sola dosis de

10° UFC por raton de S. Typhimurium 1724/12.

Para estos ensayos, se mantuvieron los animales en grupos de cuatro por jaula.
Se monitored diariamente la sobrevida post-infeccion y se considerd el ensayo finalizado
cuando no se registrd ninguna muerte en ninguno de los grupos estudiados después de
tres dias consecutivos. Se grafico la mortalidad acumulada en el periodo post-infeccion
vs. el tiempo y se expresaron los resultados como % de sobrevida frente la infeccion. El
tamanio de las muestras se calculd segin Charan y Kantharia (2013), teniendo en cuenta

un nivel de significancia del 5 %, con una potencia del 80 % y una tasa de sobrevida del
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40 % en el grupo control y del 90 % en los grupos tratados, dando como resultado un

minimo de 10 ratones por grupo.
Capacidad inmunomoduladora de L. plantarum 73ay L. plantarum 73b

En este ensayo se establecieron seis grupos de cinco animales cada uno: dos
grupos control y cuatro grupos tratados con las cepas L. plantarum 73a o 73b, durante 3
o 10 dias consecutivos. Cada uno de los animales del grupo tratado recibié via
intragastrica 108 UFC de las cepas L. plantarum 73a o 73b contenidas en 0,2 mL de PBS y
el grupo control una solucién de PBS estéril (pH 7,4). El dia del sacrificio, los animales
fueron anestesiados intraperitonealmente (0,2 mL por ratén) con una solucion
compuesta por 9 partes de ketamina (100 mg L™) + 9 partes de xilacina (20 mg L™) + 3
partes de acepromazina (10 mg L™) + 79 partes de solucion salina estéril. Se removieron
las porciones de intestino delgado y grueso y se colocaron inmediatamente en un bafio
de hielo. El intestino delgado fue lavado dos veces con 5 mL de una soluciéon de PBS (pH
7,4) fria conteniendo 1 % (v/v) de un cdctel inhibidor de proteasas (P8340, Sigma, St.
Louis, EEUU). Los fluidos intestinales asi obtenidos se centrifugaron (2000 x g, 30 min,
4 °C) y los sobrenadantes se conservaron a — 70 °C para la cuantificacion de IgA-
secretoria (IgA-S) mediante ELISA segtin Vinderola y col. (2007). Los intestinos delgados

y grueso se congelaron a — 70 °C hasta su uso.

Muestras de intestino de entre 100 y 200 mg se homogeneizaron (Ultra Turrax
T8, Ika Labortechnik, Staufen, Alemania) en una solucion de PBS (pH 7,4) con 1 % (v/v)
del coctel inhibidor de proteasas (P8340, Sigma, St. Louis, EEUU), 10 mmol L™ de EDTA
(Sigma, EEUU) y 0,05 % (v/v) de Tween 20 (Sigma, EEUU), en una relaciéon de 1 mL de
solucion de PBS por cada 100 mg de tejido. Se centrifugaron las muestras homogenizadas
(9500 x g, 10 min, 4 °C) y los sobrenadantes se conservaron a —70 °C para la cuantificacion
de citoquinas. Se determinaron las concentraciones de TNF alfa (Tumor Necrosis Factor
alfa), INF gamma, IL-6, -10 y -12 mediante ELISA utilizando kits comerciales (BD
BiosciencesPharmingen, San Diego, EEUU) segun las indicaciones del fabricante. Los
resultados se expresaron en pg mL™ de cada citoquina en el homogenato de tejido

intestinal.
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Las determinaciones de AGCC en heces se llevaron a cabo por HPLC en muestras
recolectadas a los nueve dias del tratamiento, solo para el grupo control y el grupo
tratado con L. plantarum 73a, segun Ferrario y col. (2014) con algunas modificaciones. El
sistema cromatografico consistié en una bomba cuaternaria, un desgasificador en linea,
un inyector manual, un horno para control de temperatura de la columna y dos
detectores en linea: UV y visible (210 nm) e indice de refraccion (Perkin Elmer). Se utilizo
una columna de “Aminex HPX-87H"” (300 x 7,8 mm), un protector de columna Aminex
Cation-H (30 x 4,6 mm) (Bio-Rad Laboratories) y un flujo isocratico de 0,6 mL min™, a
una temperatura de 65 °C. Se realiz¢ la identificacion de las muestras con los detectores
de UV e IR, teniendo en cuenta los tiempos de retencion de las soluciones estandar
(Sigma, EEUU). La cuantificacién se realizé al mismo tiempo con el detector de indice

de refraccion. Cada muestra fue analizada por triplicado.
3.9 Fermentacion de productos comerciales de base vegetal

Se obtuvieron cultivos en fase estacionaria (18 h) en caldo MRS de las cepas
L. plantarum 73a y L. rhamnosus VTT E-97800 [179], se cosechd la biomasa por
centrifugacion (5000 x g, 15 min, 5 °C) y se realizaron tres lavados con una solucion de
PBS estéril (pH 7,4). El pellet se resuspendié en 100 mL de los productos comerciales
utilizados, en una concentracion final de 10° UFC mL™ y se incubaron a 30 °C por 24 h.
Los productos comerciales utilizados fueron: bebida a base de avena (Valio®), jugo de
manzana (Valio®) y shot de frutilla-zanahoria-manzana (Valio®) (S4). Todos los
productos alimenticios utilizados fueron catalogados como “organicos”, segun las
indicaciones del fabricante, garantizando su calidad por las autoridades competentes
correspondientes. Las fermentaciones se realizaron por triplicado. Como control
negativo, se incubaron los productos sin inocular bajo las mismas condiciones. Antes y
después de la fermentacion, se realizaron recuentos celulares en agar MRS y se midi6 de
pH de los productos. Ademas, se determino la estabilidad en el tiempo de los productos
fermentados mediante recuentos en agar MRS (UFC mL™) y mediciones de pH después

de cuatro dias de almacenamiento a 5 °C.
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3.10 Analisis estadistico

Los datos obtenidos en los ensayos fueron presentados como la media y la
desviacion estandar de las réplicas y fueron analizados mediante el software SPSS (SPSS
Inc., Chicago, EEUU). En todos los ensayos, se consideraron significativas las diferencias
cuando el valor de p <0,05. Ademas, se evalud la normalidad (distribucién paramétrica

o normal) de los datos mediante la prueba de normalidad de Ryan-Joiner.

Se emplearon la prueba T de student para datos paramétricos o la prueba U de
Mann-Whitney para datos no paramétricos para analizar las diferencias de los recuentos
(logio UFC mL™), antes y después del proceso de liofilizacion. Las diferencias, entre los
recuentos antes y después del almacenamiento acelerado (37 °C, 1 mes) o a largo plazo
(5 °y 22 °C, 12 meses), se evaluaron mediante un analisis de ANOVA post hoc con la
prueba de Dunnett (datos paramétricos) o Kruskal-Wallis (datos no paramétricos). Con
el fin de evaluar la relacion entre la viabilidad en el almacenamiento acelerado y a largo
plazo, se empled el software Minitab 18 (Minitab Inc.,, EEUU) para el andlisis de las

regresiones correspondientes.

Para analizar los resultados obtenidos del andlisis de superficie [180] se empled
el software R [181] con los paquetes de datos rsm y Ime4 [182]. El modelo permiti6 evaluar
los efectos de términos lineales, cuadraticos e interaccion de las variables independientes
y las variables dependientes. Para seleccionar el modelo que mejor se ajusto, se verificd
la bondad del modelo mediante un andlisis de la varianza (ANOVA). La calidad del
modelo ajustado se examind mediante el coeficiente de determinacién R cuadrado. El

término error fue definido como a =0,05.

El crecimiento, estabilidad en el tiempo (logio UFC mL™) y pH de los productos
fermentados con las cepas L. plantarum 73a y L. rhamnosus VTT E-97800, se analizaron
mediante la prueba T para muestras dependientes. En cambio, la prueba T para muestras
independientes se empled para comparar el nimero células viables (logio UFC mL™) de
la misma matriz alimenticia, pero fermentadas con las cepas L. plantarum 73a o

L. rhamnosus VTT E-97800, luego de la fermentacién y después de cuatro dias de
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almacenamiento de los mismos. Los valores de p < 0,05 fueron considerados

significativos.

La sobrevida frente a la infeccion por Salmonella fue analizada mediante la prueba
de igualdad, Log Rank (Mantel-cox). Se aplico el analisis de ANOVA post hoc Dunnett o
Kruskal-Wallis para analizar las determinaciones de citoquinas en cultivos celulares, en
homogenatos de intestino delgado y grueso y en fluido intestinal para IgA-S. Las
diferencias significativas en las concentraciones de AGCC fueron analizadas mediante
la prueba T de student para datos paramétricos o la prueba U de Mann-Whitney para

datos no paramétricos.
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4. Resultados

4.1 Aislamiento, identificacion y diversidad genética de las cepas

aisladas

Con el objetivo de aislar microorganismos de leche materna, con foco en el grupo
de los lactobacilos, se sembraron, en superficie de agar MRS, 164 muestras de leche
materna. La mayoria de las colonias presentaron morfologia cocoide (observacion al
microscopio, contraste de fases 1000x) y una concentracion entre 1 a 5 logioUFC mL™. Se
obtuvieron un total de 14 presuntos lactobacilos y una presunta cepa de bifidobacteria a
partir de 10 madres diferentes (Tabla 4), las cuales estaban presentes en las muestras en
un rango de concentracion entre 1,0 a 4,9 logio UFC mL™. Se identificaron por
MALDI-TOF y secuenciacion parcial del gen 165 ARNr, las siguientes especies: L.
plantarum (8 aislados), L. gasseri (2), L. fermentum (2), L. rhamnosus (1), Lactobacillus

gallinarum (1) y B. animalis subsp. lactis (1).

La diversidad genética de los aislamientos se evalué mediante el analisis de las
RAPD-PCR. En este sentido, el primer cebador, M13, permitié discriminar entre las
cepas L. gasseri 70a y 70c, obtenidas de la misma madre y con un porcentaje de similitud
menor al 85 % (Fig. 7). En cambio, los cebadores B10 y 1254 no fueron efectivos para
diferenciar los aislamientos. A pesar de que no se observaron diferencias entre las cepas
L. plantarum 73a y L. plantarum 73b, estas presentaron un comportamiento diferenciado
en los medios modificados de MRS (Cap. 2, Sec. 3.7). Los aislamientos identificados como
L. fermentum, 94r y 94i, presentaron colonias de morfologia diferente, por lo que se

considera que podrian ser cepas diferentes de la misma madre.
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Tabla 4. Identidad mediante MALDI-TOF y secuenciacién parcial de gen 165 ARNr e

hidrofobicidad de las cepas aisladas de leche materna.

Identidad Hidrofobicidad (%)
Cepa Secuenciacion del gen 165
MALDI-TOF Hexano Xileno
ARNr

18 L. plantarum/pentosus L. plantarum Nd 18,2+7,6
39a L. plantarum/pentosus L. plantarum Nd 11,1+4,3
3% L. plantarum/pentosus L. plantarum Nd 10,8 £1,3
41 L. plantarum/pentosus L. plantarum 11,2+04 13,9+7,0
42 L. plantarum/pentosus L. plantarum Nd 78+1,7
70a L. gasseri/acidophilus L. gasseri 89,5+04 91,0+2,9
70c L. gasserilacidophilus L. gasseri 93,1+3,1 87,1+8,5
73a L. spp. L. plantarum Nd 10,6 +2,0
73b L. spp. L. plantarum Nd 7,4£27
82 L. plantarum/pentosus L. plantarum Nd 9,0+3,0
85 Nd B. animalis subsp. lactis Nd 959 +32
94r L. fermentum L. fermentum Nd 91,9+25
94i L. fermentum L. fermentum Nd 949+1,7
94d Nd L. gallinarum Nd 90,1 +0,9
97 L. rhamnosus L. rhamnosus Nd 12,8 +3,8

Nd: no determinado. L.: Lactobacillus considerando la denominacion anterior, B.: Bifidobacterium.
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Figura 7. Dendrograma obtenido empleando el software “BioNumeric 6.1” (Bélgica) y el método
de agrupamiento UPGMA (siglas en inglés de Unweighted Pair Group Method using Arithmetic
Averages). L.: Lactobacillus, B.: Bifidobacterium. Se indican en negrita las cepas de L. gasseri

diferenciadas con menos del 85 % de similitud.

4.2 Potencial probiotico de las cepas aisladas de leche materna

Los compuestos hidrocarbonados mas utilizados en los ensayos de
hidrofobicidad son n-hexano, p-xileno y tolueno y, en la mayoria de los casos, la eleccién
de uno u otro pareceria no afectar los resultados obtenidos [183,184]. La misma tendencia
se observo en nuestro estudio al determinar la hidrofobicidad frente a xileno y hexano
de las cepas aisladas (Tabla 4). Los valores de hidrofobicidad obtenidos oscilaron entre
5y 96 %. Las cepas de L. plantarum presentaron los valores de hidrofobicidad mas bajos,
por el contrario, las cepas L. gasseri, 70a 'y 70c, B. animalis subsp. lactis 85, L. fermentum,

94r y 94iy L. gallinarum 94d presentaron valores del 80 al 95 %.

Por otro lado, se determind la potencial capacidad antiinflamatoria de los

aislamientos mediante co-cultivos de macrofagos murinos con las cepas aisladas,
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observandose la mdaxima induccién en la produccion de IL-10 para L. gasseri 70a,

L. gasseri 70c, L. plantarum 73a 'y L. plantarum 73b (Fig. 8).
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Figura 8. Produccion de IL-10 [pg mL™] en el sobrenadante de co-cultivos de macréfagos
murinos con las cepas aisladas de leche materna, luego de 4 (m), 6 (m) 0 8 (m) h de incubacion.
Como control de activacion se utilizo LPS (0,1 pug mL™) y en el control solo se incubaron
macrofagos no estimulados. Las diferencias significativas se observaron, en comparacién con el
control (**, p<0,0001 y * p < 0,009) mediante el andlisis de ANOVA post hoc la prueba de

Dunnett. LPS: lipopolisacarido.

4.3 Resistencia a la liofilizacion y al almacenamiento

Antes del proceso de liofilizacion, los niveles de células viables de las
suspensiones de las cepas oscilaron entre 9,11 + 0,05 y 10,67 + 0,10 logio UFC mL™
(Tabla 5). Inmediatamente después del proceso de liofilizacion, las cepas L. plantarum 41,
L. gasseri 70a, L. fermentum (94r y 94i) y L. rhamnosus 97 presentaron una pérdida

significativa de la viabilidad celular en ambos protectores. En particular, la cepa
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L. gallinarum 94d presentd una sobrevida menor a 1logio UFC mL™ luego de la
liofilizacion, por lo tanto, no fue considerada para estudios posteriores. Ademas, se
observaron disminuciones significativas cuando se empled PDX como protector para
L. plantarum (cepas 39a, 73a'y 82), L. gasseri 70c 'y cuando se utilizé L para L. plantarum 18
y 3%e. Es importante destacar que las cepas L. plantarum 42 y 73a, asi como también
B. animalis subsp. lactis 85 no fueron afectadas por el proceso de liofilizacion,
independientemente del protector utilizado. En cambio, se observo la maxima reduccion
en los niveles de células viables para L. rhamnosus 97 utilizando PDX (1,59 logio UFC
mL™), mientras que cuando se empleé L como protector, la muerte celular de
L. plantarum 42 no fue significativa. La aw de los cultivos liofilizados (Tabla 5) fue menor
al valor maximo (< 0,20), generalmente recomendado para conservar la viabilidad

durante almacenamientos prolongados [185].
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Tabla 5. Sobrevida de las cepas aisladas de leche materna al proceso de liofilizacién en 10 % (p/v)

de lactosa (L) o 10 % (p/v) polidextrosa (PDX) y actividad acuosa (aw) de los cultivos

deshidratados obtenidos.

Recuentos celulares

logio UFC mL™

Cepa Protector Al p aw
Antes de la Después de la
liofilizacién liofilizacion

L 9,97 +0,03 9,44 + 0,02 0,53 0,000> 0,124 + 0,007
L. plantarum 18

P 10,44 + 0,32 9,51+0,28 0,92 0,095> 0,088 + 0,019

L 10,41 + 0,08 1028005 0,14 0,1672 0,065+ 0,011
L. plantarum 39a

P 10,46 + 0,05 1020+0,05 0,26 0,004 0,088 +0,019

L 10,67 + 0,10 10,10+0,05 0,57 0,0002 0,096 + 0,003
L. plantarum 39e

P 10,32 £ 0,07 10,17+0,09 0,15 02512 0,083 + 0,011

L 9,23 +0,06 8,83 +0,07 0,40 0,0012 0,123 +0,015
L. plantarum 41

p 9,11 +0,05 8,88 + 0,05 0,23 0,009 0,074 + 0,008

L 9,40+0,13 9,38 +0,11 0,02 09232 0,129 +0,035
L. plantarum 42

P 9,47 £ 0,18 9,22+0,05 0,26  0,180° 0,068 + 0,008

L 10,10 = 0,09 9,57 +0,07 0,53 0,0002 0,104 +0,012
L. gasseri 70a

p 10,09 = 0,09 9,69 + 0,08 0,40 0,003° 0,110+0,010

L 9,65 + 0,24 9,44 +0,11 0,22 0,438 0,136 +0,021
L. gasseri 70c

p 9,96 + 0,04 9,45+ 0,09 0,51 0,002% 0,133 +0,025

L 10,48 + 0,08 10,30 £ 0,11 0,18 0,183 0,128 +0,041
L. plantarum 73a

P 10,32 + 0,05 1026006 0,06 0,508 0,083+ 0,003

L 10,25 + 0,07 10,33+0,06  -0,08 04702 0,109 + 0,009
L. plantarum 73b

P 10,11 + 0,06 10,33+0,04 -0,22 0,0252 0,098 + 0,009

L 10,40 + 0,07 1022+0,06 0,18 0,074> 0,111+ 0,006
L. plantarum 82

p 10,55 + 0,05 10,30+0,08 0,26 0,0212 0,081 + 0,009
B. animalis subsp. L 10,39 + 0,39 10,12+0,14 0,27 1,000 0,120 + 0,005
lactis 85 P 9,83+0,15 9,89 +0,12 -0,06 0,7892 0,108 + 0,017

L 10,13 + 0,07 8,74 +0,21 1,39 0,001 0,111 + 0,003
L. fermentum 94r

P 10,28 + 0,10 9,67 +0,03 0,61 0,004 0,100 + 0,008

L 9,83 +0,05 9,38 +0,14 0,45 0,0092 0,126 + 0,006
L. fermentum 94i

P 10,14 + 0,21 9,44 +0,03 0,70  0,020° 0,099 + 0,007
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L 10,39 + 0,09 9,57 + 0,25 0,83 0,020 0,125 +0,005
L. rhamnosus 97
P 10,31 + 0,08 8,73 +0,29 1,59 0,008% 0,085+ 0,003

L.: Lactobacillus, B.: Bifidobacterium.

1A: diferencias entre los recuentos celulares de los cultivos antes y después del proceso de
liofilizacion. Los liofilizados se reconstituyeron en el volumen original antes de realizar las

diluciones seriadas y se sembraron en agar MRS. Los resultados se expresaron en logio UFC mL™.

La prueba T? o Mann-Whitney U?se realizaron segtn la distribucién de los datos y la

diferencia se considero¢ significativa para p <0,05.

Luego del proceso de liofilizacion, los cultivos concentrados fueron cerrados al
vacio y almacenados a 37 °C por 4 semanas (ensayo de almacenamiento acelerado) y a
5025 °C por 12 meses (ensayo de almacenamiento estandar a largo plazo). La mayoria
de las cepas evaluadas presentaron una pérdida significativa de viabilidad celular
durante el almacenamiento acelerado. Sin embargo, algunas cepas fueron levemente
afectadas, tal fue el caso de L. plantarum 42 en ambos protectores, L. plantarum 73a,
B. animalis subsp. lactis 85, L. plantarum 94r y L. rhamnosus 97 con L o L. plantarum 18 y 82
con P (Tabla 6). Las reducciones de la viabilidad celular, luego del almacenamiento
acelerado, fueron entre 0,3 a 6,3 logio UFC g™! segtin la cepa y el crioprotector empleado.
A 25 °C, la pérdida de viabilidad fue significativa en la mayoria de las cepas ensayadas,
excepto para L. plantarum 18 con ambos crioprotectores y L. rhamnosus 97 en L. En el
almacenamiento prolongado a 5 °C, no se observaron diferencias significativas en la
mayoria de los cultivos estudiados, al menos con uno de los protectores utilizados. La
excepcion fue la cepa L. plantarum 39a, con una pérdida de viabilidad celular de
0,61 logio UFC g en L y 0,39 logio UFC g™ en P. Cuando se comparo la muerte celular
de los liofilizados luego del almacenamiento acelerado versus el almacenamiento a largo
plazo a distintas temperaturas, se observo una mejor correlacion para la L (R?2=0,764)

que para PDX (R?=0,621) (Fig. 9).
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Tabla 6. Sobrevida de las cepas liofilizadas durante el almacenamiento acelerado (37 °C,

4 semanas) o a largo plazo (5y 25 °C, 12 meses), en lactosa (L) o polidextrosa (PDX) al 10 % (p/v).

Recuentos celulares
logio UFC g™

Al p
Cepa Protector Temperatura Inicial Final
37 °C 8,37 £0,12 -2,07 0,0083
L 5°C 10,44 +0,02 9,67 +£0,08 -0,77 0,2873
25°C 9,28 0,11 -1,15 1,000°
L. plantarum 18
37°C 9,58 + 0,08 -0,93 0,0643
P 5°C 10,51 +0,28  9,86+0,23 -0,65 0,307°
25°C 9,43+0,16 -1,08 1,0003
37 °C 9,10 +0,05 -2,18 0,0002
L 5°C 11,28 +0,05 10,66 + 0,08 -0,61 0,0002
25°C 8,76 + 0,04 -2,52 0,0002
L. plantarum 39a
37°C 10,09 + 0,03 -1,10 0,0002
P 5°C 11,20+ 0,05 10,81 +0,07 -0,39 0,0012
25°C 9,67 +0,08 -1,53 0,0002
37°C 10,15+ 0,03 -0,96 0,0243
L 5°C 11,10+ 0,05 10,84 = 0,07 -0,27 1,0003
25°C 10,06 + 0,08 -1,04 0,000°
L. plantarum 39e
37 °C 10,14 + 0,02 -1,04 0,0093
P 5°C 11,17+0,09 10,67 0,08 -0,50 0,2013
25°C 9,89 0,17 -1,28 0,0003
37°C 8,11+0,07 -1,72 0,000°
L 5°C 9,83 +0,07 9,52 +0,04 -0,32 0,9093
25°C 9,14+0,14 -0,70 0,046°
L. plantarum 41
37 °C 8,22+ 0,03 -1,66 0,010°
P 5°C 9,88 +0,05 9,57 +0,04 -0,32 0,636°
25°C 8,65 +0,12 -1,24 0,000°
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37°C 9,96 + 0,05 -0,42 0,523°
5°C 10,38 £0,11 10,09 + 0,09 -0,29 1,0003
25°C 9,55+ 0,05 -0,82 0,000°
L. plantarum 42
37°C 9,84 +0,09 -0,38 0,505°
5°C 10,22+0,05 10,01 +0,08 -0,20 1,0003
25°C 9,44 + 0,02 -0,78 0,000°
37°C 4,25+0,15 -6,32 0,0023
5°C 10,57 +0,07 8,44 +0,46 -2,14 0,728°
25°C 4,46 + 0,12 -6,11 0,000°
L. gasseri 70a
37°C 514 +0,15 -5,56 0,0023
5°C 10,69+0,08  9,57+0,17 -1,12 0,7283
25°C 5,46 + 0,11 -5,24 0,000°
37°C 5,02 +0,22 -5,41 0,005°
5°C 10,44 +0,11  9,48+0,13 -0,96 0,8423
25°C 4,81 +0,28 -5,62 0,000°
L. gasseri 70c
37°C 6,19 + 0,07 -4,27 0,000?
5°C 10,45+0,009 9,53 +0,07 -0,92 0,000?
25°C 5,75+0,10 -4,70 0,000?
37 °C 9,21+0,06 -2,10 0,066°
5°C 11,30+0,11 11,00 + 0,04 -0,30 0,745°
25°C 8,33 +0,09 -2,97 0,000°
L. plantarum 73a
37°C 9,33 +0,08 -1,93 0,000?
5°C 11,26 +0,06 10,87 +0,04 -0,39 0,000?
25°C 8,39 +0,05 -2,87 0,000?
37°C 10,99 + 0,08 -0,34 0,0023
5°C 11,33+0,06 10,10+0,17 -1,23 1,0003
25°C 10,13 £ 0,12 -1,20 0,010°
L. plantarum 73b
37 °C 11,02+ 0,18 -0,31 0,003°
5°C 11,33+0,04 10,20+ 0,06 -1,13 1,0003
25°C 10,28 + 0,09 -1,04 0,001°
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37 °C 9,93 + 0,04 -1,29 0,0002
5°C 11,22 +0,06 11,16 +0,04 -0,06 0,3292
25°C 9,65 + 0,04 -1,58 0,0002
L. plantarum 82
37 °C 9,90 + 0,06 -1,40 0,0703
5°C 11,30+0,08 10,89+0,13 -0,41 1,000%
25°C 9,65 + 0,05 -1,65 0,000°
37 °C 9,53 + 0,04 -1,59 0,0673
5°C 11,12+0,14 10,74+ 0,06 -0,38 1,0003
B. animalis 25°C 8,20 £ 0,06 -2,91 0,000%
subsp. lactis 85 37 °C 8,32 +0,18 -2,57 0,0002
5°C 10,89 +0,12 10,59 + 0,04 -0,30 0,1372
25°C 6,04 £ 0,10 -4,85 0,0002
37°C 8,99 + 0,09 -0,75 0,666°
5°C 9,74 0,21 9,89 + 0,05 0,15 1,0003
25°C 7,84 £ 0,45 -1,89 0,0033
L. fermentum 94r
37 °C 8,19 £ 0,32 -2,48 0,0003
5°C 10,67 £0,03 10,11 +0,06 -0,57 1,000°
25°C 8,76 + 0,06 -1,91 0,004°
37 °C 6,58 £ 0,26 -3,80 0,0002
5°C 10,38 +0,14 9,68 + 0,09 -0,70 0,000?
25°C 8,13+ 0,07 -2,25 0,0002
L. fermentum 94i
37°C 8,33 + 0,04 -2,11 0,006°
5°C 10,44+0,03  9,24+0,08 -1,20 0,368°
25°C 8,94+0,13 -1,50 0,0073
37°C 8,10 £ 0,03 -2,46 0,085°
5°C 10,57 +0,25  11,03+0,06 0,47 1,0003
25°C 8,19 £ 0,04 -2,37 0,346°
L. rhamnosus 97
37 °C 3,95 + 0,04 -5,78 0,0002
5°C 9,73+0,29 10,68 +0,06 0,96 1,0002
25°C 6,46 £ 0,14 -3,27 0,0002

17



Capitulo 2

1A: diferencias entre los recuentos celulares correspondientes a los liofilizados antes y
después del almacenamiento. Los liofilizados se reconstituyeron en el volumen original antes de
realizar las diluciones seriadas y se sembraron en agar MRS. Los resultados se expresaron en

logio UFC mL.

Se realizé un andlisis de ANOVA post hoc Dunnett 2 para datos paramétricos o
Kruskal-Wallis ? para datos no paramétricos y las diferencias se consideraron significativas para

p <0,05.

L.: Lactobacillus, B.: Bifidobacterium.
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Figura 9. Correlacién entre la muerte celular luego del almacenamiento a largo plazo

(5°C o 25 °C, 12 meses) con la muerte celular luego del almacenamiento acelerado (37 °C,

4 semanas), usando como protectores lactosa (a y b) o polidextrosa (cy d). Los coeficientes de la

regresion lineal fueron: a. R?=0,321, b. R?= 0,764, c¢. R?= 0,000 y d. R?>=0,621.
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4.4 Reformulacion de un medio de cultivo para una produccion

costo-efectiva de biomasa

Considerando que las fuentes de nitrogeno utilizadas en la formulaciéon de
medios de cultivo para lactobacilos, como la pluripeptona y el extracto de levadura, son
los ingredientes que pueden representar entre el 60 y el 70% del costo del medio de
cultivo, se llevé a cabo un disefio experimental 22 factorial para hacer que la formulacion
sea costo-efectiva (Fig. 10). Teniendo en cuenta la produccion de IL-10 en los co-cultivos
con macrofagos (Cap. 2, Sec. 3.5.), se seleccionaron las cepas L. gasseri 70c y L. plantarum
73ay 73b para esta parte del estudio. A pesar de que L. gasseri 70a también favorecio la
liberacion de IL-10 en el ensayo con lineas celulares, solo L. gasseri 70c fue seleccionada

porque presentd una mejor viabilidad post liofilizacién en L (Cap. 2, Sec. 3.6, Tabla 5).

log10 UFC mL-1

Extracto de levadura [% p /V]

Figura 10. Grafico 3D de superficie de respuesta: recuentos celulares (logio UFC mL") de
las cepas L. gasseri 70c (A), L. plantarum 73b (B) y 73a (C) vs. las concentraciones de extracto de

levadura y pluripeptona [% p/v].
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El andlisis de ANOVA determind que los efectos cuadraticos del extracto de
levadura y la pluripeptona no fueron estadisticamente significativos, asi como tampoco
la interaccidn entre ellos (p > 0,05), por lo tanto, se eliminaron del modelo. Finalmente,

el modelo ajustado con un valor de p = 0,007 y un ajuste de R? = 0,83 fue:
Y = Bo + B1x1 + Boxa + V121 +V2Zz + 811X121 + 812X221 + 621%125 + 822%225 + €

El valor de R? = 0,83 indica que el modelo es capaz de explicar el 83 % de los
resultados para las cepas ensayadas. Ademads, el comportamiento de las cepas fue
diferente dependiendo de la variable cuantitativa considerada: extracto de levadura o
pluripetona. Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, el modelo con las
variables elegidas se relaciond con la respuesta mediante la siguiente ecuacion, segin

los coeficientes descriptos en la Tabla 7.

logio UFC mL™ (L. gasseri 70c) = 8,2264 + 0,0889 * x1+ 0,2777 * x2

logio UFC mL™ (L. plantarum 73b) = 8,9908 + 0,1778 * x1 + 0,0148 * x2

logio UFC mL™ (L. plantarum 73a) = 9,6368 — 0,5037 * x1 — 0,6056 * x2

El incremento de extracto de levadura y pluripeptona impactd positivamente en
la cantidad de biomasa producida de las cepas L. gasseri 70c 'y L. plantarum 73b, aunque
de forma diferente seguin el ingrediente considerado. El efecto de la pluripeptona fue
mayor para L. gasseri 70c, mientras que para L. plantarum 73b lo fue el extracto de
levadura. Por el contrario, el incremento de los componentes seleccionados pareci6

afectar negativamente el desarrollo de L. plantarum 73a.
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Tabla 7. Coeficientes del modelo a partir del analisis de la varianza (ANOVA).

Coeficiente Valor estimado SD Valor t Pr(>1tl)
Bo 9,64 0,15 65,12 0,00%**
1 -0,50 0,17 -2,99 0,02**
B2 -0,60 0,19 -3,28 0,02**
7 -1,41 0,22 -6,43 0,00%**
2 -0,65 0,22 -2,90 0,03**
on 0,59 0,25 2,37 0,06
O 0,68 0,25 2,72 0,03**
d12 0,88 0,26 3,38 0,01**
o2 0,62 0,25 2,48 0,05**

## b < 0,000, ** p < 0,001, * p <0,05.

4.5 Ensayos in vivo

Para el primer ensayo in vivo de prevencion contra infecciones entéricas por S.
Typhimurium, se seleccionaron las cepas L. gasseri 70c, L. plantarum, 73a y 73b, ya que
fueron las que presentaron una mayor inducciéon de IL-10 en los co-cultivos con
macrofagos (Cap. 2, Sec. 3.5). Teniendo en cuenta el principio de las 3Rs (Reduccion,
Reemplazo y Refinamiento) en animales de experimentacion [186], L. gasseri 70a no fue
considerada con el objeto de reducir la cantidad de animales necesarios. A pesar de que
L. gasseri 70a favoreci6 la liberacion de IL-10 en los cultivos celulares, esta cepa no
presentd diferencias tecnoldgicas con L. gasseri 70c (Cap.2, Sec. 3.6), ademas de ser
aislada de la misma madre. En el primer ensayo, la sobrevida del grupo control fue del
42 %, mientras que la sobrevida de los animales que recibieron lactobacilos fue de 58,3 %
para L. plantarum 73a, 50,0 % para L. plantarum 73b y 16,7 % para L. gasseri 70c (Fig. 11).
Sin embargo, los grupos tratados no presentaron diferencias significativas respecto al
grupo control. Considerando el mayor % de sobrevida observado para L. plantarum 73a
como un posible indicador de un efecto benéfico no detectado de forma significativa, se

repitié el ensayo con un nimero mayor de animales por grupo, incrementando el N de
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12 a 16 ratones, con el objetivo de incrementar el poder estadistico del ensayo [176]. En
el segundo ensayo in vivo (Fig. 11), la sobrevida de los animales que recibieron
L. plantarum 73a fue significativamente mayor (80,3 %, p = 0,004), en comparacién, con

la del grupo control (25 %).

11.a. b.
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Figura 11. Sobrevida (%) de ratones BALB/c frente a la infeccion por Salmonella serotipo
Typhimurium del grupo control () o del grupo que recibi6 L. gasseri 70c (m), L. plantarum 73a (@)

0 73b (A). a: 1er ensayo, b: 24 ensayo. Los animales del grupo control recibieron PBS estéril.

En un tercer ensayo in vivo, los animales recibieron las cepas L. plantarum 73a 'y
73b durante 3 o 10 dias consecutivos. Se determin6 IgA-S en el fluido intestinal de cada
grupo estudiado. Los niveles de citoquinas se determinaron mediante ELISA en
homogenados de intestino delgado y grueso. La concentracion de IgA-S se incrementd
significativamente (p = 0,001) cuando los animales recibieron la cepa L. plantarum 73a
(11,74 +£0,54 pg mL™), en comparacion, con el grupo control (8,40 0,41 pg mL™)
(Fig. 12). En general, cuando se evalud la capacidad inmunomoduladora de las cepas,
L. plantarum 73a presentd un efecto inmunomodulador mayor que L. plantarum 73b
considerando la expresion de citoquinas. La administracion de L. plantarum 73a

incremento la mayoria de las citoquinas evaluadas a excepcion de la IL-12 en el intestino
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delgado y TNF alfa en el intestino grueso. En cambio, L. plantarum 73b regul6 las
citoquinas IL-10 y TNF alfa, principalmente en intestino grueso luego de 10 dias de

administracion (Fig. 13).
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Figura 12. IgA secretoria (IgA-S) (ug mL™ + error estandar de la media) en fluido
intestinal de ratones BALB/c del grupo control (m) o de los grupos que recibieron durante 3 o 10
dias consecutivos 108 UFC/animal de L. plantarum 73a (=) o 73b (m). El grupo control recibié PBS

estéril. * Diferencias significativas, en comparacion, con el grupo control (p <0,05).
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Figura 13. Concentracién de citoquinas en intestino delgado y grueso en ratones BALB/c que recibieron durante 3 o 10 dias: PBS estéril (grupo control: m),

0 108 UFC/animal de las cepas L. plantarum 73a (=) o 73b (m). *Diferencias significativas, en comparacion, con el grupo control (p < 0,05).
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Finalmente, en la Figura 14 se observa la concentraciéon de AGCC en heces
determinada mediante HPLC, luego de 10 dias de administracion de la cepa L. plantarum
73a. No se observaron diferencias significativas para ninguno de los acidos grasos

estudiados entre los grupos considerados (Fig. 14).
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Figura 14. Concentracion de acidos grasos de cadena corta (AGCC) en heces de ratones
BALB/c que recibieron durante 10 dias: PBS estéril (grupo control: m), o 108 UFC/animal de

L. plantarum 73a (). Las concentraciones de cada AGCC se determinaron por triplicado.

46 Fermentacion de productos comerciales de base vegetal

Se evalud la capacidad fermentativa de L. plantarum 73a y L. rhamnosus VIT
E-97800 en matrices vegetales comerciales. Con esta finalidad, se realizaron
fermentaciones (24 h, 30 °C) a una concentracion inicial de 10° UFC mL™ en los siguientes
productos: bebida de avena (Valio® Finlandia), shot de frutilla-zanahoria-manzana
(Valio®) y jugo de manzana (Valio®). Como control negativo, los productos sin inocular
fueron incubados en las mismas condiciones. Se emple6 como referencia L. rhammnosus
VTT E-97800, ya que se habian realizado estudios previos de fermentacion con esta cepa

en el Instituto VIT Technical Research Centre of Finland [179]. En la Tabla 8 se muestran
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los resultados obtenidos de pH y logio UFC mL™ después de la fermentacion y posterior

almacenamiento durante 4 dias a 5 °C.

El mayor crecimiento se observo en la bebida de avena y el menor desarrollo en
el jugo de manzana, para ambas cepas. No se observaron diferencias significativas entre
las cepas al comparar los niveles de células viables para la bebida de avena y el shot
frutilla-zanahoria-manzana, aunque si se observé un aumento significativo del namero
de células viables de L. rhamnosus VIT E-97800 en el jugo de manzana. Cuando se
analiz9 la estabilidad de las cepas en el tiempo, se observaron diferencias significativas
entre L. rhamnosus VIT E-97800 y L. plantarum 73a en la bebida de avena y el jugo de
manzana. L. plantarum 73a presentd una mejor estabilidad en la bebida de avena, pero

L. rhamnosus VIT E-97800 en el jugo de manzana.
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Tabla 8. Fermentacion de productos de base vegetal con L. rhamnosus VIT E-97800 y L. plantarum 73a.

Inicial Fermentado 4d-5°C pH inicial pH del pH luego de

Productos

logio UFC mL- logio UFC mL- logio UFC mL- fermentado 4d-5°C
Bebida de avena sin inocular NC <1 <1 6,35+ 0,01 6,26 = 0,00 6,20 0,01
Bebida de avena + E-97800 6 8,31 + 0,56! 8,31 +0,1712 6,35+ 0,01 3,44 +0,00 3,40 £ 0,01
Bebida de avena + 73a 6 8,37 + 0,041 8,54 +0,0712 6,35 +0,01 3,40 £ 0,00 3,40 + 0,08
Shot sin inocular NC <1 <1 3,64 +0,01 3,69 +0,02 3,67 + 0,00
Shot + E-97800 6 7,05 + 0,791 6,32 + 0,081b2 3,64 +0,01 3,71+0,01 3,67 0,01
Shot +73a 6 8,53 +0,10° 7,95 + 0,331b2 3,64+0,01 3,70+ 0,01 3,68 +0,01
Jugo de manzana sin inocular NC <1 <1 3,54 +0,01 3,57 +0,01 3,51 +£0,01
Jugo de manzana + E-97800 6 6,44 + 0,431 5,53 + 0,071 3,54 +0,01 3,57 +0,01 3,51+0,01
Jugo de manzana + 73a 6 5,32 +0,15% 4,58 + 0,1212d 3,54 +0,01 3,57 +0,01 3,51 +0,01

1Se determinaron las diferencias significativas de células viables (logio UFC mL") de la misma matriz alimenticia, pero fermentada con L. plantarum 73a
o L. rhamnosus VIT E-97800, mediante la prueba T student para muestras independientes. 2Se determinaron las diferencias significativas de células viables
(logio UFC mL"), antes y después del almacenamiento, de cada producto con misma cepa y matriz alimenticia mediante la prueba T para muestras dependientes.
Las diferencias se consideraron significativas para valores de p < 0,05. =p = 0,014, '*p = 0,010, *p = 0,000 y 2¢p = 0,045.

NC: no corresponde, E-97800: L. rhamnosus VIT E-97800, 73a: L. plantarum 73a.
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5. Discusion

El desarrollo de cultivos probidticos aislados de fuentes locales es de creciente
interés debido a multiples factores. Se conoce, por ejemplo, que existen diferencias en la
microbiota intestinal humana segin la regidon geografica y sus requerimientos
nutricionales. Por lo tanto, la elaboracion de productos funcionales con cepas autdctonas
y viables en matrices alimenticias regionales brinda la oportunidad de valorizar
alimentos y desarrollos locales [187]. El trabajo pionero de Martin y col. (2003) indicd
que la leche materna es una fuente potencial de probidticos. Posteriormente, se
realizaron numerosos trabajos en diferentes lugares sobre el aislamiento de bacterias
lacticas y bifidobacterias a partir de leche materna, para su uso como probioticos.
Algunos de ellos fueron realizados en India [188-190], Argentina [9], Espafia [69], Chile
[191], Brasil [192,193], China [194], EEUU [195], Malasia [196], Iran [197,198] y Taiwan
[199], entre otros. Considerando la importancia de la leche materna en la colonizacién
temprana del intestino y sus beneficios en la infancia, la leche materna es una fuente

atractiva para el aislamiento de nuevos probioticos.

En nuestro laboratorio, por ejemplo, se aislaron cepas del género Bifidobacterium
a partir de muestras de leche materna [9]. Entre los aislamientos, se selecciond la cepa
B. animalis subsp. lactis INL1 por su mejor desempeno en estudios tecnoldgicos. Luego,
B. animalis subsp. lactis INL1 fue considerada como un potencial probiético debido a su
capacidad protectora en el modelos murinos de enterocolitis aguda y crénica [91]. Estos
resultados destacan la importancia de la caracterizacion funcional y tecnologica para el
aislamiento de nuevos probidticos. En particular, en este estudio nos enfocamos en el
aislamiento de Lactobacillus a partir de leche materna, el género mas utilizado en el
desarrollo de probidticos [74]. De esta forma, podriamos contar, ademas de B. animalis
subsp. lactis INL1, con una cepa del género Lactobacillus para cultivos de probioticos
multicepas. Se conoce, por ejemplo, que la suplementaciéon simultdnea de cepas de
lactobacilos y bifidobacterias presenta mayor efectividad en la prevencion de
enterocolitis necrotizante en bebés prematuros que la suplementacion individual de

cada una de ellas, segtin un estudio de meta-analisis reciente [200].
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Actualmente, técnicas dependientes e independientes del cultivo demostraron
que las especies mas abundantes en leche materna son Streptococcus y Staphylococcus,
seguidas por Bifidobacterium, Lactobacillus, Propionibacterium, Enterococcus y algunos
miembros de la familia Enterobacteriaceae [8,201]. En concordancia con estos trabajos y
el andlisis de la secuenciacién masiva realizado en el Capitulo 1 de este trabajo de Tesis,
se detecto la presencia de cocos en la mayoria de las muestras analizadas, pero estos
microorganismos no fueron considerados para su estudio posterior. A pesar de que
algunas cepas de S. epidermidis y Streptococcus salivarius de leche materna han reportado
actividad antimicrobiana in vitro contra cepas patogénicas de S. aureus [27], son
necesarios mas estudios para que sean consideradas como potenciales probioticos. Las
especies aisladas de lactobacilos y bifidobacterias se encontraron sélo en menos del 10 %
de las muestras de leche materna analizadas, pero debido a su estatus GRAS fueron
consideradas para su caracterizacion como potenciales probidticos. La mayoria de las
especies aisladas habian sido reportadas como presentes en leche materna [9,17,202],
excepto L. gallinarum que se considera de origen entérico y solo se emplea como

probidtico en la industria avicola [203].

Con el objetivo de seleccionar potenciales probidticos, se llevaron cabo estudios
de hidrofobicidad y co-cultivos con macrdéfagos murinos. La hidrofobicidad ha sido
relacionada con la adhesion a la mucosa intestinal del huésped o con la capacidad de
agregacion, floculacidn y remocion de patdgenos [204]. El ensayo in wvitro de
hidrofobicidad es limitado en cuanto a su capacidad de predecir el potencial probidtico,
sin embargo, es una prueba simple usada en trabajos previos para predecir la adhesion
de bacterias a células eucariotas [174,204]. El ensayo estd basado en la adherencia
bacteriana a diferentes compuestos hidrocarbonados y se correlaciona de forma
moderada con la adhesion in vivo [205]. Los co-cultivos de células eucariotas con
microorganismos son una herramienta util en la seleccion de nuevos probioticos [167].
Las cepas capaces de inducir la secrecion de citoquinas como IL-10 son de gran interés
por su potencial capacidad antiinflamatoria in vivo [206]. Patologias como enterocolitis
necrotizante, obesidad, inflamacién intestinal, alergias o enfermedades autoinmunes
parecerian ser mitigadas por los efectos antiinflamatorios de algunas cepas de

probioticos [207-209]. Teniendo en cuenta los resultados de hidrofobicidad y la
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capacidad de inducir la secreciéon de IL-10, las cepas L. gasseri 70a, L. gasseri 70c,
L. plantarum 73a'y L. plantarum 73b se seleccionaron para los estudios in vivo. Aunque las
cepas L. plantarum 73a'y L. plantarum 73b presentaron una hidrofobicidad menor al 50 %,
esto no fue motivo suficiente para descartarlas. Se conoce que varias cepas comerciales,
exitosas en estudios clinicos de eficacia, pueden presentar niveles bajos de
hidrofobicidad y adhesion in vitro. Por ejemplo, L. rhamnosus GG y L. casei Shirota

presentan baja adhesién a células Caco-2 [210].

La aptitud tecnoldgica de las cepas aisladas fue estudiada con relaciéon a la
pérdida de viabilidad al proceso de liofilizacion y conservacion de los cultivos
deshidratados obtenidos. La liofilizacion es el proceso méas comuinmente empleado en la
industria para la produccion de cultivos probidticos deshidratados [211]. El uso de
agentes protectores como leche descremada, mono-, di- y polisacaridos, proteinas o
mezclas de éstos [212] tiene como objetivo incrementar la viabilidad celular a la
deshidratacion [211]. En nuestro estudio, la lactosa fue el protector mas adecuado
durante el proceso de liofilizacion para la mayoria de las cepas. La combinacién de
lactosa con trehalosa o maltosa ha sido reportado como un crioprotector satisfactorio
para la liofilizacién de L. rhamnosus GG [213]. Asimismo, la aw de los cultivos luego de la
liofilizacién fue evaluada como predictor del éxito de la sobrevida a largo plazo. En
nuestro caso, todos los liofilizados obtenidos presentaron una aw < 0,2. Valores mayores
de aw se correlacionaron con una disminucion de la viabilidad durante la conservacion

a largo plazo [185].

La sobrevida de los cultivos liofilizados durante el almacenamiento es afectada
por una combinacion de factores, entre los que se encuentran la naturaleza del protector,
la aw, la temperatura de almacenamiento y la permeabilidad al oxigeno de los recipientes
empleados. En este sentido, se conoce que los disacaridos son protectores satisfactorios
y actian mediante el reemplazo del agua citoplasmatica y la disminucion de la
formacion de cristales intracelulares [211,214]. A pesar de que la combinacion de L o
PDX con leche o trehalosa es considerada un mejor agente protector [185,213], la mayor
ventaja de usar solamente L o PDX es el menor costo, en comparacion, con la trehalosa.

La exposicion a altas temperaturas durante el almacenamiento favorecen la
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desnaturalizacién de proteinas y oxidacién de los fosfolipidos de la membrana,
favoreciendo la disminucién de la viabilidad celular [211]. En general, las cepas de
L. plantarum presentaron la mayor sobrevida. En cambio, las cepas mas sensibles al
proceso fueron las de L. gasseri. Es importante destacar que entre las cepas de
L. plantarum se observaron resistencias diferentes. Por ejemplo, en el almacenamiento
acelerado, la pérdida de viabilidad celular en L para L. plantarum 42 fue de 0,42 logio UFC
mL™, en cambio para L.plantarum 39a fue de 2,18 logio UFC mL™. Finalmente, se
hipotetiz6 que la pérdida de viabilidad celular en condiciones extremas y a corto plazo
(almacenamiento acelerado), podria brindar informacién del comportamiento de los
liofilizados en condiciones de almacenamiento estandar (5 °C o 25°C, 12 meses).
Siguiendo esta hipotesis, se correlaciond la pérdida de viabilidad celular de los
liofilizados a largo plazo con la observada luego del almacenamiento acelerado (Fig. 9).
La marcada dependencia de la pérdida de viabilidad con la cepa dificulté encontrar una
correlacién satisfactoria para determinar, en un corto plazo, el mejor agente protector o

la cepa mas promisoria.

El cultivo de probidticos a gran escala es también otro punto para considerar al
momento de pensar en su aplicacion industrial. En este sentido, el medio de cultivo MRS
[215] es ampliamente utilizado en los laboratorios para el desarrollo de lactobacilos. Sin
embargo, este medio es econémicamente inviable tal cual estd formulado para la
produccion de biomasa a escala piloto o industrial. Una estrategia comun consiste en
adaptar la formulaciéon a los requerimientos especificos de las cepas de interés,
disminuyendo la concentracidon de sus componentes mas costosos, que son las fuentes
de Nitrogeno. Un analisis de costos hecho a partir de proveedores locales (Cicarelli y
Microquim) indic6 que la pluripeptona y extracto de levadura pueden representar hasta
el 70 % del costo del medio de cultivo, considerando su formulacion a partir de sus
ingredientes. Por lo tanto, ambos ingredientes, y tres de las cepas seleccionadas, fueron
considerados para el disefio experimental 22 factorial con el objeto de hacer la produccion
de biomasa mds costo-efectiva. Se seleccionaron L. gasseri 70c y L. plantarum 73a 'y 73b
por su efectividad en la induccion de IL-10. El efecto positivo del extracto de levadura
ha sido reportado previamente en el crecimiento bacteriano [216-218]. Este efecto puede

deberse al mayor contenido de compuestos nitrogenados, bases nitrogenadas como la
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purina y pirimidina y vitaminas [219]. Ademas, las especies L. gasseri y L. plantarum han
sido descriptas como incapaces de crecer en leche sin la suplementacidon de extracto de
levadura o peptona [220,221]. Por lo tanto, si se considera disminuir uno de los
ingredientes estudiados, podria reducirse el extracto de levadura para L. gasseri 70c y la
pluripeptona para L. plantarum 73b. En el caso de L. plantarum 73a, la concentracion de
ambos ingredientes podria limitarse al minimo del rango de estudio y es probable que
su crecimiento sea promovido por el extracto de carne, otro de los componentes del

medio de cultivo MRS.

Al mismo tiempo que se evalud la aptitud tecnoldgica de las cepas aisladas, se
llevaron a cabo ensayos in vivo con ratones para determinar la funcionalidad en estos
modelos animales. Uno de los ensayos fue realizado in vivo para la prevencion de
infeccion por Salmonella. Este es un ensayo relativamente simple en comparacion con
disefios experimentales mas sofisticados como los modelos de inmunomodulacion,
cancer o colitis. Pero, aun asi, permite la seleccién preliminar de cepas con potencial
probidtico, ya que varios mecanismos inmunoldgicos estan implicados durante la
infeccion y su eventual prevencion [222]. En el primer ensayo in vivo se estudiaron tres
cepas de lactobacilos, observandose una tendencia no significativa en la proteccion
contra la infeccion. Como el tamafio de la muestra se correlaciona positivamente con el
poder estadistico de la prueba [223], se propuso repetir la experiencia con un nimero
mayor de animales por grupo, con el fin detectar diferencias significativas, silas hubiera.
En el segundo ensayo, la capacidad protectora frente a la infeccion por Salmonella fue
significativa cuando se administrd L. plantarum 73a por 10 dias consecutivos. Finalmente,
en el ultimo ensayo in vivo, se evalud la capacidad inmunomoduladora de las cepas
L. plantarum, 73a y 73b. Un mayor efecto inmunomodulador se observod en los animales
tratados con L. plantarum 73a, en comparacion con los tratados con L. plantarum 73b.
Asimismo, L. plantarum 73a fue capaz de activar cuatro citoquinas estudiadas en

intestino delgado y tres de cuatro en intestino grueso.

El intestino delgado es el principal sitio inductor de la respuesta inmunoldgica
innata y adaptativa [224]. La capacidad protectora de L. plantarum 73a contra la infeccién

por Salmonella podria ser explicada por la activacion inmunoldgica del intestino delgado,
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luego de la administracion de esta cepa. Se conoce que el intestino es el principal foco de
infeccion de este patogeno [225]. El aumento de la liberacion de la citoquina
antiinflamatoria IL-10 podria actuar fortaleciendo la barrera epitelial del intestino [226]
y favoreciendo, al menos parcialmente, la mayor sobrevida frente a la infeccion. EI INF
gamma es crucial en infecciones intracelulares causadas por Salmonella, activando
principalmente a los macréfagos, quienes se encargarian de resolver la infeccion [227].
Por ejemplo, se conoce que en ratones knock-out para el gen INF gamma
(INF gamma -/ -), al ser infectados por Salmonella, la inmunidad de la mucosa intestinal
disminuye y la infeccion progresa a septicemia [228]. IL-6, junto a otras citoquinas como
IL-2 y GM-CSF, aumentan en modelos murinos durante la salmonelosis [227]. IL-6
podria contribuir en la eliminacidn de agentes patdgenos y en la restauracion del tejido
epitelial [229]. A pesar de que TNF alfa es conocido por su actividad proinflamatoria, en
conjunto con otras citoquinas como IL-6 y IL-17 promueve la proliferacion epitelial [230],
lo que en nuestro estudio podria haber contribuido, en parte, en la reparacion del dafio
epitelial causado durante la infeccion. Ademas, INF gamma es capaz de activar TNF alfa
para resolver la infeccion [227]. El incremento de IgA actiia como primera linea de
defensa contra patogenos, limitando el acceso de antigenos y controlando asi la
respuesta inmune inflamatoria. En el trabajo de Zacarias y col. (2014), una mayor
sobrevida post infeccién de los animales tratados con B. animalis subsp. lactis INL1 se

correlacion6 con un incremento de IL-10 e IgA-S.

Considerando los resultados positivos in vivo se propuso determinar la potencial
aplicacion de L. plantarum 73a en matrices alimenticias de origen vegetal. Teniendo en
cuenta que en la actualidad existe un creciente interés por productos de base vegetal
debido a restricciones alimentarias, estilos de vida (veganismo) y a los beneficios sobre
la salud percibidos en relacion al mayor consumo de fibras [232]. En este sentido, la
fermentacion de matrices vegetales con probioticos genera posibilidades de desarrollar
nuevos alimentos. Con el objetivo de evaluar el potencial uso de L. plantarum 73a, y
L. rhamnosus VIT E-97800 como cepa control, en productos de origen vegetal, se
realizaron fermentaciones en jugo de manzana, bebida de avena y un shot frutilla-
zanahoria-manzana. Los productos seleccionados fueron de composicién y pH variado.

Posterior a la fermentacion, se observd la estabilidad en el tiempo a 5 °C por al menos 4
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dias. Se registrd el pH y la concentracidn celular, antes y después de la fermentacion y
durante el almacenamiento. La bebida de avena fue una matriz satisfactoria en términos
de crecimiento celular y disminucion de pH, no asi el jugo de manzana. El pH neutro de
la bebida de avena podria haber favorecido el crecimiento de las cepas ensayadas. En el
caso del shot de frutilla-zanahoria-manzana y el jugo de manzana puro, el pH acido y el
acido malico de la manzana podrian ser responsables de la disminucion de la viabilidad
celular. Se reportd que acidos organicos como el dcido mdlico del jugo de manzana
producen un dano celular mayor que acidos inorganicos frente a las mismas condiciones
de pH [179]. En relacion con la estabilidad en el tiempo de los productos fermentados,
L. plantarum 73a presentd una mejor estabilidad en el shot frutilla-zanahoria-manzana.
Mientras que L. rhamnosus VIT E-97800 en el jugo de manzana, ambos productos de pH
acido. Esto remarca la importancia de la seleccidon de cepas en relacion a la resistencia a
acidos organicos y pH [233]. Los resultados obtenidos en este capitulo demostraron
algunos aspectos tecnoldgicos y funcionales de la cepa L. plantarum 73a alentadores para
ser profundizados en vistas a su aplicacion en la industria alimenticia o como

suplemento dietario.
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6. Conclusion

En esta parte del trabajo se lograron aislar lactobacilos y bifidobacterias de al
menos el 10 % de las muestras de leche materna analizadas. Las cepas se seleccionaron
teniendo en cuenta la induccién de IL-10 en co-cultivos con macroéfagos murinos y segin
su hidrofobicidad. Las cepas L. gasseri, 70a'y 70cy L. plantarum, 73a'y 73b se consideraron

para estudios posteriores de funcionalidad.

En general, las cepas exhibieron sobrevida satisfactoria frente al proceso de
liofilizacién y el almacenamiento a largo plazo a 5 °C. Los protectores lactosa y
polidextrosa fueron adecuados durante los procesos de liofilizacidon y almacenamiento
de dichas cepas. El almacenamiento acelerado no fue adecuado para correlacionar la
sobrevida a largo plazo. La administracion de L. plantarum 73a fue capaz de proteger
contra una infeccién por Salmonella en un modelo murino mediante la activacion del

sistema inmune del intestino delgado.
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Capitulo 3

Potencial uso de bacterias aisladas de
leche materna como tratamiento de la

obesidad infantil
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1. Introduccion

La obesidad infantil, principalmente en zonas urbanas, es uno de los mayores
desafios que enfrenta la salud mundial [234]. La intervencion temprana durante la
infancia, reduciria el riesgo de padecer obesidad en etapa adulta y comorbilidades
asociadas como el sindrome metabdlico, la diabetes de tipo 2, enfermedades
cardiovasculares, esteatosis hepatica y dislipidemia [44,235]. El desarrollo de sobrepeso
y obesidad infantil estd influenciado en parte por la microbiota intestinal, la falta de
actividad fisica y una dieta rica en aztcares y grasas [236]. Actualmente, se conoce que
el balance energético es determinado en gran medida por la interrelacion entre la
composicion de la microbiota intestinal y la dieta de los individuos [237,238]. Ademas,
una dieta rica en lipidos y una microbiota “obesa”, favorecen el desarrollo de
inflamacion crénica, agravando ain mas las patologias asociadas al sobrepeso [239]. En
la obesidad se observan en el intestino niveles bajos de bacterias consideradas
antiinflamatorias como las bifidobacterias. Este desbalance resulta perjudicial para el
normal funcionamiento de la barrera intestinal, favoreciendo el ingreso de antigenos que

pueden producir inflamacion sistémica [240].

El consumo de probidticos y prebidticos podria ayudar a mitigar los efectos
perjudiciales de la obesidad mediante la modulacién de la microbiota [241]. Los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium se han utilizado ampliamente como probidticos e incluso,
cepas especificas reportaron disminuir la obesidad y mejorar distintos parametros
metabolicos [241,242]. Por ejemplo, un estudio piloto en nifios obesos demostré que el
consumo de una bebida suplementada con Lacticaseibacillus casei Shirota (denominacion
anterior Lactobacillus casei, Zheng y col. 2020) favorecié la pérdida de peso y el
incremento de lipidos de alta densidad en sangre, y en heces la concentracion de
Bifidobacterium y acido acético [243]. El desarrollo de la obesidad parece también estar
precedido por una disminucion de bifidobacterias en el intestino [237]. En otro trabajo,
la administracion de una mezcla de probioticos (Lactobacillus acidophilus ATCC B3208,
Bifidobacterium lactis DSMZ 32269, Bifidobacterium bifidum ATCC SD6576, L. rhamnosus

DSMZ 21690) a nifios y adolescentes obesos con patologias como higado graso no
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alcoholico demostré efectos positivos, reduciendo los indices de colesterol, lipidos de

baja densidad y triglicéridos [244].

Los modelos de fermentacion coldnica in vitro son una herramienta util para
estudiar potenciales probidticos y sus efectos en la composicion de la microbiota
intestinal normal o con distintas patologias. El modelo in vitro SHIME ®, siglas en inglés
de Simulator of the Human Intestinal Microbial Ecosystem, es un simulador dindmico in vitro
validado de la microbiota intestinal humana. Este modelo permite el estudio de la
comunidad microbiana y sus metabolitos [245-247]. En nuestro laboratorio, se aislaron
las cepas B. animalis subsp. lactis INL1 y L. plantarum 73a (Cap. 2) a partir de muestras de
leche materna. Ambas cepas demostraron in vivo una capacidad protectora contra la
infeccién por Salmonella [167,231,248], y a su vez, B. animalis subsp. lactis INL1 la
capacidad de proteger parcialmente contra la enterocolitis aguda y crénica en un modelo
murino [91]. A su vez, L. plantarum 73a fue capaz de estimular la liberacion de IL-10 en

co-cultivo con macrdéfagos murinos y en ensayos in vivo con ratones [248].
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Objetivos:

Determinar la capacidad de resistencia a barreras fisiologicas de las cepas
B. animalis subsp. lactis INL1 y L. plantarum 73a.

Estudiar el impacto de B. animalis subsp. lactis INL1 y L. plantarum 73a en la
microbiota fecal de un nifio obeso utilizando el simulador in vitro de la microbiota

intestinal humana, SHIME ®.
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3. Materiales y métodos

3.1 Cultivos bacterianos

B. animalis subsp. lactis INL1 [9,91,167,231] y L. plantarum 73a [248] empleadas en
este Capitulo, fueron aisladas a partir de leche materna en un trabajo previo de nuestro
laboratorio y durante el desarrollo de esta tesis (Cap. 2), respectivamente. Las mismas
pertenecen a la coleccién del INLAIN y se conservan congeladas en MRS con glicerol
(20 %) y liofilizadas. Antes de su utilizacion, se cultivaron en caldo MRSc por 18 h en
anaerobiosis (Anaeropack-Anaero, Mitsubishi Gas Chemical Co., Inc., Japdn) a 37 °C. Se
centrifugaron los cultivos (3000 x g, 10 min, 8 °C) y los pellets obtenidos se lavaron dos
veces con solucidn salina al 0,85 % (p/v) (Baker Analyzed® A.C.S., EEUU), para ser
finalmente resuspendidos en un medio basal de carbohidratos. El medio basal de
carbohidratos contenia 4,0 g L™ de almidon (Maizena, Brasil), 4,0 g L™ de mucina porcina
(Sigma, EEUU), 3,0 g L de extracto de levadura (Kasvi, Brasil), 1,0 g L™ de
arabinogalactano (Sigma, EEUU), 2,0 g L™ pectina de manzana (Sigma, EEUU), 1,0 g L1
de peptona (Kasvi, Brasil), 0,5 g L™ de L-cisteina (Sigma, EEUU) y 0,4 g L™ de D-glucosa
(Synth, Brasil).

3.2 Protocolo experimental del SHIME®

El SHIME ® fue desarrollado por investigadores de la Universidad de Gante
(Gante, Bélgica) y validado por Molly y col. (1994). El sistema, una vez puesto en marcha,
es capaz de mimetizar y mantener por varios meses la diversidad microbiana humana
del sistema gastrointestinal [249]. Con la finalidad de obtener replicas en simultaneo
para el analisis estadistico, se adapto el simulador gastrointestinal de la Escuela de
Ciencias Farmacéuticas (Departamento de Ciencia de los Alimentos y Nutricién,
Universidade Estadual Paulista, Brasil). Los reactores correspondientes al colon transverso
y descendente fueron reemplazados por tres réplicas del colon ascendente (Fig. 15). Se
controld el pH automaticamente, agregando una solucién 0,5 mol L™ de NaOH o HCL.
Se agitaron los cuatro reactores en forma continua mediante agitadores magnéticos,
mientras que se mantuvo la temperatura a 37 °C. Se mantuvieron las condiciones de

anaerobiosis en forma continua mediante el flujo diario de N2 por 30 min. Para simular
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el duodeno, un flujo de 4 mL min™ durante 15 min de jugo pancreatico artificial ingreso
al reactor 2 (Fig. 15). La composicion de jugo pancreatico artificial fue de 12,5 g L™ de
NaHCOs (LS-Chemical, Brasil), 6 g L™ de Oxigal (Sigma, EEUU) y 0,9 g L™ de
pancreatina (Sigma, EEUU) [245,249]. Los reactores 3, 4 y 5, correspondientes al colon
ascendente del SHIME ®, fueron inoculados con una mezcla de heces. El donante de
materia fecal fue un nifio obeso de 9 anos con un IMC > 28 kg m™2. Como criterio de
inclusion, se considerd que no presentara patologias como alergias o intolerancia a
alimentos. Se considerdé también que no haya consumido suplementos dietarios,
medicacion para enfermedades gastrointestinales o metabdlicas, probidticos y/o
prebidticos en los ultimos tres meses, y antibioticos en los ultimos seis meses. Se
recolectaron muestras de heces durante 24 h y se conservaron a 4 °C hasta su utilizacion.
Se homogenizaron las muestras de materia fecal y se conservé una porcion (10 g) en
tubos estériles de plastico a —80 °C hasta su andlisis. Se diluy6 una alicuota (10 g) de
materia fecal y se homogenizé en 100 mL de buffer de fosfato estéril (0,1 mol L, pH=7),

suplementado con 1 g L™ tioglicolato de sodio como agente reductor.

En el periodo de estabilizacion (E), se estabilizé el indculo fecal durante dos
semanas en el medio de carbohidratos descripto previamente (Cap.3, Sec. 3.1). Durante
la estabilizacion, se adaptd la microbiota fecal a las condiciones ambientales especificas
del colon en términos de rango de pH, tiempo de retencién y las fuentes de carbono
disponibles [245]. Luego, el protocolo experimental del SHIME ® (Fig. 15) incluy6 dos
semanas de tratamiento con L. plantarum 73a (Lp), una semana de lavado (wash-out, WO)
donde se administré solo el medio de carbohidratos y finalmente, dos semanas de
tratamiento con B. animalis subsp. lactis INL1 y L. plantarum 73a (Lp — B). Durante los
tratamientos, se administré diariamente 10° UFC de L. plantarum 73a (Lp) o 10° UFC de
L. plantarum 73a y de B. animalis subsp. lactis INL1 en simultaneo (Lp — B). Al finalizar
cada periodo experimental (E, Lp, WO y Lp — B), se recolectaron muestras de los
reactores para la determinacion de amonio (NH4+"), AGCC y la secuenciacion parcial del

gen 165 ARNr. Estas muestras se conservaron a —20 °C.
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a.
Muestras: NH,*, AGCCy secuenciacion del gen 16S ARNr
E (2 semanas) > Lp (2 semanas) WO (1 semana)> Lp-B (2 semanas) >
E: estabilizacion de la Administracion diaria de Lavado Administracién diaria de
microbiota fecal en el L. plantarum 73a L. plantarum 73a
SHIME® +
B. animalis subsp. lactis INL1

b.

\4

COLON COLON COLON
[ ALIMENTACION 1 ASCENDENTE ASCENDENTE ASCENDENTE
R3 R4 R5
Soldcic’)n l l l
pancredtica DESCARTES

Figura 15. a. Protocolo experimental del SHIME ® y b. Diagrama esquematico del SHIME ®.
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3.3 Analisis de acidos grasos de cadena corta y los iones amonio

Para las determinaciones de AGCC, se centrifugaron tres muestras del colon
(n=23) (18800 x g, 5 min) y se diluyeron los sobrenadantes en agua ultrapura en una
relacion 3: 20. Luego, se adicionaron a 2 mL de la dilucién previa, 1 g de NaCl, 100 uL
de 4cido croténico, 70 pL isobutanol y 200 uL. de H2SOs (2 mol L™). Se llevé a cabo el
analisis de AGCC en un cromatdgrafo de gases con un detector de ionizacion de llama
un inyector capilar de tipo split/splitless y un muestreador automatico “CombiPAL”. Una
columna HP-NNOWAX de 30 m x 0,25 mm x 0,25 um (Agilent Technologies, EEUU)
separd los AGCC usando hidrdgeno a un flujo de 1,45 mL min™. Las temperaturas de la

columna, el inyector y detector fueron de 170 °, 240 ° y 280 °C, respectivamente [250].

Se determinaron las concentraciones de iones amonio (NHs*) de las muestras
(n =3) empleando un medidor de iones selectivo (HI 4101 model, Hanna Instruments,
Leighton Buzzard, Reino Unido) (10A model, Orion) acoplado a un electrodo selectivo
de iones amonio (Thermo-Orion 95-12, MA, EEUU). Se calibré el equipo con una
solucion estandar de 10, 100 y 1000 mg L™ de amonio. Antes de cada medicion, se
adiciond a cada muestra del colon (10 mL) una solucion de amonio para ajustar la fuerza

ionica y el pH de las mismas. Se realizaron las determinaciones a 25 °C y por triplicado.

3.4 Determinacion de la composicion bacteriana mediante la

secuenciacion del gen 16S ARNr

La amplificacion del gen 16S ARNr (V3 — V4) y secuenciacion por Illumina fueron
llevadas a cabo por “Neoprospecta Microbiome Technologies SA” (Florianopolis, SC,
Brasil), segin Christoff y col. (2017). Brevemente, se centrifugaron (18800 x g, 5 min)
alicuotas del colon (4 mL) y se congeld el pellet a =70 °C por 24 h e inmediatamente se
liofilizaron por 24 h a 0,0010 mBar a —50 °C en el equipo “Freezone 4.5, Labconco”
(EEUU). Las extracciones de ADN se llevaron a cabo utilizando perlas magnéticas y
siguiendo el protocolo provisto por “Neoprospecta Microbiome Technologies”. Para la
amplificacion de la region V3-V4 del gen 165 ARNr se emplearon los cebadores de
V3-V4 341F-806R [252,253]. Se purificaron los fragmentos amplificados con el kit
“AMPureXP” (Beckman Coulter, Brea, CA, EEUU) y se distribuyeron las muestras en
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librerias para la posterior cuantificacion. Se llevé a cabo la cuantificacion de las librerias
mediante JPCR usando el kit “KAPA Library Quantification Kit for Illumina platforms”
(KAPA Biosystems, Woburn, MA, EEUU). Se secuenciaron las librerias mediante
corridas “single-end” 2 x 300 pb (MiSeq Reagent kit v2) en la plataforma “MiSeq-

[lumina”.
3.5 Analisis bioinformatico de los datos de la secuenciacion masiva

Las secuencias crudas fueron procesadas utilizando una versiéon modificada de
pipeline propuesto por Logares (2017) (https://github.com/ramalok). Primero, se usé el
software “SPAdes v3.5.0” [116] para corregir errores de sustitucion ocurridos durante la
secuenciacidn; este software emplea algoritmos basados en el agrupamiento de
HAMMER en base a los valores de calidad de las secuencias e introduce sanciones
bayesianas (BAYES HAMMER tool) [117]. Luego, se realiz6 un filtrado de secuencias en
base la calidad de las mismas, usando la funcién “fastq_filter” del programa
“USEARCH-v10” [118]. Las secuencias que pasaron el control de calidad fueron luego
analizadas usando “UNOISE2” [119] con el objetivo de definir las OTUs sin
agrupamientos (zero-radius OTUs [zOTUs]) [120,121]. Finalmente, las zOTUs definidas
fueron asignadas taxonémicamente a mediante BLAST [122], usando la base de datos
SILVA (SSU Ref 132 NR 99) como referencia y las tablas de zOTU fueron creadas con la
funcion “otutab” en “USEARCH-v10” [123]. Para los calculos de diversidad y riqueza y
analisis posteriores; se consideraron solamente aquellas zOTUs con abundancia mayor
o igual a 10 secuencias, para asegurarnos que nuestras conclusiones no estén sesgadas
por errores de secuenciacion. Para poder realizar la comparacion entre las muestras
evitando sesgo por esfuerzo de muestreo, se realizé un submuestreo aleatorio en cada

una de ellas en base a la muestra de menor niimero de secuencias.

A continuacion, se utilizo el paquete de datos “vegan v.2.5” del software R (R team,
2019) para crear las curvas de rarefaccion de las zOTU y determinar los indices de
diversidad y riqueza (Shannon [124], Simpson [125] y Chaol [126]) de las muestras de
estudio. Ademads, se realizd el grdfico NMDS (siglas en inglés de Non-Metric

Multidimensional Scaling) utilizando el software R.
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3.6 Analisis estadistico

Un andlisis de PERMANOVA (9999 permutaciones) fue desarrollado en matrices
triangulares Bray—Curtis para examinar las diferencias en la composicion bacteriana de
las zOTUs correspondientes a los periodos de E, Lp, WO y Lp - B. A continuacion, un
analisis de SIMPER determiné las OTUs que mas contribuyeron a las diferencias
observadas entre los periodos estudiados, empleando el software PAST (Jyvind

Hammer, Natural History Museum, University of Oslo) [127].

Las concentraciones de AGCC y NH4 se presentaron como la media y las
desviaciones estandar de tres replicas experimentales. Se realizé el andlisis de ANOVA
post hoc Tukey o Kruskal-Wallis para las muestras de AGCC, NH4" y la abundancia
relativa a nivel filo, clase, orden y familia, segin la distribucién de los datos
(paramétricos o no paramétricos). Se llevaron a cabo correlaciones de Spearman entre la
abundancia relativa de las familias y la produccién de metabolitos, luego se visualizaron
las correlaciones obtenidas mediante un heatmap empleando la herramienta web
“ClustVis” [254]. Los valores de p < 0,05 fueron considerados significativos. Se analizé
la normalidad de los datos mediante la prueba de normalidad de Ryan-Joiner. Se

realizaron estos analisis utilizando el programa “IBM SPSS Statistics 22.0” (2013) [255].
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4. Resultados
4.1 Composicion de bacteriana

Se analiz6 la composicion bacteriana durante el experimento mediante
secuenciacion masiva del gen 16S ARNr (Illumina). Las curvas de rarefaccion
determinaron que las lecturas permitieron secuenciar en casi su totalidad la riqueza de
las muestras (S5). Se detectd la especie L. plantarum en todos los periodos, excepto en la

estabilizacion (E) (Fig. 16).
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L. plantarum B.animalis subsp. lactis

Figura 16. Abundancia relativa de L. plantarum y B. animalis subsp. lactis en el SHIME ®
con muestras de materia fecal de un nifio obeso durante la experiencia. Periodos: E (m):
estabilizacion, Lp (+): tratamiento con L. plantarum 73a, WO (0): wash—out y Lp — B (m): tratamiento

con L. plantarum 73a 'y B. animalis subsp. lactis INL1.
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Cuando se administraron ambas cepas, se incrementd significativamente la
diversidad alfa, pero no la riqueza, segtin los indices de Shannon y Chaol (Fig. 17). La

reduccion de riqueza en el periodo de Lp — B no fue significativa (Fig. 17).
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Figura 17. Diversidad y riqueza de las comunidades bacterianas en el SHIME ® durante
la experiencia. Periodos: estabilizacién (E), tratamiento con L. plantarum 73a (Lp), wash-out (Lp) y
tratamiento con L. plantarum 73ay B. animalis subsp. lactis INL1 (Lp — B).— a. Indice de Shannon
de diversidad alfa y a. Indice de Chaol de riqueza. Las diferencias significativas se observaron,
en comparacion con los periodos de control (E y WO) (¥, p <0,05) mediante el andlisis de ANOVA

post hoc Dunnett.

Por otro lado, la composicion taxondémica fue analizada mediante un
PERMANOVA - Bray Curtis, observandose cambios significativos cuando se administrd
L. plantarum 73a y B. animalis subsp. lactis INL1, en comparacion con los periodos de
E (p=0,0273) y Lp (p=0,0272). La administracion de L. plantarum 73a no modificd
significativamente la composicion bacteriana, en comparacion con el periodo de
E (p =0,0626). Sin embargo, se observaron cambios significativos entre el periodo de WO
y de E. Estos resultados sugieren que células de L. plantarum 73a fueron capaces de
sobrevivir en el periodo de WO y modificar la comunidad microbiana, ya que no fueron

lavadas o eliminadas en su totalidad del SHIME en el periodo de lavado, cuando no

108



Capitulo 3

estaba siendo administrada. Los grupos taxondémicos que mds contribuyeron a las
diferencias observadas entre los periodos de E, Lp, WO y Lp — B fueron: Bacteroides
(familia Bacteroidaceae, OTUs: 1, 4 y 8), Roseburia (familia Lachnospiraceae, OTUs: 15y
19), Bifidobacterium longum subsp. longum (familia Bifidobacteriaceae, OUT_37) y Incertae
sedis (familia Lachnospiraceae, OTU_12), segun la prueba de SIMPER. A continuacion,
se analizaron los filos individualmente mediante un PERMANOVA - Bray curtis. Se
observaron cambios significativos en la composicidn del filo Bacteroidetes al comparar
el periodo de Lp — B con el periodo de E (p =0,0267). La composicidon taxondmica del filo
Firmicutes present6 cambios significativos en los periodos de WO (p =0,03) y de Lp - B
(p = 0,030), en comparacion con el periodo de E. La estructura taxonémica los filos
Actinobacteria y Proteobacteria fue modificada significativamente comparando el

periodo de E con los periodos de Lp, WOy Lp - B.

Los filos mas abundantes durante la experiencia fueron Bacteroidetes y
Firmicutes, seguidos por los filos Proteobacteria y Actinobacteria (Fig. 18). La
abundancia del filo Proteobacteria fue significativamente menor en el periodo de Lp - B
que en el periodo de E (p = 0,008, 9,50 a 1,46 %). Observandose, ademas, una reduccion
significativa del filo Actinobacteria en el periodo de WO, en comparaciéon con la E
(p=0,011, 9,48 a 0,53 %). Los cambios en el filo Actinobacteria se correspondieron en su
mayoria a la abundancia relativa de la familia Bifidobacteriaceae, entre la E y el WO
(p=0,008, 855 a 0,19 %). Luego, se analizaron las clases Bacilli, Clostridia,
Erysipelotrichia y Negativicutes del filo Firmicutes. La abundancia relativa de la clase
Bacilli aumenté a lo largo de la experiencia, pero solo fue significativa entre los periodos
de EyLp - B (p=0,036, 0,05 a 1,64 %) o entre los periodos de WO y Lp — B (p = 0,036,
0,58 a 1,64 %). Cuando se compararon las etapas de E y Lp — B, el incremento observado
en la clase Bacilli parece ser causado por la Familia Lactobacillaceae (p =0,003, 0 a 1,42
%). Se observaron también incrementos significativos en las clases Erysipelotrichia (p =
0,011, 0,06 a 0,35 %) y Negativicutes (p = 0,036, 0,68 a 2,90 %) cuando se comparo la
administracion de Lp versus Lp — B. El incremento observado en la clase Erysipelotrichia
se asocid con el aumento significativo de la familia Erysipelotrichacea (clase
Erysipelotrichia) 0,06 a 0,35 % (p = 0,011) entre las etapas de administracién de Lp y

Lp-B. En la clase Clostridia, la familia Clostridiaceae_1 disminuyé durante la
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experiencia, pero solo fue significativa esta disminucion entre los periodos de Ey Lp - B
(0,26 a 0 %, p = 0,003). Se identificé el género Clostridium_sensu_stricto_1 como el mas

abundante la familia Clostridiaceae_1.

En el filo Proteobacteria, la clase Betaproteobacteria aumentd de 0 a 0,32 %
(p=0,038) y la clase Deltaproteobacteria (familia Desulfovibrionaceae) disminuy6 de
0,49 a 0,21 % (p = 0,045), entre los periodos de E y Lp — B. La familia Comamonadaceae
fue responsable de los cambios observados en la clase Betaproteobacteria y el incremento
fue de 0,00 a 0,32 % entre las etapas de E y Lp — B (p = 0,038). Teniendo en cuenta la
familia Desulfovibrionaceae (clase Deltaproteobacteria), se redujo el género Bilophilia
desde el periodo de E hasta el periodo de Lp — B (0,49 a 0,17 %, p = 0,045). Por otro lado,
la disminuciéon observada entre el periodo de E y Lp-B de la clase
Gammaproteobacteria fue principalmente debida a la familia Enterobacteriaceae (7,94 a
0,72 %, p = 0,004), seguidas por las familias Moraxellaceae (género Acinetobacter) (1,01 a
0,14 %, p = 0,045) y Succinivibrionaceae (0,27 a 0,01 %, p = 0,023). Ademas, la clase
Gammaproteobacteria disminuy¢ desde 9,06 en el periodo de WO a 0,88 % en el periodo
de Lp - B (p = 0,007). Los géneros de la familia Enterobacteriaceae que disminuyeron
entre el WO y la administraciéon de Lp — B fueron: Enterobacter (2,25 a 0,10 %, p = 0,003)
y Pantoea (5,33 a 0,19 %, p = 0,011). La abundancia de Escherichia-Shigella disminuyé en
el periodo Lp — B en comparacion con el periodo L, desde 4,00 a 2,25 % (p = 0,023). En la
clase Alphaproteobacteria, un incremento significativo fue observado para la familia
Sphingomonadaceae (Sphingomonas), cuando se compararon la E y la administracion de
Lp (0,01 a 0,06 %, p=0,000), y también entre el periodo de WO y Lp (0,02 a 0,06 %,
p = 0,000).

110



Capitulo 3

18.a.

Abundancia relativa (%)

Abundancia relativa (%)

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

E

e
= I
Lp WO Lp-B
[ ] [ | -

Lp WO Lp-B

b.
S
. (]
™ Proteobacteria 2
(1]
Firmicutes el
8
Bacteroidetes -]
. T
M Actinobacteria s
Qo
<

= Otros

m Veillonellaceae

M Succinivibrionaceae

mS24-7
Ruminococcaceae
Rikenellaceae
Porphyromonadaceae

M Peptostreptococcaceae

™ Moraxellaceae

™ Lactobacillaceae

™ Lachnospiraceae

™ Flavobacteriaceae

™ Erysipelotrichaceae

™ Enterobacteriaceae

M Desulfovibrionaceae

M Coriobacteriaceae

™ Comamonadaceae
Clostridiaceae_1
Bifidobacteriaceae

M Bacteroidaceae

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

™ Negativicutes
™ Gammaproteobacteria

m Flavobacteriia

™ Erysipelotrichia
™ Deltaproteobacteria
m Coriobacteriia
m Clostridia
™ Betaproteobacteria
™ Bacteroidia
Bacilli
Alphaproteobacteria

M Actinobacteria
E Lp WO Lp-B

Figura 18. Cambios en Ila

microbiota fecal de un nifio obeso en el
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Finalmente, se realiz6 un grafico NMDS con el objetivo de analizar el
comportamiento de las familias a lo largo de la experiencia. El grafico NMDS condensa
informaciéon multidimensional en una representacion de 2D, como la abundancia
relativa de las familias, donde los puntos representan objetos. Los objetos son mas
similares entre si cuanto mds cercanos estén entre ellos y viceversa. En este caso, las
familias ubicadas mas proximas en el grafico, se comportan en forma similar. En el
grafico NMDS de la microbiota del SHIME ®, las familias presentaron un patrén similar
durante todo el experimento a excepcion de las siguientes: Bifidobacteriaceae,
Clostridiaceae_1, Enterococcaceae y Comamonadaceae (Fig. 19). En resumen, las
familias Lactobacillaceae, Nocardiaceae, Rs-D42, S24-7 y Caulobacteraceae tendieron a
incrementarse entre el periodo de Lp y Lp — B. Aunque, las familias Ruminococcaceae,
Erysipelotrichaceae, Eubacteriaceae, Veillonellaceae, Prevotellaceae y
Peptostreptococcaceae solo tendieron a incrementarse cuando ambas cepas fueron
administradas. Mientras que algunas familias como Desulfovibrionaceae, Moraxellaceae
y Enterobacteriaceae se redujeron en el periodo de Lp — B. Por otro lado, el grupo de
familias Sphingomonadaceae y Succinivibrionaceae parecieron incrementarse en la
etapa de administracion de Lp y reducirse cuando se administraron ambas cepas en

simultaneo.
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Figura 19. Grafico NMDS (siglas en inglés de Non-Metric Multidimensional Scaling) de la

microbiota fecal de un nifio obeso en el SHIME ®, a lo largo de la experiencia.
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4.2 Produccion de metabolitos: ion amonio y acidos grasos de

cadena corta

La concentracion de NHs* disminuy6 significativamente cuando se administrd
L. plantarum 73a, en comparacion con el periodo de E y cuando se administraron ambas
cepas juntas, en comparacion con la etapa de WO (Tabla. 9). Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas en los niveles de AGCC durante la experiencia. En
la Tabla 9 se observan los valores de los metabolitos producidos, incluyendo AGCC y

NHs4* a lo largo de la experiencia en los reactores correspondientes al colon en el

SHIME ®.

Tabla 9. Produccion del ion amonio (NHs*) y acidos grasos de cadena corta a lo largo de
la experiencia en el SHIME ®. Periodos: estabilizacion (E), tratamiento con L. plantarum 73a (Lp),

wash-out (Lp) y tratamiento con L. plantarum 73a 'y B. animalis subsp. lactis INL1 (Lp — B).

AGCC [mmol L]

NH+ Acido
[mmol L]t Acido acético 2 propidnico! Acido butirico?
E 26,88 + 0,62 25,38 £ 0,81 5,52 £0,16 5,92 +4,31
Lp 24,16 +£0,90 * 21,92 £2,96 6,35+ 1,38 8,08 + 3,08
WO 29,45 + 0,48 29,25+1,30 594 +0,76 2,56 £1,23
Lp-B 25,60+0,77 * 27,30+ 0,54 8,13+ 0,64 6,17 +0,70

1Anadlisis de ANOVA post hoc Dunnett para datos paramétricos. 2Analisis de Kruskal-
Wallis para datos no paramétricos. Se determinaron las diferencias significativas al comparar los

periodos de E y L o los periodos de WO y Lp — B con un asterisco para p < 0,05.

Se correlacion6 la abundancia relativa de las familias con la produccion de
metabolitos (Fig. 20). La produccion de amonio present6 una correlacion positiva con la
familia Enterobacteriaceae (filo Proteobacteria) y una correspondencia negativa con la

familia Lactobacillaceae. Los niveles de acido acético presentaron una correlacion
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positiva con las familias Acidaminococcaceae (filo Firmicutes), Caulobacteraceae (filo
Proteobacteria), Erysipelotrichaceae (filo Firmicutes), Eubacteriaceae (filo Firmicutes),
Nocardiaceae (filo Actinobacteria) y Porphyromonadaceae (filo Bacteroidetes), y una
correlacion negativa con la familia Sphingomonadaceae (filo Proteobacteria). Se asoci6
positivamente la concentracion de dcido propionico con las familias
Acidaminococcaceae, Caulobacteraceae, Nocardiaceae y Rikenellaceae (filo
Bacteroidetes). Sin embargo, los niveles de acido propionico presentaron una correlacion
negativa con las familias Bifidobacteriaceae (filo Actinobacteria), Coriobacteriaceae (filo
Actinobacteria), Enterococcaceae (filo Firmicutes), Peptostreptococcaceae (filo
Firmicutes) y Prevotellaceae (filo Bacteroidetes). La concentracion de acido butirico, en
cambio, presentd una correlacion positiva con las familias Enterococcaceae y
Prevotellaceae, y negativa con las familias Acidaminococcaceae, Caulobacteraceae,

Nocardiaceae, Porphyromonadaceae (filo Bacteroidetes) y Rikenellaceae.
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Figura 20. Correlacion entre la abundancia relativa de las familias y la produccién de

metabolitos, tales como el ion amonio (NH¢") y acidos propidnico, butirico y acético, en la

microbiota fecal de un nifio obeso en el SHIME ®, luego de la administracion de L. plantarum 73a

y ambas cepas, L. plantarum 73a y B. animalis subsp. lactis INL1.
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5. Discusion

La microbiota de la leche materna promueve el desarrollo correcto del sistema
inmune de la mucosa intestinal y disminuye el riesgo de padecer enfermedades como la
obesidad, entre otras enfermedades cronicas [112]. En aquellos casos que la lactancia se
vea interrumpida o limitada, una férmula infantil suplementada con componentes
bioactivos como probidticos, prebidticos, simbiodticos o postbiodticos, podria mimetizar,
al menos parcialmente, los beneficios de la leche materna [256]. En la actualidad, se
llevaron a cabo varios estudios con probidticos, prebidticos y simbidticos, incluyendo
mono- o multicepas, para restaurar o promover el adecuado funcionamiento de la
microbiota intestinal en la obesidad [257]. Los probioticos, como mencionamos en la
introduccién, son microorganismos vivos que cuando son administrados en cantidades
adecuadas confieren un beneficio al consumidor [258]. Aunque para que un probiotico
pueda ser empleado en el tratamiento o la prevencion de diversas patologias requiere
un estudio detallado, ya que sus efectos dependen en gran medida de la cepa y la dosis
[259]. El objetivo de este capitulo fue estudiar los beneficios potenciales de la
administracion de la cepa L. plantarum 73a sola o combinada con la cepa B. animalis
subsp. lactis INL1 en la microbiota fecal de un nifio obeso, en el Simulator of the Human
Intestinal Microbial Ecosystem (SHIME ®). Para este estudio, se analiz6 la actividad
metabdlica (AGCC y NHs*) de la microbiota fecal y los cambios en su composicion

microbiana mediante la secuenciacion masiva del gen 16S ARNr.

Trabajos previos demostraron la efectividad del SHIME ® para reproducir la
microbiota humana del intestino [245,260,261] y la diversidad microbiana de las tres
regiones del colon con una sola muestra de materia fecal [262,263]. A lo largo de la
experiencia, L. plantarum 73ay B. animalis subsp. lactis INL1 fueron capaces de sobrevivir
a las condiciones gastrointestinales del SHIME ®, tales como un pH de 2,5 en el primer
reactor, simulando las condiciones acidas del estomago, y al jugo pancreatico del
segundo reactor correspondiente al duodeno. En el periodo de estabilizacion (E), no se
identifico ninguna de las especies administradas, sugiriendo la ausencia de estas en el

inoculo fecal. La presencia de L. plantarum posterior al periodo de WO sugiere que
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L. plantarum 73a fue capaz de persistir al menos una semana en los reactores del colon

sin ser administrada.

Un enfoque comun para analizar los cambios en la estructura microbiana es
analizar la diversidad y riqueza. Cuando ambas cepas fueron administradas en
simultdneo, la diversidad alfa aumentd segun el indice de Shannon. Una mayor
diversidad fue asociada a un normopeso y un mejor estado de salud en nifios y adultos
[264,265]. Méndez-Salazar y col. (2018) reportaron que nifios desnutridos y con obesidad
presentaban una menor diversidad que aquellos con normopeso. El consumo de
azucares, snacks no saludables y carbohidratos refinados fue negativamente
correlacionado con los indices de Shannon y Chaol [267]. Por ejemplo, el analisis de la
microbiota intestinal de 1.135 participantes de Holanda asocié una menor diversidad
microbiana a las dietas ricas en gaseosas azucaradas, el consumo de leche entera con alto
contenido graso y snacks no saludables. En cambio, se relaciond una elevada diversidad
microbiana con el consumo de frutas y vegetales, y un aumento en los niveles de

lipoproteinas de alta densidad en sangre [268].

Para facilitar la interpretacion de los resultados y la discusion de este capitulo, se
incorpor6 la Figura 21 de Rinninella y col. (2019) sobre la microbiota intestinal

generalmente presente en el ser humano.
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Figura 21. Ejemplos de la composicién taxonémica de la microbiota intestinal. En el
recuadro se citan ejemplos pertenecientes a los filos Firmicutes y Bacteriodetes que representan

el 90 % de la microbiota intestinal (Figura modificada de Rinninella y col. 2019).
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En este sentido, cuando los filos méas abundantes de microbiota intestinal fueron
estudiados en la microbiota “obesa” de ratones y humanos se observaron un aumento
en la relacion de Firmicutes/Bacteroidetes, en comparacion con la microbiota de
individuos no obesos [270,271]. Sin embargo, un metaanalisis reciente pone en duda esta
primera hipotesis, ya que podria estar sesgada por un tamano de muestra pequefio y
variaciones interpersonales, entre otros [272]. Green y col. (2020) sugirieron que las
diferencias observadas, entre una microbiota “obesa” y “saludable”, podrian deberse a
niveles filogenéticos mas especificos, como a nivel familia y especie. En nuestro estudio,
los filos Firmicutes y Bacteroidetes fueron dominantes, como se menciona en otros
trabajos sobre la microbiota intestinal [273]. La abundancia relativa de estos filos no
presentd cambios, pero si su estructura taxondmica, cuando ambas cepas fueron
administradas al mismo tiempo, en comparacion con los periodos de control (E y WO).
Se modificaron filos menos abundantes como Actinobacteria y Proteobacteria. El género
Bifidobacterium (filo Actinobacteria) disminuyo entre los periodos de WO y de E. Niveles
bajos de Bifidobacterium fueron reportados en la microbiota fecal de obesos [243] y fueron
asociados con el consumo de aztcar y snacks no saludables [267]. Sin embargo, se
observaron resultados similares cuando se administré L. salivarius UCC118 Bact a
ratones obesos con una dieta rica en grasa [274]. Asimismo, la administraciéon de ambas
cepas disminuyo el filo Proteobacteria. Algunos estudios reportaron que nifios y adultos
obesos presentaron un incremento de proteobacterias [266,275]. En nuestro trabajo, a lo
largo de la experiencia, la composicion taxondmica cambié gradualmente, y estos
cambios fueron significativos desde el periodo de WO en adelante, es decir, luego de la

administracion conjunta de las cepas en estudio.

Cuando se analizo el filo Firmicutes, se observo un incremento de la familia
Lactobacillaceae en el periodo de Lp — B, en comparacién con los periodos de control
(E y WO), debido principalmente a la administracion de L. plantarum 73a. Dentro de este
filo, se observaron mayores niveles de Erysipelotrichia entre los periodos de Lpy Lp — B,
incremento también reportado en estudios con ratones obesos [276]. La mayor
abundancia de la clase Negativicutes (filo Firmicutes), entre las etapas de administracion
de Lp y Lp — B, fue, ademas, observada en personas obesas con diabetes de tipo 2, en

comparacion con individuos sanos [277]. Asimismo, en nuestro estudio se observo una
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reduccion de Clostridium_sensu_stricto_1 perteneciente al filo Firmicutes, en un ensayo
multicéntrico, simple ciego y controlado con placebo sobre la suplementacién de inulina,

concluy6 que la disminucion de este género favorecié la pérdida de peso [278].

Dentro del filo Proteobacteria, la disminucion de la familia Desulfovibrionaceae
a lo largo de la experiencia pareceria ser positiva, ya que en ensayos con ratones se
observo un incrementd de esta familia en dieta ricas en grasas [276]. Otro estudio, por
ejemplo, indicé que los ratones alimentados con una dieta rica en grasa, al ser tratados
con resveratrol, mejoraron no solo su perfil lipidico, la inflamacién intestinal, sino
también se redujo la abundancia de Bilophila (familia Desulfovibrionaceae) y
Ruminococcus en la microbiota intestinal [279]. Por otro lado, la abundancia de los
géneros Enterobacter, Pantoea y Escherichia-Shigella de la familia Enterobacteriaceae
disminuyd a lo largo de la experiencia. A pesar de que varias familias de la microbiota
intestinal exhiben la endotoxina LPS, miembros de Enterobacteriaceae y
Desulfovibrionaceae tales como Escherichia-Shigella presentan una actividad 100 veces
mayor que otras familias de la microbiota intestinal. Una concentracion alta de LPS en
plasma y una abundancia elevada de bacterias productoras de LPS fueron encontrados
en personas y ratones obesos, con sobrepeso y resistentes a la insulina, por lo que
podrian estar involucrados en afecciones inflamatorias dependientes de la adiposidad y
la resistencia a la insulina [276,280]. Estos resultados indican que los cambios mas
importantes fueron en el filo Proteobacteria, y estas modificaciones podrian afectar

positivamente la microbiota de nifios obesos.

La microbiota intestinal, a su vez, puede interaccionar con el sistema enddcrino,
inmunoldgico e inmune del huésped y viceversa, mediante produccion de ciertos
metabolitos como AGCC [281]. En particular, durante la obesidad, se han asociado
alteraciones de los AGCC y acidos biliares con cambios en la microbiota intestinal
[282,283]. Los AGCC (acido acético, propionico y butirico) son productos importantes
de la fermentacion microbiana y presentan funciones fisioldgicas diferentes, tales como
favorecer la renovacion celular y como fuente de energia para los colonocitos [284]. A
pesar de que no se observaron diferencias significativas en AGCC, el 4cido propionico

parecio incrementarse con la administraciéon de ambas cepas. El dcido propidnico fue
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reportado como un inhibidor de la inflamacion intestinal y de la produccion de acidos
grasos en el higado [285]. La correlacion entre la abundancia de las familias con la
produccion de AGCC parecieron distinguir dos patrones opuestos. Las familias
Acidaminococcaceae (filo Firmicutes), Caulobacteraceae (filo Proteobacteria),
Nocardiaceae (filo Actinobacteria) y Rikenellaceae (filo Bacteriodetes) parecieron
favorecer la produccion de dcido acético y propionico, mientras inhibieron la producciéon
de acido butirico. Por el contrario, las familias Enterococcaceae (Filo Firmicutes) y
Prevotellaceae (filo Bacteroidetes) favorecerian la produccién de acido butirico, mientras
que inhibirian la produccion de acido propionico. Finalmente, se asoci6 el incremento
de acido acético con las familias Erysipelotrichaceae y Eubacteriaceae (ambas del filo
Firmicutes). Se  incrementaron, en ambos tratamientos, las familias:
Acidaminococcaceae, Caulobacteraceae, Nocardiaceae y Rikenellaceae. Se asoci6 este

incremento con la produccion de acido propidnico.

El amonio es otro metabolito comun de la microbiota intestinal, principalmente
proveniente de la protedlisis de proteinas. Un aumento de las concentraciones de amonio
esta relacionado a alteraciones en el epitelio intestinal y podria favorecer la produccion
de tumores [286]. Una mayor actividad proteolitica es atribuida a los géneros Bacteroides
y Clostridium, y los metabolitos producidos dependen del tipo y disponibilidad de sus
precursores [287]. La administraciéon de L. plantarum 73a 'y B. animalis subsp. lactis INL1
disminuy0 significativamente Clostridium_sensu_stricto_1, mientras que se incremento la
familia Lactobacillaceae. En este trabajo, la reduccion de Clostridium y el aumento de
Lactobacillaceae fue asociada con una disminucion de los niveles de amonio. La
administracion de L. plantarum 73a podria reducir la produccion de amonio,
generalmente alta en dietas ricas en proteinas [288]. Los resultados expuestos en este
capitulo coinciden con algunos ensayos clinicos en humanos que demostraron los efectos
benéficos de la suplementacion con cepas de lactobacilos y bifidobacterias frente a las

condiciones propias del sobrepeso y la obesidad en adultos y nifios [289].
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6. Conclusion

L. plantarum 73a y B. animalis subsp. lactis INL1 demostraron ser capaces de
sobrevivir a las condiciones intestinales del SHIME ®, cuando fueron administrados en
la microbiota fecal de un nifio obeso. Ademas, L. plantarum 73a fue capaz de persistir
después del periodo de lavado. La administracion de las cepas combinadas incrementé
la diversidad alfa, pardmetro generalmente asociado a una microbiota “saludable”. El
filo Proteobacteria, relacionado a condiciones inflamatorias, disminuyo con la
administraciéon de ambas cepas. La suplementacion con L. plantarum 73a podria
disminuir la produccion de iones amonio, generalmente alto en dietas ricas en proteinas.
Finalmente, L. plantarum 73a solo o combinado con B. animalis subsp. lactis INL1 podrian
ser potenciales candidatos en estrategias complementarias para el manejo de la obesidad

infantil.
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En esta tesis doctoral, se estudid la microbiota de la leche materna y se aislaron

lactobacilos y bifidobacterias para su desarrollo como potenciales cultivos probidticos.

A su vez, se analizaron los efectos de cepas derivadas de leche materna en la microbiota

fecal de un nifio obeso mediante el Simulator of the Human Intestinal Microbial Ecosystem

(SHIME ®).

La composicion taxondémica de la leche materna de bebés nacidos a
término y prematuros fue significativamente diferente. Al transcurrir los
dias, la leche materna de bebés prematuros se asemejaria, al menos
parcialmente, a la leche materna de bebés a término.

La diversidad alfa de la leche materna de los grupos a término fue mayor
que la del grupo de prematuros.

Los géneros mas abundantes de la leche materna fueron Streptococcus y
Staphylococcus, y estos fueron los que mas contribuyeron a las diferencias
observadas  entre los  grupos  estudiados. La  relaciéon
Streptoccocus/Staphylococcus fue mas abundante en las muestras de leche
materna de bebés nacidos a término, en comparacion con las muestras de
bebés prematuros.

El género Rothia (filo Actinobacteria) fue significativamente mayor en las
muestras de leche materna de bebés nacidos a término en relacion a bebés
prematuros. El aumento de este género esta asociado a una menor
ocurrencia de asma.

Se lograron aislar lactobacilos y bifidobacterias en al menos el 10 % de las
muestras de leche materna analizadas. Se obtuvieron un total de 14
lactobacilos y una bifidobacteria.

Las cepas L. gasseri (70a y 70c) y L. plantarum (73a y 73b) indujeron la

mayor produccion de IL-10 en co-cultivo con macréfagos murinos.
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La administracion de L. plantarum 73a fue capaz de proteger contra una
infeccion por Salmonella en un modelo murino, mediante la activacion del
sistema inmune del intestino delgado.

La mayoria de las cepas aisladas, excepto L. gallinarum, exhibieron una
sobrevida satisfactoria frente al proceso de liofilizacion y el
almacenamiento a largo plazo a 5 °C, empleando lactosa o polidextrosa
como protectores.

L. plantarum 73a y B. animalis subsp. lactis INL1 fueron capaces de
sobrevivir a las condiciones gastrointestinales del SHIME ®. En
particular, L. plantarum 73a fue capaz de persistir durante una semana en
las condiciones del SHIME ®, sin ser administradoal sistema.

La administracion de L. plantarum 73a y B. animalis subsp. lactis INL1
aumento la diversidad alfa de la microbiota fecal de un nifio obeso en el
SHIME ®.

La administracion de L. plantarum 73a y B. animalis subsp. lactis INL1
disminuyd el filo Proteobacteria. Los géneros Escherichia, Shigella y
Clostridium_sensu_stricto_1 disminuyeron significativamente con la
administracién de ambas cepas.

La administracion de L. plantarum 73a disminuyd los niveles de amonio.

En conclusion, la leche materna presenta una microbiota tinica que puede ser

afectada por la edad gestacional de los recién nacidos. En un futuro, seran necesarios

mas estudios con un numero mayor de muestras para dilucidar las implicancias de las

diferencias observadas. Asimismo, la leche materna fue una fuente de potenciales

cultivos probidticos que podrian ayudar a mitigar patologias como la obesidad.

Finalmente, en este trabajo de tesis doctoral se lograron aislar y caracterizar cepas de

lactobacilos de leche materna, siendo una de las cepas caracterizadas en este trabajo

objeto de un Acuerdo de Transferencia de Material Bioldgica con el grupo francés Pileje,

firmado el 23 de Julio de 2020 (Expediente UNL REC-1029333-20) y gestionado por el

Centro de Transferencia de los Resultados de Investigacion (CETRI-Litoral, UNL). Este

MTA tiene por objeto que se continten los estudios de caracterizacion probiotica de L.
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plantarum 73a, con vistas a un potencial licenciamiento para su aplicaciéon y explotacién

comercial.
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Anexo

Informacion suplementaria

S1. Modelo de carta de informacion y consentimiento informado entregados a las

madres (Cap. 1).

Instituto de Lactologia Industrial
CONICET Tel.: +54 (0)342 453 0302 : : o ;
\,-Q Santiago del Estero 2829 Universidad Nacional del Litoral
L $3000AOM Sunta Fe

e aralazariifious - Consejo Nacional de Investigaciones
INLAIN jorreinh@fiqus.unl.edu.ar Cientificas y Técnicas

‘ HOJA DE INFORMACION A LA MAMA DONANTE DE LECHE MATERNA

Se le ofrece la posibilidad de participar en el proyecto de investigacion "ESTUDIO DE LA
MICROBIOTA DE LECHE MATERNA EN MADRES PREMATURAS Y A TERMINO DE LA
CIUDAD DE SANTA FE" que esta siendo realizado por el Dr. Gabriel Vinderola en el Instituto
de Lactologia Industrial (CONICET-UNL) en Santa Fe, Argentina.

Antecedentes:

:Cual es el objetivo de este estudio?

Estudiar la microbiota de la leche materna en mamas que dieron a luz a su bebé por cesarea, a
término (mas de 37 semanas de gestacion) o de forma prematura (menos de 34 semanas de
gestacion), y conocer sus diferencias.

;Por qué se le ha pedido que participe?

Se le pide su participacién en este estudio por su predisposicién a alimentar a su hijo con
lactancia natural y por la importancia de conocer la diversidad microbiana de la leche
materna en mamds a término y prematuras, y porque no se han realizado estudios de este tipo
en la region.

(En qué consiste su participacion? ;Qué tipo de pruebas o procedimientos se le
realizaran?

Se le solicita permiso para utilizar con fines cientificos una muestra, no invasiva, de leche
materna, obtenida durante la primer semana postparto a término (por cesdrea) o durante la
primer semana luego del parto prematuro y una semana después de la llegada a la edad
gestacional “a término” del bebé de mamas prematuras, con el fin de estudiar de forma
comparativa la diversidad microbiana. Si Ud. decide participar, le proveeremos un colector
estéril y le solicitaremos que colecte Ud. misma una pequefia cantidad (5-10 mL) de leche
materna, la cual pasaremos a recoger cuando nos indique, preferentemente dentro de la hora
de ser obtenida. La muestra puede congelarse una vez recolectada. También necesitaremos
pedirle alguna informacién basica sobre su alimentacién el dia antes del parto. Esta
informacion se recogera mediante un cuestionario sencillo.

;Cuales son los riesgos generales de participar en este estudio?

Los resultados de los andlisis no afectaran a su salud ni la de su bebé, ya que no es un
procedimiento invasivo. El riesgo previsible de su participacién inicamente sera el minimo
desconfort que podria conllevar la extraccién de una muestra de leche materna.
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;Cudles son los beneficios de la participacion en este estudio?
Contribuir al mejor conocimiento cientifico de uno de los factores que hacen que la lactancia
materna sea el alimento esencial para los lactantes, como es la microbiota de la leche materna.

¢ Cudles son los costes y existe remuneracion?

Su participacién en este estudio no representard ningtn costo para ustedes. Usted no recibird
ninguna remuneracién por participar en el estudio en particular. Su participacién es
desinteresada y con fines de colaborar con la generacién de conocimientos cientificos, los
cuales pueden en el futuro colaborar con el desarrollo de la sociedad.

¢A quién puedo preguntar en caso de duda?

Asi mismo, podra solicitar cualquier explicacion que desee sobre cualquier aspecto del
estudio y sus implicaciones a lo largo del mismo contactando con el investigador principal del
proyecto, el Dr. Gabriel Vindercla en el teléfono 0342 4530302 interno 5 o 3426311943
(whatsapp).

:Qué pasara con las muestras biolégicas obtenidas durante la investigacién?

La muestra de leche materna sera utilizada exclusivamente con fines cientificos. Se
analizard mediante técnicas de secuenciaciéon masiva, la identidad de todas las bacterias
presentes en la muestra, asi también como la composicién de dcidos grasos de cadena corta.

Confidencialidad:

Todos sus datos, serdn tratados con absoluta confidencialidad por parte del personal
encargado de la investigacion. Toda la informacion generada durante este estudio, incluyendo
los cuestionarios y la informacién sobre la microbiota presente en las muestras analizadas,
sera codificada. Asi mismo, si los resultados del estudio fueran susceptibles de publicacién en
revistas cientificas, en ningtin momento se proporcionaran datos personales de los pacientes
que han colaborado en esta investigacion. La informacién se almacenard en una base de datos
perteneciente al equipo investigador, no siendo compartida con ninguna persona o entidad
ajenas a este proyecto. Ud. puede solicitar en cualquier momento la retirada del estudio, asi
como la destruccién de sus muestras biolégicas. Para ello deberd contactar al investigador
responsable del proyecto.

Normativa y legislacién

El proyecto cumple con las caracteristicas adecuadas referentes a informacién a los pacientes
y cumplimiento de los Criterios éticos para la investigacién médica y biomédica establecidos
en la Declaracién de Helsinki (Junio 1964, Helsinki, Finlandia) de la Asamblea Médica
Mundial, y sus revisiones (Octubre 1975, Tokio, Japon), (Octubre 1983, Venecia, Italia),
(Septiembre 1989, Hong Kong), (Octubre 1996, Somerset West, Sudafrica), (Octubre 2000,
Edimburgo), (Octubre 2008 Setil, Corea) y (Octubre 2013 Fortaleza, Brasil).
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Proyecto titulade: “ESTUDIO DE LA MICROBIOTA DE LECHE MATERNA EN
MADRES PREMATURAS Y A TERMINO DE LA CIUDAD DE SANTA FE" que estd siendo
realizado por el Dr. Gabriel Vinderola en el Instituto de Lactologia Industrial (CONICET-UNL)
en Santa Fe, Argentina.

Madre/Padre (responsable legal 1):
hemos sido informado por el Dr. Gabriel Vinderola, responsable del proyecto de investigacién

arriba mencionado, y declaro que:

- Heleido la hoja de Informacién que se me ha entregado

- He podido hacer preguntas sobre el estudio

- Herecibido respuestas satisfactorias a mis preguntas

- He recibido suficiente informacién sobre el estudio

- Comprendo que mi participacion es voluntaria

- Comprendo que todos mis datos seran tratados confidencialmente

Autorizo a que la muestra obtenida sea utilizada durante el proyecto de investigacién arriba
mencionado _Si _No

Comprendo que mis datos serdn tratados confidencialmente y desvinculados de mi identidad
_Si _No

Quiero ser informada en caso de obtenerse alguna informacién y/o resultado que pueda ser
relevante para mi salud o la de mi familia: _Si No

Con esto damos nuestra conformidad para participar en este estudio,

Firma del responsable legal 1: Firma del investigador

Fecha: Fecha:
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S2. Encuesta realizada a las madres (Cap. 1).

Nombre de Mama:

N° de muestra:

Datos del bebé:

Sexo: Femenino/Masculino

Mellizos 0 Gemelos?: Si / No

Sufrié alguna enfermedad y/o afeccién grave en el primer afio de vida? Si/No

En caso de que “Si”, cual?

Datos de la mama:

Edad:

Peso y altura antes del embarazo:

Ganancia de peso durante el embarazo:

Madre primeriza?

En caso de que “No”, cuantos hijos previos al embarazo tuvo?

Durante el embarazo:
Diabetes gestacional? No
Tratamiento con Antibidticos? Si / No

En caso de que “Si”, cudl?

Tratamiento con Corticoides? Si / No

En caso de que “Si”, cudl?

Fumo tabaco previamente al embarazo y/o lactancia? Si/ No

Fumo tabaco durante el embarazo y /o lactancia? Si / No

Durante la lactancia:

Tuvo una lactancia exclusiva y/o suplementada con leche de formula? Si / No

Sufrié de mastitis? Si / No Obs.

Sufrié alguna otra complicacion y/o dificultad? Si / No

En caso de que “Si”, cual?
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$3. Nota a madres Cap. 2).

CONICET Tel.: =54 (0)342 453 0302 Instituto de Lactologia Industrial
ﬂ & Si;uzt:;ogcfAdgll\f g:::azlizg Universidad Nacional del Litoral
—————— A e Consejo I_\Iaci'onal de Ipve_stigaciones
INLAIN RipiibiciE i vl echi ae Cientificas y Técnicas

Santa Fe, Abril de 2016

Estimada Mama:

Somos un grupo de investigadores y becarios del Instituto de
Lactologia Industrial de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional
del Litoral y del CONICET que trabajamos estudiando la microbiologia de la leche
materna. Desde el 2008 nos dedicamos a estudiar la presencia en este vital alimento de
microorganismos benéficos para la salud intestinal del bebé y la maduracion de su
sistema mmunologico.

Es importante que Ud. sepa que a través de la leche materna, Ud.
le ofrece a su bebé todos los nutrientes y defensas necesarios para que crezea sano y
fuerte. Ademas, y desde el afio 2003 gracias a estudios llevados a cabo en Espaia, se
conoce que la leche matemma es también fuente de microorganismos benéficos para su
bebé, llamados bifidobacterias y lactobacilos.

En nuestro laboratorio, y entre los afos 2008 y 2015 estudiamos
la presencia en leche materna de bifidobacterias y queremos ahora comenzar estudios
para conocer también la presencia de lactobacilos.

En este contexto invitamos a Ud. a donarnos unas pocas gotitas de
leche materna para realizar estos estudios, y de esta forma contribuir al avance de la
ciencia v del conocimiento de la composicion e importancia de la leche materna para el
bebé. Esta muestra sera utilizada exclusivamente con fines de investigacion y de forma
anonima. Cualquier duda, estamos a su disposicion para responder cualquier inquietud
en la que podamos serle utiles.

Muchas gracias!

Dr. Gabriel Vinderola
Investigador de CONICET
Instituto de Lactologia Industrial
Profesor Catedra de Microbiologia
Facultad de Ingenieria Quimica
Universidad Nacional del Litoral
Santiago del Estero 2829, Santa Fe
gvinde(@ fiq.unl edu.ar

0342 156311 943
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S4. Ingredientes y contenido nutricional de los productos comerciales utilizados

(Cap. 2, Sec. 3.9).

Bebida de avena

Avena orgdnica (12 % p/v) y sal.

Contenido nutricional cada 100 g:

Energia 44 kcal
Grasa 06g
de los cuales son saturados 0lg
Carbohidratos 85¢g
de los cuales son azucares 27g
Fibra dietética 05¢g
Proteina 08¢g
Sal 01g
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Jugo de frutilla-zanahoria-manzana

Jugo y pure concentrados de manzana y zanahoria (30 % p/v), de frutilla (7 %
p/v), puré de acerola, jugo de limdn, jugo de naranja, espesante (peptina), regulador de
acidez acido citrico. Sin aztcares anadidos. Contiene azticares de forma natural de bayas
y frutas (12 g / 100 g). Se usaron jugos y pulpas organicos de frutilla, zanahoria y

manzana. El producto no contiene leche.

Contenido nutricional cada 100 g:

Energia 48 kcal
Grasa Og

de las cuales son saturadas Og
Carbohidratos 12 ¢
de los cuales son azticares 12 g
Proteina Og

Sal 007 g
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Jugo de manzana:
100 % jugo de manzana orgdnico. No contiene productos lacteos.

Contenido nutricional cada 100 g:

Energia 40 kcal
Grasa Og

de los cuales saturados Og
Carbohidratos 10g
de los cuales son azucares 10g
Fibra dietética Og
Proteina Og

Sal 000g
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Figura 1. Curva de rarefaccién de la secuenciacion 165 ARNr de las muestras. La longitud de las
curvas refleja la cobertura de la variable secuenciaciéon por muestra. BL: estabilizacion, L: el
tratamiento con L. plantarum 73a, WO: wash-out y L — B: el tratamiento con L. plantarum 73a 'y B.
animalis subsp. lactis INL1. Reactor: A y B. Muestras: 1y 2.
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