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Prefacio

PREFACIO

El creciente interés funcional y comercial de los productos probidticos fue la motivacion de este
trabajo de Tesis que estudiara espectos microbioldgicos, propiedades relacionadas y herramientas
para la cuantificacion de microorganismos pertenecientes al género Bifidobacterium, uno de los
géneros actualmente utilizados en la formulacién de probidticos.

Este trabajo consta de una Introduccion que contiene una resefa histérica del concepto de
probidtico y los criterios de seleccion de microorganismos para la formulaciéon de productos. Se
describiran aspectos tecnoldgicos y fisiologicos asociados a esta seleccion, detallando particular-
mente los conocimientos y evidencias cientificas actuales de dos de ellos: la adherencia a epitelio
intestinal y la competencia con microorganismos enteropatégenos.

En el Capitulo I se presentard el desarrollo de un ensayo enzimatico para la determinacion
cuantitativa de bacterias del género Bifidobacterium. Se detallaran las condiciones de optimizacion
del ensayo y se demostrara su aplicabilidad en diferentes sistemas, tanto en modelos para
estudios de adherencia como en la determinacion de bifidobacterias en productos lacteos.

En el Capitulo II se desarrollara un estudio sistematico de las propiedades superficiales de las
bifidobacterias a fin de obtener informacion acerca de los mecanismos moleculares involucrados en
la adherencia de estos microorganismos, considerada como un criterio de seleccién de bacterias

para la formulacion de probidticos.

En el Capitulo III se estudiard otro aspecto de seleccion de bacterias probidticas: la
competencia con enteropatdgenos. Se analizard el mecanismo de accion de las bifidobacterias
sobre bacterias patdgenas aisladas de muestras clinicas en un modelo /n vitro, compuesto por

células epiteliales en cultivo.

Finalmente se realizara una Discusién General acerca de las evidencias cientificas aportadas en

este trabajo de Tesis y las inquietudes para futuras investigaciones sobre probidticos.
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INTRODUCCION GENERAL

éQué es un probiotico?

an pasado casi cien afos desde
la introduccion de las teorias
sobre la prolongacion de la
esperanza de vida mediante la
modulacién  del

intestinal. Aunque existen registros que sefalan

ecosistema

que el consumo humano de /eches fermentadas
data de hace 2000 anos, solo desde los estudios
de Tissier'® y Metchnikoff”® en el Instituto
Pasteur de Paris, se han establecido las bases
cientificas en cuanto a los estudios sobre
probidticos, interpretandose mds claramente las
propiedades nutricionales y fisioldgicas de algunas
cepas probidticas. Mas aun, es posible ahora
afirmar que diertas cepas son probidticas ya que se
cuenta oon ejemplos documentados de su
habilidad para mantener y promover efectos
saludables en el hospedador?*.

Asi como la
investigacion
clinica en
este aspec-
to ha pro-
gresado,
también se
ha observado

cierto desarrollo

relacionado al

Elie Metchnikoff (1845-1916)

mejoramiento de

la estabilidad de probidticos en productos lacteos.
Mientras que el mercado japonés es
probablemente el mas adelantado, un progreso
significativo se ha obtenido en América, Europa,
Australasia y en los paises en vias de desarrollo en
la ultima década. Con dicha estabilidad optimizada
y sus efectos probidticos confirmados, estamos en
condiciones de considerar a las bacterias

probidticas como ingredientes funcionales de
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alimentos y bebidas. El término probidtico dejé de
ser extrafio para los consumidores. Un ejemplo
muy convincente lo ofrece la Internet. Tipeando
palabras como "probidticos" o "acidophilus” en
PubMed o en algin buscador (Yahoo, Excite), en
pocos segundos aparece una abundante cantidad
de informacion sobre los Gltimos afios de todas
partes del mundo. Segun la revista Newsweek y
Time la medicina modemna estaria saliendo de la
"Era de los Antibiéticos" para ingresar a la "Era de
los  Probidticos”, concentrandose en la
bioterapéutica®®,

Probidtico es un cultivo monomicrobiano o
polimicrobiano que administrado a hombres o
animales produce un efecto beneficioso mejorando
las propiedades de la flora indigena. La palabra
probidtico deriva del griego que significa para /a
vida y ha tenido varios significados a lo largo de
los dltimos afos. Primero se utilizd para describir
sustancdias secretadas por un microorganismo que
estimulaban el crecmiento de otro, como un
antonimo de antibiético®*®. Esta acepcion no
perdurd, y mas tarde se utilizd para describir
extractos de tejidos que estimulaban el crecimiento
microbiand™®. Hacia mediados de la década del
70, ya se le dio una connotacion mas amplia:
organismos o sustandas que contribuyen al
balance microbiano intestinal *2'. En un intento de
mejorar esta definicién, Fuller'¥ redefinié el
concepto como suplemento alimentario microbiano
vivo que afecta benéficamente al hospedador
mejorando e/ balance microbiano intestina,
puntualizando aqui la importancia de la viabilidad
del probidtico. Sin embargo, se han obtenido
evidendas de inhibicién de la adherencia de Gram
(-) a células uroepiteliales por extractos celulares
aislados de lactobadilos del tracto urinario®. Mas
recientemente se ha demostrado que componentes

de bajo peso molecular de la pared celular,
liberados durante la lisis de Lb. fermentum,
inhiben la adherencia de £. co/i K88 al mucus

porcino’®,

Romond y ool.3?, inoculando ratones
convencionales oon sobrenadantes de sueros
fermentados con cepas de bifidobacterias,
encontraron que existen factores abidticos
producidos durante la fermentadion (diferentes de
los acidos acético y lactico) que inhibieren esporas
de dostridios y Bacteroides fragilis. En
consecuencia, la administracion de bacterias vivas
parece no ser necesaria para influir en el
ecosistema intestinal.

Recientemente Naidu y col.2® completaron el
concepto de probidtico redefiniéndolo como
adyuvante dietario miaoblano que afecta
benéeficamente la fisiologla del hospedador
medjante la moduladon de la inmunidad sistémica
y de mucosas y mejorando el balance nutriaonal y
micobiano del tracto gastrointestinal. Sin
embargo, considerando que se ha determinado
experimentalmente que un probidtico también
puede ejercer su accion en el tracto urogenital,
oral y respiratorio segun el tipo de microorganismo
y modo de administracion, esta ultima definicién
sigue siendo incompleta. Por esta razon, se
propuso el término de sustanda probioticamente
activa para indiar complejos celulares de bacterias
probidticas que poseen la capaddad de interactuar
con la mucosa del hospedador y que puede
modular benéeficamente el sistema inmune
independientemente de su viabilidad *®.

Durante los ultimos aflos han empezado a
cobrar importanda las sustandas prebidticas. Se
trata de /ingredientes alimentarios no digeribles
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que afectan positivamente el aredmiento y/o la
actividad de un nurnero limitado de bacterias en el
colon, mejorando consecuentemente la salud del
hospedador'™. Para que un ingrediente alimentario
pueda ser dasificado como prebidtico debe (1) no
ser hidrolizado ni absorbido en la parte superior
del tracto gastrointestinal; (2) ser sustrato
selectivo para una o para un limitado nimero de
bacterias benéficas comensales del colon, cuyo

crecimiento y actividad metabdlica seradn

estimulados; (3) en oonsecuenda, alterar la
microflora ooldnica hada una composicion més
beneficiosa; y (4) indudir efectos sistémicos o en el
lumen intestinal que sean benefidosos para el
hospedador. Los candidatos son hidratos de
carbono no digeribles (oligo- y polisacaridos),
algunos péptidos y proteinas, y dertos lipidos, que
debido a su estructura quimica no pueden ser
absorbidos en la parte superior del intestino o
hidrolizados por enzimas digestivas humanas.

Caracteristicas de los microorganismos probidticos

Los requerimientos basicos para la seleccion de
un probiético para tracto gastrointestinal humano
comprenden tanto propiedades fisiologicas como
tecnoldgicas y entre ellas estan:

ser de origen humano, es importante que las
cepas probidticas sean de origen humano
debido a que los efectos producidos pueden
ser especificos para la especie hospedadora;

poseer resistencia a la acidez estomacal y a la
bilis duodenal, para de esta manera alcanzar
en forma viable un sitio de fijacdén en el
intestino;

presentar habilidad para colonizar el tracto
intestinal humano, al menos temporaria-
mente, requiriendo probablemente algunos
mecanismos de adherencia. Las cepas adhe-
rentes se ven favorecidas para establecerse en
el intestino y tener por ende, mayor capacidad
probidtica;

mostrar efecto anticarcinogénico, ya sea por
secuestro de sustancias carcinogénicas o por
inhibicidn de flora productora;

mostrar antagonismo frente a micro-
organismos patogenos por produccion de
sustancias antimicrobianas, por exdusion
competitiva por sitios de adhesion en el
intestino o por competenda por nutrientes;

deben ser seguras para la ingestion humana
poseyendo el status de GRAS (generally
recognized as safe) y testeadas dlinicamente
en cuanto a sus efectos sobre la salud;

presentar capacidad para ser preparado como
producto viable en escala industrial,

permanecer viable por periodos largos durante
el almacenamiento del producto.

En este sentido, la selecddn de cepas para
probiéticos debe basarse en las propiedades ya

i e e o
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mencionadas y que las mismas se expresen en el
hospedador receptor. Sin embargo, este dltimo
necesidad desarrollando
de defensa para evitar el
establecimiento de bacterias exdgenas (acidez
gastrica, enzimas digestivas, acidos biliares). Los
intentos de incrementar el nimero de bacterias

evoluciona por
mecanismos

lacticas en el tracto gastrointestinal por su
ingestion usualmente resulta en un leve pero no
persistente aumento en el contenido de bacterias
lacticas®>*, Ademds, grandes cantidades de
bacterias
malabsorcion de lactosa en individuos intolerantes

lacticas no logran mejorar |la

a la lactosa aunque hayan alcanzado el colon!®,

Una de las formas mas importantes en las que
un probidtico para tracto gastrointestinal puede
ejercer un efecto benéfico sobre el hospedador es
modificando los procesos metabdlicos que ocurren
en el intestino. Tales efectos pueden lograrse en

teoria por una variedad de mecanismos:

» suprimiendo reacciones que resultan en la
de metabolitos téxicos o
carcinogénicos;

generacion

estimulando reacciones enzimaticas
involucradas en la detoxificacion de sustancias
potencialmente patégenas ingeridas

directamente o generadas en forma endégena;

estimulando enzimas relacionadas oon la
digestion de nutrientes complejos;

proveyendo enzimas bacterianas cuando por
defectos genéticos las correspondientes en el
hospedador estan ausentes; o

sintetizando vitaminas u otros nutrientes
esenciales suministrados deficientemente en la
dieta.

Propiedades tecnologicas e industriales de las bacterias probioticas

A nivel industrial la obtencidon de concentrados
bacterianos para la produccion de probidticos
implica contar con cepas apropiadas para ejercer
su accién probidtica (instalarse en el organismo y
producir su accion benéfica para la salud), y
tecnologias para su produccion a gran escala y
conservacion.

El primer punto es de fundamental importancia
ya que no cualquier cepa sera capaz de
establecerse en el tracto gastrointestinal. Para que

ello ocurra, la cepa debera poseer determinadas
caracteristicas estructurales y metabdlicas ya
comentadas. La seleccion de cepas del mismo
habitat natural que se desea colonizar garantizaria
el poder de adaptacion que se busca*®.

Por otra parte, dichas cepas deberdn tener la
propiedad de resistir los procesos tecnolégicos
requeridos para su produccién masiva. Una de las
primeras etapas en la produccion de probidticos es
el cultivo a gran escala, lavado y secado de
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microorganismos. La mayoria de las bacterias
lacticas pueden ser cultivadas en fermentadores a
gran escala y son relativamente resistentes a la
centrifugacion. En general, las bacterias lacticas
pueden resistir el congelamiento y la conservacion
a -20 °C o temperaturas menores'’’, pero son
menos resistentes a la liofilizacion y en especial al
secado en spray. La viabilidad de las bacterias
lacticas disminuye dramaticamente durante el
pelleteo, por lo tanto la preservacién o
implementacién de medidas de proteccion deben
ser garantizadas durante la produccién. También
es posible que surjan contaminadones con
indeseados.
necesario que estos productos contengan un nivel
sufidente de bacterias (10°-10%°
microorganismos viables/100 g de producto) para

microorganismos Finalmente es

viables
resulten

(10°-107
microorganismos viables/g contenido intestinal).

lograr aquellas concentraciones que
fisiologicamente adctivas /7 vivo

En sintesis, las propiedades tecnoldgicas que se
buscan en una cepa probidtica son:

la resistencia a las condiciones de crecimiento
y concentracion en gran escala;

la resistencia a la liofilizacion y el secado (para
el caso que corresponda);

mantenimiento de buen perfil de aroma, flavor

y propiedades organolépticas;

mantenimiento de estabilidad y propiedades
de oolonizadon durante el periodo de

conservacion;

Cada una de estas caracteristicas implica una
tarea de relevamiento de un gran nimero de
cepas aisladas de habitats naturales, en este caso
el intestino humano, y un estudio bioquimico y
fisicoquimico de los componentes que determinan
ese comportamiento.

En general, no se puede asumir que las
actividades observadas en una cepa probidtica
vayan a ser las mismas que para otra cepa, aun
para el mismo género y especie. Esto no es difidl
de imaginar considerando el gran espectro de
resultados observados en ensayos /n vitro. Esta
cepa-dependiente del @racter
probidtico justifica los esfuerzos para identificar la

propiedad

mejor cepa o0 la combinacion de cepas para
objetivos espedificos. Un esquema que permite
decidir sobre la seleccion de cepas probidticas en
base a bioseguridad, métodos de produccion y
procesamiento y métodos de administracion,
podria ser el esquema representado en la Figura 1.
bacterias acidolacticas mas

cominmente utilizadas como probidticos se

Entre las

pueden mencionar las cepas de los géneros
Lactobadllus (Lb. addophilus, Lb. casei, Lb.
delbrueckii subesp. delbruedkii, Lb. helveticus, Lb.
lactis, Lb. Lb. plantarum),
Bifidobacterium (Bif. adolescentis, Bif. animalis, Bif.
bifidum, Bif. infantis, Bif.
thermophilum) y Streptococcus (Streptococcus
salivarius subesp. termophilus). También se han
utilizado con éxito bacterias pertenecientes a los
géneros Leuconostoc, Pediococcus,
bacterium y Badllus. En probicticos animales se
han utilizado levaduras (Saccharomyaes cerevisiae,
Candida pintolopesii) y hongos (Aspergillus niger).

salivarius,

longum, Bif.

Propioni-

-
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Las formas de presentacién de un probidtico
son en general, en forma liofilizada, en pastillas,
capsulas o oomo producto fermentado;

administrado por ingestion direda o mezdado en
los alimentos y el agua. En espedal, un gran
nimero de productos alimentidos han sido

empleados o estan en proceso de desarrollo con el
objeto de servir como vias de comerdalizacién de
microorganismos  probidticos para  consumo
humano y de animales. Estos induyen leches

fermentadas?®2418, yogures™?, yogures
helados'®2°14 quesos”, helados'®*®, leches
fermentadas a base de soja®?%, yogures a base
de soja?® y alimentos balanceados! 252180414455,




Introduccién general

Las leches fermentadas  conteniendo
Lactobadillus y Bifidobacterium son un grupo de
bioproductos muy delicados. En particular, las
bifidobacterias
crecimiento pobre en leche e invariablemente

generalmente muestran un

requieren condidones anaerdbicas®®, bajos
potendiales redox en la fase temprana de su
crecimiento’ y la adidén a la leche de
hidrolizados proteicos ricos en vitaminas para
adecuados de
crecimiento®%335116.289 En general, se los adiciona
al producto en una etapa posterior a la
fermentacion. Por otro lado, la viabilidad de estos

lograr los niveles

EQué hacen los probioticos?

Las investigaciones de los efectos beneficiosos
atribuidos a los
microorganismos probidticos, en espedal para
Lactobadillus 'y  Bifidobacterium,
encaminado hacia:

sobre el organismo

se han

el control de la homeostasis intestinal;
la mejora en la utilizacion de lactosa;
modulacion de la defensa inmunitaria;
el control sobre el nivel de colesterol;
la actividad anticarcinogénica; y

la inhibicion de patogenos

Estos mecanismos de proteccion estan ligados
a la posibilidad de interaccionar con el epitelio
intestinal a través de estructuras de la superficie
bacteriana que se discutiran mas adelante. Sin
embargo, la colonizacién por una cepa probidtica
en una eoologia microbiana preexistente requiere

dos géneros disminuye marcadamente con el
almacenamiento refrigerado a bajo pH!>325:1%,392 y,
de ahi la necesidad de selecdionar adecuadamente
las cepas y monitorear cuidadosamente las etapas
de produccion.

Finalmente, la calidad en los programas de
investigacion, desarrollo, produccién y validacion
de efectos benéficos de estos productos
probidticos requiere la implementadén de
procedimientos adecuados para la deteccdn,
identificadon y enumeracién diferencial de los
microorganismos.

mas factores que la mera adherendca. Una vez
establecida sobre la mucosa del hospedador, la
cepa bacteriana debe ser capaz de reproducirse a
pesar de la presencia de los mecnismos de
defensa del hospedador y de las interacciones con
la microflora drcundante. Aquellos micro-
organismos con la habilidad de competir con otros
microorganismos mediante por ejemplo, [a
produccion de sustancias antimicrobianas, tienen
mas posibilidades de colonizar dicho ecosistema.

Control de /a homeostasis intestinal. La
ingestion leche o yogur oon
microorganismos probidticos es utilizada para
combatir la constipacién, fadlitar el transito
intestinal y combatir los problemas causados por
los antibiéticos sobre la flora intestinal ayudando a
reestablecer su equilibrio®*!%2, Bif. breve es capaz

regular de
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de oolonizar efectivamente el intestino y estd
asociado a un aumento de peso en neonatos
prematuros, probablemente como resultado de la
estabilizacién de la flora intestinal’®. Addificando
el medio intestinal este microorganismo inhibe el
metabolismo oxidativa de patdgenos como
Escherichia coli, Salmonella'y Clostridiunf®%?. Se
ha demostrado que las bacterias lacticas ademas
de modular la microflora colénica pueden controlar
la actividad de enzimas bacterianas!32917,
Estudios con modelos animales sugieren que la
administradon oral de probidticos puede limitar la
oolonizacién e infeccion de E. coli ¥, Candida

88335372 y Shigella sonnei **. Los nifios

albicans
oon alto contenido de Bifidobacterium resisten a
La administracon de

Bifidobacterium puede corregir la disfuncion

infecciones  entéricas’?.

intestinal y mantener el balance normal de la flora
intestinal®.

Inmunomodulacion. La adicdén de yogur a
cultivos de linfocitos provoca la sintesis de
interferén y; la ingestion de bacterias de yogur
28 dias
oconcentraciéon proteica del suero, la frecuenca de
linfocitos B y de células NK (natural killer), asi
como la de IgG (inmunoglobulina G) e interferdn y.
La administraciéon oral de bacterias lacticas
la actividad fagocitica®® vy la

produccién de citoquinas®® no sélo en animales
251,379

liofilizadas durante aumenta la

incrementa

Numerosas
bacterias
probidticas pueden causar efectos inmuno-

sino también en humanos
publicaciones sugieren que las
modulatorios generando resistencia a patégenos,
comunmente a través de la estimulacién de la
produccién de anticuerpos. Se ha publicado que
las bacterias probiédticas protegen ratones contra

infecciones de patdgenos gastrointestinales como
Shigella sonnef®, Salmonella typhimurium, y
Escherichia coli 3% y esta resistencia ha sido
asodada a un incremento de la produccion de IgA
(inmunoglobulina A). Lb. casei y Bif. animalis
indujeron la producdon de IgA en ratones
eutimicos*™?.  Nifios alimentados con leches
fermentadas conteniendo  Lactobadiius GG
mostraron incremento de IgA espedfia contra
rotavirus?16465467  También se encontré estimu-
lacon de respuesta celular en las placas de
Peyer*'> por Bif longum administrado en forma
oral, y proteccion contra antigenos dietarios que
puedan haber escapado la digestion intestinal
como la B-lactoglobulina, una proteina de suero
generalmente ingerida en productos lacteos*®.
Esto Ultimo presenta a las bifidobacterias como
potenciales agentes inmunomodulatorios contra la
sensibilizacdon a antigenos proteicos alimentarios.
Con respecto a actividad adjuvante”**®, se
publicd que el efecto del consumo de yogur en la
produccién de interferén y fue mucho mayor con
yogures tratados
térmicamente!’*. En otros estudios se mostré que

cultivos vivos que oon
sbélo la administracion de bacterias vivas y no
muertas, inducian la expresion de interleuquina 12
en macréfagos, necesaria para la induccién de
células T productoras de interferén y*®. Pero
Takahashi y col.*!® mostraron que bifidobacterias
muertas administradas en forma oral fueron
capaces de incrementar la respuesta inmune de
mucosas. Extractos de paredes celulares de Bif.
infantis incrementaron  hipersensibilidad  tipo
retardada en modelo
experimental®. Se publicd que las bifidobacterias

ratones en un

poseen otras fundones inmunoldgias e.g.
actividad mitogénica, promodén del crecimiento de

macréfagos®!, y efectos antitumorales®**®. Si
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bien la mayoria de los efectos inmuno-
potenciadores se focalizan a la fraccién de la pared
celular -peptidoglicanos y polisacaridos?3%16! se
enoontrd que Bif adolescentis M101-4 tiene
actividad mitogénica /in vitro'®® cuando las células
se lisan, sugiriendo la existencia de un
componente  citoplasmatico como candidato
inmunopotenciador (polisacarido).

Control sobre el nivel de colesterol sérico.
algunas bacterias probiéticas inhiben la conversion
de acetato en colesterol y otras a través de una
accion indirecta, mediante el aumento del nivel de
acidos biliares, favorecen el metabolismo del
colesterol. Las bacterias lacticas producen hidroxi-
metilglutarato, que inhibe hidroximetilglutaril-CoA
reductasas
colesterol. Ninguna evidencia directa ha sido
presentada hasta el momento que involucre a las

involucradas en la sintesis de

bifidobacterias en la reduccion del nivel del
colesterol; sin embargo, Mann y Spoerry®™®
sugirieron que el consumo de leches fermentadas
ocon estas bacterias disminuye el nivel de colesterol

sérico. Por el contrario, Payens y col.>?

no
encontraron diferencias significativas en las
concentraciones de colesterol sérico en individuos
alimentados con yogur. Evidentemente, este es un
campo controvertido en el que faltan ensayos /n

Vivo.

Efecto sobre la carcinogénesis o actividad
antitumoral. Se ha reportado la reduccién de
ciertos tipos de cancer e inhibicidn del crecimiento
de diertos tumores y células tumorales!344432_E|
yogur tendria un efecto inhibidor sobre la
proliferacién de células cancerosas en cultivo; la

disminudoén del pH intestinal inhibe el credmiento

et At L A 105 5Tt 9 5 1 o | 2 AR Y A - e A0 A Y e 44 L TR e ek

de bacterias putrefasdentes, lo cual reduce la
cantidad de compuestos N-nitrosos, productos
fendlicos de la tirosina y triptofano, metabolitos
esteroides biliares y otros potendales carcdnégenos
del oolon; la actividad antitumoral de las
bifidobacterias parece estar asodada a
componentes de la pared celular®®. Se observd
que las bacterias lacticas previenen dafio y
mutaciones en el ADN /n vitro™> e inhibicion en el
crecimiento de células tumorales en cultivo>%,
La ingesta de Bif. /ongum en ratas generé una
importante disminucidon en la inddencia de
tumores de colon e higado indudidos por 2-amino-
3-metilimidazo[4,5flquinolina®? y la ingesta de
Lactobadiflus GG y Lactobadilus addophilus
disminuyd la incidencia de lesiones preneoplasticas
y tumores de colon en ratas tratadas con 1,2-
dimetilhidrazina!*!*°. Estos efectos de asodaron a
una reduccion en la actividad fecal de B-
glucuronidasa, azoreductasa y notroreductasa'”’. A
pesar de que los estudios en humanos son
escasos, se observd que el consumo de
reduce la

lactobacilos  por  voluntarios

mutagenicidad en la orina y heces asociadas a la

ingesta de carcindgenos en came cocida'7%%%.

Mejoramiento de la tolerancia a la lactosa. E|
consumo de productos lacteos conteniendo
bacterias lacticas puede ser beneficoso para
padentes intolerantes a la lactosa®?!!. Esta
enfermedad es debida a la defidenda enzimatica
de lactasa, enzima que se encuentra a nivel del
ribete en cepillo del intestino delgado, y que
hidroliza la lactosa hasta glucosa y galactosa,
monosacaridos que son absorbidos a nivel del
intestino delgado. Cuando se produce un déficit de
lactasa, la lactosa ingerida para sin hidrolizar hasta
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el oolon donde se fragmenta por la lactasa y la B-
galactosidasa bacterianas; a este nivel los
monosacaridos no son absorbidos, sino
fermentados a 4acidos grasos de cadena corta
(acetato, propionato, butirato) y lactato'®’. En
pacientes con oolitis activa, sindrome de intestino
corto o inflamacién intestinal, el lactato puede
aumentar hasta 20 veces su valor normal!®>*, Se
ha sugerido que una alta concentracién de lactato
y la lactosa no absorbida que no ha sido
hidrolizada por las bacterias, inducen la secrecién
de agua y sodio al lumen intestinal incrementando
el volumen del quimo, causando dafio en la

7412 consecuencia

mucosa  coldnica y en
contribuyendo a la diarrea'®*!'%, Pero como los
acidos grasos de cadena corta son rapidamente
absorbidos por la mucosa coldnica, estimulando la
absorcién de agua y sodio, la fermentaciéon de la
lactosa no absorbida a acidos grasos de cadena
corta reduce la carga osmética y mitiga la diarrea.
En consecuendia, los tratamientos deberian estar
enfocados a reducir la formacion de lactato
colénico e incrementar la produccidon de acidos
grasos de cadena corta. El estudio realizado por
Jiang y Savaiano?!? sugiere que las bifidobacterias
tendrian un potencial en el manejo de la colitis, al
menos desplazando el metabolismo bacteriano
hada la formacién de adidos grasos de cadena
oorta. En resumen, la microflora coldnica podria
contribuir a la absorcion de lactosa en intolerantes
a la lactosa utilizando la lactosa no absorbida. La
fermentacién de lactosa por la flora colénica /in
vitro es dependiente del pH, debido al efecto de
este en la actividad de la p-galactosidasa de las
bacterias. La suplementacidon de bifidobacterias
mejoraria la fermentacién de lactosa hasta derto

limite a pH neutro?'2,

Antagonismo con microorganismos
patdogenos. El consumo de probidticos
(Lactobadillus addophilus) puede disminuir la
recurrendia de candidiasis vaginal'®®. Algunos
lactobadilos pueden inhibir o desplazar patégenos
adheridos a
catéteres?’!*8277 gunque el mecanismo no ha sido
completamente determinado. Bifidobacterium ha
sido también (il en la inhibicién del credmiento de
Gandida en pacientes con leucemia®®? y en la

células uroepiteliales vy

prevencién de infecciones respiratorias y urinarias
causadas por este hongo*®. Ejemplos relacionados
al microambiente intestinal se describiran mas
adelante (pags. 24 y 25)

Muchos de los efectos protectores descriptos se
deben a un aumento del nimero de bacterias
lacticas en el colon. Tales incrementos pueden ser
logrados por el consumo de prebidticos, definido
anteriormente, que alcanzan el colon sin ser
digeridos y actian como sustratos espedificos para
lactobacilos y bifidobacterias®®3%8:361.178,185.204  go
ha demos-trado que la lactulosa, un disacarido
sintético no digerible, disminuye el grado de
cardnogénesis en ratas®™’. La inulina es un
componente de muchas plantas comestibles cono
la achicoria, la cebolla y el ajo. Es una mezda de
oligosacdridos a base de fructosa y glucosa que
alcanzan el colon sin ser digeridos y estimulan
preferencialmente el crecimiento de bifidobacterias
en el intestino'®. Rowland y col.*** encontraron
que la administracién conjunta de inulina con Bif.
longum reduce la indidencia de criptas aberrantes
inducidas por un mutageno en colon de ratas en
un 80%.
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El ecosistema intestinal

Gran nimero de microorganismos colonizan el
tracto gastrointestinal humano, algunos con
consecuencias beneficiosas y otros pemiciosas. La
microflora indigena se compone de los
microorganismos que habitan las superfices y
cavidades abiertas directa o indirectamente al
medio ambiente. Por lo tanto, los microorganismos
indigenas habitan normalmente la piel, la cavidad
oral, el tracto respiratorio superior, el tracto
gastrointestinal, el urinario y la vagina. El término
microfiora indigena es dificil de definir aunque se
ha puntualizado'® que la composicién de la flora
intestinal indigena de una especie animal
determinada, esta dada por una combinacién de
flora autoctona presente durante la evolucién
animal, la flora normal referida a los micro-
organismos tan ubicuos en una dada comunidad
animal que se han establecido en practicamente
todos sus miembros, y los verdaderos patogenos,
que se adquieren accidentalmente y son capaces
de persistir en los tejidos. Actualmente los
términos flora intestinal indigena y flora intestinal
normal se usan indistintamente para describir la
coleccion de microorganismos que normalmente
habitan el tracto gastrointestinal'®.

La flora indigena gastrointestinal no aparece
espontaneamente en neonatos, sino que dertos
microorganismos colonizan habitats particulares en
diferentes momentos luego del nacimiento en una
suerte de sucesion bacteriana. El feto /in utero es
normaimente estérii y al nacer comienza a
ocontaminarse con una coleccion heterogénea de
microorganismos presentes en el canal de parto y

en el entorno inmediato. Con el correr de los dias,
muchos de estos microorganismos son eliminados
y subsecuentemente ocurren cambios cuantitativos
y cualitativos en la flora gastrointestinal.

Las bacterias acidolacticas y los ooliformes
comienzan siendo los predominantes en neonatos
sanos. Los niveles de Bifidobacterium osdlan entre
10" y 10" por gramo de heces, constituyendo el
90% de la flora de los recién naddos alimentados
oon leche matema, mientras que los lactobadlos,
enterococos y coliformes constituyen el 1%; pero
luego, la microflora cambia drasticamente y
predominan otros anaerobios estrictos.

Se estima que existen mas de 400 espedes
bacterianas en el tracto gastrointestinal del
hombre. La flora microbiana no se haya distribuida
al azar en el tracto gastrointestinal adulto sino mas
bien se encuentran niveles bacterianos caracte-
risticos en regiones particulares del tracto.
Mientras en el estdmago hay menos de 10°
bacterias/ml, el intestino posee alrededor de 10**
microorganismos, que es 10 veces mas que el
ndmero total de células del cuerpo humano®,

La cavidad oral contiene alrededor de 200
espedes. La saliva contiene bacterias transitorias
(10° bacterias/ml) provenientes de la superfide
oral, como la lengua y la cavidad bucal. La placa
dental y las ciptas gingivales sin embargo,
proveen un entorno anaerdbico con bajos
potendiales de oxido-reduccién, que permiten el
establedmiento de una miaoflora anaerdbica

P - v Q



Introduccidn general

diversa. La placa dental contiene una densa
poblacién de 10'! bacterias/g.

El estdbmago y los dos tercios superiores del
intestino delgado (duodeno y yeyuno) contienen
un pequefio nimero de microorganismos (103-10*
bacterias/ml de jugo gastrico o intestinal). Esto se
puede deber al bajo pH del contenido estomacal y
el relativamente lento flujo peristaltico del
estdmago al duodeno. Las principales especies
presentes son los lactobacilos y estreptococos
pasaje
estomacal. Recientemente se ha descubierto que

acido-tolerantes que sobreviven al

el Helicobacter pylori, un bacilo espiralado y
altamente movil, esta presente en el estdmago de
mas de un tercio de la poblacién adulta mundial.
En algunos individuos puede causar gastritis,
Ulcera gastrica o duodenal y puede ser un factor
importante en el desarrollo de cancer gastrico®..

La parte distal del intestino delgado se
considera una zona de transito entre la
relativamente escasa microflora del duodeno y el
tremendo numero de bacterias del intestino
grueso*’!, Comparada con la zona proximal del
intestino delgado, la parte distal con menor
peristalsis y potencial redox, mantiene una mas
bacteriana  (10°
bacterias/ml de contenido intestinal).

alta y diversa poblacion

El intestino grueso es el prindpal sitio de
colonizaciéon microbiana en humanos y animales,
probablemente debido a la baja motilidad intestinal
y los extremadamente bajos potenciales redox*?.
Consecuentemente, el intestino grueso almacena
una gran cantidad de bacterias (10'°-10"
bacterias/g de contenido intestinal), conteniendo
en forma estimativa unas 200 a 300 espedies. Es
importante enfatizar que el 99.9% de la microflora
gastrointestinal la componen anaerobios estrictos.
También se debe puntualizar que acompaifiando
esta distribudén vertical desde la cavidad oral al
colon, existe una distribucién horizontal de
especies desde el lumen intestinal a la mucosa
epitelial.

Factores ambientales, interacciones fisiolégicas
y la dieta gobieman esta distribucion de la
microflora en las diferentes regiones del intestino.
De estos factores, la dieta es el principal factor que
regula la frecuencia y la concentracién de una
espedie 0 grupo particular de microorganismos que
colonizan el tracto. También se sabe que la dieta
influye sobre las actividades metabdlicas de los
microorganismos intestinales. Por otro lado, la
flora normal del intestino se perturba cuando
proliferan bacterias patdgenas, como en el caso de
diarreas o por acddn de tratamientos con

antibidticos y radiaciones.

Bifidobacterium: caracteristicas metabdlicas y estructurales

Las bacterias del género Bifidobacterium fueron
descriptas inicialmente por Tissier a principios del
siglo pasado bajo el nombre de Badillus bifidus **.

Desde ese momento, su dasifiacdén ha
evolucionado continuamente y actualmente se
conocen alrededor de treinta espedes'®?’?, 12 de
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las cuales son de origen humano®*® (Tabla 1). Las
Ultimas dos espedes descubiertas (Bif. inopinatum

sp. nov. y Bif. denticolens sp nov. fueron aisladas
de placa dental humana®!.

Tabla 1. Especies pertenecientes al género Bifidobacterium.

Origen humano Otro origen

Bif. adolescentis Bif. animalis Bif. merycicum
Bif. asteroides
Bif. boumn

Bif. choerinum

Bif. angulatum Bif. minimum
Bif. bifidum

Bif. breve

Bif. pseudolongum
Bif. pullorum

Bif. catenulatum Bif. coryneforme Bif. ruminantium

Bif denticolens Bif. cuniculi Bif. saeculare

Bif. dentium Bif. gallicum Bif. subtile

Bif. globosum Bif. gallinarum Bif. suis

Bif. infantis Bif. indicum Bif. thermophilum
Bif. inopinatum Bif. magnum

Bif. longum
Bif. pseudocatenulatum

Las bacterias del género Bifidobacterium son como células largas suavemente curvadas, con
microorganismos Gram (4), inméviles y no

esporulados, habitantes naturales del intestino de

protuberancias o con una gran variedad de
bifurcaciones, con extremidades espatuladas.

animales y del hombre. El nombre Bifidobacterium
proviene de las formas en Y o en V que pueden
presentar bajo ciertas condiciones de cultivo.
Ademas para Bifidobacterium bifidum, cantidades
insuficientes de factores de crecimiento inducen la
formacién de badilos en forma bifida.

Se los puede
encontrar como
bacilos oortos,

regulares, angos-
tos de extremos
aguzados, también

como bacilos cocoides
regulares, o muchas veces

Pueden encontrarse aislados o agrupados en
cadenas formando diferentes figuras®®. De hecho,
es un microorganismo muy pleomérfico. En medio
sblido, sus colonias son convexas, de bordes
enteros, de color cremoso a blanco, brillantes y de

consistencia muy suave>’®,

A pesar de ser consideradas anaerobias, las
bifidobacterias varian considerablemente en su
tolerandia al O,. Algunas son anaerobias obligadas,
mientras que otras toleran el O, en presencia de
CO,. Las cepas menos sensibles parecen tener una
leve actividad catalasica que destruye el H,0;
formado, toxico para las células, aunque en

general son catalasa (-).
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La temperatura éptima de crecimiento es entre
37 °C y 43 °C, pudiendo desarrollar también en
condiciones extremas de temperatura de 25 a 28
°C y de 43 a 45 °C. El pH 6ptimo para su
desarrollo es de 6.5 a 7. El contenido de G + C en
su ADN varia entre 55 y 67 moles%.

Las Dbifidobacterias
crecimiento carbonato o bicarbonato (o CO,

requieren para Ssu

gaseoso). Como fuentes esenciales de nitrdgeno
son importantes la cisteina o cistina. También
pueden crecer en presencia de sales de amonio
como Unica fuente de nitrégeno. En espedial, 8if
bifidurn requiere la presencia de sales de Fe, Mgy
en menor grado Mn. Se han utilizado varios
medios para su desarrollo, entre los cuales se
puede mencionar el medio no selectivo Triptone-
Phytone-Yeast extract (TPY), el cual pemmite el
credmiento de todas las especies de
Bifidobacterium asi como de otras bacterias
Iécticas376'289.

La clasificacion de Bifidobacterium como
bacteria lactica ha causado controversia en los
dltimos afos. Si bien filogenéticamente
Bifidobacterium no se halla
emparentado con Lactobadillus, es muy frecuente

intimamente

considerarlo entre las bacterias lacticas ya que
producen acido lactico a partir de hexosas y son
empleados en las formulaciones de productos
lacteos.

La estructura mureinica de la pared celular de
las bifidobacterias es un parametro importante
utilizado a menudo para diferenciar daramente

entre especies relacionadas, como por ejemplo 5if;
boum de Bif. terrmophilum o Bif. minimum de Bif;
subtile. Algunas espedes de Bifidobacterium y
Lactobadillus fueron estudiadas por Exterkate y
col.*® quienes hallaron que diferendas en
fosfolipidos de poliglicerol y aminoadil fosfatidil-
glicerol puede ayudar a diferendar entre ambos
géneros.

El metabolismo de hidratos de carbono en
Bifidobacterium difiere del que presentan tanto
bacterias lacticas homofermentativas como las
heterofermentativas. Las especies de origen
humano de Bifdiobacterium carecen de las enzimas
aldolasa [EC 4.1.2.13] y glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa [EC 1.1.1.49], por lo tanto no
pueden metabolizar los carbohidratos ni por via
glicolitica ni por la via de las hexosas monofosfato.
Las bacterias homofermentativas utilizan la
glicdlisis para convertir la glucosa en acido lactico,
mientras que las heterofermentativas usan la via
de las hexosas monofosfato, lo que las lleva a
obtener acido acético y etanol. En lugar de esto,
las  bifidobacterias poseen una
caracteristica, la fructosa-6-fosfato fosfocetolasa
(F6FFC) [EC 4.1.2.22] descubierta por Shramm y
col*!°, Esta enzima cataliza la reaccién de divaje de
la fructosa-6-fosfato en acetil-1-fosfato y eritrosa-
4-fosfato. El primero origing acido acético,

enzima

mientras que la segunda, bajo la accion de las
enzimas transaldolasa [EC 2.2.1.2], transcetolasa
[EC 2.2.1.1], isomerasa [EC 5.3.1.5], epimerasa
[EC 5.1.3.1] y xilulosa-5-fosfato fosfocetolasa [EC
4.1.2.9], da gliceraldehido-3-fosfato, el cual a su
vez origina addo lactico. Llas reacciones

involucradas se esquematizan a continuadon:



Introduccion general

F6FFC

fructosa-6-P + P, -

transaldolasa

eritrosa4-P + fructosa-6-P -

eritrosa-4-P + acetil-P + H,0

sedoheptulosa-7-P + gliceraldehido-3-P

transcetolasa

sedoheptulosa-7-P + gliceraldehido-3-P

- ribosa-5-P + xilulosa-5-P

isomerasa/epimerasa

ribosa-5-P

_)

Xilulosa fosfocetolasa

xilulosa-5-P

2 xilulosa-5-P + 2P, - 2 gliceraldehido-3-P + 2 acetil-P + H,O
3aceti-P 3acetato + 3P
EMP
2 gliceraldehido-3-P - 2/actato + 2P
2 hexosas - 3 acetato + 2 lactato

Figura 2. Metabolismo de hidratos de ca
género Bifidobacterium

Las bifidobacterias no producen acido butirico
ni &cido propionico, y el CO, se genera solamente
durante la degradacion de gluconato. En teoria, las
bifidobacterias producen acido acético y acido
lactico en una relacion molar 3:2; sin embargo, en
la practica se producen algunas desviaciones
debido a la fosfordlisis del acido pirtvico para dar
acido formico y acetil-1-fosfato. Esto, combinado
con la reduccdn del acetil-1-fosfato a etanol,

rbono para los microorganismos del

puede resultar en la formacidén de acido acético,

acido férmico y etanol.

Este género es Unico en cuanto a que todo el
addo lactico que produce es en la forma L(+), el
cual es muy fadimente metabolizado por los nifos,
mientras que la forma D(+) producida por otras
bacterias lacticas puede causar acidosis metabdlica
durante el primer afio de vida. El addo lactico y el

©
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addo acético controlan el pH del intestino grueso,
lo cual restringe el credmiento de varios
potenciales patdgenos como Salmonella, Shigella,
Gampylobacter  jejuni, Badillus cereus,
Staphylococcus aureus y Candida albicans. Para
poder lograr esta inhibicién, es necesario que los
microorganismos probidticos estén metabdlica-
mente activos en el tracto gastrointestinal.

La produccion de estos acidos por las
bifidobacterias depende de la metabolizacén de
carbohidratos que no hayan sido utilizados por el
sistema digestivo humano ni por otros mico-
organismos hasta alcanzar el colon, y que en este
caso particular estos prebidticos reciben el nombre
de factores bifidogénicos. Se trata en general de
aminoazlcares, y han sido identificados hasta el
momento varios de ellos, por ejemplo B-etil-N-
acetil-D-glucosamina, N-acetil-galactosamina,
acido N-acetilneuraminico y N-acetiimanosamina,
entre otros. Sin embargo, estos aminoazicares son
demasiado costosos para suplementar alimentos y
medios de cultivo. Por lo tanto, se ha tendido a
reemplazarlos por hidratos de carbono complejos
ocomo la rafinosa e inulina y en dietas humanas,
por fructooligosacaridos y lactulosa.

Los fructooligosacaridos se encuentran
naturalmente en una variedad de cultivo de
alcachofas tuberosas de Jerusalén (Helianthus
tuberosus), proveyendo la fuente mas abundante
de estos polifructanos. Estos polifructanos tienen
un grado de polimerizacién entre 2 y 35; las
moléculas de D-fructosa estan unidas por un
enlace a(1-2), como en la sacarosa; grados de
polimerizacién mayores a 30 ocorresponden a
inulina. Las bifidobacterias son capaces de
metabolizar mejor los fructooligosacaridos de

cadena oorta, por lo cual los fructanos de cadena
larga deben ser hidrolizados.

Bifidobacterium produce
principalmente del grupo B¥*? y también
enzimas digestivas como la caseina fosfatasa [EC
4.2.1.8] y lisozima [EC 3.2.1.17)%%%220

vitaminas,

Las bacterias del género Bifidobacterium
oconstituyen una parte importante de la microbiota
indigena del hombre y animales?®*. Se distribuyen
nichos ecolégicos del tracto
gastrointestinal y genitourinario variando en su

en varios

proporcién de acuerdo a la edad, la dieta y el
estrés. También se los halla como flora comensal
de la cavidad oral™. Las Dbifidobacterias
constituyen una alta proporcion de la microbiota
indigena infantil desde el momento del nacimiento.
Su proliferacién es estimulada por componentes
glicoproteicos de la x-caseina del calostro humano
y en menor medida de la leche matemna, de su
baja inmunogenicidad y contenido proteico.
También se observd un efecto estimulatorio de
azucares N-acetilados presentes en la leche
materna® y oligosacaridos transgalactosilados en
leches formuladas*?!. Al crecer, las proporciones de
bifidobacterias disminuye hasta constituir el tercer
género mas comun del ecosistema gastrointestinal
humano Iluego de Racteroides y Eubac-
terium®*72%  Ademds, el perfil de especies
dentro de Bifidobacterium cambia con la edad: 8if.
infantis y Bif. breve se reemplazan por Bi.
adolescentis mientras que Bif. longum persiste a lo
largo de toda la vida®®. Este cambio en el perfil
podria estar influendado por el consumo de
factores bifidogénicos™. En adultos humanos,
Bifidobacterium se encuentra en un porcentaje
menor gue en ninos (6-36% de la flora total).
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Aunque ciertas espedies de bifidobacterias han

sido relaconadas oon
369,169,261,96,36

infecciones  genito-
y bacteriemia®*.  Bif
dentium es la Unica especie considerada patdgena

urinarias

Fundamentos de la adhesion bacteriana

Para comenzar a ejercer su accion probidtica en
el intestino, es importante que los micro-
organismos sean capaces en cierta medida de
mantenerse adheridos al epitelio al menos
temporalmente, sobre todo en zonas de activa
peristalsis o motilidad de las vellosidades.3”*

Ciertos aspectos fundamentales sobre Ila
adhesion bacteriana se conocen desde hace

14,19,113,242,262,380 y varias evidencias ya

algunos afos
han sido puntualizadas. Primero, la supervivencia
de microorganismos en algunos entornos depende
de la habilidad para adherirse a superficies o
sustratos. Segundo, el proceso de adhesion
involucra una interaccion entre moléculas
ocomplementarias presentes en la superficie del
microorganismo y en el sustrato. Tercero, la
expresion de macromoléculas  microbianas
involucradas en la adhesion se encuentra bajo

ciertos mecanismos de control.

Se entiende por adhesion o adherenda a la
union entre una bacteria y un sustrato de modo
qQue para lograr su separadon haya que entregar
dierta cantidad de energia. En términos generales,
las bacterias se adhieren sélo a sustratos
complementarios, mediante interacciones idnicas o

para el hombre. Se la considera agente etiolégico
de la caries'*%, Redientemente, se han descripto
dos casos de meningitis leve causada por Bif
breve'”,

Couldmbicas, por
330

medio de puentes de
hidrégeno®®, por uniones hidrofébicas!'® o por
medio de ocomplejos de coordinacion que
involucran iones metalicos multivalentes. Hasta el
momento, no se conocen otras fuerzas capaces de
participar en la adhesidn bacteriana. Frecuente-
mente, se dice que la adhesion es altamente
estereoespecifica, es decir que una bacteria se une
a un sustrato sdlo si el sustrato posee derto tipo
de receptor, como por ejemplo un hidrato de
carbono y su lectina. En contraste se dice que la
adhesion no es esterecespecifica cuando una
bacteria hidrofébica se una a un sustrato también
hidrofébico®’. Sin embargo, esta designacion como
inespecifica para la adhesion que no depende de
interacciones estereoespecificas pero si del efecto
hidrofdbico o de interacciones idnicas, es
probablemente una sobresimplificacion. De hecho,
es posible que evolutivamente se hayan
seleccionado determinadas cepas bacterianas de
fenotipo adherente con superficies hidrofobicas o
con superficies que contienen  dominios
hidrofébicos. La complementariedad entre una
bacteria y un sustrato particular no es suficiente
para iniciar la colonizacién de ese sustrato debido
a que es también importante la presencia de
dertos factores como requerimientos nutricionales

- @
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y resistencia a efectos deletéreos de naturaleza
fisica o quimica. El proceso de adhesion estd
probablemente compuesto por una serie de etapas
o factores que incluyen presentacion, orientacion,
y accesibilidad de los receptores y las adhesinas en
las superficies del sustrato y de las bacterias
respectivamente. Mas ain, el proceso de adhesion
podria requerir la participacion de constituyentes
superficiales determinados que interaccionarian en
forma secuencial para lograr dicha interaccién.

Se entiende por adhesina a una molécula
superficial capaz de unirse a un receptor presente
en un sustrato. La mayoria de las especies
bacterianas expresan mas de un tipo de adhesinas
y cada una de ellas posee un sitio activo
comprometido en una interaccion estereoespecifica
con el receptor. Una de las estrategias bacterianas
mas frecuente para lograr adherirse es ubicar sus
adhesinas en la superficie. Los apéndices
superficiales y las estructuras que poseen
adhesinas incluyen fimbrias, fibrillas, capsulas y
otros polimeros secretados, membranas externas y
flagelos, que les oconfieren la capacidad de
interaccionar con los receptores a distancia, formar
complejos y finalmente ubicarse sobre el sustrato.

En principio, las bacterias y la mayoria de los
sustratos biologicos no se pueden adherir debido a
que ambos se encuentran negativamente cargados
y generan una repulsion entre si. Dicha repulsion
es el resultado de la doble capa eléctrica existente
en cualquier sustrato inmerso en una suspension
electrolitica®®. La capa electrostatica que rodea la
bacteria se compone de macromoléculas cargadas

negativamente y ocontraiones cargados positiva-
mente. Se establece asi un potendal elédrico a
través de la doble capa. En el caso de bacterias, el
potencial eléctrico es funcién de su movilidad
electroforéti@ y su carga neta superfidal,
expresados como el potencial zeta de la bacteria.
La naturaleza de los electrolitos que rodean a la
bacteria también afecta el potendal eléctrico de la
doble capa superficial. La extension de la doble
capa eléctrica es generalmente del orden de los 2-
5 nm en buffers fisioldgicos, de manera que las
bacterias son repelidas de los sustratos a
distancias menores de 8-12 nm. Una vez que se
hayan superado las fuerzas repulsivas, entran en
juego las adhesinas interaccionando oon los
receptores para lograr la adhesion. La interaccién
bacteria-sustrato puede involucrar fa union
simultanea de un gran numero de moléculas de
adhesina con una gran cantidad de receptores
complementarios que formarian muchas uniones
individuales logrando asi una adhesion mas

resistente y virtualmente irreversible.

La interacdon adhesina-receptor depende del
arreglo espacial y de la accesibilidad de las
adhesinas y sus receptores en los sustratos. Otros
componentes superficiales pueden interferir en la
accesibilidad de las adhesinas y por lo tanto una
adhesion exitosa dependeria de la expresién y
regulacién de tales moléculas interferentes. Un
ejemplo tipico es la formadén de una cpsula de
polisacarido en la superfide de la bacteria. En
contraposicion, la presencia de moléculas superfi-
cdiales no adherentes ayudan a estabilizar la
interaccion adhesina-receptor.
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Mecanismos moleculares de la adherencia

El dogma central de la adhesién bacteriana
establece que las adhesinas funcionen desde la
superficie bacteriana. En la mayoria de los casos,
las adhesinas son ensambladas en la superficie,
pero en unos pocos, las adhesinas son inicialmente
secretadas en una forma soluble y luego se
asodan a la superficie bacteriana*®. En cualquiera
de los casos las adhesinas deben anclarse a la
superficie bacteriana antes de participar del
proceso de adhesion.

Existen cuatro compartimientos celulares
principales que actian de soporte para las
adhesinas superficiales. Tres de ellos, Ila
membrana citomplasmatica, la pared de peptido-
glicano y la capa S, se encuentran tanto en los
microorganismos Gram (+) con en los Gram (-);
mientras que la membrana externa solo se
encuentra en Gram (-). La estrategia de la bacteria
es exponer las adhesinas sobre alguna de estas
estructuras que de esta manera hacen de puente
entre la bacteria y el sustrato. Muchas especies
poseen apéndices filamentosos que se prolongan
desde la membrana y actian como adhesinas.

Ya que existe una gran variedad de estructuras
superficiales en aquellas bacterias capaces de
adherirse, esto implica un gran espectro de
mecanismos de adherendcia.

Fimbrias o pili bacterianos. Las fimbrias o
fibrillas se encuentran tanto en bacterias Gram (+)
como en Gram (-). En las primeras, se hallan
andadas en la membrana citoplasmatica, mientras

que en las segundas estan andadas en la parte
externa de la membrana externa. Duguid y col.'®
observaron la presencia de apéndices filamentosos
en Escherichia coli y acuiiaron el término Aimbria
del latin fiber, que significa hilo. En 1959, Brinton
sugirid el nombre de pili (del latin que describe
estructuras en forma de pelo) para apéndices
superficiales no flagelares en £. cofi. Actualmente
se usan los dos términos en forma indistinta. El
término fimbria parece tener mas aceptadion
mientras que el término pili se usa para describir
filamentos conjugativos en la mayoria de las Gram
(-). Las fibrillas son también prolongaciones
superficiales de la bacteria, pero poseen algunas
caracteristicas morfoldgicas que las distinguen de

las fimbrias!’>.

Muchas
estreptococos o estafilococos se fijan en la

proteinas  producidas por los

membrana citoplasmdtica mediante uniones
hidrofdbicas y extienden a través de la pared de
peptidoglicano hada la superficie externa su regién
amino teminal'’®®. Estas proteinas pueden
funcionar como adhesinas o0 pueden formar
complejos con otras moléculas que funconen
como adhesinas. Mediante microscopia electrénica
se ha podido determinar que la exposicion de
adhesinas se realiza bajo la forma de fimbrias,
fibrillas o proyecciones de morfologia no definida,
aunque no todas estas estructuras funcionan como
adhesinas.

Se ha definido gran numero de espedes con
fimbrias adhesivas!’’. Las fimbrias de bacterias
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Gram (+) son finas estructuras de 1-3 nm de
didmetro y de longitud variable entre 100 y 400
nm. Se componen de moléculas de proteina
organizadas en forma helicoidal para formar un
dilindro. En la punta de la fimbria se ubican
proteinas que les oonfieren las propiedades
adherentes, que la mayoria de las veces se trata
de lectinas. En muchos aspectos, las fimbrias se
asemejan a los flagelos; sin embargo, las fimbrias
no rotan y no poseen cuerpo basal®™,

Proteinas superficiales (capa S). Una de las
estructuras especializadas que se encuentran en la
mayoria de las Eubacteria y Archaebacteriay que
podria estar involucrada en la adhesion celular y
en el reconocimiento de superficies es lo que se
denomina capa S (capa superfidal). Ha sido
descripta en muchas bacterias Gram negativas
como Campylobacter fetus'®® y en muchas Gram
positivas como Badllus brevis*™, Costridium

symbiosunt’™, 403

Eubacterium  sp. y lacto-
bacilos?*?21381 Ge trata de arreglos regulares de
subunidades presentes como componente mas
externo de las cubiertas celulares. Las capas S
pueden ser consideradas como las membranas
biolégicas mas simples desarrolladas durante la
evolucidn. Generalmente estan compuestas de
pocas espedies moleculares simples de naturaleza
proteica, glicoproteica, dotadas de la capacidad de
disponerse por un proceso entropico en arreglos
bidimensionales, en presencia o0 ausenda de

superfides adherentes.

Aunque en los Ultimos diez afos se ha
acumulado bastante informacién en lo que
respecta a estructura quimica y morfogénesis, muy
poco se sabe de su funcidén espedifica. Al estar
ubicada en la superficie celular, la capa S estaria

involucrada directamente en las interacciones
entre la bacteria y su entomo.

Se pueden distinguir tres categorias de pared
bacteriana que contienen capa S. Archaebacteria
tienen una cubierta de doble capa que consiste en
la membrana plasmatica asodiada a la capa S de
subunidades glicoproteicas. En los Gram (+), seria
la rigida pared de peptidoglicano que es
considerablemente mas ancha que en los Gram (-)
los cuales contienen una membrana externa
compuesta de lipopolisacaridos, lipidos, proteinas y
lipoproteinas. Cuando tienen capa S, esta
representa la estructura macromolecular mas
externa asocdiada a la pared o a la membrana
externa.

Por aplicaciéon de la técnica de criofractura ha
sido posible confimar que la capa S cubre
completamente la superficie celular. Mediante
analisis cristalograficos se pudo determinar la
estructura tridimensional de los arreglos
periddicos: son de estructura hexagonal, cibia u
oblicua.

La extraccion directa de la capa S de la pared
celular se ha logrado mediante el uso de altas
ooncentraciones de urea, doruro de guanidinio
(GnQl), LiCl, formamida, dodecil sulfato de Na
(SDS) y ocasionalmente por accion de agentes
quelantes. Estos ensayos de extraccén
demostraron que las subunidades de capa S en
Gram (+) y Gram (-) se unen no covalentemente
entre ellas y a la pared que las soporta, y que la
integridad estructural de la capa S se atribuye a
una ocombinadon de uniones débiles (uniones
hidrofdbicas, uniones ionicas que involuaan
cationes divalentes o interaccones con grupos
polares y puentes de hidrégeno). Quimicamente la
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capa S se compone de especies polipeptidicas
simples, homogéneas y de alto peso molecular
(40-200 kDa) oon algin componente de
carbohidrato.

Su funcién deriva de que cubre completamente
la superficie celular. Es evidente que tienen

potendial funcion como barreras contra agentes o
factores extemos (acdon de predadores
bacterianos, bacteriéfagos), como medio de
mantenimiento de la forma celular 0 como un
promotor para la adhesion celular, fenémeno
visible como autoaglutinacion o reconocimiento de
superficies epiteliales*®,

éComo se adhieren los micoorganismos probioticos?

A pesar de recientes experimentos /i vitro con
bacterias probidticas sobre células intestinales
humanas en cultivo utilizadas como
modelo?*%¢7114 '|os factores superficiales de estas

bacterias todavia deben ser caracterizados.

Diferentes mecanismos han sido propuestos y
parece que la adhesion de lactobacilos vy
bifidobacterias no dependen de un Unico y ubicuo
mecanismo. Algunos mecanismos que involucran
proteinas 0 componentes proteicos como
mediadores de |a adhesion han sido sugeridos para
algunas cepas de Lactobadilus, incluyendo Lb.
Jjonsonii La1%, Lb. acidophilus BG2F04%” y LB12%,
Lb. fermentum 104" y Lb. aispatus JCM 5810+,
Suegara y col.*! también sugirieron que son
proteinas las involucradas en la adhesion de tales
bacterias a estomago de rata /n vitro, avalado
también por resultados de Conway y col.*® En la
adherencia de la cepa Lb. fermentum 104-S a
epitelio de estdmago porcino estan involucradas
tanto proteinas como hidratos de carbono!821%3,
Sin embargo, Sherman y Savage®* postularon que
cepas de Lactobadllus se unen a células del

epitelio de estdmago de ratdn a través de

macromoléculas que median la adhesion epitelial
en otras bacterias Gram (+). Esto se logra
mediante complejos macromoleculares compuestos
por &cidos lipoteicoicos (ALT) y proteinas®*2%7,
Wadstrom y ool.*' exploraron el rol de la
hidrofobicidad superficial en la adherenca de
lactobacilos: un tratamiento con proteasas
disminuye la hidrofobicidad superficial y la
adherencia. De todas maneras, la adherencia de
estos microorganismos puede ser un proceso de
mas de una etapa desde las atracciones
electrostaticas hasta la formacion de fibrillas y
microcapsulas compuestas de polisacaridos acidos,
como fue observado por Fuller y Brooker'%.

La importancia de ALT como mediadores de la
adhesion de Lb. spp o de otras bacterias a células
sido  demostra-
da'657:309,315423,424.394 £ algunos casos se cree que

epiteliales también  ha

existe un polisacarido externo que media la
adherencia!>*373, La adhesién de Lactobadilus
spp. a células epiteliales también depende de la
fisiologia de la bacteria y pardmetros fisicoquimicos
que pueden ser modificados por las condiciones de
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cultivo” %3233, También puede ser que el pH sea
un factor a tener en cuenta!67/184166,

Un trabajo publicado por Lin y Savage®*
relaciona el fenotipo adherente de lactobacilos a
elementos genéticos extracromosdmicos sobre la
base de que sdlo diez de las veinte cepas
estudiadas contenian plasmidos de aprox. 90 MDa
Y que estas cepas fueron adherentes a epitelio
queratinizado de estomago murino®’. En algunos
casos existe espedificidad en la adherencia!>*?,
Lactobacilos aislados de aves fueron capaces de
adherirse a células epiteliales intestinales de pollo
in vitro y no asi las cepas provenientes de

mamiferos'¥,

Poca es la informacion disponible acerca de los
mecanismos de adherencia de Bifidobacterium,
pero es posible que la adhesion a células
intestinales se encuentre impulsada por un alto
nivel de acidos grasos y addos lipoteicoicos. La
fuerte carga electrostatica de los polisacaridos
también favorece la adhesion de paredes
celulares®®*3”>, Bif. longum ATCC 15707 produce
exopolisacaridos ricos en glucosa y galactosa y
addos urdnicos (hexosaminas) en una relacion
4:4:1'. No se descarta la participacién de factores
proteicos en la adherencia de estas bacterias al
epitelio intestinal®*!.

Metodologia y modelos para el estudio de Ia adhesion bacteriana

La importancia de la adhesién y colonizacion
microbiana fue realmente apreciada desde que se
cuenta con técnicas moleculares para analizar los
modelos y mecanismos de la interaccion célula-
sustrato. Sin embargo, hasta el momento no se
cuenta con un sistema experimental que por si
solo pueda ser utilizado para caracterizar todos los
aspectos de dichas interacciones. La mayoria de
las técnicas empleadas actuaimente ofrecen
informacion parcial, generalmente sobre eventos
particulares de wuna complicada serie de
interacciones. A continuacion se hace una breve
referendia en cuanto a los métodos utilizados en el

estudio de la adhesion.

El desarrollo de un sistema modelo para el
estudio de la adherencia bacteriana persigue tres
objetivos principales: (1) desarrollar una forma de
caracterizar un sistema natural; (2) determinar
propiedades de las adhesinas y/o sus receptores; y
(3) evaluar el rol de moléculas que contribuyen al
proceso de adhesion, pero que no participan
directamente como lo hacen las adhesinas o los
receptores.

Los sistemas modelo con que actualmente se
cuenta para el estudio de la adhesion se pueden
ordenar jerarquicamente como se ilustra en el
siguiente esquema:
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MODELO

Particion en interfases hidrocarburo-agua

Union a superficies sélidas cubiertas con:

-buffers, solventes o sales

-componentes derivados del entorno o

de una sonda hidrofSbica

Agregacion de particulas naturalmente o artificialmente

cubiertas con componentes que poseen similaridades

estructurales con los del ambiente natural

-hemaglutinaciéon

-agregacion de levaduras

-agregacioén de particulas de latex

Unioén a

-cultivo de tejidos

-células exfoliadas

-tejido extraido

Tejidos extraidos luego de una inoculacién in vivo

NATURAL

Figura 3. Sistemas modelo empleados cominmente en el estudio de la adhesién de microorganismos a
entomnos naturales' Reproducido de I. Ofek and R. J. Doyle®™

En un extremo se citan modelos utilizados para
monitorear la presencia de moléculas superficiales
involucradas en la adhesion, y en el otro extremo
se citan aquellos modelos aplicados en el estudio
de la adherencia de bacterias sobre superficies
blanco. Los sistemas de monitoreo asumen que las
moléculas que participan de la interaccion juegan
un rol en la adhesion de bacterias a superfides
blanco. Esta consideracion debe ser validada para
cada especie bacteriana mediante ensayos de
correlacion apropiados.

Existen otros sistemas disponibles que pueden
ser utilizados para ensayar la expresion de
adhesinas o receptores. En el caso de adhesinas
bacterianas, la unién a superficies recubiertas con
macromoléculas derivadas del entorno es una
técnica simple y muy util especialmente cuando la
espedificidad del receptor de las adhesinas no ha
sido todavia caracterizado. Estas macromoléculas
pueden ser componentes de la matriz extracelular
(CME). Los CME pueden ser complejos y estar
compuestos  por variedad de
proteinas/glicoproteinas e hidratos de carbono
como la laminina, fibronectina, colagenos, vitro-

22/

una gran
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nectina, heparina, etc.??*7115 Cada uno de estos
componentes es estructuralmente complejo y
compuesto por multiples dominios funcionales. Su
amplia distribucién en el cuerpo del huésped los
hace buenos candidatos como receptores de
microorganismos que posean la capacidad de
colonizar nichos. Es mas, muchos microorganismos
se unen a uno o mas CME a través de
interacciones especificas’*%4%:253, sjn  embargo
son pocos los componentes de que han
identificado o caracterizado. Es posible que un solo
CME posea muchos posibles receptores para una
gran variedad de ligandos bacterianos como ocurre
en Vibrio cholerae *’ y Escherichia coli '3* que se
unen a fibronectina pero en dos regiones
diferentes.

lectinas
superfidales, la agregacion o aglutinacion de

Para bacterias con supuestas
particulas recubiertas de glicoconjugados o de
células con estructuras carbohidratadas especificas
en su superficie es el modelo de eleccion®®8, La
reaccion de hemaglutinacion se utiliza frecuente-
mente como sistema de saeening para ciertas
enterobacterias debido a que la superficie de los
eritrocitos se asemeja a la de los tejidos
normalmente colonizados por dichas bacterias!?,
La hemaglutinacion inducida por bacterias es
generalmente simple de realizar y se inhibe
facilmente por moléculas simples. Mas aln, debido
a que los eritrocitos son ricos en glicoconjugados
superfidales, los globulos rojos constituyen una
herramienta valiosisima para determinar actividad

de lectinas sobre la bacteria.

Los otros sistemas descriptos en la Figura 3
fueron disefiados principalmente para caracterizar
la adhesion a superficies naturales o a células
vivas. En oposicion a los sistemas de monitoreo, la

adhesion a superfides blanco naturales a nivel
molecular es mas compleja, especialmente en el
caso de la adhesion a células animales u otras
superficies recublertas con macomoléculas. Los
sistemas de cultivo de tejidos ofrecen algunas
ventajas como la uniformidad celular, la reprodud-
bilidad entre ensayos y la simplicidad de los
experimentos. Sin embargo, poseen dertas
desventajas considerando que las células en
cultivo pueden tener superficies diferentes a las de
las parentales especialmente en relacdén a la
distribucion y accesibilidad de los receptores.
Algunos investigadores han utilizado drogas,
anticuerpos y enzimas para modificar la superficie
de la monocapa de células en cultivo previamente
al ensayo de adherencia. Estas variables han
contribuido notoriamente en la elucidacion de la
naturaleza de los receptores de adhesinas
bacterianas.

Las células exfoliadas o saaped cells son muy
Utiles cuando el objetivo es estudiar las
propiedades
normalmente colonizan esos tejidos'”’. La deven-

adherentes de bacterias que

taja reside en la dificutad en mantener la
viabilidad de las células por largos periodos de
tiempo. Mas aun, estas células albergan microbiota
normal que podria ocupar los sitios que se estan
estudiando.

El modelo mas natura/ con que se cuenta lo
componen extractos de tejido aunque sélo se han
utilizado de fuentes limitadas (biopsias) Yy
generalmente se ha aplicado a segmentos
determinados del tracto gastrointestinal.'?4%° El
sistema Jin vivo utilizando la inoculacién de
animales de laboratorio o voluntarios humanos
pareceria aproximarse al sistema natural éptimo,
pero también presenta desventajas. Luego de la
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inoculadén de los animales, es frecuente la
necesidad de sacrificarlos, extraer los tejidos de
interés y determinar el grado de adhesion.
También es necesario contar con una poblacion de
animales lo suficientemente grande que provea

Infecciones del tracto gastrointestinal

En el hombre, la enteritis aguda o colitis puede
ser causada por una gran variedad de
microorganismos incluyendo hongos, protozoarios,
virus y bacterias. Aunque las formas virales son las
mas  frecuentemente  diagnosticadas, las
infecciones del intestino grueso por patdgenos
bacterianos son un serio problema dlinico. En la

Figura 4 se muestran los principales agentes

Campylobacter EPEC

V. cholerae

Cryptosp.

ETEC Salmonella

datos estadisticamente representativos. En
contraste, los sistemas /n vivo son excelentes para
confirmar datos obtenidos con otros modelos que
utilizan blancos artificiales*?>.

causantes de infecciones intestinales. En términos
generales, la mayoria de los agentes infecciosos
pertenecen al grupo de verdaderos patogenos
definido por Berg, que se ha discutido
anteriormente (pag. 11), y pueden ocasionalmente
perturbar la homeostasis intestinal generando un

severo cuadro diarreico.

Shigella
Rotavirus

Desconocido

Figura 4. Agentes etiolégicos mds importantes en las infecciones gastrointestinales humanas.
Estadisticas obtenidas de la World Health Organization en 1990. EPEC, £. colj enteropatdgena; ETEC E.

cali entero-toxigénica.

Los patégenos intestinales manifiestan una
gran variedad de factores de virulencia que les
permiten superar las defensas del hospedador. Los

microorganismos enteroinvasivos se multiplican
dentro de los enterocitos o colonocitos y causan
finalmente la muerte celular. Ejemplos de esto lo
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muestran £. cofi, salmonelas, shigelas, yersinias,
vibrios y aeromonas. Otros patégenos como las
cepas EPEC (£. coli enteropatogénica) y ETEC (£.
oli enterotoxigénica) son citotdxicas. Ellas
secretan una variedad de agentes dirigidos a
causar la muerte celular alterando el equilibrio
osmético de los enterocitos. Muchos poseen ambas
caracteristicas: son enteroinvasivos y entrotoxi-
génicos. Otras bacterias que causan inflamacién
tienen propiedades altamente adhesivas como la
ETEC (enterotoxigénica) o EAEC (enteroagrega-
tiva) que se unen fuertemente a la mucosa

intestinal.

Durante la evolucién, el hombre ha desarrollado
mecanismos de defensa contra estos micro-
organismos invasores. Los mecanismos no
inmunoldgicos mas importantes involucran la
secrecion gastrica, la motilidad intestinal, la
produccién de lisozima, la secrecién pancreética y
la bilis. Las mucinas constantemente secretadas

por el intestino son una efidente barrera contra la

Probioticos vs. Patogenos

Desde el punto de vista de las propiedades
nocivas, las bacterias intestinales pueden estar
involucradas en la manifestacion de infecciones
localizadas o sistémicas, putrefaccion intestinal,
formacién de toxinas y en la produccién de
substancias mutagénicas o carcinogénicas. Alterna-
tivamente, algunos microorganismos intestinales
como las bifidobacterias y los lactobacilos,
confieren propiedades saludables como produccion

de vitaminas, estimuladén del sistema inmune a

invasién y la oolonizacién®®. Pero la forma de
defensa mas importante del intestino grueso la
compone la flora autdctona. Esta forma de
resistencia a bacterias desconocidas, ampliamente
estudiada en animales gnotobidticos, es la
responsable de la estabilidad a largo plazo de la
microbiota intestinal. Mas aun, su accién ha sido
convincentemente demostrada en humanos en los
que pacientes con colitis asocdada a Costridium
diffigle han manifestado una recuperacién exitosa
luego de una reinstalacion de la flora con

suspensiones fecales de dadores sanos*!%,

Sin embargo, estas defensas pueden ser
superadas por microorganismos  patogenos
generando un cuadro diarreico. Esto puede
aparecer debido a toxinas generadas por el
patdgeno, factores del entorno, inmunidad local,
interacciones entre microorganismos, la edad, el
estrés, una enfermedad subyacente del hospeda-

dor o el efecto de la quimioterapia®3!,

través de mecanismos no patogénicos, disminucion
del nivel de triglicéridos e inhibidén del
crecimiento y establecimiento de especies micro-

bianas nocivas.

Un rol importante de la flora probidtica
relacionado con la resistencia a la colonizacién se
basa en la reduccion de actividades metabdlicas de
las especies patdgenas. Existen varios mecanismos
mediante los cuales componentes de la flora
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benéfica generan dicha resistenda a la
colonizacion. Las bacterias anaerdbicas facultativas
mantienen un bajo potencial redox en el colon
utilizando rdpidamente trazas de O, que difunden
intestinal.  En
microorganismos anaerobios facultativos (coli-
formes, estreptococos, estafilococos) que aparecen

durante los primeros momentos de vida, reducen

al  lumen neonatos, los

el potencial redox a medida que desarrollan en el
intestino, permitiendo la subsiguiente colonizacion
por las bifidobacterias y eubacterias'®

Los acidos organicos son los principales
productos de fermentacion en el colon y a su vez
son inhibidores de ciertas bacterias invasivas,
induyendo especies potencialmente patdgenas*®.
Se cree que dichos productos de fermentacién
disminuyen el pH intestinal a niveles a los cuales
las especies invasivas son incapaces de competir
efectivamente. La produccion de acidos y el
mantenimiento de un bajo potencial redox sumado
al hecho de la competencia por nutrientes y sitios
de adhesion disponibles en la mucosa intestinal
son factores importantes que determinan la
composicion de la flora, causando una rapida
eliminacién de las especies que son incapaces de

competir.

Las interacciones entre las bacterias que
determinan que un microorganismo particular sea
indigena del colon o transitorio en el contenido
luminal no estan daros hasta el momento. Sin
embargo, algunas bacterias producen sustancias
gue ayudan a proteger su nicho ecoldgico. Estos
productos pueden ser analizados sobre la base de
si su actividad es prindpalmente contra géneros
taxonoémicamente relacionados o de si su accion es
dirigida a miembros de la misma especie. El
ejemplo mads conoddo es la secredon de

bacteriocinas por Escherichia coli. Esta colicina, de
bajo peso molecular es efectiva contra otras cepas
de £. coliy contra enterobacter'®s,

Muchos investigadores han reportado la
capacidad de bacterias addolacticas de producir
antibacterianas  activas  contra
organismos patdgenos?’?, Se pueden agrupar en
dos categorias:

sustandias

s productos de fermentacion
incluyendo metabolitos primarios, como adido
lactico, diéxido de carbono, diacetilo y

peréxido de hidrégeno®;

bacteriana,

bacteriocinas, compuestos proteicos que
manifiestan actividad contra otras bacterias

relacionadas.

Hasta el momento se han reconocido tres
grupos diferentes de bacteriocinas®: péptidos
pequefios estables, péptidos
grandes termolabiles y péptidos modificados como
los lantibidticos. Los lactobacilos, lactococos,
pediococos, bifidobacterias, leuconostoc, estrepto-
cocos Y enterococos son productores de bacterio-
cinas®!>!, Los trabajos de Dodd y Gasson® y de
De Vuyst y Vandamme® hacen una buena

térmicamente

discusion sobre las propiedades de algunas
bacteriocinas, cepas productoras, informacion

genética asociada y micoorganismos blanco.

La lactodna 27, producida por Lb. helveticus
LP27, es un complejo macromolecular compuesto
por proteinas y lipopolisacaridos con actividad
bacteriostatica hacia otros lactobacilos*®. Otra
cepa de Lb. helveticus produce helveticina J, una
bacteriodna termolabil??** mientras que Lb.
helveticus CNRZ450 secreta un complejo pequefio
también con actividad bacteriostdtica hacia un

—— . Q
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estrecho rango de bacterias relacionadas*®. Dos
especies de Lb. addophilus, N2 y 11088, producen
una sustancia antimicrobiana conocida como
lactacina B y F respectivamente'!, en tanto que la
curvacina C ha sido aislada de Lb. curvatus
LTH1174. Esta bacteriocina causa la lisis de otros
lactobacilos y de contaminantes de alimentos como
las carnobacterias y las listerias*®. Itoh y col.?%
demostraron que la gassericina A, producida por
Lb. gasseri, es bactericida contra Listeria
monocytogenes y otros patégenos entéricos. Hasta
el momento no se han detectado bacteriocinas
contra bacterias Gram (-).

Bifidobacterium también produce sustancias
antagonistas del crecimiento de otras bacterias'®.
El mecanismo mediante el cual esto ocurre ha sido
atribuido a la generacion de productos de
fermentacion acidos (acetato, lactato) durante el
crecimiento. Sin embargo, Anand y col.* y
Mantere-Alhonen y col.?®® han demostrado que las
bifidobacterias (Bif. bifidumy Bif. longum) podrian
también inhibir de una forma independiente del
pH. Esto ha sido confirmado por Gibson y Wang'™!

en una serie de estudios que involucran ensayos

de cocultivos en fermentadores continuos y en
batch. Ellos hallaron que extractos de sobrena-
dantes de ocho especies diferentes de bifidobac-
terias inhibian directamente el crecimiento de un
amplio rango de patdgenos intestinales induyendo
bacterias pertenecientes a los géneros Salmonella,
Shigella, Listeria, Escherichia, Vibrio, Campylo-
bactery Qostridium.

En sintesis, un gran nimero de actividades ha
sido propuesto como mecanismos responsables de
la eliminacidon de microorganismos foraneos por
parte de bacterias tanto autoctonas como
probidticas. Estas incluyen: competencia por
nutrientes presentes en cantidades limitadas,
produccion de metabolitos que inhiben Ia
multiplicaciéon de patdgenos, estimulacién de las
defensas del hospedador, generacidn por parte de
los probidticos o de la flora autdctona de
afecten
negativamente a los patogenos y la competencia

ocondiciones  microambientales que

por sitios de unién al epitelio intestinal. Uno o
varios de estos mecanismos pueden estar
operando a la vez.
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OBJETIVOS GENERALES

Para el presente trabajo de Tesis se plantearon los siguientes objetivos generales

#% Desarrollar un método cuantitativo para la
determinaciéon de  bacterias  del
Bifidobacterium y evaluar su aplicabilidad en
estudios de adherencia y como herramienta en la
cuantificacién en productos probidticos

género

#% Estudiar dos aspectos relacionados con el
caracter probidtico de cepas de Bifidobacteriurm.
las propiedades superficales que permitiran
especular sobre la capacidad de adherencia
intestinal; y la capacidad de competir con bacterias
patdgenas. Ambos estudios se exploraron en

ensayos /n vitro.
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CAPITULO T

n los anos que sucedieron a los
trabajos de Metchnikoff’¢, el
concepto de probidtico ha sido
aceptado  por
oconsumidores en todo el mundo, lo

cientificos vy

que desencaden¢ la evolucidn en la produccion de
productos fermentados desde las leches acidas
tradicionales a las preparaciones conteniendo
microorganismos con potencial efecto benéfico. A
pesar del esfuerzo invertido para elucidar y definir
el efecto probictico, se debe admitir que poco se
conoce sobre la forma en que los probidticos
acttan.

Sin embargo, es conveniente que para lograr
los denominados efectos benéficos, los
microorganismos lleguen vivos al intestino
considerando que el estdbmago y el duodeno
representan un ambiente hostil a superar. Mas
aun, aunque logren superar estos obstaculos, la

activa peristalsis de algunas areas podria eliminar
a los microorganismos incapaces de permanecer
adheridos como colonizadores o de tener una alta
tasa de
dilucion®*163230139  ga deduce de esto que la
administracién de probidticos en una dosis
adecuada es crudal. A pesar de que varios
investigadores han sugerido la administracién de

crecimiento para evitar la

una cantidad superior a 10° microorganismos/g por
dia®’** para observar algun efecto evidente, no
existen evidendas inequivocas que indiquen cual
es la dosis minima de probidtico para lograr una
respuesta probidtica completa. En Japon, la
Fermented Milk and Lactic Acid Beverages
Association ha estableddo un minimo de 10’
bifidobacterias vivas/ml en productos lacteos
frescos?®. La Swiss Food Regulation, la
International Standard of FIL/IDF y el MERCOSUR
requieren que tales productos contengan mas de
10° UFC/9201,274,396.
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Las preparaciones probidticas varian en la
forma en que se encuentran en el mercado,
afectando consecuentemente su performance.
Existen actualmente mas de veinte productos
probidticos en el mercado britanico'® y son
alrededor de 5 las compaiiias norteamericanas que
comercializan productos con lactobacilos vy
bifidobacterias en los Estados Unidos®®’. La
utilizacidn de Bifidobacterium en productos
probidticos se encuentra mas desarrollada en
Japdn que en Estados Unidos. Hacia 1984 existian
ya alrededor de 53 productos conteniendo
Bifidobacterium en el pais asiatico™®. En la
Argentina, por el contrario, sdlo durante estos
ultimos afios se han puesto en el mercado
productos nacionales conteniendo lactobacilos
probidticos y hacia 1995 se ha permitido la entrada
de productos importados como Yakult. En la
década del 80 el Dr. Oliver y su equipo de
colaboradores, comenzd en Tucuman el desarrollo
de una leche probidtica conteniendo una cepa de
Lactobadillus addophilus y Lb. casei. La tecnologia
desarrollada para producir la "Leche Bio" en
acuerdo ocon la empresa lactea Sancor
Unidas Limitada, se vende
actualmente en varios paises de Latinoamérica,

Cooperativas

incluyendo Colombia, Ecuador y Venezuela. En
conjunto con la firma Christian Hansen, que se
encarga de la multiplicacién de las cepas a nivel
industrial, se planea exportar la tecnologia a
empresas de Holanda, Puerto Rico y México.
Desde fines de la década del 80, la compaiiia
Gandara comerdaliza yogures y leches cultivadas
conteniendo probidticos. Algunos productos de la
linea La Serenisima contienen el fermento
Lactobadillus GG con probados  efectos
probiéticos. !

Los productos probidticos pueden presentarse
también como polvos, tabletas, pastas o aerosoles
con diferentes excipientes para mantener las
preparaciones en las oondiciones requeridas. El
tipo de preparacion empleada es determinado por
la forma en que se pretende utilizar el probidtico o
por su via de administracién'*, pero todas ellas
adecuados de
microorganismos viables. En especial, las
bifidobacterias han demostrado ser particular-
mente sensibles a las condiciones de almacena-

deben asegurar niveles

miento y a los métodos de preparacion. De ahi que
el mantenimiento de la viabilidad de las
bifidobacterias que redunde en una vida il
aceptable haya sido un gran desafio para las
industrias lacteas.

A pesar de que muchas entidades recomiendan
una concentracion minima de bifidobacterias para
recibir los potenciales efectos benéficos de estos
microorganismos, no existen recomendaciones
sobre una metodologia oficial que asegure una
enumeracion precisa de las bacterias de este
género**®. Como las bifidobacterias son agregadas
al producto fermentado generalmente en una
etapa final y presentan alta sensibilidad al oxigeno
y los bajos pHs, el recuento de bifidobacterias ha
causado siempre controversia®*®. En consecuendia,
es muy importante contar con una metodologia
sensible y especifica que permita la enumeracion
de bifidobacterias presentes en productos lacteos o
preparaciones probidticas.

Las bacterias del género Bifidobacterium son
cominmente enumeradas mediante recuento de
viables en medios especificos!®-#42 Cuando se
analizan preparaciones polimicrobianas, es
aoconsejable contar con un medio selectivo que

reduzca el crecdmiento de microorganismos

qk
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concomitantes que podrian inhibir el desarrolio de
las Dbifidobacterias por sobrecrecimiento o por
liberacion de sustandias téxicas. Entre estos
medios han sido propuestos medios sdlidos
selectivos conteniendo  vitaminas, Lid vy
agentes selecti-
v *9/200:302,349,398446,58 | Go caracterizan también por

contener sustancias que disminuyen el potencial

antibiéticos ocomo

redox (por ejemplo, cisteina, cistina, &acido
asoorbico, sulfito de sodio). Algunos tienen una
sola fuente de carbono diferente de la fermentada
por bacterias lacticas, como agente selectivo para
inhibir el crecimiento de estas bacterias®®. Sin
embargo, estos medios basados en la capacidad
de las cepas de fermentar azlcares especificos
tienen la desventaja de alcanzar solo una
selectividad parcial considerando que no todas las
bifidobacterias tienen el
fermentacion e inclusive algunos lactobacilos

mismo perfil de

pueden fermentar el azicar seleccionado!®3 2%,
Sonoike
transgalactosilados (TOS) como uUnica fuente de

y ©ol.® tilizaron oligosacaridos
carbono para preparar un medio selectivo para
Bifidobacterium en una poblacion mixta con
Lactobadillus y Streptococcus, ya que estos ultimos
son incapaces de utilizar TOS. Wijsman y col.*®
modificaron este medio agregandole antibidticos y
LiCl. Los laboratorios Christian Hansen han
propuesto una metodologia para realizar recuentos
diferenciales de rutina en leches fermentadas,
quesos y yogures®. Sin embargo, esta metodologia
involucra la utilizacidén de varios medios de tediosa
preparacion. El trabajo publicado por Charteris y
ool.®® ofrece una buena descripcién de otros
medios utilizados para diferenciar Bifidobacteriurn
en poblaciones mixtas como starters de yogures y

quesos.

Desde su primera descripcidon por Tissier a
principios de este siglo*®, la ubicadén
taxonémica de las bifidobacterias ha causado
polémica. Actualmente, este género puede ser
diferenciado de bacterias pertenedentes a grupos
oomo Lactobadillus, Actinomyces y corinebacterias
anaerdbicas por medio de una ruta metabdlica
particular, el "bifid shunt"™* cuya enzima dave es
la fructosa-6-fosfato fosfocetolasa (F6FFC). En
oonsecuencia, la demostracion de actividad
fosfocetolasa sirve como herramienta taxondémica
en la identificacion de este género. Esta enzima
dave en la fermentaddn glicolitica produce la
ruptura de la fructosa-6-fosfato para originar
acetilfosfato y eritrosa-4-fosfato. El residuo acilo
del anhidrido puede ser convertido en acido
hidroxdmico por reaccién con hidroxilamina®2. El
acido hidroxamico reacciona con Fe*? originando
un complejo rojo-purpura que ha sido utilizado
para la deteccion de la actividad de la

3896192337378 por  consiguiente, la

enzima
demostracion de la presencia de esta via puede ser
utilizada como método cuantitativo siempre que se
establezca una proporcionalidad entre la actividad
enzimatica y la biomasa bacteriana. Esta
aproximacion fue explorada como uno de los
objetivos del presente trabajo de Tesis. Otros
autores han puesto en evidencia la participacion de
esta via mediante témicas de resonancia
magnética nuclear (NMR) utilizando 3-C'*-glucosa

como sustrato.

Considerando que muchas cepas del género
Bifidobacterium presentan la propiedad de ser
autoagregantes®”’, un método basado en la
medida de la actividad enzimatica eliminaria los
inconvenientes encontrados en  metodologias
basadas en recuento de viables o medidas
turbidimétricas. Por otro lado, la F6FFC es una

%
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enzima presente solamente en Bifidobacterium y
en coonsecuencia podria utilizarse como
herramienta cuantitativa inclusive en presencia de

otros microorganismos.

Como se comento anteriormente, la adhesion al
epitelio intestinal es un importante factor a
considerarse en la seleccion de bacterias
probidticas. Una aplicacion de un método basado
en la cuantificacion de bifidobacterias mediante la
medida de la adtividad enzimatica seria la
estimacion cuantitativa de la adherencia de
Bifidobacterium a monocapas de células epiteliales
en cultivo. La medida de la actividad de la F6FFC

permitiia determinar sin inconvenientes Ia

cantidad de bacterias adheridas considerando su
ausencia en células humanas o animales que
normalmente se utilizan como modelos para
estudiar la adherencia bacteriana.

Muchas veces sucede que el caudal de
muestras a procesar supera la capacidad operativa
técnica, por lo que es deseable encontrar una
alternativa que permita también una medida
cuantitativa de las bacterias de este género. Una
estrategia atractiva es utilizar el ampliamente
conocido método estadisticoc de recuento
denominado Numero Mas Probable (NMP) en
combinacién con la determinacién de la actividad
de la F6FFC.
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Objetivos

En la primera etapa del presente trabajo de Tesis se plantearon los siguientes objetivos:

Desarrollar una metodologia que permita la
cuantificacién de  bacterias del  género Estudiar la aplicacion de la técnica desarroliada
Bifidobacterium de manera precisa y especifica para la cuantificacion de bifidobacterias en
mediante la deteccion de la actividad de la enzima productos lacteos.
fructosa-6-fosfato fosfocetolasa (F6FFC).

Aplicar la metodologia desarrollada a Ila
determinacion cuantitativa de Bifidobacterium
adheridos a sustratos bioldgicos o inertes.
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Metodologia

PARTE 1: Determinacion de la factibilidad de la utilizacion de la medida de actividad de F6FFC

para la cuantificacion de Bifidobacterium

Cepas bacterianas y condiciones de
crecimiento. Se \tilizaron las cepas de
Bifidobacterium de las siguientes especies:
Bifidobacterium pseudolongum CIDCA 531, Bif
breve CIDCA 532, Bif. bifidum CIDCA 533, CIDCA
536, CIDCA 537, CIDCA 5310 y CIDCA 5311 y Bif.
infantis CIDCA 538. La cepa CIDCA 531 fue aislada
en nuestro laboratorio a partir de un producto
comercial'®® mientras que las demas cepas fueron
aisladas a partir de materia fecal de neonatos
sanos'®**?_ En la Tabla 1 se detalla el origen de
las cepas de Bifidobacterium utilizadas en este
trabajo de Tesis. Las cepas fueron identificadas
previamente sobre la base del perfil de
fermentacion de azlcares, patron de proteinas
totales, actividad de F6FFC, etc.3?. Las cepas Bif.

bifidum CIDCA 533, Bif. bifidum CIDCA 536 y Bif.
infantis CIDCA 538 pertenecen actualmente a la
coleccion de Nestlé bajo la denominacién NCC 235,
NCC 189 y NCC 200 respectivamente.

Las bacterias se conservan normmalmente en
suspensiones stock a -80 °C con 10% de glicerol
estéril. Para este trabajo las cepas se propagaron
dos veces inoculando 100 ul de la suspension
congelada en 10 ml de medio Triptone-Phytone-
Yeast extract (TPY)”’ o de Man Rogosa Sharpe
(MRS)* segiin corresponda, suplementado con
dsteina 0.05%, y luego un segundo cultivo al
0.01% en el volumen que se desea utilizar. Los
cultivos liquidos de bifidobacterias se incubaron en
condiciones anaerdbicas a 37 °C hasta alcanzar la

T
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fase estacionaria. Esta fase se alcanza en
diferentes momentos dependiendo del medio de
cultivo. La cosecha en medio MRS se realizd a las
24 horas y en TPY a las 48 horas. La composicién

de los medios de cultivo, de los colorantes y la
descripcion de la obtencién de las condiciones
anaerdbicas se encuentran en el Apéndice 1.

Tabla 1. Origen de las cepas de Bifidobacterium utilizadas en este estudio (Reproducida de

GAmez Zavaglia y col.'®* y Pérez y col.’?)

Cepa’ Especie®
CIDCA 531 Bif. pseudolongum
CIDCA 532 Bif. breve
CIDCA 533 (NCC 235) Bif. bifidum

CIDCA 536 (NCC 189) Bif. bifidum

CIDCA 537 Bif. bifidum
CIDCA 538 (NCC 200) Bif. infantis
CIDCA 5310 Bif. bifidum
CIDCA 5311 Bif. bifidum
CIDCA 5312 Bif. breve
CIDCA 5313 Bif. bifidum
CIDCA 5314 Bif. breve
CIDCA 5315 Bif. adolescentis

Fuente® Edad®  Alimentacion

leche fermentada

leche materna +

a 2m2d formulada
a om 2d leche materna +
formulada
b 1m 5d leche materna
b 1m 5d leche materna
c 21d leche materna
d 6d leche materna
d 6d leche materna
d 6d leche matema
d 6d leche materna
d 6d leche materna
e 3m leche materna

® Todas las cepas aisladas dieron reaccion positiva para la fructosa-6-fosfato fosfocetolasa
® Determinado por patron de fermentacion de azucares y perfil de proteinas totales
¢ Cepas con la misma letra fueron aisladas de la misma muestra de heces de neonato

? La edad se expresa en meses (m) y en dias (d)

Como controles de pureza de rutina de los
cultivos de bifidobacterias se realizaron los
siguientes analisis:

Estrias del cultivo en agar TPY o MRS incubado
a 37 °C en aerobiosis; la presencia de desarrollo
implica

microbiano en estas condiciones

contaminacion del cultivo.

Evaluacidn de las caracteristicas macroscopicas
bifidobacterias

(autoagregacion, adherencia al vidrio, etc.)

tipicas del cultivo de

Microscopia Optica de extendidos coloreados
con cristal violeta con el objeto de verificar la
morfologia tipica (formas bifidas, pleomorfismo,

agregados, etc.)
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En general, salvo que se indique lo contrario,
los cultivos liquidos se procesaron de la siguiente
manera:

1) Centrifugar el cultivo a 10000 g (Sorvall RC-5B,
DuPont Co., Wilmington, DE) durante 10 min a
4 °C.

2) Descartar el sobrenadante y lavar el pellet dos
veces ocon buffer PBS (phosphate buffered
saline) conteniendo 6.8 g/l KH,PO,, 8.5 g/l
CINa, pH 7 (Sigma Chemical Co., St Louis,
MO). Los lavados se realizaron centrifugando a
10000 g por 10 min a 4 °C cada vez.

3) Descartar el sobrenadante y resuspender las
células en PBS. Estas suspensiones stock se
llevaron a una cantidad aproximada de 10
mg/ml stock). Estas
suspensiones se prepararon cada vez de

(suspensiones

cultivos frescos y mantenidas a temperatura
ambiente por no mas de 4 hs hasta el

momento del ensayo.

Determinacion de actividad de la enzima
F6FFC.

Reactivos:

1) Buffer fosfato (KH,PO;) 50 mM pH 6.5
suplementado con cisteina 0.05% p/v

2) NaF 6 mg/ml + iodoacetato de Na 10 mg/mi

3) Hidroxilamina-HCl 13.9% en H,0O neutralizada
ocon NaOH hasta pH 6.5

4) Adido tridoroacético (TCA) 15% p/v en H,0

5) HA4M

6) FeCl;. 6H,0 5% p/v en HA 0.1M

7) Fructosa-6-fosfato (sal disddica, 98% de
pureza) 80 mg/ml en H,0O

Los reactivos provienen de Sigma (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) a no ser que se
indique lo contrario.

Procedimiento: Se utilizé una modificacién del
procedimiento  descripto
Trovatelli*’8:

por Scardovi vy

1) Cosechar las bacterias y lavarlas dos veces con
buffer (1), resuspender en 1 ml de buffer (1)

2) Sonicar en frio durante 15 min

3) Agregar 20 ul de reactivo (2) y 10 pul de
reactivo (7) a 60 ul de sonicado

4) Incubar 30 mina 37 °C

5) Detener la reaccion con 70 pl de reactivo (3)

6) Incubar 10 min a temperatura ambiente

7) Agregar 40 pul de reactivo (4) y 40 pl de
reactivo (5)

8) Agregar 40 ul de desarrollador (6)

9) Mezdlar hasta aparicién de color rojo-purpura
que indica la presencia de la enzima

10) Centrifugar 3 min a 14000 g

11) Cargar una placa de microtitulacion de 96
fosas con fondo plano (Nunc, Roskilde,
Dinamarca) con 250 ul del sobrenadante

12) Leer a 500 nm en un lector de palcas (Spectra
Rainbow, TECAN, Viena)

Precauciones: La sonicacion debe realizarse en

frio ya que se podria inactivar la enzima.

Blancos: Se realiz6 un blanco;, conteniendo todos
los reactivos sin colocar bacterias, este es el
blanco de reactivos. La absorbancia producida por
este blanco debe restarse a la producida por todas
las muestras. También es importante realizar un
blanco, que consiste en induir una muestra a la
que no se le agrega el reactivo (7), como control
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de pureza. Un resultado positivo en estas
ocondiciones indica la metabolizacién de la fructosa

por una via altemativa al "bifid shunt”.

Tabla 2. Esquema del protocolo para la reaccién enzimatica.

Muestra Blanco

muestra sonicada
NaF-lodoacetato de Na
fructosa-6-fosfato (F-6-P)
buffer

Incubar 30 min a 37 °C

hidroxilamina

Incubar 10 mina T amb

TCA
HCI
FeCl3;.6H,0

60 pl 60 pl
20 pl 20 pl
10 ul -

- 10 pl
70 pl 70 pl
40 pl 40 pl
40 pl 40 pl
40 i 40 pl

Determinacion del espectro de absorcion del
complejo férrico. Con el objeto de determinar el
maximo de absorcién del complejo de Fe** para
proceder con el desarrollo de la técnica
cuantitativa, se utilizaron cultivos bacterianos
correspondientes a las cepas Bif. pseudolongum
CIDCA 531 y Bif. bifidum CIDCA 536.

Luego de realizar la reaccidn descripta
anteriormente se realizd un espectro de absorcion
en un espectrofotémetro Beckman (Beckman DU-
650, Beckman Co., IL) barriendo un rango de 400
a 800 nm. De la misma manera se realizé6 un
espectro de absorcion de la muestra blanco,.
Luego de restar el espectro obtenido para las
bacterias del obtenido para el blanco,, se
determind el maximo de absorcion graficamente.

Relacion entre la actividad enzimatica y /a
biomasa bacteriana. Para determinar si la
actividad enzimatica tiene una relacién lineal con la
biomasa de bifidobacterias y de esta manera
utilizar el ensayo como medida cuantitativa, se
realizaron varias diluciones de las suspensiones
stock de todas las cepas, de las que se determind
peso seco y actividad enzimatica.

El peso seco se determiné colocando 1 ml de
cada dilucion bacteriana en frascos de vidrio y
calentando a 100 °C hasta peso constante. Estas
determinaciones fueron realizadas por duplicado
con una sensibilidad de 0.01 mg en una balanza
Metler AE 240 (Metler Instrumente AG, Zurich,
Suiza). La actividad enzimdtica fue determinada
como se describié anteriormente.

Para determinar la linealidad entre la actividad
de F6FFC y biomasa se utilizaron dos cultivos
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independientes de cada cepa. De cada uno se
realizaron diluciones y se determind por duplicado
la actividad de la enzima y el peso seco.
Finalmente, los valores de absorbancia a 500 nm
correspondientes a la actividad enzimatica fueron
graficados contra los valores de peso seco y se
aplicd un analisis de regresion lineal.

Optimizacion de la sensibilidad del ensayo
enzimatico Una de las etapas limitantes del
ensayo en relacion al tiempo que consume la
técnica es la de sonicacion. La estrategia fue
reemplazar esta etapa por una de permeabilizacién
de la membrana bacteriana pretratando las células
con un detergente. De esta manera se ahorra
tiempo y se permite procesar una mayor cantidad
de muestras. En consecuencia, se evaluaron
cultivos puros de bifidobacterias (cepas Bif
bifidum CIDCA 536, Bif. bifidum CIDCA 537 y Bif.
bifidum CIDCA 5310) con respecto al desarrollo de
color luego del pretratamiento con 0.25% de
Triton X-100 (BDH Chemicals Ltd. Poole, England)
y se compararon los resultados de pretratamientos
ocombinados de sonicacién (de bafo o de punta)
oon y sin Triton X-100. Se evaluaron dos tipos de

sonicadién: con un sonicador de bafio a 50/60 Hz
(Cole-Palmer Ultrasonic Osdillator 8850, Cole-
Palmer, IL) o con un sonicador de punta (Soniprep
Ultrasonic Disintegrator MSS 150 O(.1, Sanyo,
Japdn) a 0 °C durante cinco periodos de 30 seg a
la maxima potendia.

Por otro lado, una mayor intensidad de color
del complejo coloreado puede ser lograda si se
cuenta con una mayor cantidad del reactivo
generado durante la primera etapa de la secuencia
de reacciones (acilfosfato). Siempre que no se
consuman los sustratos de la enzima F6FFC
durante la reaccién, un incremento en el tiempo de
incubacién puede originar el efecto deseado. En
consecuencia se estudid también el efecto del
tiempo de incubacidén en las cepas Bif. bifidum
CIDCA 536, Bif bifidum CIDCA 537 y Bif. bifidum
CIDCA 5310 frente a distintas concentraciones de
fructosa-6-fosfato (F-6-P). Para una concentracion
bacteriana de alrededor de 0.8 mg/mi (aprox.
DOsoo = 1) diferentes concentraciones de sustrato
(desde 8 mg/ml hasta un valor de 80 mg/ml)
fueron agregadas a la mezcla de reaccién y
posteriormente se siguid con la determinacion

como se describid al principio.

Parte II: Aplicacion de la metodologia desarrollada a la cuantificacion de la adherencia de

Bifidobacterium a monocapas de células epiteliales en cultivo

Se utilizé el ensayo desarrollado en la Parte I
para cuantificar la adhesién de bifidobacterias a las
células epiteliales de la linea Caco-2 en cultivo. Las
cepas utilizadas en este ensayo fueron Bif. breve

CIDCA 532, Bif. infantis CIDCA 538, Bif. bifidum
CIDCA 536, CIDCA 537 y CIDCA 5310.

Preparacion de las monocapas. |3 linea celular
utilizada (Caco-2 HTB-37) proviene de un

T
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adenocarcinoma oolénico humano y fue obtenida
de la coleccion American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD). Las células fueron
cultivadas en medio RPMI-1640 suplementado con
glutamina (ICN Biomedicals, Costa Mesa, CA) y
20% de suero fetal bovino (Gen S.A., Buenos
Aires, Argentina) inactivado (30 min a 56 °C). Se
agregé estreptomicina y penicilina G (Gibco Life
Technologies, Inc. Gaithersburg, MD) hasta una
oconcentracién final de 100 pg/mi y 50 UI/ml
respectivamente. Las células fueron sembradas a
una ooncentracion de 2 x 10° células/fosa en
placas de 24 fosas (Corning Glass Works, Corning,
NY) e incubadas a 37 °C en una estufa de
atmdsfera controlada (5% CO0,-95% aire). El
medio de cultivo se cambié cada 2 dias por un
lapso de 21 dias hasta que los cultivos llegaron a
postconfluencia. Estos cultivos fueron utilizados
entre los pasajes 28 y 36. La composicion del
medio de cultivo para Caco-2 y las condiciones de
amplificacion se detallan en el Apéndice 1.

Ensayo de adherencia de Bifidobacterium a
Caco-2. Antes de realizar los ensayos de
adherencia, las monocapas de Caco-2 de 21 dias
se lavaron dos veces con buffer fosfato salino
estéril (PBS, 6.8 g/l PO;HK;, 8.6 g/l NaCi, pH 7.0) a
T amb. Luego, diferentes cantidades a determinar
de bacterias se colocaron dentro de cada fosa de
la placa. Luego de una incubacién de 1 h a 37 °C,

las monocapas fueron lavadas tres veces con PBS
para eliminar las bacterias no adheridas. Este fue
el procedimiento general para estudiar adherenda
bacteriana a monocapas en cultivo. A partir de
aqui se tomaron diferentes vias tendientes a
determinar en forma precisa la cantidad de
bifidobacterias adheridas. La estrategia contempld
las siguientes posibilidades:

1) Realizar la reaccidon colorimétrica /n sitv. Para
esto se evaluaron superficies de diferentes
dimensiones a fin de aumentar la sensibilidad.
Se utilizaron botellas de 25 am’ ademés de las
placas de 24 fosas (1.13 am?).

2) Realizar la reacciéon colorimétrica
desprendiendo el material adherido. Para esto
se estudiaron diferentes métodos para
desprender la monocapa del soporte plastico y

su influencia en la actividad enzimatica.

En relacidn al primer punto, las reacciones se
llevaron a cabo agregando los reactivos a las
botellas o a las palcas segun corresponda, en la
misma proporcién relativa con que se realizaron las
curvas de calibracion pero variando los volumenes
de forma que toda la monocapa permanezca
totalmente cubierta por la mezcla de reaccion. Los
volumenes utilizados se detallan en la siguiente
Tabla 3
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Tabla 3. Volumenes de reactivos para la determinacién enzimatica utilizados para ensayos

en botellas o en placas de 24 fosas.

placas 24 fosas  botellas 25 cm’

NaF-lodoacetato de Na
F-6-P

buffer

hidroxilamina

TCA

HCI

FeCl; « H,O

60 ul 2ml
30 pl 1ml
180 pl 6 mi
210 ul 7 mi
120 4 ml
120 pl 4ml
120 pl 4ml

Finalmente, se tomaron 250 ul de cada
recipiente, se centrifugaron a 14000 g por 5 min y
se leyeron los sobrenadantes en el lector de

placas.

Con respecto al segundo punto, la estrategia
fue levantar el
eucaridticas y bacterias) y traspasarlo a un tubo

para
generalmente utilizados para este fin son®®:

material adherido (células

realizar alli la reaccion. Los reactivos

1) Dodecil sulfato de sodio (SDS) 0.1% + NaOH
0.1N

2) NaOH 0.2 N

3) H0

Debido a que la utilizacion de estos reactivos
puede afectar la medida de la actividad enzimatica,
las medidas enzimaticas de
bacterias sin tratar con las correspondientes a

se compararon

bacterias sometidas a estos tratamientos. Un
cultivo de 10 ml de la cepa CIDCA 5310 se
centrifugd y se lavd dos veces con buffer fosfato,
resuspendiéndolo en el mismo buffer. Se tomaron

alicuotas de 100 pl de esta suspension stock y se
procesaron por duplicado de la siguiente manera:

sin tratar (control)

con reactivos (1) por 30 mina T amb
con reactivo (2) por 30 mina T amb
con reactivo (3) por 30 min a T amb

Luego de los tratamientos, se centrifugaron las
muestras y se procedié a la determinacion de
actividad enzimatica como se describié en la Parte
I. Un tratamiento se considera adecuado si las
medidas colorimétricas (con y sin tratamiento) no
difieren en mas del 5%.

De acuerdo a los resultados obtenidos (que se
detallaran mas adelante) la metodologia de
eleccion fue utilizar placas de 24 fosas, lisar las
monocapas con H,0 y luego de centrifugar todo el
contenido aplicar la determinadon de actividad
enzimatica en tubos eppendorf. En consecuendia,
la aplicadén del método desarrollado ya descripto
se puso en practica de la siguiente manera:
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Protocolo seleccionado para determinar la
adherencia de bifidobacterias a Caco-2.

Se realiz6 un ensayo de adherencia como se
expliod al comienzo de la Parte II, colocando 0.5
ml de una suspensidon de bifidobacterias
conteniendo aproximadamente 0.7 + 0.06 mg 6
0.35 + 0.04 mg de bacterias en cada fosa de una
placa de 24 fosas. Luego de una incubaciéon de 1 h
a 37 °C, las monocapas fueron lavadas 3 veces
para eliminar las bacterias no adheridas.
Posteriormente las monocapas fueron lisadas con
agua destilada y el material de cada fosa se
traspasé a tubos eppendorf para centrifugarios a
14000 g por 10 min. Los sobrenadantes se
descartaron y los pellets se resuspendieron en la
mezcda de reaccion del ensayo enzimatico para
medir la cantidad de bacterias adheridas. Se
incluyeron como ocontroles monocapas de Caco-2
sin bacterias.

Los experimentos de adhesion fueron realizados
con dos cultivos bacterianos independientes. Para
cada placa, la adherencia de cada cepa fue
determinada por triplicado.

El porcentaje de adhesion se relaciond al total
de actividad fosfocetolasa agregada por fosa y
calculado segun la siguiente expresion:

%adherenda = (DOsy bacterias adheridas/DOsq
total de bacterias) x 100

donde DOsy bacterias adheridas, corresponde a la
actividad enzimatica de bacterias adheridas y
DOy total de bacterias, corresponde a la actividad
enzimatica de las bacterias agregadas. Cuatro
diluciones seriadas de las suspensiones agregadas
en las fosas fueron sometidas a la reaccion
enzimatica para asegurar linealidad en ese rango
de densidades bacterianas ya que la ecuacién
anterior sélo es vdlida en la porcion lineal de la

curva.

Analisis estadistico La linealidad de la reaccidn
enzimdtica fue establecida mediante un analisis de
regresion lineal. La adherenda de bifidobacterias
fue evaluada mediante un andlisis de varianza
(ANOVA) utilizando un software de analisis
estadistico (Systat 5.0, Systat, Inc. Evanston, IL)
para a = 0.05.

Parte II1: Cuantificacion de Bifidobacterium en productos comerciales

En esta segunda parte se desarrolld otro
método para la cuantificadon de Bifidobacterium a
fin de analizar muestras comerciales de productos
probidticos que contengan bifidobacterias. En
principio, se intentd aplicar la técnica desarrollada

en la Parte II directamente en muestras de
productos fermentados comprados en el
supermercado. Posteriormente, se modificd esta
técnica combinandola con el método estadistico del
Numero Mas Probable.
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Muestras analizadas. Las siguientes muestras
fueron analizadas en este estudio

Cultivos puros. Las cepas Bi~. pseudolongum
CIDCA 531, Bif breve CIDCA 532, CIDCA 5312,
CIDCA 5314 y CIDCA 5315, Bif bifidum CIDCA
536, CIDCA 537, CIDCA 5310, CIDCA 5311 y
CIDCA 5313 fueron crecidas en medio MRS (Biokar
Diagnostics, Beauvais, Francia) suplementado con
cisteina 0.05% p/v por 48 hs a 37 °C en
ocondiciones  anaerdbicas. lLas cepas de
Lactobadillus delbrueckii subesp. bulgaricus CIDCA
331, CIDCA 332 y CIDCA 333 y Lactobacillus
delbrueckii subesp. /actis CIDCA 132 y CIDCA 1311
fueron crecdidas durante toda la noche en medio
MRS (Biokar Diagnostics, Beauvais, Francia) a 37

°C en aerobiosis'®>%,

mixtos. Los cultivos mixtos

analizados fueron preparados mezclando iguales

Cultivos

volimenes de diferentes cultivos conteniendo Bif.
bifidum CIDCA 5310 y Lb. delbrueckii subesp.
bulgaricus CIDCA 332 crecidos como se describio
arriba.

Starters comerciales. Se analizaron dos
starters comerciales provistos en forma liofilizada o
granulada por dos industrias lacteas locales.

Leches fermentadas. Cinco leches
fermentadas fueron compradas en supermercados
o provistas por industrias lacteas locales e
inmediatamente analizadas. Ademas, varias leches
fermentadas fueron preparadas en el laboratorio
en recipientes de 100 ml de leche UHT (Ultra High
Temperature) de la siguiente manera: (a) por

inoculacion de Lb. delbrueckii subesp. bulgaricus

CIDCA 333 (1% v/v) y cuando el pH llegé a 4.5, el
producto resultante fue suplementado con un
cultivo en fase estacionaria de Bif. breve CIDCA
532 (1% v/v); (b) por inoculaciéon del starter
liofilizado provisto por una industria local (0.005%
p/v) y cuando el pH llegd a 4.5, el producto
resultante su suplementado con un cultivo en fase
estacionaria de 8. pseudolongurm CIDCA 531 (1%
v/v); (C) subcultivo de una leche fermentada
provista por una industria lactea local; (d) por
inoculacién de Lb. delbrueckii subesp. bulgaricus
CIDCA 333 simultaneamente con 8i. breve CIDCA
532 (1% v/v, cada uno); (e) por inoculacidn
simultanea del starter liofilizado (0.005% p/v) y
Bif. pseudolongum CIDCA 531 (1% v/v). En todos
los casos, las leches inoculadas fueron incubadas
durante toda la noche en condiciones aerdbicas a
37 °C hasta lograr el pH deseado.

Capsulas probioticas. Se analizaron
capsulas correspondientes a dos suplementos
dietarios: Pro-Biotics Acdophilus® (Nutrition Now,
Inc., Vancouver, WA) y Potent Acdophilus® (GNC
Natural Brand, Pittsburg, PA). Las cpsulas de 0.5g
triptona  (Difco
Laboratories, Detroit, MI) para su posterior

se disolvieron en 0.1%

cuantificacion.

Yogures. Los siguientes productos comprados
en supermercados locales fueron estudiados:
Yogur de Frutilla Bebible (Marca A), Yogur Entero
de Frutila (Marca A), Yogur Descremado de
Vainilla (Marca B).

Determinacion de Bifidobactenium en
productos licteos y probioticos. Para
determinar la cantidad de Bifidobacterium en

@.
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productos lacteos y probidticos se exploraron dos
estrategias

a) utilizando el ensayo desarrollado en la Parte I;
es decir, por medida directa de la actividad
enzimatica de F6FFC en el producto

b) combinando la medida de actividad enzimatica

oon el método estadistico del NUmero Mas
Probable (NMP)

a) Determinacion de Bifidobacterium en productos licteos por medida de la actividad

enzimatica en forma directa.

Para evaluar el rendimiento del ensayo, la
estrategia oonsistid en preparar suspensiones
stock de diferentes cepas de bifidobacterias y
suplementar productos lacteos  presentes
actualmente en el mercado en diferentes
cantidades. Posteriormente se cuantifico el nivel
de bifidobacterias realizando el ensayo enzimatico
desarrollado anteriormente en alicuotas de los
yogures y se compard0 con la cantidad de

bifidobacterias agregada.

El primer inconveniente que se debe superar
para obtener las bacterias contenidas en el
producto es el de la disgregacion del coagulo de
caseinas de los productos fermentados utilizados,
que podria interferir en la determinacion de la
actividad enzimatica. Se estudiaron diferentes
agentes disgregantes para pretratar las muestras
de yogur y su efecto en la actividad enzimatica.
En cada ensayo se calculé el rendimiento de
recuperacion de bifidobacterias sobre la base de
las curvas estandar para cada cepa.

Procedimiento: Se prepararon suspensiones
stock como se describid en la Parte I. A partir de
estas suspensiones, se prepararon 5 diluciones
por duplicado las que sirvieron para determinar
las curvas estandar ya mencionadas. Por otro

lado, se suplementaron alicuotas de 10 ml de
yogur con diferentes volumenes de la suspension
stock (0.1, 0.5, 1 6 2 ml). Luego de tratar las
muestras de yogur con los agentes disgregantes
en diferentes proporciones, se centrifugaron a
10000 g por 10 min y se lavaron los pellets tres
veces con PBS centrifugando en las mismas
condiciones cada vez (Figura 1).

Sobre estos pellets se determiné la actividad
fosfocetolasa y finalmente, tras aplicar los
factores de dilucion correspondientes, se calculd
el rendimiento de recuperacion con la siguiente

expresion:

R™ % = (DOsyq bacterias en yogur/DOsy bacterias
colocadas) x 100

donde DOsy bacterias en yogur, corresponde a la
actividad enzimédtica de bacterias que contiene el
producto y DOsy bacterias colocadas, corres-
ponde a la actividad enzimatica de las bacterias
agregadas al producto.

Cuatro dilucones seriadas de las suspensiones

agregadas en las fosas fueron sometidas a la
reacdién enzimatica para verificar linealidad en

@‘
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ese rango de densidades bacterianas ya que se
discutié anteriormente, la ecuacién anterior sélo

N

L 0.5mi

DISGREGACION (EDTA)

!

CENTRIFUGACION

Y LAVADOS

!

CUANTIFICACION DE
BIFIDOBACTERIAS

+ - 1 ml

™ 2 ml

es valida en la porcién lineal de la curva.

SUSPENSION STOCK
DE BIFIDOBACTERIAS

CUANTIFICACION DE
BIFIDOBACTERIAS
(CURVA ESTANDAR)

RENDIMIENTO

L

Figura 1. Protocolo de trabajo (I) con muestras de productos licteos para la determinacién de

Bifidobacterium

Agentes disgregantes/diluyentes. Se estu-
diaron los siguientes reactivos con el objeto de
disgregar o diluir los codgulos de caseina o bien
para diluir la red de que forman estas proteinas:

1) Etilendiaminotetraacetato de Na (EDTA) 2%,
pH 12 (Mallinckrodt, Chemical Works, St.
Louis. MO)

2) Tripsina 100 mg/mi en H,0 (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO)

3) Citrato de Na 1% en H,O (Mallinckrodt,
Chemical Works, St. Louis. MO)

4) Buffer fosfato salino (PBS), pH 7

Se estudiaron diferentes yogures preparados
con leches descremadas, parcialmente descre-
madas o enteras con el objeto de obtener
muestras con diferente textura y estudiar la
influenda de este factor en la cuantificacion de
Bifidobacteriurn. De la misma manera, los agentes
disgregantes fueron agregados en diferentes
proporciones agente/muestra para testear la
eficdencia del pretratamiento (Figura 2).



Capitulo I

J

DESCREMADO

ENTERO
- BIFIDOBACTERIAS

DISGREGAR Y
CUANTIFICAR
(se utllizaron
distintos
agentes
disgregantes

en distintas
AGREGAR  mEEEp | oporciones)

l

CALCULAR
RENDIMIENTO
COMO EN
PROTOCOLO|

Figura 2. Protocolo (II) de procesamiento de muestras de yogures para la determinacién de

Bifidobacterium

b) Determinacion de Bifidobacterium en productos licteos y probioticos utilizando una
combinacion del NMP con Ia medida de actividad de F6FFC.

La segunda estrategia explorada se describe a

continuacion:

Optimizacion de un medio para Ia
cuantificacion de Bifidobacterium. Con el

objeto de contar con un medio selectivo para el
desarrollo de bifidobacterias, se estudié la
factibilidad de utilizar medios propuestos por otros
investigadores. Los medios utlizados y su
composicion se detallan en la siguiente Tabla 4.
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Tabla 4. Composicidn de medios de cultivo descriptos por otros investigadores utilizados en

este trabajo (parcialmente reproducida de Vinderola y Reinheimer*4¢)

Medio de cultivo

Agentes selectivos

Composicion final (%p/v)

NNL-MRS® acido nalidixico 0.0015
sulfato de neomicina 0.01
LiCl 0.3
OG-MRS® bilis de buey 0.02
gentamicina 0.003
LP-MRS? LiCl 0.2
propionato de Na 0.3
Bile-MRS® bilis 0.15-0.9
Medio sintético AcNH,4 04
biotina 8 x 10”7
pantotenato de Ca 8 x 10™
cisteina 0.04
lactosa 7
KoPO4H, 0.5
AcNa 5
acido ascorbico 0.1
sales” 1 ml

? Se utilizd MRS como medio base al que se agreg6 cada uno de los agentes selectivos.

® Composicién (en g/100 ml): 0.2% FeSO,.7H,0; 4% MgS0,.7H,0; 0.135% MnSO.. 2H,0; 0.2% NaCl.
NNL = Nalidixico Neomicina Litio; OG = Oxgall Gentamicina; LP = Litio Propionato

Se procedié inoculando cepas puras de
lactobacilos y bifidobacterias en los medios
descriptos. Luego de una incubacién adecuada
segun corresponda para cada género, los tubos
fueron inspeccionados para detectar crecimiento
bacteriano. Los inhibidores fueron preparados en
forma separada y esterilizados previamente por
filtracién (0.45 um, Millipore Co., Bedford, MA). A
no ser que se indique lo contrario, las sales o
inhibidores son provenientes de Sigma (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO).

Aplicacion del ensayo enzimatico basado en
e/ Numero Mas Probable (EB-MPN). Las
bacterias del género Bifidobacterium fueron
cuantificadas mediante el método del Nimero Mas
Probable (NMP) utilizando el medio selectivo
seleccionado sobre la base de los resultados
obtenidos en el inciso anterior. Los tubos se
prepararon colocando 3.6 ml del medio de cultivo y
se esterilizaron en autodave (121 °C, 15 min). La
bilis de buey se preparé aparte, se esterilizd por
filtracion (0.45 um, Millipore Co., Bedford, MA) y

&
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se agreg0 a los tubos hasta una concentracién
final de 0.3%. Posteriormente, 0.4 ml de diluciones
apropiadas de las muestras a analizar fueron
inoculados en cada tubo. Cada experimento fue
disefiado con 5 réplicas por dilucion y en general
se utilizaron de 3 a 5 diluciones. Luego de incubar
los tubos durante 48 hs a 37 °C en condiciones
anaerdbicas, los tubos fueron inspeccionados para
evidenciar crecimiento bacteriano. Todos aquellos
tubos que presentaron crecimiento fueron
testeados para evidenciar actividad fosfocetolasa.
Luego del ensayo enzimdtico, el nimero mas

probable fue calculado mediante el software Most
Probable Number Calculator versién 4.04%°%. Este
programa permite ingresar el nimero de réplicas y
de diluciones, los volimenes y los factores de
dilucién para obtener el NMP vy los intervalos de
oonfianza correspondientes. Otra altermativa es
utilizar las tablas publicadas por Guinea y col.
aplicando las correcciones adecuadas correspon-
dientes a las diluciones y la cantidad de muestra
utilizada, siempre que se usen factores de esas
cantidades. Estas tablas se reproducen en el
Apéndice 2.
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RESULTADOS y DISCUSION

Parte I: Determinacion de la utilizacion de /a medida de actividad de F6FFC para la

cuantificacion de Bifidobacterium

Determinacion del maximo de absorcion del
complejo férrico. En la Figura 4 se muestra el
espectro de absorcidn obtenido para las cepas 58if
pseudolongurn CIDCA 531 y Bif bifidum CIDCA
536 utilizando como blanco una muestra negativa
para el ensayo (blanco;). Dependiendo de la
oconcentracion del acetil fosfato producido en la
primera etapa de las reacciones (fructosa-6-P —
acetilfosfato + eritrosa-4-P), la ooloraciéon del
complejo férrico varid entre amarillo-naranja y
rojo-purpura, debido a la presencia cantidades del
ion Fe*3 sin reaccionar (ddido hidroxamico + FeQls

— complejo coloreado + FeCl; axesp)- U resultado
negativo produjo una coloracion amarilla. Para
ambas cepas se observd que el maximo de
absorcién se encuentra entre 490 y 500 nm, rango
en el cual el FeCl; no absorbe. Todas las lecturas

en ensayos posteriores se realizaron a 500 nm.

Figura 3. Aspecto de una
reaccion negativa (arriba) y una
positva (abajo) para la
reaccion enzimdtica de la F6FRFC
en bifidobacterias, en placa de
96 fosas.

-
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Figura 4. Espectro de absorcién del complejo coloreado obtenido como producto final de la reaccién de
la F6FFC bacteriana con fructosa-6-P para las cepas Bif. pseudolongum CIDCA 531 (@) y Bif. bifidum

CIDCA 536 (O).

Relacion entre la actividad F6FFC y /a
biomasa bacteriana. La actividad enzimatica de
la enzima F6FFC produjo un incremento lineal de la
intensidad de la absorcién del complejo con el
incremento de la biomasa para todas las cepas
testeadas (Figura 5). Es decir, que bajo las
ocondiciones de trabajo, existe una dara relacién
lineal ente la actividad enzimatica y la masa
bacteriana. El grado de actividad enzimatica
mostrd variaciones entre las especies inclusive a
nivel de cepa en la misma especie (comparar por
ejemplo, Bif. bifidum CIDCA 536 y Bif. bifidum
CIDCA 5310). Estas diferencias se reflejaron en la
pendiente de la curva de regresion lineal realizada
en cada cepa, lo que estaria indicando diferente
actividad enzimatica espedifica o diferente
permeabilidad de las cepas individuales.

De Vries y Stouthamer® y Grill y col.!®® han
observado también una variacién en la actividad
especifica de esta enzima trabajando con varias
cepas de bifidobacterias de diversos origenes. Por
lo tanto, debido a que la actividad enzimdtica
especifica puede variar entre diferentes cepas de
Bifidobacterium, se deben elaborar curvas
estandar para cada cepa al momento de realizar
una cuantificacion.

El ensayo descripto tiene como limite inferior de
deteccion una masa de 0.05 mg de bacterias,
mientras que la linealidad se extiende hasta
aproximadamente 1 mg de biomasa para la
mayoria de las cepas, aunque para la cepa Bif.
breve CIDCA 532 la linealidad no se observé por
sobre los 0.2 mg. Esto se debe probablemente a
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Figura 5. Actividad de la F6FFC
bacteriana como funcién de la biomasa
para diferentes cepas  de
bifidobacterias. &if  pseudolongum
CIDCA 531 (O), Bif breve CIDCA 532
(W), 8if- bifidurm CIDCA 533 (@), 8if.
bifidum CIDCA 536 (@), Bif bifidum
CIDCA 537 (A), Bif. bifidum CIDCA
5310 (A), Bif bifidum CIDCA 5311
((J). Cada dato representa el
promedio de duplicados + desvio
estandar. Las barras de error solo se

representan cuando son mayores que
los simbolos.

un agotamiento del sustrato a concentraciones
bacterianas superiores a los valores indicados. Una
estimacion grosera del limite de deteccion también
se puede realizar suponiendo que el peso pro-
medio de una célula bacteriana es 9.5 x 10 g**®.
De esta manera, el ensayo propuesto posee un
limite de deteccién de 5.2 x 107 microorganismos.

El color rojo-purpura del complejo final con
hierro fue estable sdlo por 2 hs, mostrando una
gradual pérdida de intensidad hasta llegar al
amarillo, por lo que es aconsejable realizar las
medidas espectrofotomeétricas inmediatamente
después de finalizada la reaccion. Por otro lado, no
se observé desarrollo de color en los tubos control
sin bacterias, los que permanecieron amarillos
(Figura 6).

Estudios de reproducibilidad utilizando cultivos
independientes de las cepas Bif. bifidum CIDCA
537 y CIDCA 5310 mostraron que no existe una
variacién significativa en la actividad enzimatica
(P>0.1) entre cultivos.

Figura 6. Aspecto de la placa conteniendo los
sobrenadantes correspondientes a las curvas de
calibracién de las cepas (A) &i. bifidurn CIDCA 536, (B)
8if. bifidum CIDCA S37 y (C) B&if. bifidum CIDCA 5310.
Se utilizaron diferentes cantidades de bacterias entre 0

y 1 mg de peso seco.
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Efecto de Jos pretratamientos bacterianos
sobre la sensibilidad del ensayo. Para lograr
aumentar la sensibilidad del ensayo, se estudié el
efecto de la adicion de Triton X-100 y de dos
condiciones de sonicacion en la medida de
actividad enzimatica. Estos factores fueron
estudiados en las cepas Bif. bifidum CIDCA 536,
CIDCA 537 y CIDCA 5310 (Figura 7). La sonicacién
en bano no produjo cambios en la sensibilidad del
ensayo para las tres cepas testeadas: las curvas
obtenidas fueron similares a los controles (sin
sonicacion ni adicion de detergente). Una
sonicacion mas drastica realizada con sonicador de
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punta, generd curvas con una sensibilidad un poco
mayor, mas evidente en la cepa CIDCA 537 (Figura
7B) que en las otras dos cepas testeadas (Figura
7A y 7C). Para todas las cepas se logré una mejora
sensiblemente superior con la adicién de Triton X-
100 en la mezcla de reaccién. Una combinacion de
sonicacion con adicion de Triton X-100 mostré que
el efecto de la sonicacién no fue necesario para
mejorar el desarrollo de color. Por otro lado, estos
resultados indicaron también que extender el
tiempo de incubacion por mas de 120 min no
mejora sensiblemente la medida de actividad
enzimatica.

00 1 1 L 1 I 1

0 20 40 60 80 100 120

tiempo (min)

Figura 7. Efecto de Triton X-100 y
sonicacién en la cuantificacidn de F6FFC
en las cepas (A) Bif. bifidum CIDCA 536,
(B) Bif. bifidum CIDCA 537 y (C) Bif.
bifidum CIDCA 5310. Los tratamientos
aplicados sobre las bacterias fueron:
(M) sonicacién de baffo, () sonicacién
de bafio y Triton X-100, (@) solo Triton
X-100, (A) sonicacion de punta, (A)
sonicacién de punta y Triton X-100, ((1)
sin tratamiento. Cada dato representa el
promedio + desvio estandar.
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El Triton X-100 podria estar actuando como
agente permeabilizante sobre la membrana vy
pared bacteriana de forma de facilitar el transito
de los reactivos hacia el interior de la bacteria o
permitiendo una liberacion de la enzima.
Posteriormente a la publicacion de estos
resultados, otros investigadores reportaron que el
mismo efecto se puede lograr mediante la
utilizacion  del

hexadediltrimetilamonio (bromuro de cetrimonio,

detergente bromuro de
CTAB) 0.45 mg/ml en la mezcla de reaccion. Estos
autores adjudican el incremento en la medida de
actividad enzimatica a la lisis celular por efecto de
este detergente®”’. Sin embargo, la modificacion a
la técnica original de Scardovi propuesta por estos
autores sdlo persigue una rapida identificacion de
bacterias del género Bifidobacterium al momento
de analizar gran cantidad de muestras y no hacen
alusion a su utilizacén como herramienta de
cuantificacién. Por otro lado, estos autores realizan
las mediciones espectrofotomeétricas a una longitud
de onda de 660 nm que no corresponde al maximo
de absorcién del complejo.

El hecho de introducir el Triton X-100 en la
mezcla de reaccidon generé la necesidad de
verificar la conservacion de la linealidad ya
probada. Por lo tanto, se realizaron curvas de
calibradén en las mismas oondiciones que las
explicadas en la seccidén anterior pero utilizando
0.25% Triton X-100 en la mezcla de reaccién (sin
sonicar). Nuestros resultados indicaron que la
introduccién de Triton X-100 en la mezda de
reaccién no generd pérdida de la linealidad en el
ensayo. Algunas de esas curvas se muestran en la

Figura 8.
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Figura 8. Actividad de la F6FFC como funcidn de la
biomasa para diferentes cepas de bifidobacterias
utilizando Triton X-100 en la mexzcia de reaccién.
(@) Bif. breve 532y (O) Bif. bifidum 537.

Efecto de /a concentracion de F-6-P en la
actividad enzimatica. Las cepas CIDCA 536,
CIDCA 537 y CIDCA 5310 fueron testeadas en su
actividad enzimatica a diferentes concentraciones
de sustrato. La absorbanda del complejo a 500 nm
incrementd con la concentracién de F-6-P hasta
cierto nivel de saturacion (Figura 9). A igual
concentracion de sustrato, la cepa CIDCA 5310
alcanz6 la maxima actividad enzimatica mientras
que la cepa CIDCA 536 mostrd ser la de menor
actividad. Esto se correlaciona ocon los datos
mostrados en la Figura 5, que reflejan diferentes
actividades espedificas.

La actividad enzimatica encuentra una meseta a
concentraciones de F-6-P superiores a 65 mg/ml
para la cepa CIDCA 5310. La cepa CIDCA 537
alanzd la saturacon a 55 mg/ml de F-6-P,
mientras que la cepa CIDCA 536 lo hizo a 45
mg/ml. Es decir, que se podrian utilizar

@
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concentraciones de F-6-P menores a 80 mg/ml
(propuesta por Scardovi y col.’”’) sin perder
sensibilidad en las medidas y de esta manera
economizar reactivos.
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Figura 9. Ensayo de F6FFC como funcién de la
concentracién de fructosa-6-fosfato. (O) Bif. bifidum
CIDCA 536, (@) Bif. bifidum CIDCA 537, () Bif
bifidum CIDCA 5310. Los puntos representan valores
promedio + desvio estandar.

El ensayo asi descripto muestra ciertas ventajas
gue incluyen su simplicidad y minimos requeri-
mientos de equipamiento como asi también la
utilizacién de reactivos econémicos. Esta técnica es
independiente de la tendenda de algunas cepas a
la autoagregacion (que se va a estudiar en otro
capitulo), lo que la diferencia de las técnicas
basadas en los recuentos en placa o las técnicas
turbidimétricas.

Con respecto a los recuentos en placa, la
técnica desarrollada es mas conveniente ya que
ofrece un resultado mas objetivo cuando las

ocolonias no estan lo sufidentemente separadas y
un procedimiento mas rapido y adecuado para su
automatizacion (el recuento de viables es tedioso,
dificil de automatizar y requiere largos tiempos de
incubacién). Ademas, la magnitud de la agitacion
para preparar las diluciones puede disgregar los
agregados bacterianos en forma de diferente
manera en cada dilucion generando importantes
dispersiones entre los replicados. Las ventajas con
respecto a las técnicas turbidimétricas radican en
el hecho de que un cultivo o suspension que
presenta bacterias agregadas presentara, a igual
masa bacteriana, menor absorbancia que uno en el
que las bacterias estén desagregadas. Por lo tanto
el tamario de los agregados introduce un error por
defecto en la cuantificacion bacteriana.

La busqueda de técnicas mas rdpidas y
confiables que las técnicas basadas en los
recuentos en placa o las técnicas turbidimétricas,
generé el desarrollo de técnicas de biologia
molecular basadas en la utilizacion de sondas de
oligonucedtidos para la deteccidn e identificacion
de Bifidobacterium. Estas sondas en base a
secuencias 165 rARN se pueden preparar de forma
que hibridicen sdlo la secuenca blanco sin
hibridizar secuendias relacionadas. Existen también
métodos que permiten la hibridizacion de sondas
marcadas de oligonudedtidos en solucion, con
&cidos nucleicos inmovilizados en soportes sélidos
utilizados para bacterias lacticas. Langendijk y
col.?* desarrollaron sondas 16S rARN especificas
de género para detectar bifidobacte-rias. Una
sonda, designada Bif164, fue utlizada para
determinar la poblacion de Bifidobacterium en
materia fecal humana sin realizar cultivos.
Yamamoto y ool.*® sintetizaron sondas ADN
espedficas para cinco espedies de bifidobacterias
de origen humano y Kok y col.?? desarrollaron

@a



Capitulo 1

primers de la misma manera para la cepa de
Bifidobacterium LW420 aislada de materia fecal.

Sin embargo, el desarrollo de las técnicas de
biologia molecular como herramienta cuantitativa
es muy reciente. Ha sido posible realizar un
estudio de la composicion de bifidobacterias a lo
largo de 12 meses en pacientes adultos mediante
ribotyping y pulse-field electroforesis. Wang y
col.*>3 comunicaron la utilizacion de la reaccion de
polimerasa en cadena (PCR) /in situ para la
deteccion y enumeracion de especies de
Lactobadillus y Bifidobacterium en materia fecal de
humanos y animales. Para ello es necesario aplicar
un procedimiento que elimine sustancias
interferentes y posteriormente se realiza la
reaccion PCR directamente sobre las células sin
necesidad de cultivo o purificacion de ADN. Las
bifidobacterias también han sido cuantificadas por
microscopia de epifluorescencia seguida de
hibridizaddn /in sitv con una sonda especifica de
especie. Un equipo que permite la fluorometria de
células individuales a través de una camara de
larga exposicién y un software adecuado para el
analisis de imagenes acoplados al sistema de
medida pone en evidencia la complejidad de la

técnica.

El ensayo enzimdtico desarrollado puede ser
aplicado a la cuantificacion de bifidobacterias en
presencia de otras bacterias. Aunque la actividad
fosfocetolasa ha sido recientemente demostrada
en algunas cepas de Gardnerella vaginalis'*, una
reaccion positiva es todavia considerada una
caracteristica distintiva para Bifidobacterium. Al
menos, ninguna otra bacteria lactica tiene esta
enzima®*. En nuestro laboratorio, suspensiones
preparadas con bacterias pertenecientes a los
géneros Streptococcus 'y Lactobadillus  dieron
reaccion negativa para fosfocetolasa (Pérez, P.,
comunicacién personal).

A pesar de las ventajas descriptas, el método
tiene dertas limitaciones que deben ser
consideradas al momento de disefar el protocolo
experimental, por ejemplo, no puede ser utilizado
para cuantificar cepas de bifidobacterias que no
posean una considerable actividad fosfocetolasa
bajo las condiciones de cultivo utilizadas en el
ensayo, como es el caso de las cepas CIDCA 531 y
CIDCA 533 (Figura 3). Por otro lado requiere que

las cepas estén metabdlicamente activas.

Parte II: Aplicacion de /a metodologia desarrollada a la cuantificacion de la adherencia de
Bifidobacterium a monocapas de células epiteliales en cultivo

La adherencia al epitelio intestinal es un rasgo
que permite seleccionar una determinada cepa
bacteriana para la produccion de probidticos. Las
cepas mas adherentes seran favorecidas ya que
resistirdn la remocion por los movimientos

peristlticos o por las secreciones del hospedador.
Por lo tanto, la disponibilidad de un ensayo simple
que permita la cuantificacion predsa de la
adherencda a sustratos bioldgicos, como por
ejemplo células intestinales en cultivo, es de

i%
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crucial importancia. En esta parte se explord la
factibilidad de utilizar el ensayo desarrollado en la
determinacion de la adherencia de bifidobacterias
a Caco-2 y optimizar las condiciones operativas.

De acuerdo a la metodologia planteada
oportunamente, se observé que la medida de la
actividad enzimatica /n situ (i.e. en las fosas que
contienen la monocapa de Caco-2) trabajando con
las cepas Bif. bifidum CIDCA 536, CIDCA 537 y
CIDCA 5310 resultd inadecuada ya que los valores
de absorbanda obtenidos fueron bajos (Tabla 5) y
relativamente cercanos a los valores obtenidos

para los blancos. Un aumento en la superfide
adherente, que generaria una mayor cantidad de
bacterias adheridas, no logré incrementar
significativamente la medida de absorbandia.

En consecuenda, se intentd evaluar la actividad
enzimatica desprendiendo la monocapa de células
Caco-2 y realizando la reaccion fuera de las fosas.
Con este objetivo se evalud el efecto de diferentes
agentes cominmente utilizados para este fin en la
actividad enzimatica en la cepa CIDCA 5310. En la
siguiente tabla se representan los valores de DOsy
antes y después de los tratamientos:

Tabla 5. Medida de actividad enzimatica /n situ de cultivos puros en ensayos de adhesién

realizados en botellas o en placas de 24 fosas.

DOspo
Cepa botella 25 cm’® placa 24 fosas (1.13 cmz)
CIDCA 536 0,143 + 0.003 0.135+0.012
CIDCA 537 0.197 £ 0.007 0.176 + 0.001
CIDCA 5310 0.153 £ 0.003 0.148 + 0.005
blanco 0.105 + 0.006 0.085 + 0.001

Tabla 6. Determinacion de la actividad enzimatica antes y después de los diferentes

tratamientos destinados a despegar las monocapas luego de realizar los ensayos de adhesion.

DOsgo
Tratamiento antes despueés
SDS 0.1% + NaOH 0.1N 0.509 + 0.014 0.096 + 0.006
NaOH 0.2 N 0.577 + 0.021 0.087 + 0.006
H,0 0.568 + 0.018 0.524 + 0.008
blanco 0.062 + 0.002

Como se observa en la Tabla 6, los reactivos

utilizados tradicionalmente’®® para levantar las

monocapas generaron una disminucion en la

actividad enzimdtica por lo que no serian

&
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adecuados para este fin. Sin embargo, la
utilizacion de agua destilada no modificd
significativamente la absorbancia de las muestras y
se presenta como un posible candidato. En este
caso, el agua estaria lisando la monocapa sin
dafar las bacterias y de esta manera se podria
ooncentrar el material y realizar las medidas en un
volumen menor fuera de las fosas.

Por lo tanto, los ensayos siguientes fueron
realizados lisando las monocapas con agua
destilada, centrifugando el material recogido y
resuspendiéndolo en la mezda de reaccion. La
secuencia de reacciones son las mismas que las

detalladas al comienzo de la Parte 1.

121+
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Estudio de la adherencia de Bifidobacterium
a células Caco-2. Los estudios de adherenda
fueron realizados en el modelo de ceélulas
epiteliales Caco-2. Todos los resultados de
adherencia se calcularon en base a las curvas
estandar como las mostradas en la Figura 8,
suponiendo que la actividad de fosfocetolasa es la
misma en las bacterias adheridas que las
presentes en suspension. En dichos ensayos se
observé que la capacidad de las cepas de
bifidobacterias para adherirse en este modelo fue
variable (Figura 10).

Figura 10. Adherencia de bifidobacterias de
origen humano a células de epitelio intestinal
humano de la linea Caco-2 en cultivo. Las
cepas fueron ensayadas a dos densidades
bacterianas. (ll) 0.17 + 0.02 mg y ((7) 0.35
+ 0.03 mg. Cada valor experimental es el
promedio de triplicados realizados sobre dos
pasajes de células Caco-2 diferentes y con
dos cultivos bacteriancs independientes.
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Mientras que algunas cepas se adhieren en
gran medida a Caco-2, otras cepas mostraron
adhesion limitada. El porcentaje de adhesion a las
dos concentraciones bacterianas ensayadas fue
estadisticamente similar, lo que indicaria que la
cantidad de bacterias adheridas se incrementa con
la concentracién. Estos datos sugieren que las
monocapas no se saturan con bifidobacterias, al
menos en este rango. Una mayor sensibilidad
puede ser lograda utilizando placas de 6 fosas.

Estudios de adherencia realizados mediante el
ensayo enzimatico propuesto mostraron una buena
correlacién con observaciones microscopicas y
estudios de radiomarca con estas mismas cepas en
el modelo de Caco-2 (Peréz, 1998; datos no
publicados).

Con respecto a la utilizacion del ensayo
enzimatico en la cuantificacién de la adherencia de
cepas de bifidobacterias a células epiteliales, se
observaron grandes ventajas con respecto a las
otras técnicas cominmente utilizadas para este
fin: radiomarcado y microscopia éptica. El ensayo
propuesto tiene mayor reproducibilidad que los
métodos microsodpicos debido a que se logra un

Parte 111

resultado mas objetivo. Esto se debe a que se
elimina la variabilidad inter-operador en la
seleccion de campos representativos y en el
recuento de bacterias, que siempre involucra derto
juido personal. Ademds, es dificl diferencar
independientes cuando se
presentan en cumulos compactos. La medida de la

microorganismos

adherencia a través de técnicas de marcacion
radiactiva tiene la ventaja de su alta sensibilidad
pero esta limitada por el hecho de que el marcado
de bacterias requiere un procedimiento particular
(diferentes sustancias para marcado, diferentes
medios y condiciones de cultivo, etc.), equipa-
miento espedfico y un cuarto aislado para el
manejo de material radiactivo con un potencial
riesgo para el operador. El ensayo de bio-
luminiscencia propuesto por Ludwicka y col.?>> no
puede ser aplicado en este sistema debido a la
interferencia del ATP (adenosina trifosfato)
producido por las células eucaridticas. Ademas de
que el ensayo depende del estado fisiolégico de las
bacterias, la estabilidad del ATP no permite realizar
ensayos de larga duracion (estos autores
encontraron una pérdida del 50% del contenido de
ATP luego de 4 h). Por otro lado, no se pueden
realizar ensayos con mas de un tipo de bacterias.

a) Determinacion cuantitativa de Bifidobacterium en productos licteos por aplicacion directa

de la técnica desarrollada

La aproximacion ensayada en esta seccién
consisti® en aplicar directamente la técnica
desarrollada en la Parte I y que resultd exitosa
para la determinacién de bacterias adheridas a

células epiteliales. Los productos lacteos que
normalmente se utilizan como vehiculos de
administracién de bacterias probidticas consisten
en leches fermentadas, leches cultivadas y
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yogures. Dependiendo del pH alcanzado durante la
fermentacién bacteriana, las caseinas de la leche
coagularan en mayor o menor grado. En
consecuencia, el primer inconveniente a superar
para la deteccién cuantitativa de Bifidobacterium
es la disgregacién del codgulo de caseinas. Para tal
fin se aplicd la técnica de Kanasaki y col.?!’

La téonica de Kanasaki propone una dilucién de
la muestra 1/10 con EDTA 2%, pH 12. Se estudid
el rendimiento de la recuperacion de las cepas Bif.
breve CIDCA 532 y Bif. bifidum CIDCA 537 en un
yogur comerdal entero (marca A) agregando
diferentes volimenes de una suspensién stock de
bifidobacterias. Las muestras, entonces, se
procesaron diluyendo una alicuota de 10 ml de

yogur con 90 ml de EDTA 2%. Luego de
centrifugar y lavar los pellets, se realiz6 el
protocolo para determinar actividad fosfocetolasa.
Las medidas de actividad enzimatica fueron
comparadas con las correspondientes a las
cantidades de bacterias agregadas (100%), segun
las curvas estandar como las utilizadas en la Parte
II, representadas en la Figura 8. Las curvas
estandar utilizadas fueron las siguientes:

DOsgo (532) = 0.108 + 2.023 mg r = 0.97673
DOspo (537) = 0.118 + 1.014 mg P = 0.95244

Las lecturas espectrofotométricas obtenidas
para los diferentes volimenes de bifidobacterias
fueron las siguientes (Tabla 7):

Tabla 7. Determinacion enziméatica en yogures suplementados con diferentes cantidades de
bifidobacterias luego de aplicar la técnica de Kanasaki para disgregar el coagulo de
caseinas. La actividad enzimatica se expresa como DOsgo. (nd: no determinada)

Volumen de suspension de

CIDCA 532

DOs00
CIDCA 537

bifidobacterias (ml)
0.1
0.5

blanco;

0.183 £ 0.02
0.176 + 0.003

nd 0.114 £ 0.020
0.106 + 0.002
0.102 £ 0.09
0.121 £ 0.010

Considerando que el valor del blanco, se debe
restar al valor de la absorbancia obtenida en cada
muestra, las medidas oorregidas resultantes
cayeron fuera del limite de deteccién obtenido del
calculo de la regresion lineal y en consecuencia no
fue posible calcular el rendimiento obtenido en
estos tres casos. Se puede considerar entonces
que en este caso el rendimiento fue del 0%.

El pH resultante de la suspension obtenida al
diluir la muestra de yogur con EDTA 2% fue de 11
por lo que es probable que en esas condiciones
agresivas se inhiba la enzima y por ello no se
obtenga una lectura apreciable. Por consiguiente,
se realizd una modificacion en la técnica de
Kanasaki aplicando otros factores de diludon (1/4
y 1/2). Los resultados obtenidos se representan en
la Tabla 8.

[59]
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En este caso los rendimientos solo se pudieron
Galcular cuando se mezdaron iguales volimenes

de EDTA y yogur. En la siguiente Tabla 9 se
representan los rendimientos calculados:

Tabla 8. Medidas espectrofotométricas en yogures suplementados con diferentes
volumenes de bifidobacterias tratados con EDTA en diferentes relaciones (1/4y 1/2).

DO 500 (dIIUCIon 1/4)

DO 540 (dilucion 1/2)

Volumen (ml) CIDCA 532 CIDCA 537 CIDCA 532 CIDCA 537
05 0.096 + 0.006 0.102 + 0.008 0.357 £ 0.009 0.398 + 0.050
2 0.092 + 0.020 0.090 + 0.004 0.668 + 0.010 0.676 + 0.060
blanco 0.109 = 0.007 0.113 £ 0.007

Tabla 9. Rendimientos de la recuperacién de bifidobacterias en yogures suplementados con
diferentes volumenes de suspension de bacterias utilizando una dilucién de la muestras 1/2

con EDTA.

Volumen (ml)

0.5 1.82+0.70

2 1.04 + 0.02

Rendimiento%
CIDCA 532

CIDCA 537
451+0.78
2.26 £ 0.25

Sin embargo, los resultados obtenidos fueron
demasiado bajos como para poder utilizar esta
metodologia para estimar el nivel de
bifidobacterias. Es probable que durante el
tratamiento con EDTA la disgregacién de los
coagulos de caseina sea parcial y por ello queden
bacterias atrapadas en la red proteica. En
consecuenda, los sustratos de la enzima no
podrian acceder eficientemente y de ahi el bajo
rendimiento. Los estabilizantes y espesantes
utilizados nommalmente en yogures podrian
también retener en su matriz a las bacterias que
se quieren cuantificar. Entre los estabilizantes que
componen la formulacion de estos productos, se

encuentran la carboximetilcelulosa y las pectinas.
Estos compuestos quimicos son muy dificiles de
solubilizar y un tratamiento con EDTA no los
afecta. En base a esta hipdtesis, se decide diluir la
muestra de yogur con PBS previo al tratamiento
con EDTA. De esta manera, existiria una menor
cantidad de caseina para disgregar. Los resultados
obtenidos se muestran en la siguiente tabla (Tabla
10). El rendimiento utilizando esta estrategia fue
mayor, sin embargo, no fue lo suficientemente alto
como para conferirle alta sensibilidad al ensayo.
Por lo tanto, se inspecciond la posibilidad de
aplicar el método a productos de consistendia mas
laxa como es el caso de yogures descremados O
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bebibles. En base a esto se evaluaron los
siguientes yogures con la cepa CIDCA 537 (Tabla

11).

Tabla 10. Rendimientos en la recuperacion de bifidobacterias luego de diluir las muestras
con PBS previamente al tratamiento con EDTA. Los volimenes de suspensién agregados

estan en ml.

Volumen (ml)
0.5

2 2.18 £ 0.40

Rendimiento %
CIDCA 532

CIDCA 537

3.056 +0.95

Tabla 11. Rendimientos de recuperacion de bifidobacterias de la cepa CIDCA 537.

Comparacion en yogures de diferente textura.

Volumen (ml)

0.5 0.44 £ 0.32

2

descremado (marca B)

Rendimiento%

bebible (marca A)
7.81+0.34
445+ 0.02

En este caso se observd que un aumento en el
rendimiento cuando se suplementaron 0.5 ml de
suspension de bifidobacterias a un yogur bebible.
Debido a que todavia sigue siendo un rendimiento
muy bajo, se estudid el efecto de otros
disgregantes (citrato, tripsina).

Con respecto al ctrato, luego de los
correspondientes lavados, se observd turbidez al
agregar los reactivos para el revelado de la
reaccién enzimatica que no se pudo eliminar con la
centrifugacion. Consecuentemente, la turbidez de
fondo no medidas
espectrofotométricas y por lo tanto se descarto el

permitié realizar las

citrato como alternativa para el tratamiento de las
muestras. La tripsina resultd igualmente ineficiente
ya que luego del tratamiento, el pellet de caseinas
que se obtuvo fue mucho mayor que el obtenido
ocon el tratamiento con EDTA y en consecuenda
impediria el acceso de los reactivos para la medida
de actividad fosfocetolasa.

Tras estos resultados desalentadores, se
decidié cambiar la estrategia. Se propone entonces
realizar una cuantificadén con el método del
Nimero Mas Probable revelando los tubos con
desarrollo bacteriano mediante el método de
F6FFC.
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b) Determinacién cuantitativa de Bifidobacterium en productos lécteos y probidétocs mediante
una combinacién del método del Numero Més Probable con la determinadén de actividad F6FFC

(EB-MPN)

La presencia de actividkad de la enzima
fosfocetolasa ha sido utilizada cominmente como
herramienta de identificacion de Bifidobacterium y
su aplicacién cuantitativa se detall6 en el apartado
anterior. En este apartado, se propone realizar
medidas de la actividkad de la F6FFC en
combinacion con el ampliamente utilizado NMP
como método de enumeracion de Bifidobacterium.
Considerando que la enzima no ha sido descripta
en otras bacterias lacticas, una reaccién positiva se
considera como una confirmacion de la presendia
de Bifidobacterium. Mas aun, la utilizacién de un
medio selectivo para reducir el crecimiento de
bacterias acompafiantes de los starters podria
mejorar la sensibilidad en la enumeracién de
bifidobacterias.

Figura 11. Cuantificacién

Para evaluar la aplicabilidad del método EB-
MPN, se realizaron recuentos de suspensiones de
las cepas CIDCA 531, CIDCA 532, CIDCA 536 y
CIDCA 5310 crecidas en MRS mediante como se
describié en la seadén Metodologia. Aquellos tubos
que evidendaron desarollo bacteriano fueron
caracterizados mediante la reaccién enzimdtica de
la F6FFC. Los resultados obtenidos de esta manera
fueron comparados con recuentos de las mismas
cepas en placas de MRS sélido (Figura 11). Los
resultados se analizaron por regresion lineal y
mostraron un coefidente de correlacion (r) de
0.99588. Esta fuerte correladén positiva avalo la
utilizacién del método basado en el NMP como una
heramienta adecuada para el recuento de
Bifidobacterium.

comparativa de bifidobacterias

mediante el ensayo EB-MPN y 10

recuento de viables en medio
MRS. Cada punto corresponde
a un cultivo independiente de
las cepas CIDCA 531 (@),
CIDCA 532 (W), CIDCA 5310

(A) y CIDCA 5313 (@).

log NMP/ml

log UFC/mi
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Optimizaciéon de un medio selectivo para el
crecimiento de Bifidobacterium. Numerosos
medios descriptos hasta el momen-
to?%:200,302,349,3%,44658 feron utilizados en nuestra
coleccién de bifidobacterias y lactobadilos. Muchos
de esto medios, induyendo el recomendado por la
International Dairy Federation”! se basan en la
capacidad de las cepas de fermentar azlcares
especificos. Sin embargo, esta estrategia no es
completamente
crecimiento de todas las cepas de bifidobacterias

efectiva para pemitir el
en base a sus perfiles de fermentacion de
azicares. Ademds, es posible que algunos
lactobacilos puedan fermentar los azicares
seleccionados, Lactobadillus
delbrueckii subesp. /actis que fermenta un gran
espectro de azlcares!®.  Otros
recomiendan la suplementacién con antibidticos,

especialmente
autores

vitaminas y factores de crecimiento a fin de lograr
selectividad. Sin embargo, el poder inhibitorio de
las soluciones selectivas puede afectar las
bacterias acompanantes en diferente medida.

Todas las cepas ensayadas fueron capaces de
crecer en los medios dtados a excepcién de la
cepa Lactobadillus delbrueckii subesp. bulgaricus
CIDCA 332. Considerando que la mayoria de las
cepas de lactobacilos fueron capaces de crecer en
estos medios, y que el objetivo es obtener un
medio selectivo, se estudié la bilis como agente
inhibitorio. Vinderola y Reinheimer**® proponen la
utilizacion de bilis 0.15% como agente inhibitorio
adidonado al medio MRS para el recuento de
bifidobacterias que se encuentren en presencia de
lactobacilos y estreptococos. Sin embargo, no
todas las cepas de lactobacilos utilizadas en este
trabajo fueron inhibidas con este nivel de bilis. En
base a estudios anteriores que demostraron que
los lactobacilos y bifidobacterias poseen una

sensibilidad diferente a la bilis!6*?%% ge prepa-
raron diferentes medios basados en el MRS,
adicionados de concentra-ciones crecientes de bilis
(0.3, 0.6 y 0.9% p/v) con el objeto de encontrar la
minima concentracion de bilis capaz de de inhibir
el crecdmiento de lactobacilos sin afectar el
crecimiento de las bifidobacterias. Luego de 24 hs
de incubacién, no se observé crecimiento de las
cepas de lactobacilos CIDCA 331, CIDCA 332 y
CIDCA 333; sin embargo el caedmiento de las
bifidobacterias fue bastante pobre a todas las
concentraciones de bilis ensayadas. Una
prolongacion del tiempo de incubacién a 48 hs
logré aumentar la turbidez de los cultivos de
bifidobacterias manteniendo nulo el crecimiento de
lactobacilos. Con un nivel de bilis de 0.6 y 0.9%
p/v las bifidobacterias mostraron un desarrollo mas
pobre que los tubos que tenian un nivel de bilis del
0.3% p/v. Consecuentemente, se eligio bilis al
0.3% Yy 48 hs de incubacion como las condiciones
estandar para la aplicacion del método basado en
el NMP ya que resultd en un adecuado balance
entre crecimiento y sensibilidad. El medio se
denomina MRS-bilis modificado (MB-MRS).

Optimizacion del ensayo basado en el NMP.
La Tabla 12 y la Figura 12 detallan los resultados
obtenidos para la enumeracion de bifidobacterias
utilizando el ensayo EB-MPN en el que se empled
el medio MB-MRS. El ensayo fue aplicado a
diferentes muestras: cepas puras, cultivos mixtos,
sarters comerciales, leches fermentadas (comer-
dales y preparadas en el laboratorio), prepara-
ciones probidticas. En cultivos puros, se logro
detectar bifidobacterias cuando estaban
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Tabla 12. Enumeracién de bifidobacterias en diferentes muestras. Comparacién entre

recuento de viables y el método EB-MPN?,

Muestras Recuentos UFC/mi
Cultivos puros
CIDCA 531 465+1.7x 10°

Cultivos mixtos

CIDCA 5310 + CIDCA 332 3.04 +0.41 x 10°°

Starters comerciales

liofilizado 1.5 x 10™
congelado granulado 8.3 x 10'™
Leches fermentadas comerciales

compradas en el supermercado’ nd

suplementada con CIDCA 532 2.35+0.39 x 10*

provista por industria | 4.2 x10%

provista por industria || 3.2x 10™

Leches fermentadas preparadas en el laboratorio

preparada con CIDCA 333 hasta pH 42 y  1.10+0.09 x 10%
luego suplementada con CIDCA 532)

preparada con el starter liofilizado hasta pH 4.2  3.34 + 0.39 x 10%

y luego suplementada con CIDCA 531)

preparada con leche fermentada | nd
preparada con CIDCA 333 y CIDCA 532 1.20 x 10%
preparada con el starter liofilizado y CIDCA 531 nd
Cépsulas probiéticas

Pro-Biotics Acidophilus 9.8 x 10*

NVP/mI®

3.78 x 10°
(8.62 x 10°-8.80 x 10%)

2.30 x 10’
(7.18 x 10°- 7.34 x 10)

5.70 x 107
(1.87 x 10"-1.73 x 10°)

5.76 x 10"
(2.44 x 10"°-1.18 x 10"

<10’
422 x 10°
(1.62 x 10°-1.10 x 10)
8.69 x 107
(4.11 x 107-1.97 x 10%

7.18 x 10’
(3.40 x 10"- 1.63 x 10°

9.93 x 10°

(5.32 x 10%- 1.85 x 10'%)
1.73 x 10°

(8.90 x 10" - 3.31 x 10%)
1.23 x 10°

(5.71x 10" - 2.55 x 10%
1.23 x 10°

(3.80 x 107 - 3.93 x 10%)
2.00 x 10°

(7.40 x 107 - 5.38 x 10%

3.65 x 10*
(6.68 x 10" - 5.51 x 10°)

® en todos los casos se utilizd como medio base MRS suplementado con bilis (0.3% p/v), la desviacion estandar fue menor del

5%. ND, no determinada
® valor promedio, nUmeros entre paréntesis representan el intervalo de confianza (P>0.01)

¢ recuentos de bifidobacterias en agar MRS fueron determinados antes de la adicién de lactobacilos
¢ recuentos de bifidobacterias fueron determinados por el productor en agar MRS suplementado con diclaxacilina (0.5 mg %

p/v) (microorganismos/g de producto). Resultados provistos por el productor.
* expresado en NMP/g de producto
' fueron analizados tres productos diferentes
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dilucién

Figura 12. Resultados obtenidos con el método EB-MPN en productos lcteos provistos por una empresa
lactea. Las fosas rojo-purpura corresponden a reacciones positivas y las fosas amarillas a reacciones
negativas. El blanco fue realizado agregando todos los reactivos para la reaccién enzimatica sin bacterias.
Se incluyé un control positivo preparado con un cultivo puro de Bifidobacterium. Cuando el color no es
evidentemente positivo, se realizan medidas espectrofotométricas y se las compara con la del blanco (-).

presentes en una concentracién de 10° a 10!
NMP/ml. Para las mismas muestras los valores de
recuentos de viables correspondieron al mismo
rango. En las muestras preparadas mezcdando
iguales volimenes de cultivos puros de Bif: bifidurm
CIDCA 5310 y Lb. delbrueckii subesp. bulgaricus
CIDCA 332 se encontré que los resultados
obtenidos con el método de EB-MPN correlaciond
oon los recuentos de viables.

La decision final de asignar a un resultado el
valor de "positivo" o "negativo" se obtiene por
inspeacion ocular (Figura 12). Pero en algunos
casos el oolor de las fosas puede no ser
daramente "positivo" probablemente por la
cantidad de bacterias crecidas. De todas maneras,
es posible solucionar este problema realizando una
lectura especrofotométrica a 500 nm del

contenido de la fosa y compararla con la lectura
ocorrespondiente al blanco. Toda lectura superior a
la lectura del blanco + o,; se considera positiva
para fosfocetolasa. Este fue el caso para una de
las muestras de leche fermentada (Figura 12;
dilucén 10°7).

También fueron analizadas muestras de starters
y leches fermentadas provenientes de dos
industrias En estas muestras se
encontraron variables de
bifidobacterias en el rango de 10’ a 10'! NMP/m.
Es importante puntualizar que todos estos valores

se corresponden con los resultados provistos por
recuentos de

locales.
concentraciones

ambas industrias para
bifidobacterias. Sorprendentemente, las muestras
de leches fermentadas comerdiales compradas en

&
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supermercados arrojaron valores considerable-
mente mas bajos (<10' NMP/ml) que aquellos
obtenidos para leches fermentadas preparadas en
el laboratorio. Solamente cuando la cepa Bif breve
CIDCA 532 fue agregada a una leche fermentada
fue posible recuperar 4.22 x 10 CFU/ml.

Varias leches fermentadas fueron preparadas
en nuestro laboratorio con diferentes cepas de
lactobadilos y Bif pseudolongum CIDCA 531.
starter liofilizado (conteniendo
Lactobacillus, Streptococcus y Bifidobacterium)
provisto por una industria local fue utilizado para

Ademas, el

preparar leches fermentadas en el laboratorio. El
starter se inoculd en leche y cuando el pH alcanzé
el valor de 4.2 se adiciond la cepa CIDCA 531. En
ambos  experimentos, los recuentos de
bifidobacterias fueron alrededor de 10° NMP/ml
(Tabla 12).

De las dos capsulas probidticas seleccionadas,
solo una logro disolverse en buffer para preparar
la suspensidon de bifidobacterias. Probablemente
los excipientes utilizados en preparar las capsulas
no son los mismos y en consecuencia se deberia
buscar un solvente mas adecuado para el caso de
la capsula que no logré solubilizarse. El producto
Pro-Biotics Adidophilus  mostrd
bifidobacterias similares a los dedarados por el
fabricante.

niveles de

La aplicacién del ensayo permitié observar que
los productos comerdiales analizados contenian
bajas cantidades de bifidobacterias indusive antes
de ser distribuidas en los supermercados. La
manipulacion de bacterias probidticas durante la
preparadon de productos afecta altamente su
supervivenda y la performance del producto.

Desafortunadamente, en muchos casos no son
observadas las precaudiones adecuadas durante el
procesamiento y en consecuencia se obtienen
valores de bacterias viables menores que los
espedificados por el productor. El almacenamiento
de bifidobacterias sigue siendo problemdtico para
la industria tanto como para los laboratorios de
investigacién debido a la baja resistencia de estos
microorganismos al oxigeno y al bajo
pH>*3913%5%62_ Con respecto a esto y considerando
que la cadena de frio puede ser interrumpida
durante la distribucion de productos con la
consecuente caida de pH, es de esperar que los
productos en la gbéndola muestren bajos
recuentos. Esta hipltesis fue confirmada al
preparar leches fermentadas en el laboratorio. En
este caso, se obtuvieron valores de 10° NMP
bifidobacterias/ml. Se obtuvieron resultados
similares cuando diferentes cepas fueron
adicionadas a leches fermentadas comerdales
(Tabla 12). En nuestro estudio se encontrd que las
leches fermentadas provenientes de super-
mercados contenian bajas cantidades de bifidobac-
terias, mientras que aquellos productos en forma
de capsulas ocoincidieron con los valores dedarados
por el productor. En una publicadén reciente'’’,
solo 2 de los 13 productos probidticos analizados
en el Reino Unido tenian los niveles declarados por
el productor. Mas adn, muchos productos no
contenian los microorganismos dedarados en la

etiqueta.

El ensayo descripto presenta nuevamente
dertas ventajas con respecto a los recuentos de
viables que emplean medios selectivos ©
diferendiales: un resultado mas objetivo cuando las
colonias no estdn lo sufidentemente separadas.
Considerando que las témicas de recuentos de
viables son tediosas y en algunos casos requieren
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largos tiempos de incubaddn, el método EB-MPN
representa un procedimiento mas rapido y
conveniente adecuado para su automatizacion. Los
bifidobacterias pueden ser
problematicos debido a las propiedades de
autoagregacion de algunas cepas'®**¥, por lo
tanto el método desarrollado se presenta como

recuentos de

una alternativa interesante para testear el nivel de
bifidobacterias frente a las témicas de recuentos
de viables.

El método es adecuado para la deteccion de
bifidobacterias no sélo cuando se adicionan en el
producto final, sino también cuando estos
microorganismos son crecidos en presendcia de
otras bacterias del starter. Esto indicaria que
ciertas cepas de bifidobacterias danadas por el
bajo pH y por el nivel de oxigeno pueden ser
recuperadas mediante esta metodologia a pesar de
crecer en conjunto con otras bacterias del starter.
Esta metodologia permite la deteccion de
cantidades muy bajas de bifidobacterias ya que
bacteria puede
concentracién de por lo menos 10°UFC/mI luego
de una incubacién en MRS por 48 hs a 37 °C. Esto
significa que es sufidente conque una sola bacteria
esté presente en una de las réplicas de cualquier
diluciéon del NMP para que se origine una cantidad

una sola alcanzar una

de bacterias que pueda ser revelada mediante la
reaccion para F6FFC.

Se han descripto otros métodos para la
deteccion de bifidobacterias en leches fermenta-

das'®*%®. Sin embargo, debido a sus altos limites
de deteccion no resultan dtiles cuando las
muestras a analizar poseen menos de 108
bacterias/ml. Los métodos basados en técnicas de
la polimerasa en cadena (PCR) tienen el
inconveniente de detectar células no viables junto
con las viables. Ademas, es necesario eliminar las
caseinas de la leche antes de extraer el ADN de las
bacterias y los subsecuentes lavados pueden
reducir el nimero de bifidobacterias.

El método EB-MPN tiene una aplicacién directa
en control de calidad industrial y también puede
ser utilizado en el seguimiento de las etapas de
elaboracion de productos lacteos conteniendo
bifidobacterias. En el desarrollo de un producto
probidtico, es importante que se encuentren
presentes microorganismos vivos en un nivel
adecuado de acuerdo con las legislaciones
actuales, que pueden variar de pais en pais. El
método desarrollado pemite detectar valores de
bifidobacterias recomendados por la Swiss Food
Regulation, la International Standard of FIL/IDF y
el MERCOSUR e indusive menores. Ademas,
mediante medidas de absorbancia se pueden
eliminar resultados dudosos o problematicos
(Figura 12). Ademas, puede ser aplicado por
personal sin grandes conocimientos de
microbiologia ya que la técnica propuesta no
requiere diferendar oolonias para asignar un
resultado a la lectura, sino se basa en la detecdién

de color.
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Conclusiones

Se desarrollo un ensayo /n vitro simple, rapido
y especifico basado en la medida cuantitativa de la
actividad de la enzima fosfocetolasa ocomo
estimacion del nimero de bacterias pertenecientes
al género Bifidobacterium, estableciendo las
condiciones Optimas para su implementacion.
Debido a su formato, el método permite la
determinacion de varias muestras

simultdneamente.

El ensayo desarrollado fue aplicado con éxito a
la determinacion de la adherencia de
Bifidobacterium a células intestinales en cultivo,
presentandose como una herramienta util en la
evaluacion de uno de los criterios de seleccion de
bacterias probidticas: adherenda a epitelio
intestinal.

A través de una combinacién del método del
Nimero Mas Probable y de la determinacidon de
actividad fosfocetolasa se desarrolld una

metodologia que permitid la cuantificacion de
bacterias del género Bifidobacterium en productos
lacteos y probiticos (EB-MPN). EI método
utilizando un medio conteniendo bilis como agente
selectivo, permite determinar especificamente
bacterias de este género en productos o cultivos

polimicrobianos.

La sensibilidad del ensayo EB-MPN permite su
aplicacion directa en control de calidad industrial y
también puede ser utilizado en el seguimiento de
las etapas de elaboracion de productos lacteos
conteniendo bifidobacterias.

El método desarrollado permite detectar
valores de bifidobacterias recomendados por la
Swiss Food Regulation, la International Standard of
FILJIDF y el MERCOSUR. La sensibilidad del
método permitiria su implementacién en legislacion
y regulacion de productos probidticos que
contengan bifidobacterias.
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CAPITUYLO I

n las dltimas décadas se ha

reconocido la importancia de la

microflora intestinal en la salud

tanto de nifios como de adultos. La

colonizacion de diferentes por-
ciones del tracto gastrointestinal por micro-
organismos benéficos constituye la primera barrera
defensiva contra la invasion de microorganismos
patdgenos o sustancias téxicas®!. La capacidad de
adherencia al epitelio intestinal y la capaddad de
competir con otros MiCroorganismaos parece ser un
rasgo crucial en una cepa probidtica para colonizar
el tracto gastrointestinal’***,

Las bacterias del genero Bifidobacterium son
habitantes nommales del intestino de animales y
humanos, donde juegan un papel importante en la
prevencién de desordenes gastrointestinales?®2,
Las Dbifidobacterias han sido exitosamente
utilizadas para prevenir diarreas relacionadas a
antibiotiaos y diarreas infantiles agudas. La
proteccion del epitelio intestinal podria ser

atribuida a las propiedades adherentes de algunas
liberacion de
antimicrobianas como los dacidos lactico y
229,327,20'

cepas y a la sustandas

acético

Una aproximadon para obtener informadon
acerca del probable comportamiento adherente en
el ecosistema intestinal es estudiar las propiedades
superficiales de las cepas seleccionadas. La
adherencia de microorganismos a ecosistemas
naturales se puede dedudr estudiando las
propiedades bacterias
utiizando una combinacion de metodolo-
gias?®327311  Este procedimiento incluye la
evaluacion de las propiedades superficales
mediante técnicas como particion en interfases
hidrocarburo-agua, determinacion del potencial ¢
(zeta), union a superfides sdlidas, capacidad de
agregar particulas, adherenda a monocapas de
células en cultivo. Hasta ahora, no ha sido
desarrollada una técnica que por si misma pueda
caracterizar adecuadamente todos los aspectos de

superficiales de las
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la interaccidn microorganismo-sustrato. Por lo
tanto es imprescindible conocer las ventajas y
limitacones de las témicas anteriormente
nombradas.

La aplicacion de cualquier sistema modelo al
estudio de la adhesion bacteriana debe tener tres
objetivos primarios:

(1) desarrollar una manera de caracterizar un
sistema natural relaconado;

(2) determinar las propiedades de adhesinas y/o
receptores, y

(3) examinar el rol de las moléculas que
contribuyen al proceso de adhesion pero que
no participan directamente como adhesinas o
receptores.

Cuando se disefia una estrategia para el estudio
de la superficie bacteriana, los métodos deben

estandarizarse cuidadosamente. Es importante
observar los buffers de resuspension ya que la
fuerza idnica y el pH pueden afectar los resultados
obtenidos. La temperatura a la cual se desarrollan
los ensayos asi como también las condiciones en
las que las bacterias son crecidas pueden afectar
las caracteristicas superficiales de las mismas.
Cuando se desean realizar comparacones entre
laboratorios, es recomendable induir en los
estudios cepas de referencia con diferentes
propiedades adherentes.

Con el objeto de caracterizar la superfide
bacteriana hemos aplicado varias metodologias a
una colecdon de bifidobacterias aisladas en el
CIDCA. Este procedimiento permitid dasificar
cepas adherentes sobre la base de su capacidad
de interaccionar oon diferentes superficdes y
correlacionar estas propiedades con la naturaleza
de la superficie bacteriana.

sy
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Objetivos

En la segunda etapa del presente trabajo de Tesis se plantearon los siguientes objetivos:

@ Estudio sistematico de las propiedades
superficiales de bifidobacterias, focalizando en la
adherencia como un rasgo probidtico, a través de
una metodologia adecuada que induye los
siguientes aspectos:

- estudio de la hidrofobicidad superficial
mediante un método cinético (optimizacion de
la técnica)

- estudio de la capaddad autoagregante
(determinacién de parametros cuantitativos)

- estudio de la capacidad hemaglutinante en
combinacién con estudios de inhibidon de
hemaglutinacion

- estudio de la capacidad de adherirse a
particulas cubiertas con mucinas

- estudio de la capacdad de adhesion a
sustratos inertes (poliestireno)

- estudio de la capacddad de adhesion a
sustratos Dbioldgicos (monocapas de células
epiteliales en cultivo)

@ Estudio de las condiciones de crecimiento en la
manifestacion de las propiedades superficiales

@ Caracterizacion de la superficie de las
bifidobacterias a fin de identificar la naturaleza de
las moléculas involucradas en la adhesion
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Metodologia

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo.
Se utilizaron las cepas de Bifidobacterium de las
siguientes especies:  Bifidobacterium pseudo-
longum CIDCA 531, Bif. breve CIDCA 532, Bif
bifidum CIDCA 536, CIDCA 537, CIDCA 5310 y
CIDCA 5313 y Bif. infantis CIDCA 538. El origen de
las cepas y la preparacion de los medos de cultivo
utilizados se especificaron en el Apéndice 1y en el
Capitulo 1. Las cepas Bif. bifidum CIDCA 536 y Bif.
infantis CIDCA 538 pertenecen actualmente a la
coleccion de Nestié bajo la denominacion NCC 189
y NCC 200, respectivamente.

Inicialmente se realizaron estudios cinéticos a
fin de establecer el tiempo de cosecha para los
ensayos de propiedades
modelado matematico permitié caicular los

superficiales. Un

paramentros de crecimiento. Uno de los modelos
mas recomendado'¥!1*%%¥1 es |a ecuadbn de
Gompertz modificada:

A = Ag + a x exp{-exp[-(t-m)/b]}

donde A es la absorbancia de la suspension
medida a 600 nm, Ag es la absorbancia asintética
cuando el tiempo tiende a 0 (aprox. equivalente a
la absorbancia inicial de bacterias) medida a 600
nm, a es la absorbancia asintética cuando el
tiempo tiende a infinito (ie. la absorbancia
mdaxima) medida a 600 nm, t es el tiempo
expresado en horas, m es el tiempo requerido
para alcanzar la maxima velocidad de crecimiento
expresado en horas, y b es la velocidad relativa de
crecimiento expresada en horas™ a tiempo m.

A partir de estos parametros se pueden calcular
la velocidad especifica de crecimiento, p = 1/(b x
In a), expresada en h''; la duracién de la fase de
latencia, Lag = m - b, expresada en horas; y la
maxima densidad de poblacion, Anx = Ag + a,

®
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expresada en unidades de absorbanda. Se aplicd
este modelado para las bifidobacterias crecidas en

caldo MRS y en caldo TPY.

1) Propiedades fisicoquimicas de la superficie bacteriana

Dentro de los modelos que se utilizan
frecuentemente para inferir la capacidad de
adherencia de los microorganismos se encuentra el
estudio de la Aidrofobicidad superficial. Este tipo
de ensayo se encuentra entre los mas generales y
menos especificos, pero puede ser de gran ayuda
al momento de hacer una preseleccion de cepas si
se cuenta con un gran numero de ellas. También
permite verificar cambios en las propiedades
superficiales debido al crecimiento en diferentes
medios de cultivo.

El ensayo utilizado en este trabajo se denomina
MATH (Microbial Adhesion To Hydrocarbon) y esta
basado en la tendenda de dertos microorganismos
a adherirse a la superficie de gotas de
hidrocarburos liquidos, durante un breve periodo
de agitacion'®,

Material: Los tubos de vidrio utilizados en este
ensayo se lavaron con mezcla sulfocromica* y se
enjuagaron con agua bidestilada, debido a que
ciertos surfactantes pueden interferir con los
resultados. En algunos casos es incompatible la
utilizacién de pipetas y cubetas de plastico (por
ejemplo con p-xileno). En estas experiendas se
utilizdé nhexadecano como hidroarburo de

* La mezda sulfoadmica se prepard disolviendo 200 g de Cr,0/K; en
100 mi de agua y suavemente se agregaron 1600 mi de H,SO4 agitando.
Como la mezda es muy higroscOpica y comrosiva, se conservd en botellas
de vidrio borosilicato color caramelo bien tapadas y en un lugar seguro.
Cuando la mezda tom6 color verde, se desaart6.®®

referenca, que no ofrece problemas con
materiales plasticos y posee menor toxicidad.

Preparadon de microorganismos: Se utilizaron
microorganismos crecidos en caldo TPY o MRS
(Difco Laboratories, Detroit, MI). La composicion
de los medios, su forma de preparadén y el
procesamiento de los cultivos se detalla en el
Apéndice 1. Luego de los lavados, la densidad
Optica de la suspension stock de bacterias se
ajustd aproximadamente a 0.8 - 1.0 a 600 nm.

Hidrocarburo referenda: Entre los hidrocarburos
que se aconsejan utilizar para este tipo de ensayos
se encuentran: n-hexano, noctano y p-xileno'®.
En este trabajo se utilizd nhexadecano (J. T.
Baker, Mallinckrodt Baker Inc., Phillispsburg, NJ).
Se verificd la ausenda de surfactantes en el
hidrocarburo colocando unas gotas de éste en el
buffer (sin bacterias). La presenda de una
emulsion o si las gotas no coalesderan
rdpidamente, indica la presenda de un
contaminante que deberia ser removido mediante
una resina de intercambio ionico (€. g. MB 3).

Ensayo prefiminar: El método para comparar la
hidrofobicidad superfidal de bacterias involucra
medidas dnéticas; es dedr, considerando que la
hidrofobicidad superfidal es tiempo-dependiente,
la adhesion a diferentes volimenes de
hidrocarburo debe evaluarse en funcién del tiempo
de agitacion. En forma preliminar se diferenciaron

23



Capitulo 11

las cepas hidrofébicas de las que no-hidrofébicas
mediante el siguiente ensayo:

A un volumen de 1.2 ml de suspension stock de
bacterias se le agregaron cantidades crecientes de
hexadecano (40 pl, 80 pl, 150 ul y 200 pl). Las
diferencias en la reladén de volimenes entre la
fase acuosa y orgdnica afectaran los resultados.
Los tubos se agitaron en vortex (Maxi Mix II,
Thermolyne Barnstead, Dubuque, IO) por un
periodo de 2 min a potenda maxima, luego del
cual se permitid que se separen las fases. Si no
ocurriera adhesion, las fases deberian coalescer y
separarse completamente. En caso de haber
adhesion, se formara una capa superior "cremosa”
compuesta de gotas de hidrocarburo cubiertas de
bacterias. La adhesiéon a hidrocarburo se confirnd
microscopicamente mediante la observacién de las
gotas. De esta manera fue posible diferencias
entre cepas hidrofdbicas y no-hidrofébicas.

Ensayo dnético. Se tomé un grupo de tubos
conteniendo 1.2 mi de suspension bacteriana de
cada cepa. A cada uno de ellos se les colocaron 10
ul de hexadecano y se agitdo cada tubo por un
periodo de tiempo diferente hasta un maximo de 2
min (e. g., 0 seg, 5 seg, 10 seg, 20 seg, 45 seg, 1
min y 2 min). Cada tiempo se evalud por
duplicado, es decir, se prepararon dos tubos para
cada tiempo. Luego se tomé otro grupo de tubos
para los que se aplicd el mismo procedimiento
pero colocando 40 pl de hexadecano. Luego, se
repitieron las medidas con tubos conteniendo 80
ul, 150 pl y 200 ul de hexadecano. Luego de la
agitadion se permitio a las fases que se separasen
y se extrajo la fase inferior acuosa con una
micropipeta o con jeringa y aguja y se transfierié a
una cubeta para medir la turbidez a 600 nm

(Beckman DU-650, Beckman Co., IL). Se evitd en
todo momento contaminadon de la fase inferior
acuosa oon la fase superior organica.

La disminucion de la turbidez se comparé con la
turbidez de la suspension con hexadecano sin
vortear (t = 0). Es erméneo incorporar como control
un tubo vorteado sin hidrocarburo, los migo-
organismos podrian adherirse a las paredes del
tubo y ésta precisamente es una caracteristica de
las cepas que se van a estudiar. El cero de
absorbanda se fijo en el espectrofotometro con un
tubo de buffer con el mismo volumen de
hidrocarburo que se utilizara en la bateria de tubos
correspondientes. Las medidas se realizaron entre
25 y 27 °C. La temperatura es un factor
importante ya que el punto de solidificacion del
hexadecano esta cerca de los 20 °C.

Para cada relacén hidrocarburo/buffer, la
disminucién de la turbidez en el tiempo sigue una
cinética de primer orden con una constante de
velodidad denominada constante de remocion (K).
Por lo tanto, para obtener este parametro, se
graficaron los resultados de In DOY/DQO, (donde
DO, es la densidad dptica inidial sin agitar y DO, es
la densidad Optica a tiempo de agitacion t) en
funcién del tiempo y mediante regresion lineal se
determiné a partir de la pendiente, la contante de
remodon (k). Un grafico de las constantes de
remodion en funcién de las relaciones de volumen
hidrocarburo/buffer, genera una linea redta de
cuya pendiente se obtiene el coefigente de
remodon (K). Este parametro se utilizé para
caracterizar la hidrofobiddad superfidal de las
bifidobacterias. En la Figura 1 se representan a
titulo ilustrativo los resulados obtenidos por Doyle
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Yy  Rosemberg!®
metodologia.

utilizando esta

misma
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Figura ) Adhesién de
Sreptococcus  oicetus AHT  a
hexadecano. (Superior) Adhesién
al hidrocarbwro como funcidn del
tiempo de agitacién. (Jnferior)
Representacin de la cinética de
primer orden para la adhesion de
S. daicetus a  hexadecano,
utilizando los datos derivados del
gréfico superior. (Inserto)
Pendiente de la cinética de pirmer
orden (k seg’) versus la relacién
dehexadeanoabuffer(vnyVB,
respectivamente). El volumen de
células en el buffer fue de 3 mi
para la curva superior, mientras
que la cantidad de hexadecano fue
de 100 pl. Los datos fueron
extraidos de Doyle y Rosemberg'®.
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2) Interacciones bacteria-bacteria

Definimos como autoagregacion o autoaglu-
tinacién a la capacidad de una cepa bacteriana de
aecer en un medio de auitivo liquido formando
grumos o agregados visibles macroscopiamente.
Estos agregados estan formados generalmente por
grandes dusters de células, los cuales son difidles
de diferenciar individualmente al microscopio
6ptico. Es probable que determinados compo-

V,/Vp X 10°

33.2

nentes del medio de cultivo favorezcan Ila
expresion de estas propiedades. Si un cultivo o
una suspension bacteriana se agita y se deja
inmovil durante un periodo de tiempo, las
bacterias autoagregantes pueden ser distinguidas
de las que no lo son, porque las primeras
sedimentan darifiando el medio mientras que las
ulimas persisten dispersas en & seno de la

T
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suspension. Algunos agregados son relativamente
estables inclusive luego de una vigorosa agitacion
0 de lavados con buffer, pero pueden ser
disgregados mediante un tratamiento ocon
detergentes. Las diferencias
autoagregantes y las no-autoagregantes pueden
caracterizarse en forma semicuantitativa por medio
del /ndice de autoagregadon y el tiempo de
autoagregacion.

entre cepas

Indice de autoagregacion (IA): Una manera de
cuantificar la capaddad de autoagregacién es
determinando la concentracién bacteriana en
mg/mi de peso seco por unidad de DOggo. A igual
concentracdion, las bacterias autoagregantes daran
menor densidad Optica que las no-autoagregantes
debido a diferencias en el nimero de particulas en
suspension.

Para determinar el indice de autoagregacion, se
realizaron cultivos con un inéculo al 1% en 50 mi
en diferentes medios. Los medios utilizados fueron
disefiandos con la finalidad de determinar el/los
componentes que produce las caracteristicas de
autoagregacion y se detallan en el Apéndice I. Las
condidones de cultivo ya se detallaron en el
capitulo anterior. Cuando se alcanzd la fase
estacionaria, se sacaron los erlenmeyers de las
jarras de anaerobiosis, se raspd con un policeman
de goma todo el material adherido a las paredes y
se homogeneizé suavemente el contenido para no
desarmar los grumos. De estas suspensiones se
tomaron dos alicuotas para medir DOgy. L2
concentracion bacteriana se determind de la
siguiente manera: se midié el volumen de cultivo a
la dédma de ml y se trasvas6 a tubos de
centrifuga. Las suspensiones se centrifugaron

durante 10 min a 4 °C a 10000 gen una centrifuga
Sorvall (Sorvall RC-5B, DuPont Co., Wilmington,
DE). Se eliminé el sobrenadante sin arrastrar pellet
para no eliminar bacterias y se lavd dos veces con
PBS. Se procedié de la misma manera realizando
un ultimo lavado en agua bidestilada en tubos de
vidrio tarados hasta la centésima de mg (Metler AE
240, Greifensee, Suiza). Luego de eliminar el
sobrenadante se llevan a estufa de 100 °C hasta
peso constante. Se debe tomar especial precaucon
en e lavado ya que por tratarse de la
determinacion de masa bacteriana, debe redudrse
al minimo la pérdida de masa por lavados.

Los calculos se realizaron para cada cultivo
independiente por separado y luego se
promediaron los valores de (mg/ml)/DOg para
¢/cepa en ¢/medio. El indice de autoagregadion se
calculé con la siguiente expresion:

IA = peso seco (mg/ml)/DOguo

Tiempo de autoagregacion (TA): Los cambios
en la turbidez de una suspension que sedimenta
espontdneamente puede ser monitoreada en
funcion del tiempo. A partir de los cambios en la
DO se pueden calcular los cambios relativos en la
sedimentacén mediante la siguiente expresion:

DOret = [(DO-DO;)/(DOst-DOy)]

donde DO es la turbidez de una muestra a un
tiempo dado, DO; es la turbidez inicial de la
muestra y DOy, es la turbidez de saturacion
obtenida a tiempo infinito (a largos tiempos). Los
valores de DOy se graficaron en funcién del
tiempo para varias diluciones de las cepas. Es
importante notar que a partir de una determinada
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dilucién las curvas se superponen. En esas
condiciones se puede determinar el tiempo de
autoagregacion como el tiempo al cual la
absorbandia relativa alcanza el 50% del valor de
saturacién independientemente de la dilucidn.

Para calcular estos parametros, se crecieron y
cosecharon las bacterias como se desaibié en el
capitulo I y se ajusté la DO de las suspensiones a
1.0 - 1.5. Un ml de cada suspension se colocd en
una cubeta y se evalud el cambio en la turbidez
por aproximadamente 20 min a intervalos

3) Interacciones bacteria-eritrocito

Los eritrocitos son una fuente conveniente para
evaluar las propiedades superficiales de las
bacterias ya que contienen una miriada de
dominios externos para adhesinas bacterianas. La
mayoria de las adhesinas bacterianas son
detectables como hemaglutininas cuando una
reaccion de hemaglutinadon (HA) da positiva con
bacterias intactas. En la mayoria de los casos, los
sitios expuestos para las adhesinas bacterianas son
antigenos que también son expresados en las
células del epitelio intestinal. Por esta razon, la HA
es un sistema experimental adecuado para
predecir las interacdones especificas entre las

bacterias y los eritrocitos?!4219447,53,314,351

Para evaluar la capacidad hemaglutinante se
realizaron ensayos de hemaglutinacion en placas
de ELISA de 96 fosas con fondo en U (Nunc,
Roskilde, Dinamarca) utilizando solucion fisiologica
estéril como diluyente. Cada cepa se evaludé en
una fila de fosas diferente en la que se enfrentaron

regulares hasta que no se observaron cambios en
un  espectrofotdmetro Metrolab RC 235
(Laboratorio Rodriguez Corswant, Bemal). El
procedimiento se repitié con diluciones seriadas de
las suspensiones bacterianas. Finalmente se
calculd la DOy a cada tiempo utlizando la
expresion dada arriba y se representd la variacion
de DO en funcién del tiempo para cada dilucion.
Utilizando solo aquellas curvas en las cuales la
sedimentacion es independiente de la diludén, se
hallé el correspondiente TA como el tiempo para el
cual DO, = 0.5.

25 ul de diluciones seriadas al medio de las
suspensiones bacterianas (inicial 2mg/ml) con
igual volumen de una suspension al 2% de
eritrocitos humanos (grupos AB, A 6 O) lavados en
PBS. Se homogeneizé suavemente y se dejé sobre
una superficie horizontal a T amb. Al cabode 1 h
se realizé la lectura de las placas. Los resultados
se expresaron como la inversa de la maxima
dilucion bacteriana que produce hemaglutinacion a
simple vista. Todas las titulaciones fueron
realizadas por duplicado con dos aultivos
independientes. Como control negativo se preparo
una fosa sin suspension bacteriana.

Cuando no existe
HA (resultado nega-
tivo) los glébulos
rojos son capaces
de sedimentar en el
fondo de la fosa. Un
resultado positivo se
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evidendia por la presendia de una red de glébulos
rojos-bacterias que cubre completamente la fosa.
Para que estos efectos se manifiesten dlaramente,
es importante utilizar placas con fosas de fondo en
U o enV, pero nunca con fondo plano.

Los gldbulos rojos se obtuvieron por extraccion
de aproximadamente 10 ml de sangre venosa con
aguja y jeringa estéril. La sangre se colocd en un
tubo estéril con anticoagulante (citrato de Na,
2.6%; addo citrico, 0.3%; Na,HPO,.H,0, 0.22%;
glucosa, 3.2%; pH 7.35) en una relacion 10 mi
sangre/1.5 ml anticoagulante. El anticoagulante se
esterilizé por filtracdon con membrana de 0.45 ym
(Millipore Co., Bedford, MA). Las muestras de
sangre se descartaron cuando se observaron los

primeros indicios de hemdlisis.

Modificacion de la hemaglutinacion. Aquellas
cepas que mostraron HA fueron sometidas a
diferentes tratamientos fisicos, quimicos o
enzimaticos con el objeto de caracterizar quimica y
morfolégicamente los componentes superficiales

responsables de esta propiedad.

Se incubaron las bacterias con lisozima 5 mg/mi
o Triton X-100 0.5% por 1 h a 37 °C. Las bacterias
fueron lavadas con PBS y resuspendidas en el
mismo buffer para lograr una concentracion de 2
mg/ml. En otro grupo de experimentos, las
bacterias fueron sometidas a sonicacion (Branson
200, Danbury, CT) tres veces en periodos de 30
seg a la maxima potencia en un tubo en un bafio
de hielo. Finalmente, una alicuota de bacterias
lavadas y llevadas a 2 mg/ml fue agitada a 120
rpm a T amb por 1 h ya que ha sido publicado que
la agitacién elimina adhesinas de la superficie

bacteriana en otras cepas’®. Se aplicaron ademas
otros tratamientos, que por tratarse de
tratamientos utilizados también en otros modelos
se detallan en el indso 6.

Inhibicion de hemaglutinacion. Este ensayo
permite identificar componentes involucrados en la
interaccion con eritrocitos mediante la competencia
oon los mismos componentes en forma soluble. Se
trata de ensayar la suspension bacteriana con
diluciones seriadas del compuesto competente
soluble frente a los eritrocitos. Para este ensayo,
habiendo establecido la

componentes carbohidratos en la interaccién con

particdipacion  de

eritrocitos (ver Resultados), se realizd la
competencia con diferentes azicares simples,

oligosacaridos y mucinas.

Este ensayo consta de dos etapas, una inicial
en la que se establed6 la minima concentracion de
bacterias necesaria para lograr HA; y una segunda
etapa donde se enfrentaron bacterias con azicares
o mucinas frente a eritrocitos a fin de establecer la
concentracion de azl(car necesaria para lograr
desplazamiento de bacterias e inhibir la
hemaglutinacion. El protocolo de ensayo se

describe a continuacion:

e se desarrollé en placas de ELISA de 96 fosas
con fondo en U (Nunc Co., Roskilde, Dinamarca)

usando solucidn fisioldgica estéril como diluyente

e se prepararon diluciones seriadas de una
suspensidn de bacterias inicialmente de 2 mg/ml
en solucion fisioldgica. Las diluciones se realizaron
de manera que resulten minimas las diferencias
entre si a fin de establecer con mayor precision la
minima cantidad de bacterias necesarias para
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producir HA (por ejemplo: 1, 1/2, 1/3, 1/4, 1/5,
etc.)

e una vez hallada la dilucidn limite, se ampli6 el
rango de diluciones para lograr ain una mayor
sensibilidad. La concentracidn minima que produce
hemaglutinacion es la que se utilizé en la segunda
etapa

e se prepararon soluciones de los azlicares que
se utilizarian como competidores, los cuales se
diluyeron de manera secuencial en las fosas de la
placa conteniendo 25 ul de solucion fisioldgica. Los
azucares empleados y su concentracion se detallan
en la Tabla 1. Las concentraciones iniciales de
azulcar utilizadas dependen de su solubilidad. Otros
autores utilizaron concentraciones en el rango de
100-200 mM128,53,59

e las glicoproteinas testeadas fueron fetuina,
mucina originaria de glandula submaxilar bovina
(BSM) y mucdna originaria de mucus estomacal
porcino (PSM) provenientes de Sigma (Sigma
Chemical Co., St Louis, MO). Se disolvieron hasta
lograr una concentracion de 1 mg/mi. Otros
autores han utilizado concentraciones de mucinas
en el rango de 0.5-5 mg/m|?¥%>3

o luego de realizar las diluciones de los azlicares
0 mucinas, se colocaron en cada fosa 25 ul de la
suspension de bacterias.

e finalmente se agregaron 25 pl de una
suspension al 2% de globulos rojos humanos en
cada una de las fosas de la fila. Se homogeneizo y
se dejo sobre una superficie horizontal a T amb. Al
cabo de 1 h se realiz6 la lectura.

Tabla 1. Azdcares utilizados en el ensayo de inhibicion de hemaglutinacién. Se indican las
concentraciones utilizadas, las mismas fueron establecidas de acuerdo a la solubilidad de los
azucares y corresponden a las concentraciones finales.

Azucar concentracion mM
I(-) fucosa 773
d(+) fucosa 786
d(+) xilosa 800
I(-) xilosa 790
maltosa 390
d(+) manosa 793
d(+) galactosa 433
d(-) fructosa 770
arbutina 371
d-manitol 656
I(-) sorbosa 988
mijo-inositol 593
esculina 143

Azucar concentracion mM
d(-) amigdalina 400
d(+) rafinosa 223
d(+) celobiosa 153
NAcGalactosamina 300
I(-) ramnosa 440
a-lactosa 233
I(+) arabinosa 443
d(-) arabinosa 845
NAcGlucosamina 416
sacarosa 984
d(+) glucosa 893
ac. glucénico 827
d-sorbitol 723
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Controles: se prepard un control positivo de HA
reemplazando la solucion de azlcar con solucién
fisioldgica y un control negativo en el que no se
coloco la suspension de bacterias. Para verificar
gue la alta concentracién de azlcar no modifique
la morfologia del eritrocito, se preparé un control
con la maxima concentracion de azlcar al que no
se le agregd suspension de bacterias. Como
control adicional, se realizd una observaciéon al

microscopio optico (Zeiss, Alemania) de una
muestra tomada del control positivo y del control
negativo, asi también como una muestra de la fosa
qgue contiene la maxima concentracién de azucar
sin bacterias. Nuevamente, un resultado negativo
se evidencié por la sedimentacion de glébulos
rojos en el fondo de las fosas. Los resultados se
expresaron como la inversa de la maxima dilucion

que produce inhibicion.

4) Adherencia a superficies o particulas inertes o modificadas

Adherencia a particulas de Sepharose
cubiertas con mucinas. Para este ensayo se
digirieron previamente las mucinas de la siguiente
manera: se prepararon suspensiones al 5% de
cada una en buffer Tris-salino suplementado con
Ca*? (8 g/t NaCl, 25 mM Tris, 25 mM CaCl,) y
fueron digeridas con tripsina adicionada dos veces
por dia durante 5 dias (2U/adicién) a 37 °C. Las
suspensiones fueron mezdadas frecuentemente
cada dia. Luego de inactivar térmicamente la
enzima a 75°C por 20 min, las muestras fueron
centrifugadas por 5 min a 3000 g y los
sobrenadantes fueron quimicamente conjugados a
particulas de Sepharose-6B (Sigma Chemical Co.,
St Louis, MO).

Las particulas de Sepharose fueron conjugadas
con d-manosa o las mucinas digeridas de acuerdo
al método de la divinil sulfona (DVS)'%.
Brevemente, 50 ml de particulas Sepharose-6B
fueron lavados exhaustivamente con 200
volumenes de agua bidestilada y agitados
suavemente con 50 mi de 0.5 M buffer carbonato
(pH 11) y 5 mi de DVS por 70 mina T amb. Las

particulas fueron luego exhaustivamente lavadas

con agua bidestilada y conjugadas durante toda la
noche con cada una de las siguientes soluciones:
50 mi de d-manosa 20% o las mucinas digeridas
en 0.5 M buffer carbonato pH 10.

Para determinar la adherencia de las bacterias
a las particulas cubiertas con mucinas, se
desarrolld el siguiente protocolo: 8 ml de bacterias
lavadas (DOgo = 3) se mezclaron con 2 ml de
particulas cubiertas de mucinas durante 2 hs a
temperatura ambiente en tubos conicos de 10 m|
(Corning, Corning Co., NY). Los tubos fueron
agitados por inversion a intervalos regulares.
Luego de la incubacion, los tubos fueron ubicados
en forma vertical hasta que sedimenten las
particulas y los sobrenadantes fueron descartados.
Los pellets fueron lavados dos veces con 10 ml de
buffer PBS agitando por 15 min como se describio
arriba para eliminar las bacterias no unidas que
podrian estar atrapadas u odluidas, y finalmente
resuspendidos en 10 mi de buffer PBS. La cantidad
de bacterias unidas fue cuantificada en alicuotas
de 200 pl a través del ensayo de F6FFC detallado
en el Capitulo 1. El porcentaje de adherencia se
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relacioné a la cantidad total de bacterias
agregadas y se calculdé mediante la siguiente
expresion:

%Adh = (DOsqg bacterias unidas/DOsqy bacterias
totales agregadas) x 100

donde DOsa bacterias unidas, corresponde a la
actividad enzimatica de bacterias adheridas a las
particulas conjugadas y DOsy total de bacterias
agregadas, corresponde a la actividad enzimatica
de las bacterias agregadas.

Cuatro diluciones de la suspension original de
bacterias fueron sometidas al ensayo de la F6FFC
oon el objeto de confirmar la linealidad en el rango
de densidad bacteriana trabajado, ya que la
ecuacion anterior es valida solamente en la porcién
lineal de la curva. Los experimentos fueron
realizados en duplicado con dos cultivos
independientes. Los controles utilizados
consistieron en bacterias lavadas incubadas con
particulas sin conjugar o con particulas conjugadas

con manosa.

Adherencia al vidrio. | a capacidad de estas
cepas de crecer adheridas a las paredes del tubo
de ensayo en las que son incubadas fue evaluada
por inspeccion ocular antes y después de una
agitacion manual suave. Aquellas bacterias que
mas fuertemente manifiesten esta propiedad
resistiran la agitacion y permaneceran adheridas a
las paredes del tubo de vidrio. Los resultados
semicuantitativos se expresaron como (+) para las
adherentes al vidrio y (-) para las no adherentes al
vidrio. Para este ensayo se utilizaron tubos de

ensayo de vidrio convencionales.

Adherencia a poliestireno. La adherenda
bacteriana a superficies es considerada como la
primera etapa en la colonizacién. Las cepas que
agregados pueden también crecer
adheridas a las paredes del tubo o del edenmeyer
(observaciones preliminares). Por lo tanto, la
cuantificacion de la capacidad de adherirse al
vidrio o al poliestireno puede ser empleada para
caracterizar las cepas. La cuantificaciéon de la

forman

adherenca a superficies sdlidas puede ser
realizada mediante diferentes metodologias:
microscopia optica, tinciones, radiomarcado, ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay), biolumi-
niscencia, actividad enzimatica, etc®? .

Para determinar la adherencia a poliestireno,
las bacterias se crecieron y se cosecharon como se
describié anteriormente y la densidad Optica se
ajusto a 1.0 -2.0 a 600nm. Se agregaron 500 pl de
la suspensidn bacteriana a una placa para cultivo
de células de 24 fosas (Corning, Corning Co., NY) y
se incubaron por 1 h a 37 °C. Posteriormente las
fosas se lavaron 3 veces con PBS a fin de eliminar
bacterias no adheridas. La cuantifiadon se
bacterias se realizd mediante las técnicas de

tincion con cristal violeta*”” y el ensayo de F6FFC.

Se estudio la capacidad adherente de diferentes
cepas de Bifidobacterium resuspendidas en PBS.
Se incluyé un blanco (fosa vacia) y un control
negativo (fosa con PBS).

1) Tincion con cristal violeta. Luego del ensayo
de adherendia se siguié el siguiente protocolo:

e Fijar las placas con bacterias adheridas en
estufa a 60 °C por 20 min
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e Colocar 1 ml de solucidn de cristal violeta
(Merck, Darmstadt, Alemania) (0.5 g en 20 ml de
etanol 96% y llevar a 100 ml con agua bidestilada)
en cada fosa. Las placas selladas se incuban por
30 min sin agitar

e Lavar 5 veces 0 mas con PBS para eliminar
exceso de colorante

e Incubar 45 min con buffer desarrollador en
placas selladas. El buffer desarrollador citrato se
prepara de la siguiente manera: (A) 10.09 g de
acido citrico en 350 ml de agua bidestilada,

agregar 150 ml de etanol 96%. (B) 8.9 g de
Na,HPO4 en 350 ml de agua bidestilada, agregar
150 mi de etanol 96%. Al mezdar (A) con (B) 1:1,
el pH resultante es 4.3.

e Colocar 250 pl de cada fosa en placas de 96
fosas con fondo plano

e Leera5s50nm

2) Ensayo de F6FFC. E| protocolo de aplicacion
del ensayo enzimatico se detalld en el Capitulo I.

5) Adherencia a superficies biologicas. Interaccion bacteria-células intestinales

Adherencia a células de la linea Caco-2. Sobre
la base de que la microflora intestinal juega un rol
preponderante en la homeostasis del intestino, la
importancia de las interacciones entre las bacterias
y las células intestinales radica no solo en brindar
la posibilidad de retener microorganismos para
contrarrestar los movimientos peristalticos sino
también en el desencadenamiento de respuestas
celulares®7°, Las células de la linea Caco-2 han
sido ampliamente aceptadas como modelo /n vitro
para estudiar las interacciones entre las bacterias y
los enterocitos?'-?. Esta linea celular deriva de un
adenocarcinoma de colon y muestra similitudes
morfoldgicas y diferenciacion funcional con las de
los enterocitos. Las células Caco-2 en post-
confluencia tardia (21 dias en cultivo) muestran
microvellosidades apicales y ribete en cepillo con
actividad enzimdtica similar a la del epitelio
intestinal®31#40:18625  Otras lineas celulares (por
ejemplo, HT-29 y T84) pueden ser utilizadas
también para estudiar este tipo de interacciones
bacteria-enterocito®2%%”. Consecuentemente, los

protocolos experimentales deben ser adecuada-

mente adaptados a las lineas que se estudian.

En este caso se estudid la adherencia de
bifidobacterias mediante un protocolo ya explicado

en el Capitulo I que a continuacion se transcribe:

e Sembrar las células Caco-2 (pasaje 23 o
superior, alrededor de 2 x 10* células/cm?) en
placas para cultivo de 24 fosas. Si se va a realizar
una observacion microscopica las células se crecen
sobre cubreobjetos de vidrio (Assistent, Alemania)

colocados dentro de las fosas

e Incubar las placas durante 21 dias a 37 °C en
una estufa de atmodsfera controlada (5% C0,-95%
aire) cambiandoles el medio cada 2 dias.

e Llavar las monocapas con solucion GKN
(Glucosa-K-Na) o medio de aultivo de células sin

suero fetal bovino a temperatura ambiente



Capitulo II

e Agregar 0.5 ml de suspensién bacteriana (0.5 -
1.0 unidades de absorbancia a 600 nm) a las
monocapas coonteniendo 1 ml de GKN.

Homogeneizar
e Incubar a 37 °C por 1 h sin agitacion

e Lavar 3 veces con solucion GKN para remover
bacterias no adheridas

e Cuantificar o caracterizar la adherencia
mediante Optica,  microscopia
electrénica de barrido o el ensayo de F6FFC.

mMIiCroscopia

Los cubreobjetos de vidrio son preparados de la
siguiente manera: se hierven en una solucion al
5% v/v de un detergente no-idnico (Extran MAQO2
neutro, Merck, Darmstadt, Alemania) por 5 min y
luego se enjuagan exhaustivamente con agua de
la canilla. Se lavan 5 veces con etanol 96% y 5
veces con agua bidestilada (Barntead Thermolyne,
Dubuque, 10).
autoclave por 15 min y se secan a 60 °C.

Finalmente se esterilizan en

La menor densidad bacteriana que se puede
utilizar para los ensayos de adherencia depende
del método de deteccién elegido. Los ensayos de
adherencia se revelaron con diferentes técnicas
que fueron optimizadas como parte de este trabajo
de Tesis :

e Microscopia optica
e Microscopia electronica de barrido
e F6FFC

1) Microscopia optica. Las observaciones por
microscopia optica se realizaron en un microscopio
diferentes

Zeiss (Alemania). Se aplicaron

protocolos de coloracion a fin de determinar la

coloracién que permita una clara observacion de la
monocapa con las bacterias adheridas.

Tincion de Gram

o fijar e preparado con metanol (Merck,
Darmstadt, Alemania) por 5 min

e lavar con agua bidestilada

e colocar durante 3 min 0.5 mi de cristal violeta
(Merck,
etandlica al 10%, previamente filtrado con

Darmstadt, Alemania) (solucién
papel de filtro Whatman #1) en cada fosa

e lavar con agua bidestilada

e colocar durante 30 seg gotas de solucién de
Lugol (I, 2 g; KI, 20 g; agua bidestilada 1
litro) (Anedra, San Fernando, Argentina)

e lavar con agua bidestilada

e decolorar con etanol-acetona 70-30% (Merck,
Darmstadt, Alemania)

e contracolorear con solucion de safranina

(Merck, Darmstadt, Alemania) (solucion
etandlica 10%) diluida 1/10 en agua
bidestilada

e lavar con agua bidestilada. Observar en

microscopio de inmersion con 1000 aumentos

Tincion de Gram modificada

e la modificacion consistio en decolorar con
etanol 70% en lugar de con la mezcla etanol-
acetona 70-30% luego del agregado del
mordiente y antes de contracolorear con

safranina

Tincion de Giemsa

e se puede realizar con la monocapa fijada con
metanol por 5 min o sin fijar

e ocolocar 0.5 mi de solucidon de Giemsa (Biopur,
Buenos Aires, Argentina) (dilucion 1/10 de
reactivo original) en cada fosa durante 5 min a
T amb
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e lavar con buffer fosfato 10 mM y dejar secar.
Observar en microscopio de inmersién con
1000 aumentos

Tindion de May-Grinwald/Giemsa *

e oolocar 0.5 ml de solucién May-Griinwald
(Biopur, Buenos Aires, Argentina) en cada fosa
durante 3 min

e agregar buffer fosfato 10 mM en la misma
proporcion a la del colorante

e homogeneizar suavemente y dejar 5 min

e lavar con buffer fosfato 10 mM

e agregar solucion de Giemsa (dilucion 1/10 de
reactivo original) y dejar 20 min

e lavar con buffer fosfato y dejar secar.
Observar en microscopio de inmersién con

1000 aumentos (Zeiss, Alemania)

2) Microscopia electronica de barrido (MEB).
Los ensayos de adherencia fueron evaluados por
MEB. Previamente, se optimizaron las etapas de
fijadon y deshidratacion en las bacterias y las
células eucaridticas por separado en experimentos

individuales como se describe a continuacion.

Los microorganismos fueron crecidos como de
rutina, recuperados por centrifugacion y lavados
una vez con PBS. Muestras de 0.5 y 1 ml de
suspensiones bacterianas resuspendidas en PBS
fueron tratadas con 1.5% 0 2.5% glutaraldehido
(Merck, Darmstadt, Alemania) o 1.5% o 2.5%
formaldehido (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)
en PBS por 1 hora a temperatura ambiente. Las
soluciones se prepararon en el mismo dia y se
mantuvieron a 4°C hasta su utilizacion. Luego de
enjuagar las bacterias con PBS, los micro-
organismos fueron deshidratados gradualmente

con soluciones de etanol absoluto (Merck,
Darmstadt, Alemania) desde 10% al 100%, 10 min
con cada uno. Las muestras fueron ubicadas en
isoamilacetato durante 10 min y secadas por punto
critico en CO, liquido (Baltec CP-30). Las muestras
secas fueron colocadas en tacos metdlicos y
cubiertas con Au 24 durante 10 min por
evaporacion en vacio (Fine Coat, Sputer JFC-
1100). Un microscopio JSM-T 100 (Jeol Ltd.,
Japdn) se utilizé para la observacion operado a 15
0 25 kV.

Las células Caco-2 fueron crecidas a
postconfluencia sobre cubreobjetos de vidrio
(Assistant, Alemania) ubicadas en placas de 24
fosas (Corning Glass Works, Corning, NY). Las
monocapas fueron lavadas dos veces con PBS y
fijadas con glutaraldehido 2.5% o formaldehido
1.5% durante 1 h a T amb. Los vidrios con las
monocapas fueron sumergidos en las soluciones
de manera secuencial transportandolos con pinzas.
Los siguientes pasos fueron similares a los

detallados para las bacterias.

Los ensayos de adherencia fueron desarrollados
como se describié anteriormente y de acuerdo a
los resultados obtenidos en esta seccion, luego de
1 h de incubacion, la monocapas con bacterias
fueron lavadas 5 veces y fijadas con glutaraldehido
2% en PBS para su preparacion para el MEB.

Ademas de la optimizacién de la fijacion sin
utilizar OsQ,, una de las innovaciones de esta
metodologia fue la forma de lavar las bacterias.
Cuando se tratd de suspensiones bacterianas,
estas fueron retenidas en un papel de filtro de
teflon resistente a los solventes organicos
(Millipore Co., Bedford, MA) y los lavados se
realizaron haciendo pasar las soluciones con ayuda

. z‘,i
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de una jeringa a través del filtro contenido en un
portafiltro. De la misma manera se hicieron pasar
las soluciones de deshidratacion de aloohol. Por
razones obvias, no se pudo utilizar esta
metodologia con las monocapas de Caco-2.

3) Ensayo enzimdtico. Medida de actividad
de F6FFC. La cuantificadon se realizé como se
describié en el Capitulo 1.

6) Caracterizacion quimica de la superficie bacteriana

La composicion quimica de la superficie
bacteriana puede ser inferida estudiando el efecto
de diferentes tratamientos sobre las bacterias que
posteriormente se utilizan a cualquiera de los
ensayos que anteriormente se describieron. Los
tratamientos con agentes caotrdpicos permiten
evidenciar moléculas unidas no-covalentemente a
la superfice. La presencia de factores proteicos
puede ser demostrada luego de un tratamiento de
las bacterias con proteasas. El metaperiodato es
atii en la confirmacion de la participacion de
hidratos de carbono en dichas propiedades.

Luego de crecer y cosechar las bacterias como
se describié en el Apéndice I se ajustd la DOggo
entre 0.5 - 1 y se aplicaron independientemente

los siguientes tratamientos.

Tratamiento con agentes caotropicos

e Centrifugar 1 ml de la suspension bacteriana a
14000 g por 2 min

e Descartar el sobrenadante y resuspender el
pellet en 1 ml de doruro de guanidinio (GnCl)
3M o LiCl 5M (Sigma Chemical Co., St Louis,
MO).

e Incubar 1 hora a 37 °C en un agitador.

e Lavar 2 veces con PBS y resuspender en 1 ml
del mismo buffer.

e Realizar ensayos de hemaglutinacion,

adherencia a poliestireno, adherencia a Caco-

2, etc.

El GnCl se preparé disolviendo la droga sélida
en agua destilada tibia (40°C) y finalmente se filtré
con kitasato con una membrana de 0.45 um
(Millipore Co., Bedford, MA). La cantidad retenida
en el filtro solo modifico el titulo de la solucén en
un 0.3%. El LiCl no presenta problemas de
solubilidad.

Tratamiento con etilendiaminotetraacetato (EDTA)

e Centrifugar 1 ml de la suspension bacteriana a
14000 g por 2 min.

e Descartar el sobrenadante y lavar las bacterias
tres veces con EDTA 20 mM (Merck,
Darmstadt, Alemania) en PBS. Si se trata de
células Caoco-2, lavar la monocapa tres veces
con la misma solucién y luego con GKN para
elimiar el EDTA.

e Lavar 2 veces con PBS y resuspender en 1 ml
del mismo buffer

e Realizar con las bacterias tratadas los ensayos
de hemaglutinacién, adherencia a Caco-2, etc.



Capitulo II

Tratamiento con metaperiodato

e Centrifugar 1 ml de la suspensién bacteriana a
14000 g por 2 min.

e Descartar el sobrenadante y resuspender el
pellet en 1 ml de metaperiodato de sodio 50
mM (Merck, Darmstadt, Alemania) en PBS.

e Incubar por 30 mina T amb.

e Lavar 2 veces con PBS y resuspender en 1 ml
del mismo buffer.

e Realizar con las bacterias tratadas los ensayos

de hemaglutinacién, adherencia a Caco-2, etc.

Tratamiento con enzimas proteoliticas

e Preparar las soluciones de enzimas (Sigma
Chemical Co., St Louis, MO) en wuna
concentracion final de 2.5 mg/ml en los

7) Estudio de proteinas superficiales

La composicion proteica de la superficie de las
bacterias fue estudiada por medio de diferentes
técnicas. Por un lado se optimizd un protocolo de
extraccién de proteinas con LiCl o GnCl (cloruro de
guanidinio) aplicado a cepas de lactobacilos y
posteriormente se aplico a bifidobacterias. Por otro
lado, se extrajeron mecanicamente las paredes
bacterianas de bifidobacterias analizando su
composicién proteica.

» Extraccion de proteinas superficiales

Se trabajé con las cepas Lb. kefir CIDCA 8328,
Lb. parakefir CIDCA 8322 y Lb. brevis CIDCA 8323,
aislados de granulos de kefir y con la cepas Bif.
bifidum CIDCA 537 y CIDCA 5310. Los lactobacilos

fueron crecidos en MRS en oondiciones

siguientes buffers: tripsina [EC 3.4.4.4] y
quimotripsina [EC 3.4.4.5] en Tris-HCl 50 mM,
NaQl 100 mM, pH 8; pepsina [E.C. 3.4.4.1] en
glicina-HCl 50 mM, NaCl 100 mM, pH 2.2%

e Centrifugar 1 ml de la suspensién bacteriana a
14000 g por 2 min.

e Descartar el sobrenadante y resuspender el
pellet en 1 ml de las soluciones enzimaticas
correspondientes

e Incubar 1 hora a 37 °C

e Inactivar la tripsina y la quimotripsina con 100
ul de suero fetal bovino

e Lavar 2 veces con PBS y resuspender en 1 ml
del mismo buffer

e Realizar con las bacterias tratadas los ensayos
de hemaglutinacién, adherencia a Caco-2, etc.

anaerébicas a 30 °C durante 48 hs. Las
bifidobacterias se crecieron en TPY o MRS en
anaerobiosis a 37 °C durante 48 hs. Todas las
cepas se cosecharon por centrifugacién a 10000 g
por 10 min y se lavaron 2 veces con buffer fosfato
(PBS). Posteriormente se ajustd la DOgy @ 1-1.5.
Las proteinas superficiales se extrajeron con LiCl
5M en una relaciéon 4 ml de solucidn cada 1 mi de
suspension bacteriana. La extraccion se realizd por
agitacion continua a 200 rpm (Environ Shaker,
Lab-line Instruments Inc., Melrose Park, IL) a 37
°C por 1 hora. Al finalizar la extraccién, se
centrifugaron las células a 10000 g por 10 min a 4
°C (Sorval RC-5B, DuPont, Wilmington, DE), se
lavaron dos veces con PBS y se resuspendieron en
el mismo buffer hasta una DOgy de 1-1.5. El
sobrenadante conteniendo las proteinas extraidas,
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se dializé a 4 °C contra agua bidestilada utilizando
una membrana de 1000 Da de tamafio de poro
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) durante 48
hs. Luego se liofilizd y se guardé a -80 °C.

o  Obtencion de proteinas totales solubles

Las bacterias tratadas oon los agentes
caotrépicos y las no tratadas se procesaron de la
siguiente manera para obtener las proteinas
totales solubles: 100 ul de las suspensiones se
trataron con 10 mg/ml lisozima (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO) durante 3 hs a 37 °C. Luego de
agregar 10 ul de SDS 20%, se calenté a 100 °C
durante 10 min y se centrifugé a 10000 g por 10
min. Los pellets se diluyeron en buffer de muestra
y analizaron electroforéticamente.

o Obtencion de paredes celulares

Las paredes celulares de las bifidobacterias
fueron obtenidas por centrifugacion a partir de
bacterias lisadas mecanicamente de la siguiente
manera: el pellet obtenido de cultivos de 800 ml,

se lavd y se concentré en 20 mi de buffer PBS o
hasta llegar a una DOgy superior a 30 (medida a
través de diluciones apropiadas en PBS).
Posteriormente, se colocd la muestra en la Prensa
X S-17523 (AB Biox, Jarfélla, Sueda) y se sumergio
en un bafo refrigerante a -30 °C durante 1 h. La
muestra se prensd dos veces a una presion de 100
kN cada vez, congelando durante 30 min entre
cada prensada. La muestra se descongeld y se
determind nuevamente la DOgg. El rendimiento de
ruptura se calculd como la relacién de DOgyo antes
y después del proceso.

La muestra prensada se centrifugd a 10000 g
durante 10 min a 4°C en una centrifuga Sorvall
RC-5B (DuPont Co., Wilmington, DE) para eliminar
células no rotas. Se descartd el pellet, y el
sobrenadante se procesé por ultracentrifugacion
(TL Optima, Beckman Instruments Inc., Palo Alto,
CA) a 30000 g por 15 min a 4°C. Las condiciones
de centrifugacion de cada una de las etapas fueron
elegidas de acuerdo a los resultados obtenidos por
Lortal y col.?** y Zubay*® (Tabla 2)

P e . .’ 70
Tabla 2. Condiciones de separacion de componentes celulares por centrifugacién®

vecesg tiempo (min)

células eucaridticas
membranas, nucleos

células bacterianas

membranas y paredes bacterianas

ribosomas

1 000 5
4 000 10
15 000 20
30 000 30
100 000 180

Las células bacterianas no rotas sedimentan en
la primera etapa del protocolo. En la etapa de

concentradén de paredes, las condidones son
tales que no se logra contaminacén con

£ 2
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ribososmas. El pellet obtenido que consistid en
restos de membranas y paredes celulares se lavd
al menos 10 veces con buffer PBS para eliminar
proteinas que no pertenecen a estas estructuras.
La eficencia del lavado se monitored realizando
medidas espectrofotométricas a 280 nm en las
aguas de lavado. Las paredes lavadas se
resuspendieron en 1 ml de PBS y se conservaron a
-80°C.

» Analisis electroforético de proteinas

Para estudiar el perfil de proteinas totales
solubles de bacterias tratadas y sin tratar y de las
paredes obtenidas mecanicamente, se realizaron
corridas electroforéticas desnaturalizantes/
disociantes en geles de poliacrilamida con dodedil
sulfato de sodio (SDS-PAGE). Se prepararon geles
continuos al 15% p/v en el gel separador y 5.3%
en el gel apliador segin el método de Laemmii®*’
utilizando una celda Mini Protean II de 0.75 mm de
espesor (BioRad Laboratories, Richmond, CA). La
composicion de las soluciones empleadas se
detallan en el Apéndice I. Las muestras se
diluyeron con buffer de muestra y se calentaron a
baflo Maria durante 5 min. Antes de sembrar, se
centrifugan 2 a 3 min a 14000 g con el objeto de
eliminar impurezas insolubles. Se sembraron entre
10 y 20 ug de proteina por calle de cada muestra.
Luego de realizadas las corridas, los geles de
colorearon y decoloraron con las soluciones

descriptas y se analizé la posicion de las bandas.

» Cuantificacion de proteinas

Para determinar el contenido de proteinas de
las muestras se utilizé una técnica de Bradford™.
En esta técnica, la union del colorante a las

proteinas causa un desplazamiento del maximo de
absordén del colorante de 465 nm (espede roja) a
595 nm (especdie azul). La cuantificadon de
proteinas es posible debido a que le coefidente de
extincién del complejo oolorante/proteina es
constante en un amplio rango de concentraciones.

El oolorante se prepard como una soluddn
stock a partir de la cual se realizaron los ensayos.
El reactivo contiene 100 mg de Coomasie Brilliant
Blue G-250 (Sigma Chemical Co., St Louis, MO)
disueltos en 50 ml de etanol 95%. Esta solucion se
mezdd con 100 ml de addo fosforico 85% p/v, se
diluyé en agua bidestilada hasta 1 litro y se filtré.

Se realizé una curva de calibracién utilizando
dnoo diludones de una soludén stock de
seroalbimina bovina (Sigma Chemical Co., St
Louis, MO) de 1 mg/mi aproximadamente, para
cubrir el rango lineal de 50 ng/mi a 500 pg/mi. La
concentracion exacta de seroalbdmina se
determind mediante la medida de DO, de una
dilucién apriopiada de la solucidn stock y se calculd

a través de la siguiente expresion:
mg/ml albimina patrén = DO*®%/0.63

donde 0.63 es el coeficiente de extincion molar de

la albumina.

Muestras de 0.01 mi de las soluciones estandar
y de las muestras a ensayar se pipetearon en
diferentes fosas de una placa de microtitulacién de
fondo plano (Nunc, Roskilde, Dinamarca). Luego
se agregaron 0.2 ml del reactivo a cada fosa y se
mezdé cuidadosamente. Se incubd a temperatura
ambiente durante 5 min como minimo, y se leyo la
absorbancia a 595 nm en un lector de placas
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(Spectra Rainbow, Tecan, Viena). Como la
absorbanda tiende a aumentar en el tiempo, las
muestras se deben leer antes de 1 h de
transcurrida la reaccién. Tanto la curva de
calibracién como las medidas de las muestras se

realizaron por duplicado.

Observacion de la superficie bacteriana por
microscopia electronica de transmision
(MET).

En esta etapa se aplicd la técnica de
microscopia de transmision con el objeto de
identificar apéndices externos en las cepas de
Bifidobacterium. Se tomaron como ejemplo las
cepas 537, 5310 y 5313 crecidas en medio liquido
y en medio solido. La técnica utilizada de tincion
negativa consiste en el siguiente protocolo:

e 10 mi de cultivo en fase estacionaria se
centrifugaro 2 min a 14000 g, se lavaron con
buffer PBS y se resuspendieron en 1 ml de
buffer. Para cultivos en medio sdlido, se tomé
una ansada de una colonia y se resuspendié
en 0.1 ml de buffer

e una gota de la suspensién se clocd en el
soporte para la observadon que consiste en
una grilla de cobre recubierta con una
membrana plastica vaporizada con carbdn

e se dejb secar 30 seg y se colocd una gota de
acido fosfotingstico 1.5% en buffer PBS y se
dejo secar otros 30 seg

e se realizd la observacién en un Microscopio
Electrénico de Transmisién JEOL JEM-1200 EX
11 (JEOL Ltd., Japdn)

Analisis estadistico

La linealidad de las curvas utilizadas para
determinar el coeficiente de remocion (K) fue
establecida mediante un anadlisis de regresion
lineal. La adherencia de bifidobacterias a
poliestireno, mucinas y células eucaridticas fue
evaluada mediante un anadlisis de varianza
(ANOVA) utilizando un software de analisis
estadistico (Systat 5.0, Systat, Inc. Evanston, IL)
para o = 0.05.
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Resultados y discusion

Las cepas de Bifidobacterium crecidas en
medio liquido fueron clasificadas en dos grupos
sobre la base del aspecto visual de las sus-
pensiones como se muestra en la Figura 3. Un
grupo denominado autoagregantes o auto-
aglutinantes sedimentaron dejando el seno de la
solucion limpido. Otro grupo denominado no-
autoagregante o0 no-autoaglutinante produjeron
una turbidez en todo el tubo de cultivo estable
por largos periodos de tiempo (por lo menos 24
hs). Estos comportamientos macroscopicos se
pueden explicar mediante la formacion de
grandes agregados bacterianos en el caso de las
cepas correspon-dientes al primer grupo (Figura
3B) y la ausencia de agregados en el caso de las
cepas correspondientes al segundo grupo (Figura
3A) que se reflejan también a nivel microscopico
(Figura 2).

Figura 2. Aspecto microscdpico de una cepa no
autoagregante (abajo: B7. breve CIDCA 532) y una
autoagregante (arriba: &7 bifdum CIDCA 5310).

Tincién de Gram. Aumento 1200 x
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A B

Cc D

Figura 2. Aspecto macroscdpico de bifidobacterias autoagregantes y no-autoagregantes. (A) Las cepas
no-autoagregantes (&if. breve CIDCA 532) permanecen en suspensién luego de mas de 24 hs. (B) Las
cepas autoagregantes (Bif. bifidurn CIDCA 5310) forman grumos visibles al ojo desnudo. (C) EI mismo
cultivo luego de agitarfo. (D) Estas cepas dejan el seno de la suspensidn limpida una vez sedimentados los

fiéculos.

En consecuendia, las bifidobacterias se pueden
casificar inicialmente en dos grupos auto-
agregantes y no-autoagregantes. Sin embargo,
esta propiedad fue mas evidente cuando las cepas
se crecieron en caldo TPY que en caldo MRS; es
decir, los grumos producidos en medio TPY fueron
de mayor tamaiio y mds compactos, mientras que
los producidos en MRS fueron mas inestables y de
tamafio heterogéneo. Sin embargo, el volumen de
biomasa aparentd ser mayor en medio MRS que en
TPY. En consecuencia se decidié estudiar en mayor

profundidad el comportamiento comparado en
estos dos medios. Se comenzé realizando un
estudio de la cinética de crecimiento en ambos
medios (a fin de establecer alguna diferencia
cuantificable a nivel de crecimiento y establecer las
condiciones de cultivo para ensayos posteriores) y
mas tarde se evaluaron las propiedades
superficiales como la hidrofobicidad superficial, el
fndice de agregacién, etc. en ambos medios. Las
cepas no-autoagregantes mostraron el mismo
aspecto en ambos medios
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Cinética de crecimiento en medio liquido.

Las curvas de crecimiento en medio liquido de
las cepas de Bifidobacterium mostraron el
comportamiento tipico del credmiento bacteriano
(Figura 4). La ecuacion de Gompertz modificada
resultd adecuada para el ajuste de las curvas de
crecimiento de las cepas en ambos medios.

El desarrollo en medio MRS fue
significativamente diferente que en TPY,
particularmente a nivel de la velocidad especifica
de crecimiento y la cosecha maxima (Tabla 3).
Todas las cepas mostraron una velocidad
especifica de crecimiento (u) mayor en MRS que
en TPY. Otros autores han encontrado valores de p
similares a los obtenidos en nuestros trabajos. 5/
longum ATCC 15707 creciendo en medio PY
conteniendo 5% de lactosa mostré una velocidad

especifica de crecimiento de 0.33 1/h.

tiempo (horas)

En general, todas las cepas alcanzaron la fase
estacionaria entre las 21.7 y 31.0 horas en MRS y
entre las 35.0 y 46.7 horas en TPY. En base a esta
informacién, para ensayos posteriores, las
bacterias se cosecharon a las 24 hs cuando se
crecieron en MRS y a las 40 cuando se crecieron
en TPY. Es importante remarcar que en medio TPY
se alcanzd una menor cosecha maxima (DOggo™)
en comparacidén con MRS y como ya se anticipd el
aspecto del cultivo fue diferente a nivel de la
formacion de agregados. Los agregados fueron
mas definidos en TPY que en MRS sobre todo para
las cepas 5310 y 5313. Las cepas 536 y 537
formaron agregados en ambos medios pero fueron
menos definidos que en las cepas anteriores. Se
considera que los agregados son definidos si
persisten luego de una agitacién suave y si el
cultivo no presenta turbidez de fondo, es dedir,

tiempo (horas)

Figura 4. Comportamiento cinético de las bifidobacterias crecidas en caldo TPY (derecha) y caldo MRS (izquwerdd). Las curva;
fueron ajustadas mediante el modelo de Gompertz modificado. Clave: (@) Bif. pseudolongum 531; (B) Bi. breve 532; (A) 8.
bifidum 536; (O) Bif. bifidum 537; ((]) Bif. infantis 538; (A) Bif. bifidum 5310; (@) Bif. bifidurn 5313.
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Tabla 3. (A) Parametros cinéticos de las bifidobacterias crecidas en MRS.

Parametros
g (h) Lag (h) DO, t (DO
531 0.17 13.0 5.97 251
532 0.20 18.7 2.37 288
536 0.22 14.3 4.29 233
537 0.24 14.2 5.22 217
538 0.16 14.6 2.37 235
5310 0.14 17.7 3.34 31.0
5313 0.23 16.7 3.44 29.0

donde u es la velocidad especifica de crecimiento en 1/h; Lag corresponde al tiempo lag; DOnx s la
maxma DO alcanzada, medida a 600 nm y t (DO, €5 €l tiempo al que se alcanza la DO .

Tabla 3. (B) Parametros cinéticos de las bifidobacterias crecidas en TPY.

u(h’)

531 0.067
536 0.021
537 0.052
538 0.027
5310 0.031
5313 0.021

19.9

12.3
221
14.6
12.8
12.9

Parametros
Lag (h)

() oma’x

3.80 46.7
1.08 35.0
1.10 40.1
2.02 47.2
0.82 38.7
1.04 42.2

donde . es la velocidad especifica de crecimiento en 1/h; Lag coresponde al tiempo de latencia; DOmex
es lamaxima DO alcanzada, medida a 600 nmy t (DOn,) €s el tiempo al que se alcanza la DOy,

que el medio quede limpido. Las cepas que no
formaron agregados en TPY tampoco lo hicieron
en MRS (531, 532 y 538).

La adherendia al vidrio fue una caracteristica de
las cepas 531, 536, 537, 5310 y 5313 y se
presentd tanto en MRS como en TPY. Esta
aprecdiacion se realizd por inspeccidn ocular del

biofilm adherido antes y después de una suave
agitacion y se discutira oportunamente.

A fin de determinar el o los componentes que
generan estas
composicion de los medios. Ambos medios poseen
una oomposicion similar, diferencidndose en
cuanto al contenido de glucosa (5 g/l en TPY vs.

diferendas, se analizd la
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20 g/l en MRS) y a la presencia de peptona de soja
en TPY reemplazada por el extracto de carne en
MRS. En consecuencia, se evaluaron diferentes
formulaciones ocon el fin de identificar el o los
componentes que causan las diferencias
anteriormente citadas. Los medios disefiados se

describen en el Apéndice 1. Brevemente, el medio

denominado TPY S/P no posee la peptona de soja
de la formulacién original del TPY. El medio TPY E
posee extracto de carne y no posee peptona de
soja. El medio TPY G posee glucosa a una
concentracion igual a la presente en el MRS (20
a/).

Figura 5. Cosecha méxima de bifidobacterias en diferentes medios a las 24 hs (A) y a las
48 hs (B).

531 532 536 8§37

538 5310 5313
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El crecimiento de las cepas se estudié entonces,
en los medios TPY, TPY E, TPY G, TPY S/P y dos
marcas comerciales de MRS (Difco y Biokar)
evaluando en este caso solamente la cosecha
maxima y el aspecto visual de los cultivos. Para
ello se trabajd con dos o tres cultivos
independientes para cada situacién. La cosecha
maxima se determiné por medida de DOgy a las
24 hs y a las 48 hs (Figura 5). A las 24 horas de
crecimiento, se confirmé una vez mas que el caldo
MRS genera un rendimiento mayor que el TPY.
Todas las modificaciones hechas en el caldo TPY
no lograron aumentar el rendimiento. A las 48 hs,
el rendimiento en MRS se mantuvo constante
mientras que el rendimiento en TPY (y de los
medios modificados) aumentd con respecto a las
24 horas pero nunca se mejord significativamente
con respecto al MRS. Las cepas crecidas en MRS
Difco alcanzaron una mayor DOgy que en MRS

Indice de autoagregacion (IA)

Por mucho tiempo, las publicaciones referidas a
agregacion basado sus
observaciones en el juicio subjetivo de la

microbiana han

observacion ocular. Sin embargo, la descripcion de
cualquier fendmeno en forma cuantitativa confiere
un mayor significancia y permite un campo de
comparacion mas amplio. En consecuenda, se
estimé cuantitativamente la agregacion de
bifidobacterias mediante la determinacion del
indice de autoagregacion (IA) y el tiempo de

autoagregadon (TA).

En el primer caso, la hipdtesis de trabajo fue
considerar que a igual concentracién de biomasa,
una cepa que crece de manera desagregada dara

Biokar. Debido a esto (ltimo, para trabajos
posteriores se trabajo con MRS Difco.

La adherencia al vidrio no vari6 con las
formulaciones disefiadas: las cepas adherentes al
vidrio en TPY y MRS lo fueron también en los
medios especiales y las no adherentes al vidrio en
TPY y MRS (532, 538) tampoco lo fueron en estos
medios.

En principio, pareceria no existir diferencia en el
crecimiento de las bifidobacterias en esto medios.
Sin embargo, la firmeza de los agregados en TPY
determinada por inspeccidon ocular, no logro
reproducirse en los otros medios en la misma
magnitud. En consecuencia, se procedié a
cuantificar esta propiedad determinando el Indice
de autoagregacion.

mayor turbidez que una cepa que crece agregada.
Estas Ultimas presentaran un mayor valor de
[mg/mi]/DOso. En esta etapa se determind el IA
de bifidobacterias crecidas en TPY, MRS y los
medios especiales utilizando cultivos indepen-
dientes para los replicados. Los resultados
obtenidos se vuelcan en la Tabla 4.

En medio TPY, las cepas que bajo inspeccién
ocular no formaron agregados (531, 532 y 538),
mostraron bajos valores de IA si se los compara
con aquellos obtenidos para las cepas
autoagregantes. Las cepas que mostraron los
valores mas altos de IA fueron la 5310 y la 5313 y
fueron significativamente diferentes a las cepas

,B
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531, 532 y 538 (P < 0.05). La misma observacién
se puede aplicar para el medio TPY S/P (sin
peptona de soja). En el medio TPY G (conteniendo
glucosa 20g/l) las cepas no autoagregarntes
continuaron mostrando esta propiedad, mientras
que las autoagregantes disminuyeron su IA. La
cepa 5313 mostré una diferencia significativa con
el resto de las cepas en este medio. En medio TPY
E (conteniendo extracto de came) las cepas
marcadamente autoagregantes (5310 y 5313) se
diferenciaron de las no-autoagregantes; no asi las
de menor autoagregacion (536). Finalmente, en
medio MRS los valores de IA se nivelaron para

todas las cepas no observandose diferencas
significativas entre las autoagregantes y las no-
autoagregantes. Esto es, en derta medida, una
confirmacion de los resultados observados
inidialmente al comparar la capacidad agregante
en TPY y en MRS: las cepas crecidas en TPY
muestran un caracter autoagregante mas evidente
que cuando son crecidas en MRS. Con respecto a
los medios espedales, las combinaciones
empleadas no permitieron elucidar la identidad de
los componentes responsables de estas diferencias
ya que en los tres casos se observd un fendmeno

similar que en TPY.

Tabla 4. Indice de agregacion de las bifidobacterias crecidas en diferentes medios. Cada
medida se realizé por duplicado de dos o tres cultivos independientes.

531 0.15* 0.17¥
532 0.26%' 0.23%
536 0.42°%® 0.27%
537 0.33%% 0.24%
538 0.15" 0.16"
5310 0.70* 0.25"
5313 0.53*® 0.59%

TPY S/P

0.26"' 0.13* 0.22"
0.25" 0.20*' 0.27*
0.30°% 0.34% 0.25"
nd 0.37*2 0.29*'
0.15' 0.17* 0.26"
0.49** 0.59% 0.30"
0.56" 0.45%% 0.38"

En las columnas se evalla el efecto del medio de cultivo. Nimeros iguales indican ausencia de
diferencia significativa para P > 0.05. En las filas se evalia el comportamiento de cada cepa. Letras
iguales indican ausencia de diferencia significativa para P > 0.05. (nd: no determinado).

Evaluando las cepas individuales en cada
medio, se observd que en general las no-
autoagregantes mostraron esta propiedad en todos
los medios utilizados,
autoagregantes manifiestan un IA menor en MRS
con respecto a los demas medios. Esta diferencia
se podria explicar segun la siguiente hipdtesis: si
consideramos que el crecimiento en caldo MRS fue
mucho mayor que en TPY (Figura 5), se podria
suponer que si bien los cultivos de bacterias

mientras que las

autoagregantes inicialmente crecen agregados en
medio MRS, se alcanzaria un tamaiio critico de los
grumos a partir del cual, los microorganismos en
exceso quedarian desagregados en suspension y
de esta manera originarian bajos IA. De la misma
manera, es probable que como consecuencia de la
alta densidad bacteriana del cultivo, los agregados
resulten inestables y se desarmen generando la
turbidez de fondo que genera altos valores de
DOsqo, CON la consecuente disminudon del IA.
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Tiempo de autoagregacion (TA)

Si se monitorea turbidimétricamente Ila
sedimentacion por gravedad, se puede obtener la
tasa de sedimentacidén. Esto sera funddn de la
masa promedio de los agregados individuales y
permite obtener informacién acerca del tamafio de
los agregados aunque no de su cantidad. A partir
de estos cambios de la turbidez en fundén del
tiempo se calcularon los cambios relativos en la
sedimentacién. El TA y el IA se encontrarian
relacionados entre si: valores altos de IA
corresponderian a agregados de mayor tamaiio y
en consecuencia darian bajos valores de TA.

En la Figura 6 se muestran a modo de ejemplo
las representaciones utilizadas para determinar el
TA para la cepa 5310 caecida en TPY. Una vez
determinados los perfiles de sedimtentacién de las
cepas, que depende de la concentracion bacteriana
(Figura 6A), se normalizaron con respecto a la DO,
(Figura 6B) y finalmente se obtuvo la DOy (Figura
6C). Cuando las curvas de DO, se hacen
insensibles a la dilucidon , se determind el TA que
corresponde al tiempo en el que la DO, = 0.5.

Figura 6. (A) Perfii de
sedimentacién para la cepa Bif
bifidum CIDCA 5310 evaluada en
diferentes diluciones. (B) DO-DOi
con datos derivados del grdfico
anterior. (O) dilucién 1/2; (H)
dilucién 1/4; ([J) dilucidn 1/8; (A)
dilucién 1/16.

0 5 10 15

tiempo (min)
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(DO-DO)/DO,,-DO)

Figura 6. continuacidn,
(C) DOy calculada con los
datos derivados del gréfico
anterior (B). Para aquellas
diluciones coincidentes se
calcula TA para DOy = 0.5.
(O) dilucién 1/2; (W)
dilucién 1/4; (J) dilucién
1/8; (A) dilucién 1/16.

0 5 10 15

tiempo (min)

En caldo TPY las cepas 531, 532 y 538
mostraron los mayores valores de TA (Tabla 5).
Estas mismas cepas resultaron las de menor IA
(Tabla 4). De la misma manera, las cepas que
presentaron TA cortos (536, 537, 5310 y 5313)

fueron las de mayores IA.

Comparando los resultados obtenidos para
ambos medios, las cepas que en medio TPY
presentaron largos TA, también lo hicieron en
MRS. Las cepas con cortos TA en TPY mostraron
cortos tiempos de agregacion en MRS, pero en
todos los casos los valores fueron superiores a
aquellos de las cepas crecidas en TPY (Figura 7).

En particular, el parametro TA permitid
diferenciar el comportamiento de las cepas 536
(TA = 14) , 5310 (TA = 13) y 5313 (TA = 12)
crecidas en MRS, que no habia sido posible
mediante el indice IA. Todas estas cepas poseen
valores de IA estadisticamente iguales en medio
MRS.

25

Tabla 5. Tiempo de agregacion (TA) para las
bifidobacterias crecidas en diferentes medios. El TA se
expresa en minutos.

Cepas TPY MRS
531 >25 >25
532 >25 >25
536 5 14
537 6 nd
538 >25 >25
5310 2 13
5313 0.6 12

nd= no determinado

Una vez mas estos resultados confirman las
observaciones realizadas con respecto al IA: es
daro que el medio TPY intensifica el caracter
autoagregante de las cepas. El interrogante que
surge de estos resultados es si existen otras
propiedades superficiales afectadas de la misma
medida por el medio de cultivo.
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Figura 7. Representacién de Ila

refacién entre el Indice de
autoagregacién y el Tiempo de
agregacién para las bifidobacterias
crecidas en MRS (tridngulos) y TPY
(circulos). Los simbolos negros
representan cepas que macros-
copicamente fueron clasificadas
como  autoagregantes y los
simbolos  blancos  representan
aquellas no-autoagregantes.
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Hidrofobicidad superficial

Durante la ditima década, ha habido un gran
interés en la hidrofobicidad superficial bacteriana y
su relacion con la adhesion bacteriana. Datos
hidrofobicidad
bacteriana han sido resumidos por Doyle y
Rosemberg'®. Se ha
estreptococos con  antigenos de superficie
proteicos solos 0 en combinacion con polisacaridos

recientes  sobre superficial

encontrado  que

son principalmente hidrofébicos mientras que
aquellos con antigenos polisacaridicos solamente
son hidrofilicos**. Los mutantes sin cdpsula de
acido neuraminico son mas hidrofdbicos y se
adhieren mas fuertemente al epitelio bucal que las
cepas ricas en acido neuraminico que podria estar
enmascarando las proteinas superficiales hidrofo-
bicas. Millsap y col.?’° mostraron que cepas de
lactobacilos hidrofilicos con alta carga negativa
superficial raramente se adhieren a biomateriales y

30

que sdlo aquellas cepas con superfice hidrofdbica y
menor carga negativa fueron adherentes. Se sabe
que las esporas de Badillus cereus se adhieren a
muchos tipos de superficie!®® y comparadas con
otras especies, estas son las mas adherentes y las
mas hidrofdbicas, remarcando una vez mas la
relacién entre hidrofobicidad y adherencia>>>.
Otras especies altamente hidrofébicas que
muestran alta adherencia a células eucaridticas
son Escherichia cooli, Shigella spp., Yersinia
enterocolitica, Vibrio cholera, Bordetella pertussis y
Pseudomonas aeruginosd°. Por lo tanto, como
observacidon preliminar de la habilidad de un
microorganismo para adherirse a un sustrato, es
daro que la hidrofobiddad superfidal puede ser de
gran utilidad. En oonsecuenca, de la misma
manera que se trabajdo ocon los pardmetros



Capitulo II

anteriores, se evalud la hidrofobicidad superfidal
de las bifidobacterias.

Un estudio preliminar permitid agrupar las
bifidobacterias en dos grupos, las hidrofdbicas y
las no-hidrofébicas. Las pertenecientes al primer
grupo, se repartieron preferencialmente en el
solvente hidrofébico gradualmente en el tiempo

darificando el buffer que las contenia, mientras
que las no-hidrofébicas permanecieron en el buffer
durante el tiempo que se empled para realizar la
experiencia. La particion de las cepas hidrofdbicas
en el hexadecano fue mas efectiva cuando se
utilizd mayor volumen del solvente. A modo de
ejemplo se muestran algunos casos en la Figura 8.

Figura 8. Adhesién de Bi~ breve CIDCA 532 (@) y Bif. bifidum CIDCA 537 (O) a hexadecano. Las
curvas representan la adhesién de las bifidobacterias al hidrocarburo como funcién del tiempo de

agitacién para Vu/Ve = 0.067 (A) y Vu/Ve = 0.125 (B).
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En esta figura se aprecia el caracter
marcadamente no-hidrofébico de la cepa 532
reflejado en la constancia del valor de turbidez de
la fase acuosa. La cepa 537 revel6 su caracter
hidrofébico al migrar a la fase organica con solo 5
segundos de agitacién. La variacién de turbidez
fue mas evidente cuando la relacién de volimenes

de fases fue mayor debido,

empleadas

0] 20 40 60 80 100 120

tiempo (seg)

l6gicamente, a que los microorganismos tuvieron
mayor cantidad de fase orgdnica para migrar. El
valor minimo de turbidez para Vy/Vg = 0.067 fue
aprox. 0.6 mientras que para Vi/Vs = 0.125 llego a
0.2 (donde Vi y Ve son los volimenes de
hidrocarburo y del buffer, respectivamente). Para
ambas relaciones de volumen una agitacién



Capitulo 11

superior a los 60 seg no introdujo cambios en la
particién de los microorganismos entre las fases.

De acuerdo a estas observaciones, se decidio
determinar el coefidente de remocion (K) para las
cepas hidrofdbicas en TPY y en MRS. En esta
etapa se determind la hidrofobicidad mediante el
método MATH que se describié en la seccion de

Metodologia. En la Figura 9 (A, B, C y D) se
representaron algunos ejemplos de las curvas
obtenidas. Analizando 3 6 4 relaciones de volumen
para cada cepa en cada medio, se lograron
obtener ooefidentes de remoddén con un nivel
adecuado de confianza, segin lo indian los
parametros de regresion lineal aplicados (Tabla 6).

— 3
01+ o o0 ’
@ 4103 o
0.0 X 2109
8_ 0.1 0  5x10° 10x103 15x10°2
S
8 02 VilVe
£ 03}
04
05
| L 1 I 1 L
0 20 40 60 80 100 120
tiempo (seg)
—~ 6x10° S
01} ‘o
] 4x103
0.0T x 2x10°
8— 01} 0 S5x10° 1010° 15x10°
g 02} ViVg
£ 03}
04
05
1 1 l
0 20 40 60 80 100 120
tiempo (seg)

Figura 9. (A) Representacién de la cinética de primer orden para la adhesién de Bif.pseudolongum
CIDCA 531 a hexadecano utilizando datos derivados de las curvas como las de la Figura 10. (A) en
TPY; (B) en MRS. Curvas interiores; |a pendiente de las regresiones de primer orden (k seg*) versus
la relacién de hexadecano a buffer (Vi/Vs), corresponde al coeficiente de remocién (K).
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Figura 9. (B) Representadén de la cinética de primer orden para la adhesién de B7.bifidum CIDCA
536 a hexadecano utilizando datos derivados de las curvas como las de la Figura 10. (A) en TPY;
(B) en MRS. Curvas interiores: la pendiente de las regresiones de primer orden (k seg™) versus I3
relacién de hexadecano a buffer (Vu/Vs), corresponde al coeficiente de remocién (K).
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Figura 9. (C) Representacién de la cinética de primer orden para la adhesién de &7.bifidum CIDCA
537 a hexadecano utilizando datos derivados de las curvas como las de la Rgura 10. (A) en TPY,
(B) en MRS. Curvas interiores: la pendiente de las regresiones de primer orden (k seg™) versus la
relacién de hexadecano a buffer (Vi/Ve), corresponde al coeficiente de remacién (K).
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Figura 9. (D) Representacién de la cinética de primer orden para la adhesién de i, bifidum CIDCA
5310 a hexadecano utilizando datos derivados de las curvas como las de la Figura 10. (A) en TPY;
(B) en MRS. Curvas interiores: la pendiente de las regresiones de primer orden (k seg™) versus la
relacién de hexadecano a buffer (Vy/Vs), corresponde al coeficiente de remocién (K).
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Tabla 6. Coeficientes de remodién (K) para las bifidobacterias crecidas en MRS y en TPY,
obtenidos graficamente de las curvas como las representadas en las Figuras 9. Los velores

se expresan en hl,

MRS

531 0.03 + 0.01
532 -

536 0.16 £ 0.02
537 0.20+0.05
538 -
5310 0.16 £ 0.05
5313 nd

TPY
0.03 + 0.01

0.19+£0.02
0.17+£0.04

0.15+0.06
nd

(-) no-hidrofébica; (nd) no determinada

El valor de K para las bacterias no-hidrofobicas
no se puede calcular por este método debido a
que los microorganismos no se reparten
significativamente en hexadecano. Los valores de
K para las bacterias hidrofdbicas permitieron
diferenciar a la cepa 531 del resto de las cepas.
Esta cepa 531 mostrd un valor de hidrofobicidad
mas bajo, con lo que se la puede considerar como
de hidrofobicidad moderada. Por otro lado, los
valores de K no mostraron diferencias significativas
entre ambos medios utilizados, indicando que el
medio de cultivo no modificaria significativamente
las caracteristicas superficiales en cuanto a la
hidrofobicidad,
Nikovskaya y Gordienko®® que encontraron que la

y estaria de acuerdo con
hidrofobicidad superficial es una caracteristica
estable e independiente de la fase de creamiento
y de las condiciones de cultivo.
Observaciones preliminares realizadas en
nuestro laboratorio indican que una disminucion de
la carga negativa superfidal incementa la
autoagregacién y la hidrofobicddad, e inclusive

cepas no-hidrofobicas aumentan su hidrofobicidad
sensiblemente al disminuir su potencial { de 42
mV a -15.9 mV (considerando el valor absoluto del
potencial { como la intensidad de carga negativa).
La disminucdn de la repulsion electrostatica
resultaria en una mayor adhesion o agregadon
permitiendo el acercamiento de las superficies

hidrofdébicas.

Propiedades como la hidrofobicidad superficial o
el potencial £ representan un comportamiento de
la composicon quimica total de la superficie. Para
una limitada ocoleccion de Lactobaallus, Cuperus y
ool.® encontraron que cepas con relativamente
elevado punto isoeléctrico por arriba de pH 3
fueron las mas hidrofdbicas y se debia a la
presenca de grupos proteicos, ricos en nitrégeno,
en la superficie bacteriana.

Los valores de K obtenidos en este trabajo
fueron medidos a pH 7 (en PBS), pero es posible
que estos valores aumenten al bajar el pH.
Observadiones realizadas por Pérez y col.’? indican
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que la cepa CIDCA 5317 aumenta su
hidrofobicidad y su caracter autoaglutinante al
dismunuir el pH de 7 a 2. Millsap y col.??
trabajando con 27 cepas de Lactobagilus,
observaron que dnco de ellas mostraron una
mayor remocion a bajos pHs con un pico entre pH
2 y 4. Estos autores también encontraron una
correlacion entre la relacion N/C
(nitrégeno/carbono), O/C (oxigeno/carbono) y la
hidrofobicidad: aquellas cepas con mayor relacion
N/C, posiblemente debido componentes ricos en N
(proteinas), fueron las mas hidrofdbicas mientras
que las de mayor reladon O/C, es dedr
componentes ricos en oxigeno como fosfatos o
polisacaridos, conferian carga negativa a las
bacterias y menor hidrofobicidad. Las mismas
observaciones se encontraron para estrep-
tococos*? y para estafilococos*. Se publicd que la
hidrofobicidad
monocytogenes y su adherencia a superficies

superficial de Listeria

incrementaba con la disminucién del pH?7+1%

La contribucion de proteinas al caracter
hidrofdbico se evidencia luego de un tratamiento
con proteasas. La cepa Bif. bifidum CIDCA 5310
disminuye dramaticamente su hidrofobicidad y el
cardcter autoagregante cuando es tratada con
tripsina®?’. Sin embargo, el potencial { no se
modifica. Por lo tanto, las uniones hidrofébicas
pueden formarse cuando las proteinas exponen
aminoacidos no polares y se produce como
consecuendia agregadon. El pH puede afectar
entonces la formacion de estas uniones.

Se ha descripto que los acidos lipoteicoicos
(ALT) estan presentes en la superficie de algunas
cepas de Bifidobacterium exponiendo los acidos

grasos (oleico) de la parte lipidica de la molécula al
exterior’®. Ademds, la importanca de la parte
acidos
bifidobacterias en la union a células eucaridticas
correlacionaria bien con el rol de los ALT en la
contribucién a la hidrofobicidad superficial de las
bacterias®!, resaltando la importancia de la
orientacion de estas moléculas en la pared.

lipidica en los lipoteicoicos  de

En conclusion, el caracter hidrofdbico estaria
conferido por una combinacion de proteinas
superficiales que exponen sus grupos no polares al
exterior y de la parte no polar de addos
lipoteicoicos. Si bien se esperan altos indices de
autoagregacion en casos de alta hidrofobicidad y
bajos potenciales superficiales, éstas parecerian
ser dos propiedades independientes que modulan
la autoagregacion de las bifidobacterias. Lo que si
es daro es la observacién de que las
bifidobacterias autoagregantes son hidrofdbicas.
Esta reladon entre el caracter hidrofdbico
superficial y la autoagregaciéon puede explicarse
sobre bases termodindmicas. La  "union
hidrofdbica" es un proceso entropico en el que las
moléculas hidrofébicas se agrupan lejos del
contacto con las moléculas polares o hidrofilicas.
De esta manera, la formacidon de agregados
estables de bacterias hidrofdbicas seria mas
favorable que la presenda de bacterias
desagregadas.

De todas maneras, hay excepdones: la cepa
531 presenta hidrofobicdad superfidal aunque
posee bajo indice de autoagregacion, lo que
estaria sugiriendo una diferencia en la composicion
superfidial en las bacterias de esta cepa.



Capitulo 11

MHemaglutinacion

El ensayo de hemaglutinacion (HA) permite
poner en evidencia el reconocimiento por parte de
la bacteria de estructuras sobre la superficie de los
glébulos rojos. Muchas de estas estructuras son
expresadas también en la superficde de otros
tejidos, como las mudnas'?® o en otras células del
organismo induidas las del epitelio intestinal. Por
ejemplo, las células HT-29 -una linea celular
epitelial intestinal humana- provienen de un
individuo A* y expresan en su superficie dicho
antigeno de grupo. Estos hechos permitirian
considerar la utilizacion de este sistema
experimental para el estudio de la interaccién
entre células eucaridticas y procaridticas sin
necesidad de recurrir @ ensayos /n vitro mas

sofisticados o a ensayos /in vivo.

Las bifidobacterias fueron evaluadas en cuanto
a su capadidad hemaglutinante frente a eritrocitos
humanos correspondientes a los grupos A, ABy O
(Tabla 7).

Las cepas 531, 532 y 538 resultaron no-
hemaglutinantes frente a todos los grupos
sanguineos ensayados independientemente del
medio de cultivo en las que fueron aredidas. Las
cepas 536, 537, 5310 y 5313 mostraron un patrén
claramente hemaglutinante frente a todos los
grupos sanguineos ensayados. Este resultado fue
el mismo cuando las cepas se crecieron en MRS o
en TPY. En ambas situaciones, las cepas 536 y 537
resultaron levemente menos hemaglutinantes que
las cepas 5310 y 5313. En todos los casos se
confirmaron los resultados mediante observacion
microscdpica. Se conoce por ensayos anteriores
realizados en nuestro laboratorio que estas cepas
también aglutinan eritrodtos de oveja, lo que
sugiere una baja espedificidad de las bacterias por
los receptores en los eritrocitos y/o que esta
interaccién es independiente del numero de

receptores.

Tabla 7. Titulo de hemaglutinacién (HA) para las bifidobacterias crecidas en diferentes
medios (MRS Y TPY) frente a eritrocitos humanos de diferentes grupos. Los resultados se
expresan como la inversa de la mayor dilucién que produce hemaglutinacion.

531 - - -
532 - - -
536 1/4 1/4 nd
537 1/4 1/4 172
538 - - -
5310 1/4 1/8 1/8
5313 1/8 1/4 1/8

Grupo AB

TPY

1/4 1/4 1/4
1/4 112 1/4
1/4 1/8 1/8
1/8 1/8 1/8

(-) no hemaglutinante; nd: no determinado
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Posteriormente se realizaron diferentes ensayos
tendientes a obtener informacion acerca de la
naturaleza de las moléculas involucradas en esta
interaccién. Las bacterias fueron sometidas a
diferentes tratamientos en forma independiente,
que variaron desde una suave agitacdon hasta
fuertes tratamientos quimicos y enzimaticos (Tabla
8).

De acuerdo a resultados publicados para otros
299,207370 |5 agitadon de
de
superficie solamente apéndices bacterianos. Todas
las ocepas ensayadas coontinuaron siendo
hemaglutinantes luego de este suave tratamiento
sugiriendo la que tales estructuras no serian

microorganismos las

suspensiones bacterianas eliminaria la

responsables de esta interacdén o no estarian
presentes.

Tabla 8. Actividad hamaglutinante de bifidobacterias luego de diferentes tratamientos
fisicos, quimicos y enzimaticos. Las bacterias fueron enfrentadas a eritrocitos humanos

pertenecientes al grupo A*.

Cepa

537 5310 5313

control sin tratamiento + + + +
agitacion nd? + + +
tratqn.uentos sonicacion nd + + +
fisicos
calentamiento - - - -
Licl | +l® + + +l
GnCl + +| +! +{
tratamientos .
quimicos metaperiodato - - +{ +
Triton X-100 nd + + +
EDTA + + + nd
lisozima nd + + +
tratamientos 7Psina +1¢ +1 +T +1
enzimaticos  quimotripsina +7 +7 +1 +1
pepsina - - - -
* no determinado
® disminucion de hemaglutinacion
¢ aumento de hemaglutinacion

Otros tratamientos mas drasticos como |la
sonicadén y tratamientos con lisozima y Triton X-
estructuras mas
la superfice. La

100 persiguieron eliminar
firmemente establecidas en

sonicacién fue aplicada de tal forma que no genero

lisis celular (evaluada microscdpicamente). La
lisozima y el Triton X-100 son dos reactivos
comdnmente empleados para extraer o fadlitar la
extraccién de fimbrias de la superfide. Luego del
tratamiento con estos reactivos, las bifidobacterias
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no perdieron su actividad hemaglutinante
sugiriendo nuevamente la ausencia de estos
apéndices superfidales. Muestras bacterianas
observadas por microscopia electrénica de
trasmision preparadas por tind6n negativa
muestran la ausencia de apéndices bacterianos
(datos no mostrados).

Con respecto a los tratamientos con enzimas
proteoliticas, se observé que en todas las cepas la
Unica enzima capaz de eliminar la HA fue la
pepsina, indicando que los responsables de la
interacdon con eritroditos serian componentes
proteicos sensibles a la pepsina. Un tratamiento
oon tripsina y quimotripsina, contrariamente a lo
esperado, no solo no elimina ni reduce la
hemaglutinadon sino que la incrementa. Al
observar macroscopicamente las suspensiones
bacterianas luego de estos tratamientos se
observé una dispersion de los agregados por lo
que probablemente los microorganismos se
encontrarian mas disponibles para formar la red
oon los eritrocitos. Soluciones de tripsina y
quimotripsina no producen hemaglutinacion.
Fontaine y col.!?® demostraron que una incubadon
con pronasa por 10 min disminuye en un 25% la
HA en Bif bifidum DSM 20082, pero se pierde
completamente luego de 4 h. Por lo tanto, es
probable que la acdén proteolitica de la tripsina y
quimotripsina sobre las bacterias sea mas visible
luego de un tiempo de incubacién mas prolongado.
De todas maneras, la selectividad de las proteasas
permitiria diferendar factores sensibles a pepsina
pero resistentes a tripsina y quimotripsina.

El tratamiento térmico elimind completamente
el caracter hemaglutinante en todas las cepas.
Probablemente este efecto se haya logrado a
través de una desorganizaciéon de la superficie

bacteriana y consecuentemente una modificadon
estructural de los factores hemaglutinantes.

En cuanto a los tratamientos quimicos, los
agentes caotropicos disminuyeron la HA en todas
las cepas sugiriendo derta participadon de
componentes unidos no covalentemente a la
superficie 0 un desplegamiento de las estructuras
estabilizadas por uniones no coovalentes. El
metaperiodato actia oxidando hidratos de
carbono®%® por lo que la pérdida de HA luego de
un tratamiento con este reactivo pondria en
evidenda factores carbohidratos involucrados en
esta interaccion ya sea formando parte de
glicoproteinas 0 como estructuras independientes
(polisacaridos de capsula). Las cepas 536 y 537
perdieron completamente su caracter hemaglu-
tinante luego de un tratamiento con metaperiodato
mientras que las cepas 5310 y 5313 solo lo

perdieron parcialmente.

Veerkamp y col.** describieron tres unidades
estructurales en las paredes celulares de Bif.
bifidurm. peptidoglicano, polimeros de ramnosa
glucosilada y estructuras tipo addos teicoicos
(oligémeros de manitol fosfato). Estas ultimas han
sido descriptas también en Lactobadllus
addophilus 7 'y Streptococcus sanguis ''' . Sobre
la base de que addos lipoteicoicos de bacterias
Gram positivas han demostrado poseer alta
afinidad por membranas de células de
mamiferos'>7>22%402  |as estructuras descriptas
pueden haber sido el blanco del metaperiodato y
por lo tanto tener una potendial participacién en la
interaccion con células eucaridticas. Si bien la
unién a los glébulos rojos ocurriria espontanea-
mente via la parte lipidi@”™®, la cadena
carbohidratada dafiada por el
metaperiodato con la consecuente pérdida de

resultaria

0
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estructura necesaria para establecer la union con
células eucaridticas. Por otro lado, se han descripto
acidos lipoteicoicos (ALT) en Bif  bifidurm.
moléculas anfifilicas encontradas en muchas
bacterias Gram positivas?®2  estrcuturalmente
uniformes y generalmente constituidas por una
cadena central de poliglicerol fosfato unida
covalentemente a un glico- o fosfoglicolipido
idéntico o muy reladonado con los de la
membrana®®, La presencia de una estrctura
central de glicerol fosfato y de estructuras
polisacaridicas terminales (compuestas por glucosa
y galactosa), distinguen los adidos lipoteicoicos de
Bif. bifium de todas las otras estructuras de acidos
lipoteicoicos descriptas. Los ALT muestran tener
alta afinidad por enterocitos, uniéndose en forma
espedifica y reversible®> a través de los addos
grasos (oleico) de la parte lipidica de la molécula.
En consecuencia, un proteina o glicoproteina con
especificidad para acidos grasos se presentaria
como un potendal receptor en los enteroctos.
Acidos grasos relacionados como el palmitico se
unen a albimina con la misma afinidad™*. La
fibronectina podria ser un receptor en Ila
membrana de las células ya que unen ALT a través
de sus acidos grasos como lo hace la albimina’.
Iwasaki y ol.?® y Flecher'? describieron la
estructura de adidos lipoteicoicos de cinco especies
de Bifidobacterium conteniendo cadenas de
glucosa, galactosa y glicerol. Se ha propuesto que
los &cidos lipoteicoicos tienen una importante
contribucion en las propiedades electroquimicas de
la pared celular’®, Los ésteres de d-alanina de los
ALT determinan la carga anionica neta de la pared.

Como indicaron previamente Kleeman Yy
Klaenhammer, cationes di y trivalentes podrian
actuar como mediadores entre la superficie de la
bacteria y de la célula eucaridtica en varios

sistemas en donde se observa adherenda. Estos
autores han demostrado que la adhesion en estos
sistemas estaba promovida por el catién Ca*?. La
totalidad de las cepas estudiadas en este trabajo
poseen adherenda a eritroditos de una manera Ca-
independiente. Las mismas consideraciones fueron
evidenciadas por Fuller'*® y Chauviére y col.
quienes observaron que la adherencia de
Lactobadillus a células intestinales no fue afectada
por un tratamiento con EDTA.

En otra etapa se estudio el efecto inhibitorio de
azlicares simples, mudnas y otros agentes
quimicos en la HA. Para ello se utilizaron las cepas
aglutinantes y fueron analizadas frente a glébulos
rojos del grupo A (Tabla 9). Los Unicos azucares
simples que lograron inhibir la hemaglutinacdén
fueron la fucosa y la galactosa en sus isomeros
d(+) y la lactosa.

Conway y Kjelleberg” encontraron que la d-
fucosa inhibe en un 25% la adherencia de
Lactobadillus fermentum 737 a epitelio gastrico de
ratén, aunque consideran que nNO €s un valor
sufidentemente alto como para considerar a la
fucosa como un determinante de adhesion.
Nuestros resultados indicarian que la via de
interaccion no seria a través de residuos de
manosa como se propuso para muchos géneros
como Escherichia coli, Klebsfella pneumoniae y
Salmonella spp.3'%3%312418 gino por residuos de
glucosa, fucosa y galactosa presentes en los acidos
lipoteicoicos o en polisacaridos de superfide. La
glicosilacién de proteinas puede ser un blanco para
lectinas presentes en los eritrocitos por lo que
cadenas carbohidratadas conteniendo  estos
residuos podrian ser las responsables de la
interaccién bacteria-glébulo rojo. Sin embargo,
estos resultados deben ser evaluados con cautela

a
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ya que la inhibidon ocurrié a una concentracién
muy elevada indicando un bajo poder inhibitorio y
en oonsecuencia baja especificidad. En otro
inhibe la
hemaglutinacion de Vibrio parahaemolyticus KN77

modelo experimental, la d-manosa

a una concentradion de 0.05 mM y la d-glucosa lo
hace a 1 mM*. Garber y col.**? inhibieron la
hemaglutinacién de Pseudormonas aeruginosa con
galactosa 0.5 mM y N-Acetil-Galactosamina 0.2
mM en experimentos independientes.

Tabla 9. Inhibicion de hemaglutinacion de bifidobacterias por azucares simples evaluadas
frente a eritorcitos humanos pertenecientes al grupo A*. Las bacterias fueron crecidas en

MRS.
Azucar [mMmF 536
I(-) fucosa 773
d(+) fucosa 786
d(+) xilosa 800
I(-) xilosa 790
maltosa 390
d(+) manosa 793
d(+) galactosa 433
d(-) fructosa 770
arbutina 371
d-manitol 656
I(-) sorbosa 988
mio-inositol 593
esculina 143
d(-) amigdalina 400
d(+) rafinosa 223
d(+) celobiosa 163
NAcGalactosamina 300
I(-) ramnosa 440
a-lactosa 233
I(+) arabinosa 443
d(-) arabinosa 845
NAcGlucosamina 416
sacarosa 984
d(+) glucosa 893
4c. gluconico 827
d-sorbitol 723

Cepa

537 5310 5313

193° 193 386 193
216 216 432 216
nd nd - -
58 58 116 58

T maxima concentracion ensayada de acuerdo a la solubilidad de cada azucar
® minima concentracion de azicar que inhibe la hemaglutinacion (mM)

nd: no determinado; (-) no inhibe
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La hemaglutinadon fue completamente inhibida
o sustancialmente reducida por BSM y PSM en
todas las cepas, mientras que se observé una débil
inhibicén de la fetuina en las cepas 5310 y 5313
(Tabla 10). La mudna proveniente de glandula
submaxilar bovina (BSM) es una glicoproteina de
aproximadamente 400 kDa de peso molecular cuya
fraccidn proteica es solo del 36.6%. Ademas de
addo sialico y N-acetil-galactosamina, esta mudna
posee pequefias cantidades de fructosa vy
galactosa. Bettelheim y col.? publicaron que el
contenido de carbohidratos de esta macromolécula
es del 56.7% y que su forma es la de un baston.

Downs y Pigman'® y Pigman y ool.3® sugirieron
que esta macromolécula posee una estructura
repetitiva de glicopéptido. La mucina de estdmago
porcino (PSM) es una glicoproteina de >160kD
altamente glicosilada (>80%). Las cadenas de
oligosacaridos estan unidas al nideo proteico (rico
en treonina y serina) via uniones O-glicosidicas
compuestas por N-acetil-glucosamina, N-acetil-
galactosamina, d-galactosa, I-fucosa y addo
sidlico. La fetuina esta compuesta por un solo
péptido que contiene tres oligosacaridos unidos via
enlace O-glicosidicos y tres oligosacaridos unidos a
través de enlaces N-glicosidicos.

Tabla 10. Inhibicion de hemaglutinacién de bifidobacterias por mucinas, poliaminas y
deoxicolato frente a eritrocitos humanos A*. Las bacterias fueron crecidas en MRS.

Inhibidor
fetuina 1/2048°
BSM 1/2048
PSM 1/2048
BSA 1/2048
poli-Lys 1/2048
espermidina 1/2048
deoxicolato 1/2048

1/8 116
1/2048 1/2048
1/2048 1/2048
1/2048 172048
1/2048 1/2048
1/2048 1/2048
1/2048 1/2048

* titulo expresado como la reciproca de la méxima dilucion que produce inhibicion

nd: no determinado

BSM: bovine submaxilar mucin; PSM: porcine stomach mucin; BSA: seroalbimina bovina

Los resultados obtenidos con las mucinas
correlacionaron bien con aquellos obtenidos con
azlcares simples en los que solo fucosa, lactosa y
galactosa fueron inhibitorios. Sin embargo, las
mucinas mostraron un poder inhibitorio mucho
mayor que los azlcares simples. La seroalbumina
bovina (BSA) es una proteina inusualmente no

glicosilada y por consiguiente constituye un
excelente control experimental para comparar los
efectos de la glicosilacion observables en otras
proteinas séricas. Los resultados mostraron que la
BSA fue un poderoso inhibidor de Ia
hemaglutinacién y en consecuenda, es probable
que la interaccion de las bifidobacterias con las

L
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mucinas dependa en mayor medida en las
estructuras peptidicas que de las estructuras
hidrocarbonadas, o que la parte lipidica de los
acidos lipoteicoicos responsables de la hema-
glutinacidn queden enmascarados por la albiimina.
Simpson y col.*? demostraron que los acidos lipo-
teicoicos de estreptococos se unen efectivamente
a la region de unién de acidos grasos de la
seroalbimina.

La fetuina contiene mucho &cido sidlico e
inhibie la HA. Una pérdida en la HA luego de un
tratamiento con neuraminidasa en los GR
evidendiaria que el receptor es acido sidlico. Otros
microorganismos probidticos como Lb. ferrmentum
104-S se adhieren a gelatina y varias fracciones de
mucus gastrico pordno'®, Este mucus posee un
28% de lipidos y se sabe que estos poseen
receptores para lactobacilos!’*.

Inesperadamente, los reactivos utilizados como
controles como la espermidina, la poli-lisina (poli-
Lys) y el deoxicolato también bloquearon la
hemaglutinacion. La espermidina y la poli-Lys son
dos poliaminas cuyo poder inhibitorio puede ser
adjudicado a las interacciones idnicas a través de
diversos mecanismos. Entre ellos se encuentran la
posibilidad de que las cargas de la superficie
bacteriana hayan evolucionado para contribuir a

fortalecer la interacdon con aquellas células del
epitelio gastrointestinal humano a las cuales las
bifidobacterias normalmente se adhieren o como
un artefacto que resulta de la unidn de las
poliaminas a la superfide bacteriana. De esta
manera, los factores que median la adhesion se
encontrarian estéricamente ocultos o bloqueados o
inhibidos de manera no espedfica. El acido
deoxicdlico podria estar actuando como un
detergente y la posible relevancia de este punto es
la observacion que las cepas testeadas tienen una
superficie altamente hidrofobica y consecuente-
mente, el deoxicolato podria actuar desorgani-
zando la superficie bacteriana y asi modificar la
estructura de los factores hemaglutinantes.

En sintesis, la interacdon de bifidobacterias con
eritrocitos parece tener un caracter multifactorial
en el que estarian participando factores proteicos e
hidratos de carbono, que podrian estar formando
parte de la estructura de glicoproteinas o addos
lipoteicoicos. Por otro lado, se evidencia una
importante contribucion de regiones hidrofébicas y
de estructuras que pueden ser faciimente
removidas con agentes caotropicos. Estas estruc-
turas podrian estar participando directamente
dirigiendo la interaccidn o como responsables del
mantenimiento de la estructura de adhesinas

Adherencia a superficies o particulas inertes o conjugadas

Generalmente los materiales pueden ser
divididos en dos clases principales'?’. Estan los de
"alta energia”, hidrofilicos y en general cargados
negativamente, usualmente materiales inorganicos
como vidrio, metales o minerales; y los de "baja

energia” que son relativamente hidrofdbicos, bajos
en carga electrostatica y generalmente son
polimeros organicos como los plasticos. Debido a
que la adherencia también se debe a las
caracteristicas fisicoquimicas de las superficies

¢
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materiales como de las bacterias, hay que tener en
cuenta el objetivo del estudio para selecdonar el

Adherencia a particulas de Sepharose

La unidén a particulas de Sepharose cubiertas
con mucinas fue observada para todas las
bifidobacterias que aglutinaron eritrocitos y cuya
hemaglutinacion fue inhibida por mucinas solubles
(Figura 10). A pesar de que ninguna de las cepas
reaccioné fuertemente con las particulas de
Sepharosa recubiertas de mucinas, la cepa 5310
fue la mas reactiva. Con las otras cepas se
observaron reacdones mas débiles. Por otro lado,
no se observd reaccion alguna con particulas
desnudas o con aquellas conjugadas con d-manosa
-utilizadas como controles- sugiriendo la espec-
ifiddad de estas reacdones. Ouwehand y col.3!%3%
estudiaron la adhesidon de Bifidobacterium en un

material.

modelo J/n wvitro preparado
glicoproteinas de mucus intestinal encontrando

inmovilizando

que cuatro cepas estudiadas se adhieren entre un
6 y un 18%. Si bien se oconoce que las
bifidobacterias se adhieren a polisacaridos®?, es
probable que el tipo de glicosilacion se traduzca en
estas diferencias en la adherencia. Por otro lado, la
composicién de mucinas varia en las diferentes
regiones del intestino y en oonsecuenda la
adherencia se podria ver modificada también a
este nivel. Bif bifidum se une mejor a O-
glicoproteinas que a N-glicoproteinas y a N- y O-
glicosilproteinas.

Figura 10. Adherencia de bifidobacterias crecidas en MRS a mucinas comerciales. El nivel de
bacterias adhereidas fue determinado mediante el ensayo enzimdtico de F6FFC. Se induyeron
como controles particulas sin conjugar y particulas conjugadas con d-manosa. BSM: bovine
submaxilar mucin; PSM: porcine stomach mucin; BSA: seroalbimina bovina.

% Adherencia

SEPHAROSE BSM PSM

. 537
. 5310
- 5313

FETUINA MANOSA
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Adherencia a poliestireno

Una de las observaciones macroscdpicas mas
evidentes en los cultivos de bifidobacterias es la
habilidad de ciertas cepas de crecer adhiriéndose
al vidrio del recipiente en las que se cultivan. En
base a esto y considerando que la adhesién a una
superficie es considerada como el primer paso en
la colonizacidn, se cuantificd la capacidad de las
cepas de adherirse a poliestireno a fin de ampliar
su caracterizacion. La cuantificacion de bacterias
adheridas a sustratos sdlidos puede realizarse a
través de diferentes témicas como microscopia
Optica, tinciones, radiomarcado, ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay), bioluminiscencia,
actividad enzimatica, etc. En este caso se
cuantificd la adherenda a poliestireno mediante el
ensayo de actividad de F6FFC desarrollado en
nuestro laboratorio (Capitulo I) y mediante la
tradicional técnica de tincidn con cristal violeta.

Los resultados obtenidos revelando los ensayos
con el método enzimatico indican que las cepas
536, 537, 5310 y 5313 fueron las mas adherentes
logrando valores de adherencia superiores al 30%.
Las cepas 532 y 538, por el contrario, no
alcanzaron valores superiores al 9%. Debido a que
la cepa 531 no posee suficiente actividad
fosfocetolasa, no fue posible evidenciar su
adherenda a poliestireno. Si embargo, ensayos de
adhesidn revelando las placas con cristal violeta

(Figura 11) mostraron que esta cepa posee alta
adherencia a poliestireno logrando valores
similares a los de la cepa 5313. Los resultados
obtenidos revelando las placas con el ensayo de
fosfocetolasa correlacionaron con los obtenidos
revelando con cristal violeta. La equivalencia con
un método tradidonal de revelado de bacteiras
adheridas a superficdes avala la utilizacion del
ensayo enzimatico con este fin. Estos ensayos
fueron realizados a pH 7 resuspendiendo Ilas
bacterias en buffer PBS.

Analizando estos resultados en comparacion
oon los valores de hidrofobicidad, se puede
observar que las cepas no hidrofdbicas resultaron
ser las menos adherentes, mientras que las mas
hidrofébicas fueron las mas adherentes. Sin
embargo, a pesar de su bajo valor de
hidrofobicdidad superficial, la cepa 531 mostré
valores de adherencia inusualmente altos.

Una comparacion de los resultados obtenidos
con las cepas areddas en MRS y en TPY revelados
mediante la actividad enzimatica, permitio
observar que el perfil relativo de adherencia se
mantuvo constante para todas las cepas (Figura
12).
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%Adherencia

531 532 536 537 538 5310 5313

531 532 536 537 538 5310 5313

Figura 11. Adherencia a poliestireno de bifidobacterias crecidas en MRS y
resuspendidas en PBS. Ensayo revelado mediante |a reaccion de F6FFC (A) o por tincién
con cistal violeta (B). (*) la cepa 531 no puede evaluarse mediante la reaccién
enzimdtica debido a su baja actividad
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%Adherencia

531 532 536

538 5310 5313

Figura 12. Adherencia a poliestireno de bifidobacterias crecidas en TPY y
resuspendidas en PBS. Ensayo revelado mediante el ensayo de F6FFC. (*) la cepa 531
no puede evaluarse mediante la reaccién enzimatica debido a su baja actividad.

Adherencia a vidrio

La manifestacion de adherencia al vidrio
permitié clasificar las cepas estudiadas en dos
grupos: las adherentes al vidrio y las no-
adherentes al vidrio. Las cepas no-adherentes al
vidrio fueron Bif. breve CIDCA 532 y Bif. bifidum
CIDCA 538. El resto de las cepas se adhirierion al
vidrio con diferente intensidad. Los resultados
obtenidos hasta el momento nos permiten sefialar

que la adherendia al vidrio se relaciona con valores
altos de hidrofobicidad superficial. La cepa 531 se
presentaria como una excepcion ya que posee baja
hidrofobicidad y es adherente al vidrio. Sin
embargo, también mostrd alta adherenda al
poliestireno indicando que en esta cepa los
mecanismos de adherencia a superfices
involucrarian no solamente factores hidrofdbicos.
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Adherencia a superficies biolbgicas

Adherencia a células Caco-2 en cultivo

En esta seccién se determind la adherencia de
bifidobacterias a monocapas de células de la linea
Caco-2 mediante microscopia dptica y por medida
de actividad fosfocetolasa. La topologia de la
adherencia se evalud posteriormente mediante
microscopia electrénica de barrido.

Con respecto a la microscopia Optica, se

evaluaron diferentes técnicas de coloracién a fin de

obtener imagenes lo sufidentemente daras como
para poder realizar medidas semicuantitativas de la
adherencia. Los resultados se presentan en la
Tabla 11. La técnica de Gram modificada resultd
ser la mds adecuada para observar los ensayos de
adherencia sobre céluas Caco-2. En la Figura 13.
se muestras imagenes de los resultados obtenidos
en ensayos de adhesidon con bifidobacterias sobre
las monocapas en cultivo

Tabla 11. Evaluacidn de las coloraciones para realizar medidas semicuantitativas de la

adherencia de bifidobacterias a Caco-2

Coloracion Observaciones

Células eucarioticas teilidas débilmente o no

Giemsa sin fijar

tefiidas. Bacterias tefidas nitidamente pero no se

individualizan en los cumulos.

Células eucariéticas y bacterias tefiidas fuertemente

Giemsa con fijacion de azul.

No se diferencian las bacterias de las

células eucarioticas en el fondo.

Células eucaritticas y bacterias tefidas fuertemente

May-Grilnwald/Giemsa de rosa.

Idem anterior, no se diferencian las

bacterias del fondo.

Gram

Se diferencian bien las bacterias de las células
eucariéticas, aunque el fondo es muy oscuro.

Buen contraste de colores entre las bacterias y las

Gram modificada

células eucarioticas. Se diferencian muy bien las

bacterias de las células eucaribticas.

Los resultados obtenidos para la adherencia de
bifidobacterias por medida de la actividad
fosfocetolasa (Capitulo I), se representan en la
Figura 14. La adherencia de las bifidobacterias a
Caco-2 varié considerablemente entre las cepas.
Las cepas 532 y 538 mostraron adherencia menor
del 5% mientras que las cepas 536, 537 y 5310

fueron las que mostraron los mayores valores de
adherencia (>14%). Si bien por medida de
actividad enzimatica no se puede evaluar a la cepa
531, una observacién microscopica demostré que
esta cepa no se adhiere apredablemente a la
monocapa de células Caco-2 (Figura 13).
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Figura 13. Observaciones microscépicas de la adherencia de bifidobacterias a Caco-2. (A)
cepa no-adherente (CIDCA 531); (B) cepa adherente (CIDCA 5310). Aumento x 1200

20

%Adherencia

531 532 536 537 538 5310

Figura 14. Adherencia a células Caco-2 de bifidobacterias. Ensayo revelado por medida de
actividad fosfocetolasa. (*) la cepa 531 no se puede evaluar mediante la reaccién

enzimdtica debido a que posee baja actividad.
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Los resultados de adherencia a Caco-2 fueron
estadisticamente similares cuando se utilizaron
bacterias crecidas en MRS o en TPY. Elo y col.!!3
trabajando en el modelo Caco-2 obtuvieron baja
adherencia o ninguna para cepas de Bif bifidum
de diferentes fuentes. Lankaputhra y Shah?*!
encontraron viariabilidad en Ia
adherencia de bifidobacterias a células HT-29:

desde 8 bacterias por campo hasta 665 bacterias
por campo.

una gran

Las cepas no hidrofébicas y no hemaglutinantes
resultaron adherentes a Caco-2, aunque en muy
baja proporcién. Es probable que en la adherencia
a Caco-2 intervengan otros factores que no son
necesarios para la interaccién con eritrocitos. Se
ha encontrado en otras bacterias que los
componentes que rigen la adherencia a células
epiteliales pueden ser diferentes que los que rigen
la hemaglutinacion®®, Por otro lado, las cepas 536,
537 y 5310 que han demostrado poseer una
superficie hidrofdbica y un caracter hemaglutinante

resultaron ser las mas adherentes a Caco-2.

Para las cepas 536, 537, 5310 y 5313 se

realizaron tratamientos fisicos, quimicos vy
enzimaticos a fin de evidenciar los componentes
involucrados en la adherencia (Figura 15). En
algunos casos se realizd un recuento microscopico
a fin de cuantificar la adherencia (Tabla 12)
mientras que en la mayoria de los casos se realizd
una medida semicuantitativa de esta propiedad

(Tabla 13).

Para las cuatro cepas, un tratamiento con
tripsina y quimotripsina disminuy6 la adhesion a
las células en cultivo mientras que un tratamiento

Tabla 12. Modificacion de la adherencia a Caco-2 para
la cepa CIDCA 5310 sometida a tratamientos fisicos,
quimicos y enzimaticos (recuentos por Gram)

Recuento - DS

control 336 + 25
LiCl 25+3
GnClI a
metaperiodato -
tripsina 140 £ 15
quimotripsina -
pepsina -

calor (100°C, 30 min) -

Los resultados se expresan en nimero de bacterias adheridas
cada 10 células Caco-2. Cada ensayo fue realizado por
duplicado en células de dos pasajes diferentes. Para cada
monocapa, el niumero de bacterias adheridas se contaron en
20 campos microscépicos elegidos al azar.

® cuando menaos de 5 bacterias por campo fueron observadas
el resultado se considera negativo.

con pepsina elimind esta propiedad, indicando la
presencia de factores proteicos en la adhesion. Por
otro lado, un tratamiento con metaperiodato sobre
las bacterias elimind de la misma manera esta
propiedad para las tres cepas sugiriendo la
participacion de componentes hidrocarbonados en
la adherencia a Caco-2. La adherencia de las cepas
536, 537 y 5310 resultd altamente afectada por
pretratamientos con agentes caotropicos. El GnCl
mostré un efecto mas drastico. Estos resultados
avalan la idea de que algunas de las moléculas
superficiales responsables de la adherencia estan
unidas no covalentemente a la pared bacteriana.

=
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Figura 15. Adherencia de Afidobactenium bifidum CIDCA 5310 a3 monocapas de Caco-2. Efecto de
diferentes tratamientos sobre las bacterias. Tincidn de Gram modificada. Aumento x 1200 (A) Control sin
tratamiento; (B) bacterais tratadas con metaperiodato S0mM; (C) bacterias tratadas con tripsina 1 mg/mi;
(D) bacterias tratadas con GnCl 3M; (E) bacterias tratadas con LiC) SM; (F) bacterias tratadas con tripsing y

GnCl.
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Tabla 13. Modificacion de la adherencia a Caco-2 con bifidobacterias sometidas a
diferentes tratamientos fisicos, quimicos y enzimaticos

Adherencia a Caco-2

Tratamiento CIDCA 536
control ++++
LiCl +
GnClI -
metaperiodato -
tripsina ++
quimotripsina nd
pepsina -
calor nd

CIDCA 537 CIDCA 5310
++++ ++++
+ +(+)
++ ++
++ ++

Escala: (-) no adhesion; (+) muy poca adhesion; (++) poca adhesién; (+++) mucha adhesién. Cuando
el nimero de bacterias adherentes fue menor de 5 micoorganismos por campo, se considera no

adhesion (-)

La adherencia de Dbifidobacterias a las células
Caco-2 se elimind luego de un calentamiento de
las bacterias a 100 °C. Estos resultados sugieren la
presencia de un factor termolabil en Ila

participacion de la interacciéon bacteria-célula.

La cepa 537 fue utilizada para estudiar la
presencia de factores solubles como mediadores
de la adhesion bacteriana. Cuando el sobrenadante
de cultivo en TPY fue reemplazado por medio
fresco o buffer PBS, no se observd una reduccion
en la adherencia. Mas alan, un tratamiento con
tripsina o calor del sobrenadante, mostré los
mismos patrones de adherencia que los de
aquellas células resuspendidas en buffer. Estos
resultados no apoyan la hipdtesis de que un factor
proteico secretado al sobrenadante sea el
mediador de la adherendia ni que se inactive por

calor como si ocurre en algunas cepas de
lactobacilos™°.

Similares resultados fueron obtenidos por
Lankaputhra y Shah’* trabajando con sobrena-
dantes de bifidobacterias crecidas en MRS
adheridas a células HT-29, aunque no encotraron
factores glicoproteicos involucrados en la
adherencia de Bif. infantis 1912: un tratamiento
con periodato no modificd las propiedades
adherentes. Sin embargo, mediante microscopia
de transmisién, estos autores pusieron en
evidencia material intercelular proveniente de las
células epiteliales HT-29 que actuaria como puente
en la adherencia de Bif. infantis 1912, Bif. bifidum
1900 y Bif. adolescentis 1920 y seria de naturaleza

proteica e hidrocarbonada.

Nuestras observaciones indican que existirian
componentes superficiales faciimente eliminables
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ocon agentes caotropicos involucrados en los
mecanismaos de adherencia de las cepas estudiadas
a células intestinales humanas en cultivo. Estos
determinantes de adhesion podrian  ser
glicoproteinas o cadenas de polisacaridos unidas a
la pared celular. Las cepas ensayadas mostraron
alta adherencia a Caco-2 y se encuentran entre
otras cepas altamente adherentes aisladas en el
CIDCA*Y. Probaron ser, ademds, altamente
adherentes en comparacdon oon resultados
obtenidos por otros investigadores en estudios
similares con otras bifidobacterias de origen
humano?!. El mecanismo de adherencia parece ser
diferente de aquel de algunas cepas de
lactobacilos, que se adhieren a través de
componentes proteicos secretados®”'%, Aunque se
ha encontrado que cepas de lactobacilos se
adhieren a células intestinales a través de
mecanismos sensibles a proteasas?!/67:60:167.347
veces con actividad de lectina hacia un hidrato de
carbono especifico’. Se ha sugerido que los acidos
lipoteicoicos son mediadores de la adherencia

bacteriana*?.

a

La adhesion de bifidobacterias a células
intestinales se encuentra impulsada por un alto
nivel de acidos grasos y addos lipoteicoicos. La
fuerte carga electrostatica de los polisacaridos
también favorece la adhesion de paredes
celulares®>°, Bif. fongum ATCC 15707 produce
exopolisacaridos ricos en glucosa y galactosa y
acidos urénicos (hexosaminas) en una relacion
4:4:1',

Muchas estructuras moleculares  estan
implicadas en la adherencia bacteriana, induyendo
fimbrias y vesiculas extracelulares, adhesinas como
lectinas, hemaglutininas y su adividad
proteinasa®® y lipopolisacaridos?®?®’. También

han sido descriptas estructuras consistentes en pilj,
fimbrias, componentes de pared celular o de la
membrana externa y proteinas secretadas para
una gran variedad de bacterias, tanto aerdbicas

como anaerébicasB,45,54,70,209,243,301

. Sin embargo,
nuestros resultados no apoyan la hipdtesis de que
las cepas posean apéndices involucrados en la
adherencia. Microscopias electronicas de transmi-
sion realizadas con bacterias de las cepas 537,
5310 y 5313 no mostraron apéndices (fimbrias o
estructuras fibrilares) a los que se les podria
adjudicar las propiedades de adherencia. Se
observaron los mismos resultados con cultivos en
medio liquido o en medio sdlido. (datos no

mostrados).

Se publicd que la adherencia de lactobadilos
podria estar regulada por el pH!®16718 5
adherencia de Lb. fermentum 104 a epitelio
escamoso de estomago de pollo es mas efectiva a
pH altos mientras que la adherencia a poliestireno
de la misma cepa es mayor a pH entre 2 y 4%
Por otro lado, la adherencia de cepas de
Lactobadiflus a células del epitelio ileal aisaldas de
intestino de pollos fue insensible a los cambios de
pH entre 4 y 7 aunque bajo marcadamente a pH
8213, Pero aunque el pH juegue un rol importante
en estimular la adherencia, no es el unico factor
involucrado: Lb. acidophilus 1al10, una cepa no
adherente, permanecid no adherente a cualquier
pH!'®. Nuestros ensayos fueron realizados a pH
neutro en los que la carga superficial de las
bacterias es negativa.

Se ha propuesto un rol como mediador en I3
adherencia a los polisaciridos bacterianos.
Costerton y col.”>”* han sugerido un rol primordial
de las capas de exopolisacaridos en todas las
bacterias en la mediacién o en el mantenimiento
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de la adherenda al huésped. Cassels y col.*,
publicaron la utilizacion de polisacaridos de pared
celular como adhesina coagregante en
Streptococcus sanguis. Exopolisacaridos  de
Pseudomona putida y Ps. fluorescens parecen
mediar la adherencia a superficies sélidas®". De la
misma manera, la capa extracelular en
Mycoplasma mobife podria actuar como adhesina
temporaria en la mediaciéon de la adherencia a su
sustrato™. Por todo esto, no se descarta la
posibilidad de la presencia de exopolisacaridos
como mediadores de la adherenda en
Bifidobacterium. Estos polisacaridos que podrian
tener alguna participadon en la hidrofobicidad
superficial serian modificados por un tratamiento
con metaperiodato eliminando las propiedades
adherentes. Hosono y col.'® aislaron exitosamente
polisacaridos solubles producidos por Bif
adolescentis M101-4, Bif pseudocatenulatum
MBL8320 y Bif. catenulatum MBL8318 compuestos
por cadenas de galactosa y glucosa, pero solo se
exponen o se liberan cuando las células son
lisadas.

Las ventajas de las células Caco-2 radican en
que estas células expresan una diferendacion
morfolégica y funcional in vitro y muestran
caracteristicas de enterocitos maduros. Estas
células muestran dos dominios claramente
distinguibles: una zona apical y una basolateral
separadas por uniones intercelulares®®. Estos
dominios poseen diferente composicion proteica y
lipidica que se evidencian ultraestructuralemente.
Por ejemplo, el borde apical posee peptidasas,
disacaridasas y fosfatasa alcalina®*'’°, el dominio
basolateral contiene varios receptores peptidicos
involucrados en el control de la secreccion
hidroelectrolitica intestinal”®® y las uniones

intercelulares contienen proteinas especificas. Por
consiguiente, estas cdlulas son un madelo
conveniente para estudiar los procesos de
adhesion bacteriana. Debido a que los supuestos
receptores de adherencia en las células Caco-2
pueden madurar a lo largo de I3 diferenciacon, es
importante conocer la etapa de diferenciacién en la
que se hacen los ensayos. Chauviére y col.®
reportaron que Lactobadillus no se adhiere
exitosamente a Caco-2 durante los primeros dias
de cultivo de estas células para luego incrementar
su adherencdia con el correr del tiempo, sugiriendo
que la expresidon de receptores esta fuertemente
refacionado con el estado de diferencadon de las

células.

Algunos autores han publicado estudios de
adhesion utilizando monocapas entre los pasajes
40 a 90 Sin embargo, en nuestro laboratorio
hemos encontrado resultados similares utilizando
pasajes tan bajos como 23. El medio RPMI-1640
(ICN Biomedicals Inc., Aurora, OH) puede ser
reemplazado por DMEM (Sigma Chemical Co., St
Louis, MO) sin diferencias significativas en los
resultados. Se debe tener especial precaucion con
respecto a la suplementacion del medio de cultivo
ya que altas concentraciones de aminodcidos no
esenciales al medio RPMI-1640 genera redondeo
de las células las que pueden llegar a despegarse
de las fosas. Para proteger las monocapas los
lavados se deben realizar ocon las soluciones
correspondientes a T amb o0 a 37 °C.

Nuestros resultados indican que el modelo de
células de la linea Caco-2 en cultivo fue adecuado
para el estudio de la adherencia de bifidobacterias
de la coleccién CIDCA a enterocitos.
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Desarrollo de una técnica para observar la topologia de la adherencia

de bifidobacterias a Caco-2

La adherencia de bifidobacterias y de otras
bacterias probiéticas a células epiteliales en cultivo
ha sido anteriormente demostrada por microscopia
electro'nica de barrido (MEB)401,59,331,20,67,213,381
mediante la técnica tradicional que involucra la
utilizaciéon de 0sO, como postfijador. En esta
seccion se propone un meétodo alternativo para
caracterizar morfolédgicamente la adhesion de
bifidobacterias a Caco-2 evitando la utilizacion de

0s0, considerando su toxicidad y costo.

Como se explicd en la seccién Metodologia, se
ensayaron diferentes fijadores y diferentes
concentraciones de fijador a fin de determinar las
condidones optimas de pretratamiento. Conside-
rando que la pared de peptidoglicano confiere una
proteccion osmética adicional a las bacterias que
no poseen las células eucaridticas, sugirieria que

las etapas de fijacion serian diferentes en ambos

casos, se trabajé con células bacterianas y con
células ecuaridticas por separado. Una de las
innovaciones introducidas en este trabajo fue la
implementadon practica de la fijacion y los lavados
de las bacterias. Las mismas fueron colocadas en
una membrana resistente a solventes organicos
contenida en un filtro plastico y a través de una
jeringa se lavaron, enjuagaron y fijaron en
sucesivas etapas.

Para las células Caco-2, se obtuvieron imagenes
oon buena definicion independientemente del
fijador utilizado (Figura 16). En ambos casos se
mantuvo la integridad estructural de las células
(e.g. se observan las microvellosidades intactas).
Para las bacterias, se obtuvieron imagenes mas
limpias utilizando cultivos bacterianos mas diluidos
y mayor concentracién de fijador. Fue mejor con
glutaraldehido que con formaldehido (Figura 17).

Figura 16. Micrografias obtenidas por microscopia electronica de barrido en el ensayo de puesta a punto del
pretratamiento de células intestinales. (A) fijacidn con formaldehido 2.5%. (B) fijacidn con glutaraldehido 3%.
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Figura 17. Micrografias obtenidas por microscopia electrénica de barrido en el ensayo de puesta a punto del
pretratamiento de bacterias correspondientes a la cepa /7. bifidum CIDCA 5310. (A) cultivo bacteriano (0.5 mi)
fijado con formaldehido 1.5%; (B) cultivo bacteriano (1 mi) fijado con formaldehido 1.5%; (C) cultivo bacteriano
(0.5 ml) fijado con formaldehido 2.5%; (D) cultivo bacteriano (0.5 ml) fijado con glutaraldehido 3%; (E) cultivo
bacteriano (1 ml) fijado con glutaraldehido 3%.

A pesar de que se esperaba un efecto
diferencial sobre las bacterias que sobre las células
eucaridticas, no se observaron diferencias en las
micrografias electronicas de las células eucaridticas

sometidas a similares tratamientos de fijacién que

las bacterias (Figura 17). En base a estos
resultados, los ensayos de adherencia fueron
preparados para el MEB utilizando glutaraldehido
2.5% en PBS como fijador.
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Las micrografias de barrido ilustran claramente
que las células Caco-2 son extensamente
colonizadas por las bacterias y que la unién de las
bacterias ocurre en la superficie de los enterocitos
(Figura 18). Las bifidobacterias interactian con el
borde apical de las células Caco-2 diferenciadas.
Aunque las bifidobacterias producen acido lactico y
acido acétioo como productos finales de su
metabolismo que podrian alterar la integridad de la

superficie apical, se observd que la adherencia

bacteriana ocurrid sin dafio celular (observar las
microvellosidades). Es notable la presenda de
clusters densos en lugar de un patron de
adherencia difuso, indicando que existirian ademas
interacciones bacteria-bacteria. Las bacterias se
encuentran distrubuidas al azar sobre la superfide
foomando una red de bacterias adheridas
paralelamente a la superficie de la monocapa
interactuando con la superficie celular y entre ellas

mismas.

Figura 18. Topologfa de la adherencia de bifidobacterias a células Caco-2 por microscopia electrénica de barrido.
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Resumen de propiedades superficiales

En las tablas siguientes se resumen las
observaciones realizadas con respecto a las
propiedades superfiiales estudiadas en este

B e p———

Capitulo (Tabla 14 y 15) para cepas
cientes al género Bjfidobacterium.

pertene-

Tabla 14. Propiedades superficiales de Bifidobacteirum en MRS y TPY

Propiedad
Indice de agregacién TPY 0.15
(1A) MRS 0.22
Tiempo de TPY >25
agregacion (TA) MRS 525
Hidrofobicidad TPY 0.03
superficial (K) MRS 0.03
) TPY -
Hemaglutinacién*
MRS -
Adherencia a TPY nd
Sepharose deriv.’ MRS nd
% Adherencia a TPY nd
poliestireno MRS 43.61
% Adherencia a TPY -
Caco-2 MRS -

0.26
0.27
>25
>25

nd

nd
8.23
9.05
1.93
0.70

0.42 0.33 0.15 0.70 0.53
0.24 0.29 0.26 0.30 0.38
5 6 >25 2 06
14 nd >25 13 12
0.19 0.17 - 0.15 nd
0.16 0.19 - 0.16 nd
1/4 1/4 - 1/4 1/8
1/4 1/4 - 1/8 1/4
nd nd nd nd nd
nd 1.20 nd 3.35 1.22
20.11 25.65 2.91 nd nd
33.01 40.53 4.55 32.74 58.27
14.60 15.60 5.53 15.61 nd
16.92 19.52 3.10 16.11 nd

* Hemaglutinacion evaluada frente a globulos rojos humanos grupo A

® Particulas de Sepharose cubiertas con BSM

(-) no-hemagiutinante, o no-hidrofébica, o no-adherente

Nuestros resultados permitieron clasificar a las
bifidobacterias en dos grupos: las autoagregantes
y las no-autoagregantes. Las cepas pertene-
cientes al primer grupo correspondieron todas a la
especie bifidumn. Las no autoagregantes pertene-
cieron a las especies pseudolongum, breve e
infantis. Con respecto a las propiedades super-
ficiales evaluadas: todas las cepas autoagregantes
resultaron hidrofébicas y esta propiedad también
se relaciondé con la hemaglutinacion. Estudios de
adherencia indicaron que estas propiedades estan

relacionadas con la adherencia a poliestireno y a
células intestinales en cultivo. Estas cepas
también se adhirieron a mucinas conjugadas a
particulas de Sepharose . El medio de cultivo no
influyd significativamente en las casi totalidad de
las propiedades estudiadas; sélo se observd una
modificacion del grado de agregacion reflejado en

los valores de IAy TA.

Una excepddn a estas observacones la
constituye la cepa 531 quién a pesar de ser no
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mostré derta hidrofobicidad
superficial y alta adherencia a poliestireno. Estas

autoagregante,

ultimas observadones avalan fuertemente el
caracter cepa dependiente de las propiedades
superficiales.

efectuados
bacterias agregantes/adherentes a fin de estable-

Los tratamientos sobre las
cer la naturaleza de las moléculas involucradas en
las propiedades superficiales, indicaron que un
tratamiento con proteasas elimina o reduce
sensiblemente la autoagregacion, la hemaglu-
tinacion y la adherencia a Caco-2, evidenciando la
participacion de factores proteicos en esta
un

caotrépicos reduce o elimina la hemaglutinaiodn y

interaccion. tratamiento con agentes

la adherencia a Caco-2 aunque no la

autoagregacion. Esto indicaria que las moléculas

involucradas en la interaccion con células

P 1 TS AR T P

bacteriana por medio de uniones no covalentes.
Un tratamiento témico desestabilizaria la
organizacion superficial y de este modo la
interaccion con eritrocitos y enterodtos se ve
fuertemente afectada. Finalmente, un tratamiento
metaperiodato factores
carbohidratos como mediadores de la
hemaglutinacion vy

con evidenda
la adherencia a células
intestinales.

En conclusidn, las propiedades superficiales de
las bifidobacterias estarian tendrian un caracter
multifactorial y estarian conferidas por factores
proteicos e hidratos de carbono. Estos ultimos
como entidades independientes 0 como cadenas
constituyentes de glicoproteinas o de acidos
La hidrofobiddad superfical
puede adjudicar a regiones no polares de estas

lipoteicoicos. se

proteinas o de los acidos lipoteicoicos.

eucaridticas estan unidas a la superficie
Tabla 15. Modificacion de las propiedades superficiales de Bifidobacteirum
Autoagregacion Hemaglutinacion Adherencia a
Caco-2
536 537 5310 5313 | 536 537 5310 5313 | 536 537 5310

control + + + + + + + + + + +
calor + + + + - - - - nd - -
tripsina - - - - + + + + \’ ! {
quimotripsina - - - - + + + + nd { \:
pepsina - - - - - - - - - - -
Lici + + + + ¢ \ 1 \ \ 1 e
GnCl + + + + 1 2 l \: ) $ 4
EDTA* + + nd + + + nd

metaperiodato + + { + : - l l - - -

* la monocapa de Caco-2 se debilita luego de una incubacion en presencia de EDTA, por lo que no se
logro evaluar este tratamiento luego de lavados con EDTA

| : propiedad reducida
nd: no determinado
(-) propiedad eliminada
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Estudio de proteinas superficiales

Nuestros estudios sobre propiedades super-
fidales de bifidobacterias sugieren la presencia de
factores proteicos como responsables de la
adherencia a células eucaribticas (eritrocitos,
enterocitos). También se conoce que varias
bacterias lacticas contienen, como varias otras
bacterias Gram positivas, una capa de proteinas en
el exterior de su pared celular. Estas proteinas
forman parte de la llamada capa S (superficial) en
subunidades idénticas que cubren completamente
la superficie bacteriana y pueden constituir hasta
el 20% del contenido total de proteinas. Se ha
reportado la presencia de capa S en cepas de
Lb.brevis, Lb. acidophilus, Lb. crispatus y Lb.

94
67

43

30

20.1

A

14.4

halveticus**?35430 Recientemente hemos detec-
tado la presencia de capa S en cepas de Lb.
parakefir y Lb. kefir provenientes de granulos de
kefir (datos no publicados).

Por lo tanto se aplicod una metodologia para la
extraccion de proteinas pertenecientes a estas
estructuras que fue optimizada en nuestro
laboratorio para las cepas en estudio. La
optimizacion de la metodologia fue, en parte,
realizada junto con la Dra. Graciela Garrote. Los
extractos proteicos fueron analizados mediante
electroforesis conjuntamente con las proteinas
totales de las bacterias sin tratar y las extraidas.

1 2 PM
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Figura 19. Efecto del tratamiento con LiCl sobre las bacterias en el perfil de proteico de (A) Lactobadillus parakefii
8328 y en (B) &ifidobacterium bifidum CIDCA 5310. Calles 1: proteinas totales solubles; Calles 2: proteinas totales
solubles luego de la extraccién con LiCl; Calle 3: extracto proteico dializado; PM patrones moleculares (en KDa)

Con respecto a las cepas de lactobacilos, el
perfil de proteinas totales solubles muestra un
patrén complejo de bandas, muchas de ellas bien

definidas (Figura 19). Entre ellas es notable la
presencia de una banda mas intensa de una masa
molecular aproximada de 65 KDa. Luego de un

'@
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tratamiento con LiCl, se extrae principalmente
dicha banda ya que se recupera mayoritariamente
en el extracto dializado. Considerando su masa
molecular, la técnica utilizada para su extraccion y
la cantidad relativa con respecto a las otras
bandas, estariamos en condiciones de considerar
dicha banda como componente de capa S en
lactobacilos.

Otra banda muy intensa se encuentra en el
frente de corrida y corresponde a la lisozima
utilizada en el proceso de obtencién de proteinas
totales solubles de las bacterias'®’.

Esta técnica se utilizd con éxito en la extraccion
de proteinas de capa S en otras 18 cepas de
lactobacilos aisladas de diferentes granulos de kefir
y también en cepas de Lb. kefiry Lb. parakefir de
colecciéon. En consecuencia, este procedimiento se
empled para explorar la presencia de capa S en
bifidobacterias.

El perfil de proteinas totales solubles obtenido
para la cepa Bif bifidum 5310 coincide con los
obtenidos previamente en nuestro laboratorio en
estudios de taxonomia de bacterias lacticas'®®. En
dicho perfil no se observa una banda mayoritaria
que se destaque del resto. Luego de un
tratamiento con LiCl, la cepa 5310 muestra un
perfil en el cual no se diferencia una banda que
desaparezca mayoritariamente. Analizando la
composicion del sobrenadante de la extracdodn, se
observa también un alto grado de complejidad
sugiriendo que se estarian extrayendo una variada
cantidad de péptidos.

Otro de los agentes caotropicos comunmente
utilizados para la extraccién de capa S es el GnCl.
El tratamiento con este reactivo no mostrd la
extraccion mayoritaria de una banda o de un
grupo limitado de péptidos. En consecuencia,
nuestros resultados indicarian la ausencia de una
estructura tipo capa S en la superficie de las cepa
5310.

Figura 20. Efecto del
tratamiento con GnCl
sobre Bifidobacterium
bindum CIDCA 5310 en el
perfil de proteinas totales.

- 94
- 67
- 43
- 30
- 20.1

- 14.4

Calle 1: proteinas totales
solubles; Calle 2: pro-
teinas totales luego de la
edraccién con  GnCl.
(gradiente 10-18%); PM

patrén de pesos mole-
culares (en KDa).
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En vista de la complejidad que presentd el
anadlisis de proteinas superficiales extraidas con
Lid y GnCl, y las evidencias experimentales que
avalan fuertemente la participacion de factores
proteicos, se procedid a estudiar la composicion
extraidas
perfiles obtenidos se

proteica de paredes celulares
mecanicamente.  Los
muestran en la Figura 21. Las dos cepas
estudiadas (Bif. bifidum 537 y Bif. bifidum 5310)

mostraron claramente la presencia de proteinas en
la fraccion correspondiente a paredes celulares. En
este caso, se obtuvieron geles con una buena
resolucion. Por otro lado, las cepas 537 y 5310
poseen un perfil diferente cuando provienen de
crecimiento en TPY o en MRS. Una banda de peso
molecular aproximado de 42 kDa solo es visible
cuando las bacterias fueron crecidas en MRS.

1 2 3 4 5 6
— 94
we— 7
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Figura 21. Perfil de proteinas de paredes celulares de las cepas Bif. bifidum CIDCA 537 y Bif. bifidum
CIDCA 5310 crecidas en TPY o MRS. Efecto del pretratamiendo de las bacterias con pepsina 2.5 mg/ml.
Calle 1: Bif bifidum 537 crecida en TPY; calle 2: Bif, bifidumm 537 crecida en MRS; calle 3: 8i. bifidum 537
crecida en MRS tratada con pepsina; calle 4: Bif. bifidum 5310 crecida en TPY; calle 5: Bif. bifidum CIDCA
5310 crecida en MRS; Bif bifidum 5310 crecida en MRS tratada con pepsina. PM patrén de pesos

moleculares (en KDa)

De acuerdo a los resultados mostrados en este
capitulo acerca de las propiedades superficiales, se
demostré que ambas cepas son autoagregantes y
hemaglutinantes e hidrofébicas; y presentan estas
propiedades en los dos medios estudiados. Por lo
tanto, la banda de 42 KDa observada en las
paredes de los microorganismos crecidos en MRS
no seria una responsable directa en la
manifestacion de las propiedades citadas. Esto se

debe a que dicha banda no esta presente cuando
las bacterias son crecidad en TPY (cepa 5310) o
esta presente en baja proporcion (cepa 537).

Un tratamiento de las bacterias frescas con
pepsina reduce sensiblemente la cantidad del
péptido de 42 kDa cuando las cepas son crecidas
en MRS. Este punto es de relevanca considerando
que por ejemplo, el caracter hemaglutinante

g
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desaparece en estas cepas luego de un
tratamiento con esta proteasa. De esta manera, el
péptido podria tener participacion en la
manifestacion de esta propiedad.

Analizando ambos resultados conduimos que
aun ocon estos ensayos, no fue posible identificar
el/los componente(s) proteicos que estarian
confiriendo las propiedades estudiadas en este
capitulo, ya que por un lado, los microorganismos
que presentan hidrofobicidad, hemagiutinaciéon y
autoaglutinacidn cuando son crecidos en ambos
medios, manifiestan un diferente patrén de bandas
en las electroforesis; y por otro lado, un

tratamiendo con pepsina que elimina la hemaglu-

tinacién de estas cepas, elimina una banda que
estd ausente en las paredes de bacterias que
siguen manifestando hemaglu-tinacion.

Las péptidos analizados podrian estar actuando
de manera indirecta, estabilizando otras estruc-
turas que participan directamente en la manifesta-
cién de estas propiedades.

Es importante notar que luego de realizar el
prensado de las bacterias (prensa X), las mismas
fueron centrifugadas inmediatamente y procesadas
en frio de modo que la presencia de cualquier
actividad proteolitica de componentes dtoplas-
maticos queda descartada.
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Conclusiones

@® Se caracterizd la superficie de micro-
organismos pertenecientes al género Bifidobac-
terium a través de un estudio sistematico que
emplea una secuencia de modelos experimentales.

@ Los modelos utilizados permitieron obtener
informacién acerca de la naturaleza de los
componentes superficiales de las bifidobacterias y
la participacion de estos factores en los meca-
nismos de adherencia, considerada como un crite-
rio de seleccién de bacterias probidticas.

@ Se correlacionaron las propiedades de
superficie: la hidrofobicidad se relaciona con un
alto indice de agregacion. En general, las bacterias
hidrofébicas  estudiadas
tinantes y adherentes a superficies inertes o
bioldgicas. Por el contrario, aquellas cepas no

agregados, no

resultaron hemaglu-

hidrofébicas no formaron

hemaglutinaron y no se adhirieron a sustratos

sélidos y bioldgicos.

@® En general, todas las que presentaron las
propiedades adherentes e hidrofdbicas fueron
Bifidobacterium bifium y desde el punto de vista
cualitativo, no presentaron diferencias en su

caracteristicas de superficie.

@ Los mecanismos de adherencia a céluas
eucaridticas mostraron un caracter multifactorial
en el que estarian involucrados factores
hidrofébicos, probablemente de origen proteico;
factores glucidicos, como estructuras indepen-
dientes o formando parte de glicoproteinas o
acidos lipoteicoicos. Los factores involucrados
estarian unidos a la pared bacteriana mediante
uniones no covalentes. Estos factores podrian

mantener su estructura mediante interacciones no
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ocovalentes y por lo tanto, un tratamiento con
agentes caotrdpicos desplegaria las estructuras
variando la posicion de los dominios adherentes.

@ Las correlaciones entre propiedades super-
ficiales son de relevancia al momento de seleccio-
nar bacterias probidticas cuando se cuenta con un
gran numero de cepas candidatas, ya que las
medidas experimentales requeridas son simples y
rapidas y permiten diferenciar en forma preliminar

aquellas con mayor potencial para adherirse al
epitelio intestinal.

@® En el caso particular de este estudio, si el
objetivo es seleccionar bacterias con capacidad de
adherirse a células de origen intestinal, los
candidatos serian las cepas Bifidobacterium
bifidumm CIDCA 536, CIDCA 537, CIDCA 5310 y
CIDCA 5313.
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umerosas actividades fisiologicas

han sido propuestas como

mecanismos responsables de la

eliminacién de microorganismos

patdégenos por parte de las
bacterias probidticas. Los mecanismos propuestos
de acuerdo a evidencias cientificas incluyen:

e competenda por nutrientes presentes en
cantidades limitadas. La hipdtesis de que la
competenda por nutrientes es responsable de la
exclusion de microorganismos foraneos del
intestino estd basada en wuna
observaciones que indican que los mecanismos de
control intestino son
consistentes con la teoria del quimiostato®. Haines
y Harmon'®® demostraron un efecto inhibitorio de
las bacterias lacticas debido a competencia por
vitaminas esenciales como biotina y niacina. La
captacién de hierro por las bifidobacterias podria

serie de

poblacdonales en el

causar inhibicion de bacterias entéricas por

limitacién del mismo?%®;

e produccion de metabolitos que inhiben la
multiplicadion de patogenos, como H,0,, diacetilo
o compuestos inhibitorios especificos (bacterio-
cinas). En presencia de O,, las bacterias lacticas
producen H,0, que podria causar peroxidadon de
los lipidos de membrana®*®. El diacetilo, producido
por metabolizacion del piruvato, interfiere en la
utilizadon de arginina en bacterias Gram
positivas’®. Gran cantidad de bacteriocinas han
sido aisladas de bacterias lacticas y caracterizadas
en su modo de accidén!¥%%;

e generacion de condiciones microambientales
que afecten negativamente a /las bacterias
patogenas. La disminudon del potendal redox o
del pH luminal mediante la produccion de acidos
organicos (acético, lactico, propidnico) puede llevar

e
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a un antagonismo competitivo?®, el CO, producido
por fermentadon de hexosas o a partir de
arginina, citrato o malato también contribuye a la
actividad antimicrobiana creando un ambiente
anaerdbico reemplazando el O,;

e modulacion de la respuesta inmune, por
induccion de actividad celular (en natural killer,
monoditos 0 macréfagos) o en la produccidn de
inmunoglobulinas y citoquinas; y

e competencia por sitios de union al epitelio
intestinal. Kabir y col.?!> reportaron la habilidad de
Lb. salivarius de inhibir la adherencia de
Helicobacter pylori. Otros investigadores han
demostrado la
enteropatégenos por bifidobacterias®® y por

excusion  competitiva de
lactobacilos®® a través de un bloqueo de los sitios
de unién de los patégenos o por impedimento
estérico.

La adherencia de microorganismos a |la
superficie epitelial es uno de los eventos
inidadores mas importantes en muchas infecciones
gastrointestinales, ya que de esta manera los

patdgenos
secreciones del hospedador o por el flujo

evitan ser removidos por las
intestinal'!8, Esta asodacion especifica con las
células intestinales promueve lesiones en el ribete
en cepillo, permite la entrada de los
microorganismos y posteriormente la proliferacién
bacteriana que conlleva a la muerte celular y
descamacion. Una inhibicion en la asociaciéon e
invasion de microorganismos patdgenos disminuira
la colonizadion intestinal y modificaria los procesos
de patogeniddad. Por lo tanto, esta propiedad es
considerada una caracteristica de seleccion de
bacterias probidticas y cumpliria un rol positivo en
la prevencion y tratamiento de desérdenes

gastrointestinales. Si bien la microflora indigena en
el intestino puede inhibir la ocolonizacén de
microorganismos foraneos, en algunos casos los
microorganismos patégenos son capaces de
penetrar y/o colonizar estas superficies del cuerpo
debido a un ataque masivo 0 por una reducdén
temporal de la resistencia a la colonizacién. Los
mecanismos de toxicidad celular causados por los
microorganismos patégenos en la
intestinal pueden reflejarse a nivel estructural

mucosa

como inflamacidn, necrosis o liberacion de fluidos
al lumen intestinal, ya sea directamente por
invasion o por liberacién de toxinas®>!%. La
invasion de los enterocitos por Shigella, por
ejemplo, puede iniciar una recto-colitis destructiva
que causa sintomas de disenteria y es posible que
como consecuencia la respuesta inmune pueda
limitar la diseminacion sistémica®®. Saimonella,
por el oontrario desarrolld la estrategia de
supervivencia intracelular, mientras que Yersinia
posee gran potencial antifagocitico que le permite
permanecer luego de la invasion intestinal, en
forma extracelular en los nddulos linfaticos
infectados?®. Las bacterias
presentan entonces como una alternativa para

probidticas se

inhibir alguna de las etapas involucradas en el
dafo celular producido por los patogenos.

Bifidobacteriumy Lactobadillus son dos géneros
que han demostrado ser adherentes al epitelio
intestinal /n vitro’>37182327 y evidendas de esto se
mostraron en el Capitulo II de esta Tesis. Varios
autores han demostrado que de esta manera se
puede evitar la interaccion entre - las células
epiteliales y enteropatdgenos como Yersinia
pseudotuberculosis, Salmonefla typhimurium, EPEC
(E. ool
entero?oxigénica), etc.59%3278 | o5 mecanismos
mediante los cuales las bacterias probidticas

(E. cooli enteropatégena), ETEC
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pueden interaccionar con las patégenas en el
entorno gastrointestinal son:

e exdusion competitiva, en el que una especie
bacteriana instalada sobre un sustrato ocupa sitios
de adherencia de otras especies con las cuales
compite;

e desplazamiento, en el cual una especie
desplaza de su adhesion a un sustrato a una
espedie previamente instalada; o

e competencia, en el que dos especies compiten
en el mismo momento por sitios de adhesion.

Debido a la complicacion que originan los
estudios de infeccion en humanos, es comun la
utilizacion de modelos animales o estudios /in vitro.
Los cultivos de tejidos /n vitro ofrecen nuevamente
un modelo experimental adecuado. En particular,
las células Caco-2 son un modelo estable y
reproducible que permite una evaluacion de la
capaddad de bacterias probidticas para inhibir la
asodiadion o invasion de enteropatégeno /n vitro.
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Objetivos

En la tercera parte de este trabajo de Tesis se abordaron los siguientes objetivos:

@ Caracterizar bacterias
negativas obtenidas de muestras dinicas en cuanto
a sus propiedades adherentes e invasivas en el
modelo in vitro de cultivo de células de la linea
Caco-2

patdgenas gram

@ Estudiar la interaccion entre cepas de
Bifidobacterium y bacterias patdgenas en el
modelo /n vitro de cultivo de células Caco-2,
evaluando la influencia de Bifidobacterium en la

invasion y/o asociacion de patdgenos a las
monocapas de células Caco-2

@ Estudiar el efecto citopatico de entero-
patdgenos frente a células Caco-2 y la potendal
proteccién por bifidobacterias
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Metodologia

Cepas bactenanas y condiciones de
crecimiento. las cepas de bacterias Gram
negativas utilizadas en este trabajo fueron
provistas por el Dr Horacio Lopardo (Hospital
Garrahan, Bs. As., Argentina). Las cepas fueron
disladas de mwuestras dinicas de padentes con
desoérdenes gastrointestinales. Se trabajo con las
cepas Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)
18773, Escherichia coli entropatogénica (EPEC)
18731, Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) 173,
Salmonella enterica serovar. infantis, Salmonella
sp. 521, Shigella sonnei 170, Shigella sonnei 171y
Shigella Rexneri.

Las cepas se reactivaron por inoculacion de una
ansada en caldo nutritivo (0.3% extracto de carne,
0.5% peptona de carmne) (Merck, Darmstadt,
Alemania) a partir de estrias en agar nutritivo

conservadas a 0 °C. La incubaddn se realizé en
aerobiosis a 37 °C por 24 hs. Luego se hizo un
segundo repique al 1% en cldo nutritivo
incubando en las mismas condiciones. Esta
suspension se utilizd en los ensayos que se
describirdn mas adelante.

Se realizd una tipificacion de rutina en base a
las pruebas bioquimicas que establece el Manual
Bergey. Ademads, para algunas cepas se realizé una
tipificacién mediante el sistema EM Ident E®
(Merck, Darmstadt, Alemania). Como informacion
adidonal, las cepas fueron caracterizadas por el
Dr. G. Kodiubinski y la Dra. G. L. Garrote en cuanto
a su sensibilidad a antibiéticos mediante un
antibiograma (Britania S.A.,
Argentina). La sensibilidad a antimicrobianos que
presentan estas cepas se muestra en la Tabla 1.

Buenos Aires,
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Tabla 1. Sensibilidad de patégenos aislados de muestras clinicas a antimicrobianos.

Antimicrobiano TR0 EiEC 173 EHEC
Ampicilina R R S
Neomicina I I S

Ciprofloxacin S S S
™S S R S
Cloramfenicol S S S
Norfloxacina S S S
Colistina I I I
Gentamicina R I I

Salmonella Salmonella Shigella Shigella
521 enterica sonnei 170  sonnei 171

R S S S
| | i |

S S S S
S S S S
R S S S
S S nd S
| | I !

R R R R

EPEC: Escherichia coli enteropatogenica; EIEC: Escherichia coli enteroinvasiva, EHEC: Escherichia coli enterohemorragica, TMS:
Trimetoptima + Sulfametoxasol; S: sensible; |: sensibilidad intermedia; R: resistente

Determinacion de la relacion entre DOsyp ¥y
UFC/ml. En los ensayos de competencia,
exdusion o desplazamiento que se realizaron en
este trabajo entre bacterias patogenas y
bifidobacterias, fue necesario preparar sus-
pensiones bacterianas de  concentraciones
predeterminadas. Para ello, un parametro util que
facilité la realizacién de los experimentos fue
conocer el nimero de UFC/mi por unidad de DOgqq.
De esta manera, cuando se utilizaron cultivos en ia
misma fase de crecimiento, realizando medidas de
absorbancia a 600 nm se oonocid el titulo

bacteriano aproximado de las suspensiones a

utilizar, sin tener que esperar el resultado del

recuento de viables.

El protocolo es sencillo y consistié en medir la
DO a 600 nm de suspensiones bacterianas por
duplicado y luego, tras diluciones apropiadas en
triptona 0.1%, se realizé un recuento de viables en
agar nutritivo para las bacterias patdgenas o en
agar MRS para las bifidobacterias. Las condiciones
de incubacidn se detallaron en el Capitulo 1. Se
contaron las placas conteniendo de 30 a 300

colonias.

1) Caracterizacion de la adherencia y capacidad invasiva

de bacterias patogenas en el modelo Caco-2

Para determinar el nivel de internalizacién o
invasion de bacterias patogenas a células Caco-2 y
posteriormente  estudiar el efecto de las
bifidobacterias sobre esta propiedad, se realizo un
ensayo comunmente utilizado® para obtener

informacién acerca de diferentes eventos en la
asodacion e invasion /n vitro. Dicho ensayo se
basa en diferenciar bacterias "adheridas" de
bacterias "internalizadas" en la monocapa de
células Caco-2 por medio de una incubacién con el

@
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antibidtico aminoglucdsido gentamicina. Como la
gentamicina no difunde a través del dominio apical
de las células Caco-2, las bacterias sensibles a
gentamicina que no se internalizan en las Caco-2
son rapidamente destruidas por el antibidtico,
mientras que las localizadas dentro de las Caco-2
no. Luego del tratamiento y tras sucesivos lavados
para eliminar el antibidtico, el nimero de bacterias
invasivas se cuantifica, tras diluciones adecuadas,
por recuento de viables de un lisado de la
monocapa. Por consiguiente, fue necesario
determinar la concentracion y el tiempo de
incubacién con gentamicina necesario para lograr
matar las bacterias adheridas que posteriormente
permitié conocer el perfil de invasividad de las
bacterias patdgenas seleccionadas.

Determinacion de Ia  concentracion
bactericida de gentamicina. Un antibiograma
realizado previamente en nuestro laboratorio
revelé que las bacterias patégenas son resistentes
o poseen sensibilidad intermedia frente a
gentamicina (Tabla 1). El protocolo utilizado para
conocer las condiciones bactericidas de un
tratamiento con gentamicina fue una modificacién
del ensayo estandar para obtener la concentracion

bactericida minima:

e Preparar una suspension de cada una de las
bacterias patogenas de aprox. 10’ UFC/ml en
triptona 0.1% (Difco Laboratories, Detroit, MI) a
partir de un cultivo de 24 hs. Si bien esta
suspension se prepar6 en forma aproximada en
base a la relacion (UFC/mi)/DOgy oObtenida
previamente, se realizé en paralelo un recuento de
viables confirmatorio con una alicuota de esta

suspension.

e Fraccionar las suspensiones en dos grupos de
4 tubos de ensayo esteériles para cada cepa.

e A un grupo de tubos adicionar gentamicina
(Drogueria Gatti, La Plata, Argentina; 619 U/mg)
en una concentracion final de 150 ug/ml. Al otro
grupo de tubos se les adiciona gentamicdna hasta
una concentracién final de 300 ug/ml.

e Incubar todos los tubos en aerobiosis sin
agitacion a 37 °C.

e Luego de 60 min, se saca un tubo de cada
cepa de la estufa, se toman dos alicuotas de 100
ul de cada uno y se reparten en sendas cajas de
Petri preparadas con agar nutritivo. Las cajas se
incuban en aerobiosis a 37 °C y al cabo de 24 hs

se cuentan las colonias presentes.

e Se repite esta operacion con los tubos
correspondientes a las 2, 3 y 4 hs de incubadon
con gentamidina.

o El tiempo de incubacién al cual no se observan
colonias y su correspondiente concentracién de
gentamicina seran las condidones en las cuales se

realizaran los ensayos de invasividad.

Ensayo de adherencia e invasion. Una vez
conodda las condiciones bactericidas, se plantea el
siguiente ensayo para determinar la capacidad
adherente e invasiva de las  cepas

enteropatogenas.

e Cultivar una monocapa de células Caco-2 en
una placa de 24 fosas durante 21 dias como se

describié en los Capitulos I'y II.
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e Lavar la monocapa 2 veces con buffer PBS a
37 °C para eliminar el medio de cultivo y restos de
células eucaridticas dafiadas.

e Preparar una suspension de
enteropatdgenas de 108 UFC/mi en PBS.

bacterias

e Destinar 4 fosas de la placa para cada cepa y
colocar 0.5 ml de suspension de cada
microorganismo en dichas fosas. Incubar durante
1ha37-°C.

e Luego de la incubacion, lavar tres veces con
buffer PBS con el objeto de eliminar los

microorganismos no adheridos.

e Para determinar "asociacion" (bacterias
adheridas + bacterias internalizadas), colocar 0.5
ml de agua bidestilada estéril para despegar la
monocapa. Realizar diluciones apropiadas de cada

suspension y plaquear en agar nutritivo.

e Para determinar "invasion", colocar 0.5 ml de
gentamidna 200 pg/ml para eliminar bacterias

adheridas que no lograron invadir la monocapa.
Incubar 1 h a 37 °C (condiciones que fueron
obtenidas en los ensayos propuestos en el inciso
anterior). Luego de la incubadidn, despegar la
monocapa dos veces para eliminar el
antimicrobiano y adicionar 0.5 ml de agua
bidestilada estéril para levantar la monocapa.
Realizar diluciones apropiadas de cada suspension
y plaquear en agar nutritivo. Representar el nivel
de adherencia e invasion para cada cepa como

UFC/fosa.

Es importante aclarar que mediante este
ensayo se pueden determinar en forma directa las
bacterias asociadas y las invasivas. Las bacterias
asociadas incluyen tanto las adheridas que no
lograron invadir como las internalizadas.

2) Efecto de bifidobacterias sobre asociacion de patogenos

a células epiteliales en cultivo

El efecto de las bifidobacterias sobre la
asociacion (adherencia + invasion) de entero-
patégenos fue evaluado de acuerdo a un protocolo
ampliamente utilizado para estudiar desplaza-
miento, exclusion o competencia entre cepas
bacterianas  sobre de células
intestinales®%”122 Se describe a continuacién el
ensayo estandar del cual se
modificaciones que se detallaran oportunamente.

monocapas

hicieron

e Cultivar una monocapa de células Caco-2 en
una placa de 24 fosas durante 21 dias como se

describié en los Capitulos Iy II.

e Lavar la monocapa 2 veces con buffer PBS a
37 °C (también puede ser solucon GKN) para
eliminar el medio de cultivo y restos de células

eucarioticas danadas.

e Preparar una suspension de bifidobacterias y
de bacterias patogenas en PBS o GKN en
concentraciones que se estableceran de acuerdo al
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ensayo, utilizando la reladén (UFC/mi)/DOggy
Qlculada previamente. Realizar un recuento
confirmatorio de bacterias patdgenas por plaqueo
en agar nutritivo.

e Colocar 0.5 ml de suspension de
bifidobacterias en tres fosas e incubar 1 h a 37 °C.

e Colocar 0.5 ml de suspensién de patégenos en
las mismas fosas e incubar 1 h a 37 °C.

e Lavar las fosas al menos tres veces a fin de

eliminar microorganismos no adheridos.

e Colocar 0.5 ml de agua bidestilada estéril e
incubar 1 h a 37 °C para lisar la monocapa.

e Realizar diluciones apropiadas en triptona
0.1% y plaquear en agar nutritivo. Incubar las
placas 24 hs a 37 °C en aerobiosis. En estas
condiciones no desarrollan las bifidobacterias y por
lo tanto las unicas colonias que aparecen
corresponden a las provenientes de bacterias

patégenas.

e Expresar el resultado en UFC/fosa o

%Asociacion

Controles: Los controles tienen el objeto de
conocer la adherencia de patogenos sin el
agregado de bifidobacterias. Se prepararon en la

misma placa en la que se realizaron los ensayos
con bifidobacterias de la siguiente manera:

e Sobre una monocapa lavada, colocar 0.5 mi de
buffer PBS durante 1 h a 37 °C (durante este
tiempo, las fosas contiguas poseeran suspension
de bifidobacterias).

e Colocar 0.5 mi de suspension de patdgenos en
tres fosas e incubar 1 h a 37 °C.

e Lavar las fosas al menos tres veces a fin de
eliminar microorganismos no adheridos.

e Colocar 0.5 ml de agua bidestilada estéril e
incubar 1 h a 37 °C para lisar la monocapa.

e Realizar diluciones apropiadas en triptona
0.1% y plaquear en agar nutritivo. Incubar las
placas 24 hs a 37 °C.

e Expresar el resultado en UFC/fosa o

%Asociacion

Los ensayos se realizaron por triplicado en cada
placa, con dos cultivos independientes (de
bifidobacterias y enteropatdgenos) sobre células
Caco-2 entre los pasajes 23 a 42. En cada etapa
de incubacidn se observd el estado de la
monocapa en un microscopio invertido XSB-1A
(Wuzhou Optical Instrument Factory).

3) Efecto de bifidobacterias sobre la invasion de patogenos

a células epiteliales en cultivo

Basicamente se trata de un ensayo similar al
anterior en el que se intercala un tratamiento con
gentamidina para eliminar bacterias adheridas y asi

diferenciar las internalizadas de las que no
lograron invadir la monocapa. El protocolo
estandar se desaibe a continuacion.
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e Cultivar una monocapa de células Caco-2 en
una placa de 24 fosas durante 21 dias como se
desaibid en los Capitulos I y II.

e Lavar la monocapa 2 veces con buffer PBS a
37 °C (también puede ser solucién GKN) para
eliminar el medio de cultivo y restos de células
eucariéticas dafiadas.

e Preparar una suspension de bifidobacterias y
de bacterias patogenas en PBS o GKN en
concentraciones que se estableceran de acuerdo al
ensayo, utilizando la relacion (UFC/mI)/DOggo
calculada previamente. Realizar un recuento
confirmatorio de bacterias patdgenas por plaqueo
en agar nutritivo.

e OColocar 0.5 mi de suspension de bifido-
bacterias en tres fosas e incubar 1 h a 37 °C.

e Colocar 0.5 ml de suspension de patdgenos en
las mismas fosas e incubar 1 h a 37 °C.

e lLavar las fosas al menos tres veces a fin de

eliminar microorganismos no adheridos.

e Colocar 0.5 ml de gentamicina 200 pg/ml en
PBS eincubar 1 ha 37 °C

e Llavar las fosas dos veces con PBS para
eliminar el antibidtico y colocar 0.5 ml de agua
bidestilada estéril e incubar 1 h a 37 °C para lisar

la monocapa.

e Realizar diluciones apropiadas en triptona
0.1% y plaquear en agar nutritivo. Incubar las
placas 24 hs a 37 °C en aerobiosis.

e Expresar el resultado en UFC/fosa o

%Invasion.

Controles: Los controles tienen el objeto de
oonocer la invasividad de patdégenos sin el
agregado de bifidobacterias. Se prepararon en las
mismas placas en las que se realizaron los ensayos
oon bifidobacterias:

e Sobre una monocapa lavada, colocar 0.5 mi de
buffer PBS durante 1 h a 37 °C (durante este
tiempo, las fosas contiguas poseeran suspensién
de bifidobacterias).

e Colocar 0.5 ml de suspension de patdgenos en
tres fosas e incubar 1 h a 37 °C.

e Lavar las fosas al menos tres veces a fin de

eliminar microorganismos no adheridos.

e Colocar 0.5 ml de gentamicina 200 pg/ml en
PBS e incubar 1 ha 37 °C

e lavar las fosas dos veces con PBS para
eliminar el antibidtico y colocar 0.5 ml de agua
bidestilada estéril e incubar 1 h a 37 °C para lisar
la monocapa.

e Realizar diluciones apropiadas en triptona
0.1% vy plaquear en agar nutritivo. Incubar las

placas 24 hs a 37 °C en aerobiosis.

e Expresar el resultado en UFC/fosa o

%]Invasion.

Los ensayos se realizaron por triplicado en cada
placa, con dos cultivos independientes (de
bifidobacterias y enteropatdgenos) sobre células
Caco-2 entre los pasajes 23 y 42. En cada etapa
de incubacion se observé el estado de la
monocapa en un microscopio invertido XSB-1A
(Wuzhou Optical Instrument Factory).
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OBSERVACION: El protocolo descripto permite
obtener informadon sobre la exdusion de
patogenos por las cepas de bifidobacterias. Pero
esta metodologia se puede utilizar ademds para
estudiar competencia de probidticos y patégenos.
En este caso ser realiza una incubacién conjunta
de ambas especies bacterianas sobre la monocapa.
También se puede utilizar para estudiar
desplazamiento de patdgenos y para ello se
incuban previamente las bacterias patdgenas y
luego se realiza una incubacon oon las
bifidobacterias. El estado fisioldgico y la
concentracion bacteriana, asi como los tiempos de
incubacién pueden variarse segin sea el efecto
buscado.

Microscopia electronica de barrido. Las
monocapas de células Caco-2 se observaron por
microscopia electrénica de barrido de acuerdo al
protocolo anteriormente detallado (Capitulo I,%).

Brevemente, las monocapas de crecieron en
cubreobjetos de vidrio y sobre ellas se realizaron
los ensayos de adherenda e invasion ya
descriptos. Luego de lavar las monocapas tres
veces con PBS para eliminar bacterias no
adheridas se fijaron con glutaraldehido 3% (Sigma
Chemical Co., St Louis, MO) a 15-18 °C por 16 hs.
Posteriormente, las monocapas se lavaron dos
veces con buffer PBS y se deshidrataron en forma
secuencial ocon soluciones de etanol (Merck,
Darmstadt, Alemania) en agua bidestilada de
oconcentradones aedentes: 15, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90 y 100% (etanol absoiuto).

Los especdmenes se coolocaron en iso-
amilalcohol (Merck, Darmstadt, Alemania) durante

10 min y se secaron por punto aitico en CO,
liquido (Baltec CP-30, Japén). Las muestras
secadas se montaron en tacos metdlicos y se
cubrieron con una lamina de Au 24 durante 4 a 5
min en vado (Fine Coat Sputer JFC-1100). Las
observadiones se realizaron en un microscopio
electrénico (Jeol JSM-T 100, Jeol Ltd., Japdn)
operado a 10 o 15 kV.

Se analizaron muestras de monocapas Caco-2
incubadas solamente con Salmonella entérica,
solamente con Bif. bifidum (537 6 5310) e
incubadas con ambos microorganismos.

Ensayos de coagregacion bacteriana. Un
método cinético fue utilizado para determinar la
presencia de coagregacion entre bifidobacterias y
enteropatégenos. Si se monitorea la sedimentacion
por gravedad turbidimétricamente en el tiempo, se
puede obtener la tasa de sedimentadon. Esta es
fundon de la masa promedio de los agregados.
Tomando la pendiente en el origen de estas curvas
se puede conocer la masa promedio de los
agregados. Por lo tanto, este método mide
solamente el tamafo de los agregados
independientemente de su cantidad®’.

Estos experimentos se desarroliaron incubando
0.5 mi de una suspension de enteropatogenos con
0.5 ml de una suspension de bifidobacterias en las
concentraciones que se utilizaron para los ensayos
de adherenca. Luego de 1 h a 37 °C, la
suspensidn mixta resuitante se ooload en una
cubeta plastica en un espectrofotometro Beckman
DU 650 (Fullerton, CA) o Metrolab RC 325
(Laboratorio Rodriguez Corswant, Bemal) se
monitored0 el descenso en la turbidez por

@
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sedimentacién durante 15-20 min a intervalos
regulares. Suspensiones de bifidobacterias solas

4) Evaluacion de dario celular o efecto citopético.

La cuantificacion del dafio celular fue realizado
a través de medidas de actividad metabdlica o
bioquimica de las células eucaridticas. Se
implementaron dos tipos de ensayos que se
describiran a continuacion:

a) Reaccion del MTT (bromuro de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolio)

Este ensayo pone en evidencia la actividad
deshidrogenasa mitocondrial de las células
eucaridticas. Las sales amarillas del reactivo
tratazolio son oxidadas a un compuesto purpura de
formazan, por células metabodlicamente activas.
Por consiguiente, el dafio celular se relaciona con
una menor actividad mitocondrial. Este ensayo ha
sido utilizado oon anterioridad para medir
proliferacion celular y citotoxicidad!?®). Conside-
rando que las bacterias podrian interferir en esta
reaccion oxidando el reactivo, se incuyeron
controles bacterianos sin monocapa. El protocolo

consistio en los siguientes pasos:

e Luego de realizar los ensayos de exclusion o
competenda, colocar 0.5 ml de buffer PBS y
despegar la monocapa pipeteando vigorosamente.

e Colocar en cada fosa 50 ul de reactivo MTT
(bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil

fueron utilizadas oomo ontroles. Cada
experimento fue realizado por duplicado.

tetrazolio) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO) S
mg/ml en PBS. Homogeniezar bien.

e Incubar4hsa37°C

e Centrifugar el contenido de cada fosa a 14000
x gpor 1 min (IE Centra MP4R, Needham, MA).

e Eliminar el sobrenadante y colocar 0.5 ml de
HCl 0.1N en isopropanol (Merck, Darmstadt,
extraer el

Alemania) para colorante  del

precipitado. Agitar vigorosamente.
e Centrifugar a 14000 x g por 1 min.

e Dispensar 200 pul de ccada muestra en
microplacas de titulacion con fondo plano (Nunc,
Dinamarca) y leer a 550 nm con referencia a 650

nm (Tecan, Viena, Austria).

Controles: Para determinar la oxidadon del
reactivo por parte de las bacterias, se prepararon
diferentes diluciones de bacterias probidticas o
bacterias probidticas + enteropatdgenos hasta una
concentracion equivalente a la colocada en las
monocapas. Se aplicd el protocolo detallado
anteriormente y se graficaron los valores de DOssq-
DOsso en funcion de la concentracién bacteriana.
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b) Tincién con cristal violeta

Tsen y ool.** propusieron una metodologia
para determinar cuantitativamente la alteracién y
posterior despegue de monocapas de células en
cultivo luego de un tratamiento con un agente
nocdvo. El protocolo seguido se detalla a
continuacion:

realizados los ensayos de

e Luego de
competencia o exclusién, lavar las fosas 2 veces
con 0.5 ml de solucién GKN o buffer PBS

e Agregar 0.5 ml de formol 2% e incubar por 1

mina T amb

e Lavar 2 veces con 0.5 ml de GKN o buffer PBS
para eliminar el fijador

e Agregar 0.5 ml de colorante (cristal violeta
0.13% en GKN, etanol 5%, formol 2%).

¢ Incubar 20 mina T amb.

¢ Lavar al menos 5 veces con GKN o buffer PBS
hasta que no se extraiga mas colorante.

e Agregar 1 ml de etanol 50% (preparado en el

momento)

e Incubari haTamb

e Leer 200 ul en placas de microtitulacion a 650
nm

La intensidad de la lectura corresponde a la
cantidad de monocapa que persistié adherida a la
fosa luego de los lavados.

Controles: Se utilizaron como controles dos fosas
vacias para determinar la cantidad de colorante
que queda adherido al piastico.

Analisis estadistico

Los niveles de asociacion de bacterias
enteropatégenas en presencia y ausencia de
bifidobacterias, los niveles de invasion de dichas
bacterias en el mismo sistema y el dafo celular
sobre las células Caco-2 fueron evaluados
mediante un andlisis de varianza (ANOVA)
utilizando un software de analisis estadistico
(Systat 5.0, Systat, Inc. Evanston, IL) para o =
0.05.
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Resultados y Discusion

1) Caracterizacion de la adherencia e invasion de bacterias patégenas

Antes de realizar los estudios de competencia y
exdusién con bacterias patdgenas, se determind
por un lado la sensibilidad de estas cepas a la
gentamicina y asi poder establecer las condiciones
de trabajo. Por otro lado, se determind la
concentracion de bacterias por unidad de DO y asi
estimar el titulo de las suspensiones stock de

trabajo.

Con respecto a la sensibilidad a gentamidina, se
observé que las cepas £. coli EPEC 18731 y la
cepa Salmonella sp. 521 resultaron ser altamente
resistentes al antimicrobiano para las condiciones
estudiadas (Tabla 2). Ambas cepas mostraron
credimiento confluente en medio sélido inclusive
luego de un tratamiento de 4 hs con gentamicina
300 ug/ml. Por este motivo, y considerando que

una concentracién mas alta de antibidtico no seria
recomendable en un estudio sobre monocapas de
células Caco-2, estas dos cepas no se podran
utilizar en ensayos que involucren estudios de

invasividad.

Si bien la cepa Salmonella enterica serovar.
infantis y la cepa Shigella sonnei 171 mostraron
desarrollo luego de 1 h de tratamiento, la
disminucién en el numero inicial de bacterias fue
superior al 99.99% para ambas concentraciones
de gentamicina en ambas cepas. En consecuencia,
se establecieron las siguientes condiciones para el
tratamiento con gentamidna en los ensayos de

invasividad:

- 200 ug/ml gentamicina durante 1 h a 37 °C

®
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Nuestros resultados no difirieron sensiblemente
de las oondicones utilizadas por otros
investigadores. Hudault y col.'%” utilizan 50 pg/ml
de gentamicina durante 1h para estudiar invasién
de Saimonella typhimurium a Caco-2, mientras que
para Yersinia pseudotuberculosis, Salmonella
typhimurium, ETEC (Escherichia coli
enterotoxigénica) y DAEC (Escherichia coli de
adherencia difusa) se utiliza hasta 100 ug/mi del
antibiético? en las mismas condiciones. Van Asten

y col.*!

utilizan una incubacion con 300 ug/mi de
oolistina durante 2 hs a 37 °C para estudios de

invasion de Salmonella enterica en Caco-2.

Finalmente, Dinjus y Hanel®, utilizan 150 pg/ml de
gentamicina durante 2 hs para salmonelas de
diferente origen.

Para realizar los ensayos de competenda, fue
necesario establecer un valor aproximado de
recuento por unidad de DOgyp, de la misma
manera que la escala de McFarland establece un
valor de recuento en base a la turbidez dada por
soluciones de BaSO,. Los valores obtenidos por
medidas en tres o mas cultivos independientes se
presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Relacion entre medidas turbidimétricas y recuento para bacterias patégenas y para

bifidobacterias

Enteropatogenos (UFC/ml)/DOggo
EHEC 18773 40+1.0x10°
EPEC 18731 1.2+0.1 x 10°
EIEC 173 9.6 + 0.6 x 10°
Salmonella enterica 11106 x 10°
Salmonelia sp. 521 nd
Shigella sonnei 170 49+06 x 10°
Shigella sonnei 171 5.6+ 0.8 x 10°
Shigella flexneri 1.5+0.8 x 10°

Bifidobacterias (UFC/ml)/DOsoo
Bif. pseudolongum 531 87+24x10
Bif. breve CIDCA 532 47+02x10
Bif. bifidum CIDCA 536 3.1+1.1x10’
Bif. bifidum CIDCA 537 3.7+29x 10’
Bif. infantis CIDCA 538 21+0.7 x 10’
Bif. bifidum CIDCA 5310 32+1.7x10
Bif bifidum CIDCA 5313 2.7+0.9x 107

Estudio de la adherencia e invasividad de
bacterias enteropatogenas. Para realizar los
estudios de competencia de bifidobacterias con
enteropatdgenos, fue importante determinar el
perfil de asociacon e invasion de los patogenos en
el modelo de células Caco-2 en cultivo (Figura 1).

La cepa EHEC 18773 resultd ser la que
interacciond con la monocapa de células Caco-2 en
mayor proporcion (Figura 2). El total de bacterias
asociadas (/.e. adheridas + internali-zadas) fue del
78% mientras que para el resto de las bacterias
estudiadas fue menor del 25%. La me-nor
cantidad de bacterias asociadas se observo
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log (UFC/fosa)

% Asociacion

1e+7

1e+6

1e+5

1e+4

1e+3

1e+2

Figura 1. Adhesién e
invasién de  entero-
patdgenos a monocapas
de células Caco-2. Los
valores corresponden a
promedios de dos
ensayos independientes
realizados con células
Caco-2 de 15 dias de
diferenciacién. Las barras
indican el desvio estan-
dar.

Figura 2. Asociacién
(adherencia + invasion)
de enteropatogenos a
monocapas de células
Caco-2. Los valores fueron
calculados con  datos
derivados de la Figura 1.
El porcentaje de asocia-
cién se calculd en funcién
de los recuentos de
bacterias agregadas. Las
barras indican el desvio
estandar.
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% Invasion

% Invasién

Figura 3. Invasion de enteropatégenos a monocapas de células Caco-2. Los valores fueron
calculados con datos derivados de la Figura 1. El porcentaje de invasion se calculé en
funcién de los recuentos de bacterias agregadas (A) o en funcién de bacterias asociadas (B).
Las barras indican el desvio estandar.
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para la cepa Shigella sonnei 170 (3.3%). El
caracter invasivo se puede evaluar de dos maneras
diferentes. Por un lado, se puede considerar el
nivel de bacterias internalizadas con respecto a las
colocadas (Figura 3A) y por otro lado, con respecto
a las bacterias asociadas (Figura 3B). En el primer
caso, las cepas Salmonella enterica y EHEC 18773
resultaron las mas invasivas (0.59% y 0.39%,
respectivamente). En el segundo caso el perfil fue
diferente. La cepa Salmonella enterica mostré ser
la mas invasiva 3.6% mientras que el resto no
supero el 0.5%.

Considerando que las bacterias con mayor
potencial para colonizar o invadir la monocapa son
las que en alguna medida logran establecer un
contacto fisico con ella, la representacion mas
adecuada es la que reladona las bacterias
invasivas en funcion de las asociadas. Por lo tanto,
las evaluadiones posteriores se realizaron sobre la
base del porcentaje de bacterias invasivas respecto
de las asociadas.

Se conoce que las bacterias del género
Salmonella adhieren e invaden células intestinales,
incluyendo las Caco-2'2'¥. El primer paso en la
adhesién seria a través de fimbrias, que
reconocerian ciertos receptores en las células
eucaridticas'?!. Salmonella expresa diferentes tipos
de fimbrias, siendo la mas comdn la fimbria tipo 1
sensible a manosa'®. La adherencia de Salmonella
depende fuertemente de la linea celular a la que
es enfrentada, probablemente debido a los

determinantes superfidales de ésta ultima. Un
estudio realizado con 24 cepas de Salmonella
aisladas de intestino 0 heces de cabras enfermas
(con desdrdenes gastrointestinales y otros) mostrd
que se adhieren aproximadamente un 31% a
células VERO, entre 15-59% (dependiendo del
origen) a células IEC-6 y menos del 20% en
células pkD. En cuanto a la invasion, las
provenientes de intestino fueron las mas invasivas
(2.5%), mientras que las aisladas de heces y de
intestino de animales con otras enfermedades no
llegaron al 1%, Lehto y Salminen?* hallaron que
para S. typhimurium, el 7% de las bacterias
aplicadas fueron capaces de adherirse a células
Caco-2 (establecen adhesion tratando las bacterias
con azida que inhibe la invasién, por ser éste un
proceso que requiere bacterias metabdlicamente

activas).

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) se
adhiere a enterocitos humanos y a células de la
linea Caco-2’® a través de componentes
superficiales (colonization factor antigen CFA) que
le permite interaccionar con el ribete en cepillo
(CFA/I, CFA/II). Otras cepas de E. coli expresan
fimbrias P o K88, de las que se identifico
participacin en la adherenca a epitelio
urinario®” 4!, El epitelio polarizado constituido por
las células Caco-2 retiene entre 2-3% de la
poblacién de ETEC®.

Otras enterobacterias como Shigella flexner, se
asocian a oélulas Hela en un 12-13%%03%,
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2) Efecto de bifidobacterias sobre asociacion de patogenos

a células epiteliales en cultivo

Efecto de /a incubacion de Bif. bifidum 537
sobre la asociacion e invasion de S. enterica.
Sobre al base al perfil de asodadén/invasion
obtenido en la seccidn anterior, se selecciond a la
cepa S. enterica, que resulté la mas invasiva, para
realizar ensayos de competencia con bifidobac-
terias. La exdusidn de S. enterica de monocapas
de células Caco-2 fue estudiada en dos
concentraciones diferentes (1 x 10’ UFC/fosay 1 x
10° UFC/fosa) que corresponden a una relacién
[probidtico)/[patdgeno] de 1 y de 10, respectiva-
mente (Figura 4). En ambas situaciones, la

asociacion en presencia de Bif. bifidum 537 (1 x

10’ UFC/fosa) fue estadisticamente igual a la
asociacion en ausencia de bifidobacterias (Figura
5A). Esto indicaria que las bifidobacterias no
fueron capaces de excluir competitivamente a S,
enterica bloqueando los sitios de adhesion de este
ultimo en la monocapa. Tampoco se observd una
inhibicién de la invasion del patogeno (Figura 5B).
Es decir que la cepa Bif. bifidum 537 fue incapaz
de proteger células epiteliales en cultivo de la
asociacion e invasion de S. entérica indusive a
concentraciones diez veces superior a la del

patégeno.

H Iniciales
Il Asociacion s/Bif.
I Asociacion c/Bif.

1e+7

Il Invasion s/Bif.
H Invasion c/Bif.

Figura 4. Asociacion de

1e+S 1+

log (UFC/fosa)

S. enterica (1x10’UFC/ml)

S. enterica (1x10°UFC/ml)

Salmonefla emterica a
monocapas de  células
Caco-2 previamente incu-
badas con B bifidum
CIDCA 537. Los valores
corresponden a promedios
de dos ensayos indepen-
dientes realizados con dos
concentraciones diferentes
de enteropatdgenos y una
cantidad fija de bifidos (1 x
107 UFC/fosa). Las bamas
indican el desvio estandar.
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% Asociacién

% Invasién

S. enterica (1x10"UFC/mI) S. enterica (1x10°UFC/mi)

S. enterica (1x10’UFC/mi) S entenca (1x10°UFC/mi)
S sin Bif. L )
= con Bif Figura 5. (A) Asociacién% de 5. enterica a3 monocapas de

células Caco-2. (B) Invasion% de S. enterica a monocapas
de células Caco-2. Los valores fueron calculados con datos
derivados de la Figura II1.4.
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le+7 +

1e+6

5

log (UFC/fosa)

S. enterica (1x10'UFC/fosa) S.

Cuando se trabajé preincubando la monocapa
oon concentraciones mayores de bifidobacterias (1
x 10® UFC/fosa), se observé que la asociacién de
S. enterica a Caco-2 fue mayor en presencia de
bifidobacterias que en su ausencia (Figura 6)
llegando a ser de hasta 3 veces superior a la de los
controles sin Dbifidobacterias (Figura 7A). Sin

para
patdgeno, la cepa 537 fue capaz de inhibir su

embargo, ambas concentraciones de

invasion a la monocapa (Figura 7B).

enterica (1x10°UFCffosa)

Figura 6. Asociacién de
Salmonella enterica a
monocapas de células
Caco-2 previamente incu-
badas con B~ bifidum
CIDCA 537. Los valores
corresponden a promedios
de dos ensayos indepen-
dientes realizados con dos
concentraciones diferentes
de enteropatdgenos y una
cantidad fija de bifidobac-
terias (1 x 10° UFC/fosa).
Las barras indican el desvio
estandar.

Estas dos observaciones sugieren que el efecto
las Dbifidobacterias
dependeria de la concentracion de probidtico. Un
alto indculo de Bifidobacterium retendria mas
bacterias  patégenas

impidiendo su invasion. Si bien la cantidad de

de proteccidon vinculado a

efectivamente a las

patdgenos por fosa que invaden la monocapa es
igual en presencia que en ausencia de probidticos
(Figura 6), el hecho de que la asociacion sea
mayor en presencia de probidticos sugiere una
interaccion entre patégenos y la cepa Bif. bifidum
CIDCA 537.
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% Asociacién

% Invasioén

S. enterica (1x10’UFCfosa) S. enterica (1x10°UF Cffosa)

S. enterica (1x10"UFC/fosa) S. enterica (1x10°UFC/fosa)

B sin Bif.
I con Bif.

Figura 7. (A) Asociacion% de S. enterica a monocapas de
células Caco-2. (B) Invasion% de S. erxterica a monocapas
de células Caco-2. Los valores fueron calculados con datos

derivados de la Figura 6.




Capitulo III

Figura 8. Ensayos de coagregacidn
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0232 |

con S. entericay Bif: bifidurm CIDCA
537. (A) con Bif. bifidum 537 en 1 x
107 UFC/ml. (B) con Bif bificum 537
en 1 x 10° UFC/ml. La concentracidn

de S. enterica fue de 1 x 10
UFC/ml.
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Estudios de coagregacion realizados con estas
bacterias muestran que, de hecho, estas dos
espedes coagregan a altas concentraciones de
bifidobacterias (Figura 8), confirmando la hipdtesis
anterior. Los enteropatdogenos oduidos en los
clmulos de bifidobacterias serian secuestrados por
las bacterias probidticas y podrian eventualmente
ser removidos de la superficie epitelial ya sea por

efecto de las secreciones, descamacion o

peristalsis.

Por otro lado, los agregados de bifidobacterias
generarian un microambiente hostil para las
bacterias patdgenas debido probablemente a
productos finales addos del metabolismo. De ser
oconfirmada, esta teoria apoyaria la importanda de
la viabilidad de las Dbifidobacterias en la
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manifestacion del efecto probidtico. Bielecka y
ool.?% encontraron que 15 cepas de Bifidobacterium
(pertenecientes a las especies Bif. animalis, Bif:
globosum y Bif. breve) fueron antagonistas con

Efecto de /a incubacion de Bif. bifidum 5310
sobre la asociacion e invasion de S. enterica.
Estudios similares a los realizados con la cepa 537
fueron desarrollados con la cepa Bif. bifidum 5310.
Cuando se preincubé la monocapa con 1 x 10’
UFC/fosa de bifidobacterias, la asociacion de S.
enterica fue estadisticamente similar a la de los
ocontroles sin bifidobacterias (Figura 9 y 10A). Con
respecto a la invasion, a diferencia de la cepa 537

Salmonella enteritidis y Salmonella typhimurium.
Realizando estudios de cocultivo, hallaron que el
efecto era bactericida.

a esta concentracion, Bif. bifidum 5310 fue capaz
de inhibir fuertemente la invasion de los patdgenos
inclusive cuando se incuban en igual concentracién
([probidtico)/[patogeno] = 1) (Figura 10B). El
mismo efecto inhibitorio se observé al utilizar
mayor cantidad de bifidobacterias para preincubar
la monocapa (6 x 10’ UFC/fosa, datos no
mostrados).

I Iniciales
H Asociacion s/Bif.
B Asociacion c/Bif.

1e+7

1e+6

log (UFC/fosa)

S. enterica (1x10'UFCffosa)

S. enterica (1x10°UFCffosa)

I Invasion s/Bif.
I Invasion c/Bif.

Figura 9. Asociacion de
Salmonella enterica a
monocapas de células
Caco-2 previamente incu-
badas con Bif. bifidum
CIDCA 5310. Los valores
corresponden a promedios
de dos ensayos indepen-
dientes realizados con dos
concentraciones diferentes
de enteropatdgencs y una
cantidad fija de bifidobac-
terias (1 x 107 UFC/fosa).
Las bamras indican e
desvio estandar.
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% Asociacion

% Invasion

S. enterica (1x1 07UFC/fosa) S. enterica (1x1 0°UFleosa)

S enterica (1x1 D7UFCIfosa) S. enterica (1x1 0°UFCffosa)

I sin Bif.
@ con Bif.

Figura 10. (A) Asociacin% de S. enterica a monocapas de
células Caco-2. (B) Invasién% de S. enterica a monocapas de
células Caco-2. Los valores fueron calculados con datos

derivados de la Figura 9.
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La oepa Bif bifidum 5310 fue capaz de
coagregar con S. enterica (Figura 11), con lo que
se puede aplicar la misma especulacion de la
participacién de un mecanismo de secuestro de
patdgenos por los probidticos. A pesar de no
oconocerse en profundidad el mecanismo de
inhibicién de la invasion, es posible que la entrada
de los patdgenos a las células Caco-2 esté
bloqueado por la formacién de un biofilm de

bacterias  probidticas. Nuestros experimentos
indican que aunque una cepa determinada no sea
capaz de prevenir la asodadon de patdgenos a
células intestinales, pueda interaccionar de forma
que la invasién sea fuertemente disminuida,
modificando consecuentemente el proceso de
patogénesis. Estos resultados avalan fuertemente
las caracteristicas cepa-dependiente de Ia

protecdion probidtica.

Figura 11. Ensayos de co-
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099 |

0.98

Cepa 5310 + S. enterica

agregacion con S. enterica (1 x
10’ UFC/ml) y Bif. bifidum CIDCA

Cepa 5310 5310 (1 x 10° UFC/ml).

0 5 10 15

tiempo (min)

Estudio de diferentes factores en el
efecto de bifidobacterias sobre patogenos

a) Efecto del medio de cultivo. Es sabido que
las propiedades fisiolégicas y estructurales de los
microorganismos estan fuertemente influenciadas
por las condiciones de cultivo. En el Capitulo II se
mostraron evidencias experimentales del efecto del
medio de «cultivo sobre las propiedades

20

superficiales de varias cepas de Bifidobacterium.
Las propiedades mas afectadas resultaron la
capacidad autoagregante y la composicion proteica
de la pared celular. En consecuencia se estudio
comparativamente la exdusion de S. enterica por
Bif. bifidum 5310 crecida en medio TPY y en MRS.

®
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Cuando se preincubd la monocapa con un
indculo de bifidobacterias 10 veces mayor que el
de S. enterica, se observd que la asociacién de
patdgenos a Caco-2 es mayor en presencia de
probidticos que en los controles sin probidticos
(Figura 12A) e independiente del medio de cultivo
en el que se crecieron los probidticos (P > 0.1). Sin
embargo, en relacién a la invasién se observd un
efecto mas notable cuando las bacterias fueron
crecidas en TPY que cuando se hizo en MRS

(Figura 12B). La disminudén en la invasion fue
mas importante cuando las bacterias probidticas
fueron crecidas en TPY. Considerando que la cepa
5310 presenta un fenotipo mas agregante cuando
es crecida en TPY que en MRS, se podria especular
que el medio TPY produciria un fenotipo diferente
en el que se daria lugar a la formadén de una
trama o malla de bacterias probidticas que
secuestraria mas efectivamente los patdgenos y
evitaria asi su invasion a las células subyacentes.
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I sin Bif. Figura 12. (A) Asociacion% de S, entevica a monocapas de

S con Bif. cdlulas Caco-2 preincubadas con B&if. bifidum CIDCA_ 5310

A crecida en medio MRS o en medio TPY. Las diferencias se

establecieron para P < 0.1.
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% Invasion

MRS

TPY

Figura 12. (B) Invasién% de S. enterica a monocapas de

I sin Bif.
B mmm con Bif

células Caco-2 preincubadas con Bif bifidum CIDCA 5310
crecida en medio MRS o en medio TPY. Las diferencias se

establecieron para P < 0.1.

b) Efecto de tratamientos térmicos. Cuando
Bifidobacterium bifidum 537 fue sometida a un
ddo de oongelacion descongelacion resultd
incapaz de evitar la asociacidon de S. enterica a
células Caco-2. Mas aln, la adhesion de este
patogeno fue incrementada por la presencia de las
bifidobacterias. Estos resultados fueron obtenidos
para dos concentraciones de patogeno (Figura 13).

La asociacion de S. enteric@ coincubada con
bifidobacterias fue estadisticamente igual a la
obtenida preincubando las monocapas c©on
bifidobacterias (P> 0.1), lo que indica que las
cepas de este estudio son incapaces de competir y
de exduir a los patdgenos (Figura 14). La cepa
probidtica tampoco fue capaz de desplazar a S.
enterica adherida a Caco-2.
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Figura 13. Asociacién de S. enterica a monocapas de Caco-2 y competencia por asociacién celular con Bif. bifidum
CIDCA 537 sometida a un ciclo de congelacién/descongelacién. Las barras indican desviacién estandar.
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Figura 14. Asociacién de S. enterica a monocapas de Caco-2 y competencia por asociacién celular con &if, bifidum CIDCA
537 sometida a un ciclo de congelacion/descongelacién. Las barras indican desviacién estandar.
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Nuevamente, para explicar el diferente
comportamiento de la cepa 537 fresca vy
congelada/descongelada frente S. enterica, se
puede hacer
coagregacion. Mientras que las bacterias frescas

referencdia a los ensayos de

en una concentraddn de 1 x 10° UFC/mi no
coagregaron con 5. enterica (Figura 15A), las
bacterias sometidas a de
congelacion/descongelacién  interaccionaron con

un cdido

las bacterias patdgenas (Figura 15B).

Figura 15. Ensayos de

1.20

coagregacibn de S. enterica
con suspensiones frescas de
Bifidobacterium bifidum CIDCA
537 (A) y suspensiones some-
tidas a un cido congelacién
/descongelacién (B)

linea punteada. Bif. bifidum
CIDCA 537+ S. enterica.

linea continua. Bif. bifidum
CIDCA 537 solo.

20

g 1.00
w
o]
O o090
0.80
0.70
1 1 1
0 5 10 15 20
tiempo (min)
1.30
B
1.20
g 1101
o]
e
1.00 -
0.90 |
Il i 1
0 S 10 15
tiempo (min)

El tratamiento térmico aplicado a la cepa CIDCA
537 podria haber originado una modificacion en las
propiedades superficiales de tal manera que la
interaccidon con los patdgenos fuera estimulada. La
liberacion de factores promotores de coagregacion
originados por la lisis no puede ser descartada®'’.
Los resultados de los ensayos de adhesion tanto
como los de coagregacidon con bacterias sometidas

a un cido de congelacion/descongelaciéon avalan

efecto causado por los

esta hipdtesis. El
tratamientos témmicos en la superfide de las
bifidobacterias debe ser considerado cuando al
disefiar el proceso tecnoldgico para obtener una
preparacién probidtica y en la forma en que los
productos se presentan en el mercado.
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Estudio de la exclusion con otras cepas
patogenas.

Los ensayos de exclusion con Bif. bifidurm 5310
también fueron realizados con las cepas Shigella
sonnei 170, Shigella sonnei 171, Shigella flexner,
Salmonella sp. 521 y EPEC 18731. El estudio ser
realiz6 con una relacién probidtico/patdgeno de 10
(Figura 16). En estas condiciones, tampoco se
observd proteccion contra la asodacidn de

patdgenos por parte de las bifidobacterias. Sin
embargo, para las cepas en las cuales se pudo
evaluar el efecto en la invasion, se observd que
Shigella sonnei 171 y Shigella flexneri mostraron
una menor invasion en presenda de bifidobacterias
oon respecto a los controles sin bifidobacterias
(Figura 17). Estudios de coagregadén indican que
estas cepas coagregan con Bif. bifidum CIDCA
5310, aunque no de manera muy marcada.

I |niciales

1e+7

I sin Bif.
I con Bif.

le+6 ==

Te+5 1o

log UFC/fosa

Te+d 1=

Figura 16. Asociacién
de Shigella sonnei 170,
Shigella sonnei 171,
Shigella flexneri,
Salmonefla sp. 521 vy
EPEC 18731 a
monocapas de células
Caco-2 previamente
incubadas con  Bif
bifidum CIDCA  5310.
Los valores correspon-
den a promedios de dos
ensayos independientes
realizados con una
concentracion de bifido-
bacterias de 1 x 10’
UFC/fosa. Las barras
indican el desvio
estandar.
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% Invasion

Sh. flexneri

B sin Bif.
N con Bif.

Sh. sonnei 171

Sh. sonnei 170

Figura 17. Invasién de Shigella sonnei 170, Shigella sonnei 171y
Shigefla fiexneri a monocapas de células Caco-2 previamente

incubadas con Bif. bifidurn CIDCA 5310. Los valores corresponden a
promedios de dos ensayos independientes realizados con una
concentracién de bifidobacterias de 1 x 107 UFC/fosa. Las barras
indican el desvio estandar.

Existen evidencias experimentales que cepas de
lactobacilos son capaces de inhibir la asociacion o
adherenda de enteropatdgenos, sin embargo
parece que este mecanismo no esta operando en
Bifidobacterium. La inhibicidon de la asociadon
celular de £ cofi enterotoxigénica por Lb.
addophilus LB vy la inhibicion de la asodacion e
invasion a Caco-2 por patégenos enterovirulentos
obtenida con la cepa Lb. johnsonii LAl es
comparable a la inhibicion con lectinas y complejos
de hidratos de carbono®->®, Reid y col.>* explican
el efecto inhibitorio de lactobacilos como un
apantallamiento estérico de los receptores para
patogenos. El mecanismo de exdusion competitiva
de patégenos por Lb. johnsonii Lal estudiado por
Bernet y col.?! también seria un resultado de un

bloqueo no espedifico de los sitios receptores para
patdgeno ya que esta cepa puede proteger frente
a la invasion de un gran nimero de patogenos,
cada uno de los cuales posee receptores
desarrollado

diferentes vias de invasion. Hudault y ool.!’

intestinales  diferentes y han

hallaron que el mecanismo de accién antagonista
de Lb. casei GG es efectivo en condiciones acidas
probablemente debido a la produccion de addo
lactico y/o a una sustandia activa a bajo pH. Un
tratamiento con un culivo de Salmonella
typhimurium con Lb. casei GG o un sobrenadante
de esta cepa, produce una disminudon en las
propiedades invasivas de la primera, que no es
evidente a pH neutro. Silva y col.>*” han descripto
una sustanda antimicrobiana secretada (addo

®
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piroglutAmico?) por esta misma cepa cuya
actividad se observa a pH 3 a 5. Sin embargo,
Craven y Williams™ encontraron que cepas de
lactobadilos aisladas de intestino de pollos inhiben
la adherencia de Salmonella typhimurium 3333/0
por un bloqueo de los receptores y no por una
competencia por receptores sensibles a manosa.

Chauviére y col.> publicaron que la adherencia
de estas bacterias a monocapas en cultivo puede
ser inhibida por lactobacilos vivos y también por
células inactivadas térmicamente a través de
enmascaramiento de receptores en la monocapa
ya que Lactobadillus no expresa CFA/I o CFA/II.

Lactobadillus también inhibe la adherencia de £.
coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas
aeruginosa a epitelio urinario en un 30%"°’ y estos
autores también lo adjudican a un mecnismo de

bloqueo estérico. Coconnier y col.5>6¢

publicaron
ensayos que demuestran inhibicién de la adhesion
de bacterias (Salmonella
typhimurium, E. colj, Listeria minocytogenes y
Yersinia pseudotuberculosis) a células Caco-2 y
HT29-MTX por Lb. adidophilus LB. La misma cepa

fue utilizada para inhibir la adhesion de cepas de

enteropatdégenas

E. coli a Caco-2 por exdusion competitiva®.

Lehto y Salminen” hallaron que para S.
typhimurium, la adherencia no fue
significativamente disminuida por una incubacién
previa con Lactobadillus GG entre 1 x 10’ UFC a 1
x 10® UFC. Es decir, no observaron exdusion
competitiva entre estas cepas. Por lo tanto se
asume que Lactobadllus GG es incapaz de
bloquear los sitios de unién de S. typhimurium ya
sea en forma especifica 0 por enmascaramiento

estérico de los receptores. Estos autores adjudican

la inhibicién de la adherenda solamente a un
efecto del pH con condusién de ensayos realizados
con sobrenadantes de cultivos, sobrenadantes
neutralizados y soluciones acidas.

Una precaucion importante a tener en cuenta
en ensayos de inhibidon es el pH de las
suspensiones bacterianas o de los sobrenadantes
utilizados ya que se observé que la viabilidad de
las células Caco-2 disminuye significativamente a
pH menores de 5 en un 90%®. Por lo tanto esto
daria lugar a resultados errdneos al asignar una
disminucion en la adherenda por exdusion
competitiva cuando en realidad se deberia a una
modificacion de la estructura polarizada de las
Caco-2 por efecto del pH. Una estrategia para
estudiar adhesion en estas condidones seria
utilizar células intestinales fijadas.

Craven y Williams” observaron que la
presencia de una cepa de Lb. salivanius sobre
mucus cecal inmovilizado es indiferente para la
adherencia de S. typhimurium 3333/0; y que una
especie no identificada de Lactobadllus aislada de
contenido intestinal de pollos, no solamente fue
incapaz de inhibir la adherencia del S. typhimurium
3333/0, sino que su adherencia a mucus cecal
inmovilizado fue incrementada en un 50%. Sin
embargo, las otras cepas ensayadas de Lb.
salivarius 'y Lb. delbrueckii subsp. delbruekii)
lograron inhibir la adherencia en un 25 a 30%. De
la misma manera, cepas de Lactobadillus
addophilus inhibieron la adherenda a células
epiteliales intestinales de pollo de Salmonella
pullorum 'y S. typhimurium pero no de S.
enteritidis’'>; pero su mecanismo sigue siendo una

incognita.
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Algunas cepas de lactobacilos son también
capaces de exduir competitivamente a patdgenos
genitourinarios mediante coagregadion, un proceso
que asociado a la produccion de compuestos
antimicrobianos, como acido lactico, perdxido de
hidrégeno, bacteriocinas y posiblemente biosur-
factantes*®, podria resultar en la inhibidén del
crecimiento de los patégenos. Esta coagregacion
podria ser eficaz en la formacion de un biofilm que
contribuya a la exclusién de patdgenos de la
muocosa intestinal. Nuestros estudios indican que
las bifidobacterias utilizarian esta estrategia para
retener los patogenos evitando que invadan la
mucosa subyacente.

Con respecto a las bifidobacterias, hace
algunos afios, Mizutani y Mitsuoka®®® observaron
que la administracion oral de cepas de
bifidobacterias diminuia la poblacion de £. cofi en
la flora bacteriana de ratones gnotobidticos.
Recientemente, Fujiwara y col.!>* confirmaron ese
hallazgo utilizando la cepa Bifidobacterium BL2928
en el mismo sistema. Estos hallazgos sugieren la
posibilidad de una exclusidn competitiva entre
bifidobacterias y £. cofi en la flora intestinal. Estos
autores describen un mecanismo de exclusion a

través de la liberacion de un componente proteico

que interfiere con la adhesion de enteropatdgenos
a GAl (asialo-gangliotetraosil ceramida) presente
en el borde apical de las células intestinales. Es
posible que las Dbifidobacterias establezcan
interacciones hidrofdbicas con GA1 y que la
inhibicidon de los sitios de union de E£. coli sea
debido al enmascaramiento estérico mas que por
union a las mismas regiones especificas en el
receptor GA1.

Faure y ool.!'® reportaron que Bif longum
confiere una resistencia casi completa a la
colonizacion de £. coli en ratas gnotobidticas.
Yamazaki y col.** reportaron similares efectos
protectores en Bif /ongum en ratones gnoto-
bidticos. Se han postulado varios mecanismos de
proteccién®*®, aunque el mecanismo exacto no ha
sido todavia elucidado. Bernet y col.?’ han
reportado exclusion competitiva entre
bifidobacterias y enteropatdgenos sobre Caco-2,

pero no describen el mecanismo.

Otras enterobacterias como Shigella flexneri, se
asocian a células Hela en un 12-13%, pero cuando
Bif. infantis se incuba conjuntamente con esta, la
asociadion se redujo a un 2-3% reflejando una

clara inhibicion®®.

3) Determinacion del efecto citopatico o daiio celular.

Microscopia electronica de barrido

La evaluacion del dafio celular en el modelo de

monocapas en cultivo fue realizada por
microscopia electronica de barrido (FIgura 18).
Una incubacién con Salmonella enterica produjo
una notable alteradon estructural de la monocapa

subyacente. Las células Caco-2 se presentaron

redondeadas, perdiendo sus uniones intercelulares
y en algunos casos también la adhesién al soporte
plastico (Figura 18A). Desaparedo la diferenciacién
apical y no se distinguieron las microvellosidades
superficales. Zafriri y col.*® realizaron observa-
dones similares en donde células epiteliales en
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cultivo se "redondeaban” al estar en contacto con
bacterias adherentes. Este efecto citopatico es
especificamente inducido por una enterotoxina
termolabil.

Cuando las monocapas son incubadas con
bacterias probidticas (Bif bifidum 537 o Bif

bifidum 5310) y posteriormente con Salmonella
enterica no se observaron tales anomalias
estructurales. La integridad estructural de las
células Caco-2 se encontré intacta (Figura 18B),
inclusive a nivel de las microvellosidades del polo
apical (Figure 18C).

Figura 18. Micrografias electrénicas de barrido correspondientes a monocapas de Caco-2 utilizadas para los ensayos
de exclusién. (A) y (B) Caco-2 incubadas solamente con 5. enterica (x 1000); (C) Monocapas incubadas solamente con
Bif. bifidurn CIDCA 537 (x 3500); (D) Monocapas incubadas solamente con 8. bifidum CIDCA 5310; (E) Monocapas
incubadas con &/ bifidum CIDCA 537 y posteriormente con S. énterica (x 2000)
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Es daro que las bifidobacterias se unen al
borde apical de las Caco-2 sin producir dafio y
evitan ademas el dafio celular producido por las
bacterias enteropatdgenas, aunque el mecanismo
no se encuentra daro. La distribucién de
bifidobacterias sobre Caco-2 no fue homogénea,
quedando indusive algunas células epiteliales sin
bifidobacterias adheridas. Sin embargo, aquellas

Cuantificacion de citotoxicidad celular por
medida de actividad mitocondrial (MTT)

Con el objeto de cuantificar el grado de dafio
celular causado por las bacterias patégenas sobre
la monocapa en cultivo, se utilizé el ensayo basado
en la oxidacion de las sales de tetrazolio por las
enzimas deshidrogenasas mitocondriales de las
células eucaridticas. Debido a que la oxidacion del
reactivo no es especifica y puede ser lograda
también a través de otras enzimas incluyendo las
procaridticas, se tuvo especial precaucion en incluir
oontroles compuestos Unicamente por bacterias.
Las medidas de absorbancia se realizaron a 550nm
oon referencia @ 650nm de acuerdo al espectro
que ofrecen las sales oxidadas.

La actividad enzimatica observada en las
células Caco-2 incubadas oon S. enterica o
EHEC

células sobre las que no se adhirieron las
bifidobacterias, no resultaron alteradas cuando la
monocapa fue incubada con $.enterica. Se podria
especular en la participacion de un "efecto a
distancia" en la proteccidon que involucraria derta
comunicacién entre las células eucaridticas,
aunque no se tienen evidendas mas firmes para
asegurarlo.

no fue significativamente diferente de la obtenida
para los controles sin patdgenos (Figura 20). Por
otro lado, se observd mayor actividad enzimatica
en las células incubadas con bifidobacterias (1 x
10’ UFC/ml) previamente a la incubacién con los
patégenos. Las curvas obtenidas incubando el
cromogeno con bacterias de las cepas 537 o 5310
muestra que las medidas de absorbanda
aumentan con la concentracidon bacteriana (Figura
21) indicando que las bacterias son capaces de
oxidar el reactivo. Por lo tanto, los resultados
obtenidos en estudios de competencia utilizando
mayores cantidades de bacterias que las utilizadas
en este ensayo, podrian dar lugar a conclusiones
erroneas. En consecuendia, el ensayo propuesto no
permite cuantificar el efecto citopatico observado
por MEB.
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Figura 19. Cuantificacién de citotoxicidad en células

@ sin Bif. Caco-2 utilizando el ensayo de oxidacién del MTT. Las

B con CIDCA 537
I con CIDCA 5310

células fueron incubadas con la cepa B bifidum
CIDCA 537 o Bif. bifidum CIDCA 5310 y posteriormente
con los patdgenos en ensayos independientes. Se
utilizaron células Caco-2 de pasaje 40 y 21 dias de
diferenciacién. La concentracién de bifidobacterias fue
en ambos casos 1 x 10’ UFC/fosa y la de patdgenos de
1 x 10° UFC/fosa. Como control se utilizaron fosas de
células sin bacterias.

Figura 20. Ensayo de oxidacion

de MTT realizado con bacterias
patdgenas y bifidobacterias. Los
ensayos realizados con diluciones
de una suspension de
bifidobacterias solas (1 x 107
UFC/mi) corresponden a: (@)
Bif. bifidum 537; () Bif. bifidum
5310. Los ensayos realizado con
una  suspensidon mixta de
bifidobacterias (1 x 10’ UFC/ml)
y S. entenica (1 x 10° UFC/ml)
corresponden a () Bif. bifidum
537 + S enterica, ((J) B
bifidum 5310 + S. errterica.
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Cuantificacion de desprendimiento celular
por tincion con cristal violeta

Mediante esta técnica es posible determinar el
grado de alteracién de la monocapa a través de la
tindon de las células que permanecen unidas al
soporte luego de varios lavados. Debido a que la
alteracdon de la estructura de las células
intestinales produce su levantamiento o despegue
de la placa de cultivo, sdlo la monocapa inalterada
resistira lavados exhaustivos. Una tindién posterior
con cristal violeta pondra entonces en evidendia el
dafio ocasionado por los enteropatogenos.

Ensayos realizados con S. enterica mostraron
que la monocapa debilitada se despegé con mas
fadlidad que la monocapa intacta. Las fosas que
contenian monocapas debilitadas captaron menos
colorante (Figura 21). Una incubacién con Bif,
bifidum 537 o 5310 previa a la incubacién con S.
enterica permitié preservar la estructura de la
monocapa Yy de esta manera resistio los lavados
con buffer.

05

D0550

Control S. enterica

S. enterica S. enterica
+ CIDCA 537 + CIDCA 5310

Figun:l.Ersayodedeiddadmdadocmaistalmaa.Losvabrsmma
triplicados en un mismo pasaje celular. Control: monocapa de Caco-2 sin incubar con ninguna

bacteria.
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Control (sin bacterias)

S. enterica
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Figura 22. Ensayo de citotoxicidad revelado con cristal violeta. Los valores corresponden a duplicados en un mismo
pasaje celular. Control: monocapa de Caco-2 sin incubar con ninguna bacteria. Se utilizaron cantidades crecientes de

bifidobacterias (B8if. bifidum 537; Bif. bifidum 5310).

Cantidades crecientes de  bifidobacterias
mostraron que el efecto de proteccion se extiende
s6lo hasta 1.2 x 10° UFC/fosa ya que
probablemente cantidades mayores resultarian
nocivas para las monocapas (Figura 22).

Los resultados obtenidos estarian indicando que
en estudios de proteccion del efecto tdxico de
bacterias patdgenas a Caco-2 donde estan
involucradas las bifidobacterias, los ensayos de
elecddn podrian ser la tinddn con cristal violeta y

la microscopia electronica.
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Conclusiones

@ El modelo experimental /n vitro compuesto por
monocapas de células epiteliales de la linea Caco-2
permitio estudiar la interaccién entre diferentes
bacterias patdgenas y las bifidobacterias.

@ Las bifidobacterias estudiadas no lograron
evitar la asociacion de Salmonella enterica,
Shigella fiexneri, y Shigella sonnei a las células
Caco-2; mas aun, altas oconcentraciones de
bifidobacterias incrementaron la asociacion de
estos patogenos a las células epiteliales. Sin
embargo, las bifidobacterias disminuyeron el nivel
de invasion de los patdgenos a estas células.

@® Fue posible determinar que en Dbajas
oconcentraciones, las bifidobacterias no son

capaces de coagregar con los patdgenos mientras
gue si lo pueden hacer en altas concentraciones
formando agregados mixtos y de esta manera
ofrecer una posible explicacidon a la proteccidn
contra la invasién a células epiteliales enfrentadas

con microorganismos patogenos.

@® Los estudios del efecto citopatico indicaron
que las bifidobacterias tendrian un efecto protector
de la estructura del enterocito frente a la
incubadon con enteropatogenos.
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Los probidticos cuentan con una larga historia.
Los primeros registros de consumo de leches
fermentadas datan de tiempos pre-biblicos, pero el
concepto de probidtico nacid a principios del siglo
pasado con los trabajos de Metchnikoff. Desde ese
momento, se ha logrado un gran avance en cuanto
a evidendas dentificas acerca de su utilizacion en
la dieta y sus mecanismos de accion.

En general, los efectos exhibidos por una cepa
probidtica difieren de los de otras cepas, inclusive
del mismo género y especie. Este caracter cepa-
dependiente del efecto probidtico justifica los
esfuerzos para identificar la mejor cepa o la
combinacion de «cepas para determinados
objetivos. En consecuencia, la seleccion de una
cepa bacteriana implica oontar ocon una
metodologia apropiada que permita determinar
dertas caracteristicas deseables. Entre estas

caracteristicas se encuentran la capaddad
adherente y el antagonismo con patdgenos.

Los resultados presentados en este trabajo de
Tesis relacionados al estudio de la superficie de
Bifidobacterium, revelaron que determinadas
propiedades
relacionadas;

encuentran
mediante

experimentos sendillos es posible seleccionar

superficiales se
y por lo tanto,

dertas cepas cuando se cuenta con un gran
nimero de candidatos.

Las bifidobacterias se pudieron agrupar en dos
categorias de acuerdo a su hidrofobicidad
superfidal. Aquellas con superfide hidrofébica
mostraron mayor tendencia a adherirse, tanto a
sustratos inertes como Dbioldgicos, induyendo
eritrodtos y células epiteliales en cultivo. En
prindpio, los determinantes de estas propiedades
serian factores proteicos e hidratos de carbono.

%
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Estos ultimos podrian estar formando parte de
glicoproteinas, acidos lipoteicoicos o actuar como
entidades independientes. El medio de cultivo no
afectd sensiblemente estas propiedades.

Se exploré con mayor detalle la composicién
proteica de la superficie, sefialando que los grupos
proteicos superficiales no formarian parte de
estructuras tipo capa S,
Lactobadillus. Un candidato
constituyen los acidos lipoteicoicos de superficie.

descriptas para
interesante lo

Actualmente, se estan desarrollando en nuestro
laboratorio estudios de composicion lipidica de
superficie y su relacién con la hidrofobicidad,
potencial zeta y adherenda.

El antagonismo con patdgenos fue explorado
en un ensayo /n vitro constituido por un modelo
comiunmente usado para obtener informacion
acerca de los eventos de adherencia e interaccién
entre microorganismos sobre monocapas de
células epiteliales en cultivo.

Las bifidobacterias estudiadas no lograron
impedir la asociacion de bacterias patdgenas a las
monocapas de células Caco-2. Sin embargo, fueron
efectivas al reducir sensiblemente la invasion de
estos enteropatdgenos a las células epiteliales.
Estudios de ooagregacion indicaron que las
bifidobacterias coagregan con los microorganismos
patégenos seleccionados para este ensayo. Estas

observaciones revelan una estrategia para la
utilizacién de probidticos que presenten estas
caracteristicas: el secuestro de patdgenos por la
formacién de agregados mixtos. Por otro lado, se
observd un efecto dctoprotector de las
bifidobacterias en este modelo, reduciendo el
efecto nocivo ejercido por Salmonella enterica en
las células Caco-2. El mecanismo por el cual se
logra la proteccién queda todavia por determinar.

Para observar los efectos probidticos asignados
a estas cepas se deben llevar a cabo ensayos in
disefadas
adecuadamente. De todas maneras, regulaciones

vivo con evaluaciones dinicas
actuales establecen determinados niveles minimos
en la ingesta de microorganismos y en el
contenido de los mismos en productos probidticos.
Esto implica contar con herramientas adecuadas
para la cuantificacion de los microorganismos

utilizados como probiéticos.

Los resultados presentados en relacion al
desarrollo de un ensayo para la medida
cuantitativa de Bifidobacteriurn, lo presentan como
una herramienta (til para este propdsito. A través
de una combinacidon del método del Numero Mas
Probable y de la determinacién de actividad
fosfocetolasa fue posible determinar especi-
ficamente bacterias de este género en productos o

cultivos polimicrobianos.
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APENDICE I

Medios de cultivo

TPY (triptone-phytone-yeast extract).
Este medio, cuya composicion se muestra en la
Tabla 1, se prepara disolviendo en primer término
los primeros cinco componentes en la mitad del
volumen final de medio. El Tween 80 se disuelve
en 30 ml de H,O bidestilada en caliente y una vez
disuelto se agrega al medio ya preparado. En la
otra mitad del volumen final, se agregan las sales
de Mg, Zn y Ca en ese orden partiendo de
soluciones 100 x. Finalmente se mezdan ambos
volimenes y se lleva a pH antes de llevar al
volumen final. Una vez preparado el medio, se
autoclava durante 15 minutos a 1 atmodsfera de
sobrepresiéon. Finalmente, se suplementa con
0.05% de cisteina (Sigma Chemical Co., St Louis,
MO) en el momento de hacer el indculo. La forma
de preparacion fue optimizada en nuestro
laboratorio a fin de evitar la precipitacion de sales.
En caso de utilizar medio sdlido, se agrega 1.2%
de agar (Difco Laboratories, Detroit, MI) al caldo
TPY antes de autoclavar.

triptona (Difco) 10

peptona de soja (Merck)

glucosa (Merck)

extracto de levadura (Difco) 25
K.HPO, (Merck) 2
CaCl, (Mallinckrodt) 0.15
MgCl,.6H20 (Mallinckrodt) 0.5
ZnSO0.7H20 (Mallinckrodt) 0.25
Tween 80 (Merck) 1
pH7

MRS (de Man, Ragosa & Sharpe) ¥’ . Este
medio se comprd en Difco y viene formulado. Se
disuelven 55 g de medio en polvo por cada litro de
agua bidestilada. Luego de autodlavar durante 15
minutos a 1 atmdsfera de sobrepresién se
suplementa con dsteina 0.05% (Sigma Chemical
Co., St Louis, MO) en el momento de hacer la
inoculadion.

En caso de necesitar medio sdlido, se agrega
agar al 1.2% al caldo MRS antes de autoclavar.

peptona 10

extracto de carne 10
dextrosa 20
extracto de levadura 5
K-HPO, 2
citrato de NH,' 2
acetato de Na 5
MgSO, 0.1
MnSO, 0.05
Tween 80 1
pH 7.2
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Composicion de medios de cultivo especiales

En el Capitulo II se trabajo con los siguientes medios

MRS
peptona 10
triptona -
extracto de carmne 10
peptona de soja -
dextrosa 20
extracto de levadura 5
K>HPO, 2
citrato de NH," 2
acetato de Na 5
MgSO, 0.1
MgCl,.6H,0 -
MnSO, 0.05
ZnS0,4.7H,0 -
CaCl, -
Tween 80 1

TPY TPY G TPY S/P TPYE
10 10 10 10
- - - 10

5 - -
20 5 5

2.5 2.5 25 2.5
2 2 2 2
0.5 0.5 0.5 0.5

0.25 0.25 0.25 0.25

0.15 0.15 0.15 0.15
1 1 1 1

Conservacion de las cepas

Las cepas fueron aisladas como se describid en
Pérez y col’?. Las cepas se mantienen como stock
liofilizado y como stock congelado en glicerol. Las
cepas se liofilizaron de la siguiente manera: se
prepararon cultivos de cada una de las cepas, se
centrifugaron a 1000 g por 5 min y se
resuspendieron en 1 ml de leche descremada 20%
(Difco Laboratories, Detroit, MI) esterilizada por

tindalizadién (3 veces 30 min a vapor fluente). Se
oolocaron 0.2 ml de cada suspensién en ampollas
para liofilizacién esterilizadas por calor seco (2
horas 150 °C), tapadas con algodén. Luego de
cargar las ampollas se liofilizan y se sellan con
calor. Si no se pudieran procesar el mismo dia, se
guardan en jarra gaseada con N,.
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Generacion de condiciones anaerdbicas

La atmésfera anaerdbica se genera colocando
en una jarra de anaerobiosis (Oxoid, Unipath Ltd.,
Hampshire, Inglaterra) un soporte conteniendo un
ovillo de lana de hierro (Virulana®, Mortimer,
Argentina) previamente embebido en una solucion
que ocontiene 0.05% CuSO, (Mallinckrodt Chemical
Works, NY), 0.25% Tween 80 y 0.05% H,SO,4
(Merck Quimica Argentina, Bs. As., Argentina), pH
2. Dentro de la jarra también se coloca un tubo de
ensayo conteniendo 1 g de KHCO; y 1 g de acido
citrico (Laboratorios Ciccarelli, Santa Fe, Argentina)
al cual se agregan unos mililitros de agua destilada

inmediatamente antes de cerrar la jarma. Este

dispositivo para generar anaerobiosis se
fundamenta en la reacdién de oxidorreduccion en
la que en medio &cido, el Fe® se oxida a Fe*?
mientras el O, se reduce a H,0. Por otra parte el
acido ditrico establece las condiciones para que el
CO;H origine suficiente CO, para generar la
atmoésfera deseada. En todos los casos se
testearon las condiciones de anaerobiosis con un
indicador de anaerobiosis adecuado (Oxoid,

Unipath Ltd., Hampshire, Inglaterra).

Preparacion del colorante Cristal Violeta (CV)

El colorante CV se prepara disolviendo 1 g de
cristal violeta (Merck, Darmstadt, Alemania) en
100 mi de H,0O destilada, se filtra y se realiza una
dilucion en H,O destilada para obtener una
solucién de trabajo al 0.1% final.

Medio de cultivo para células Caco-2

RPMI-1640

Cada frasco se disuelve en un 10% del volumen
final requerido (1 litro) de agua bidestilada esteéril
hasta que el polvo se halla disuelto. Luego se
adicionan 2.2 g de NaHCO; y se lleva a pH 7.2-7.4
ocon NaOH 2N. Se esteriliza por filtracion con
membrana de 0.22 um (Millipore Co., Bedford,
MA). Posteriormente se le adiciona asépticamente
20% de suero fetal bovino estéril (Gen S. A,

Buenos Aires, Argentind) inactivado térmicamente
a 56 °C durante 30 minutos* y una solucién de
antibidticos AGP 50x (Penidlina 312 mg;
Estreptomicina 500 mg; piruvato sédico 270 mg;
glutamina 1.46g; agua bidestilada 100 mi). Como

antimicdtico se empled fungizona 2.5 pg/ml.

* La inactivacion del suero tiene como objeto eliminar faqprs
termolabiles del sistema de complemento que podrian originar
lisis de las células eucariéticas.
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Cultivo de las células intestinales de la linea Caco-2

Las células Caco-2 se mantienen almacenadas a
—80 °C en viales de 1 ml de medio RPMI-1640 con
20% de suero adicionado de 5% de
dimetilsulféxido (Riedel-de-Haén, Seelze,
Alemania) como crioprotector. Para reactivarlas se
amplifican de la siguiente manera: se descongela
un vial a 37 °C y se cultiva en una botella de 25
am? (Corning Costar Co., Cambridge, MA) con 5 ml
de medio RPMI-1640 con 20% de suero fetal
bovino inactivado, a 37 °C en una estufa de
atmdsfera oontrolada (5% C0,-95% aire)
cambiandoles el medio cada 2 dias. A los 4-5 dias
se tiene una monocapa confluente y se repica a
una botella de 75 am?.

Para repicar una monocapa, se observa
previamente al microscopio invertido (Wuzhou
Optical Instrument Factory) la botella que se va a
subcultivar con el objeto de evidenciar si la
monocapa es continua y uniforme. Si esta es la
situacion, se descarta el medio ya agotado y se
lava 2 veces con 10 ml de solucién GKN (NaCl 800
mg; KCl 40 mg; glucosa 200 mg; NaH,PO,.H,0 69
mg; Na,HPO, 157 mg; agua bidestilada 100 ml; pH
7.2-7.4). Se colocan 0.6 ml de solucion de tripsina
10x (tripsina 0.075g; NaCdl 0.8 g; KCl 0.04 g;
glucosa 0.1 g; NaHCO; 0.058; EDTA 0.02 g; agua
bidestilada 100 ml; rojo de fenol 0.5 mg) con 5.4
ml de solucion GKN y se lleva a 37 °C durante 3
minutos en estufa. Cuando se observen los
primeros indicios de desprendimiento celular se
raspan con scraper las células que quedan
adheridas mas fimemente. Luego de transcurridos
los 3 minutos, se diluye el material con 10 ml de
medio RPMI-1640 adicionado de 20% de suero

fetal bovino para inactivar a la enzima. Se pipetea
suavemente, sin hacer espuma para disgregar
oonglomerados  celulares y  homogeneizar.
Posteriormente se traspasa todo el volumen a una
botella de 75 an® (amplificacién 1:3). Se incuba en
las condiciones mencionadas anteriormente y se

les cambia el medio cada dos dias.

Las monocapas de células Caco-2 que van a ser
utilizadas para los ensayos de adherencia o
competencia, se preparan en placas de cultivo de
células de 24 fosas o de 6 fosas (Cormning Costar
Co., Cambridge, MA). En el caso de las placas de
24 fosas, se oolocan 0.5 ml de una suspension
obtenida por tripsinacién de una botella de 75 am?
en cada fosa, de manera que se siembren 2 x 10°
células/fosa. Las placas se incuban por 21 dias y el
medio se cambia cada 2 dias. En el caso de placas
de 6 fosas, se colocan 2 mi de la suspension.

Para algunos ensayos, las placas se preparan
colocando en cada fosa un vidrio de 12 mm de
diametro (Assitent, Alemania) sobre el cual se
desarrollara la monocapa. Sobre estos vidrios se
realizan los ensayos de adherenda que
posteriormente se procesen por microscopia
dptica. Los vidrios son lavados con agua y
detergente no idnico (Extran MAO2 neutro, Merck,
Darmmstadt, Alemania) y luego de un enjuague
exahustivo, con agua primero y con agua destilada
después, se escurren y se colocan en cajas de
Petri para esterilizarlos en autoclave.
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Electroforesis de proteinas

Las composiciones de las soluciones empleadas
para realizar las oomidas electroforéticas
desnaturalizantes son las siguientes:

Solucién de acrilamida-bisacrilamida 30.8%
acrilamida 30g
bisacrilamida 0.8g

Disolver en 80 ml de agua bidestilada, filtrar y

llevar a 100 ml. Guardar en frasco color caramelo.

Buffer de muestra 4x
Buffer stacking 4 mi
sacarosa 20%
azul de bromofenol 0.2mg
B-mercaptoetanol 5%

Se prepara una solucion de sacarosa 40% de la

que se toman 4 ml para preparar el buffer

Buffer de electrodo o corrida 5x

glicina 72 ¢
Tris base 15¢
SDS 5g

Disolver en agua bidestilada, llevar a pH 8.3 con
HCl 1N. El volumen final es de 1 litro. Luego llevar
a 5 litros para usar.

Buffer del gel separador 4x

Tris base 18.2 g
SDS 06g
Temed 0.6 ml

Disolver en agua bidestilada. Llevar a pH 8.8 con
HCl 1N. El volumen final es de 100 ml.

Buffer de stacking 4x
Tris base 6.05¢g
SDS 0.2g
Temed 0.2 ml

Disolver en agua bidestilada. Llevar a pH 6.8 con
HC 1N. El volumen final es de 100 ml.

Persulfato de amonio 12 mg/ml
Conservar congelado a -80°C

Colorante
Coomasie R 1.92¢g
metanol 400 mi
agua bidestilada 400 ml
acido acético 160 mi

Decolorante
etanol 250 ml
acido acético 100 mi
agua destilada 650 mi

Marcadores de peso molecular

Se utilizd un kit de calibracién de bajo peso
molecular (Pharmacia, LKB Biotechnology Inc.,
Pisootawog, NJ) compuesto por las siguientes
proteinas: fosforilasa b (94 KDa), seroalbumina
bovina (67 KDa), ovoalbimina (43 KDa), anhidrasa
carbdnica (30 KDa), inhibidor de tripsina de soja
(20.1KDa) y a-lactoalbdmina (14.4 KDa).

Preparacion del gel separador

buffer separador
agua bidestilada

1.5 mi
1.58 mi
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acril-bis 2.92 ml

persulfato 50
Preparacion del gel apilador

buffer stacking 1.25 mi

agua bidestilada 3.00 mi

acril-bis 0.65 mi

persulfato 100 pl
Condiciones de corrida

Las corridas electroforéticas se realizaron a
temperatura ambiente con una corriente constante
de 20 mA por placa hasta que las muestras entren
al gel y luego se sube la corriente a 30 mA por

placa hasta el final de la corrida. Puede darse el
caso que hada el final de la corrida, esta se limite
por voltaje. En este caso se fija un maximo de 220
V para ambas placas.

Coloracién-decoloracion de geles

Una vez terminada la corrida, se retiran los
geles de las placas y se lava con agua destilada.
Luego se sumergen en la solucén oolorante
durante toda la noche. Luego se escurren y se
sumergen en la solucion decolorante hasta que no
presente coloracion de fondo y se observen
bandas nitidas. Se escurren y se conservan en
agua destilada con unos ml de acido acético para
evitar el crecimiento de hongos.
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APENDICE II

Tabla 4. Nimero Mas Probable por g 0 ml de muestra utilizando series de 3 tubos inoculados

con 0.1, 0.01 y 0.001 ml de g o muestra

Tubos positivos

Tubos positivos

0.01

0.001 NMP

0.01

0.1

NMP

0.001

0.1

9.1

14
20

26
15
20
27

6.1

9.2
12
6.2

21

28
35
42

9.3

12
16
94
13
16
19

29

53

23

3.6
7.2
11
15
7.3

1

39

95
43

75

120

15
19
11
15
20

160
93

150
210

290
240
460

24
16
20
24

1100

29
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Tabla 5. Niimero Mas Probable por 100 g o mi utilizando series de 5 tubos inoculados con 3

diluciones en series geométricas

Tubos positivos Tubos positivos

Tubos positivos

0.01 NMP

0.1

1

0.01 NMP

0.1

1

0.01 NMP

0.1

1

45

20
4.0

6.8

1.8
3.6
5.4
7.2
9.0

9.1

6.0

12
14
16

8.0
10
12

6.8

4.0

1.8
36
5.5

9.2

6.1

12
14
17
19

8.1

10
12
14

7.3

9.1

11

9.3

6.1

3.7
5.5

12
14
17
19

8.2
10
12
15
17

7.4
9.2

11

13

12
14
17
20

8.3

5.6
7.4

9.3

10
13
15
17
19

11
13
15

25

15
17
20

11
13
15
17
19
22

7.5

9.4

11
13
15
17

23
25

28

17
20
23

13
15
17
19

9.4
11
13
15
17
19

26
29

32

24
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Tubos positivos

]
s
o]
7]
*]
Q
]
]
.w
~

Tubos positivos

0.01 NMP

0.01

0.01 NMP

0.1

1

58
76
95

25
30

16
20
23

17
21

11

12
17
20
23

26
31

110

130

4

42

27

49

22
26

14
17
20
24

70
95
120

32
38

150

27
31

180

50

79

27

17
21

110

33
39

140

24

180
210

45
52
59

28

31

250

35

130
170
220

21

40

24

47

28
32

280

350
430

62
69

40

240

41

25

350

540

48

29
32
37
41

920

1600

4

5

72
81

45
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APENDICE III

Tipificacion de cepas patdgenas por pruebas biogquimicas

Se realizd una tipificacion en base a las pruebas
bioquimicas que establece el Manual Bergey
(1986). Ademas, para algunas cepas se realizé una
tipificacion mediante el sistema EM Ident E®
(Merck, Darmstadt, Alemania).

Manual

Segin el

bioquimicas necesarias para establecer diferencias

Bergey, las pruebas

entre los géneros de las enterobacterias a utilizar
son:

Prueba del TSI (three sugars and iron)
Prueba del Citrato

Prueba del Indol

Prueba del Rojo de Metilo

Prueba de Voges Proskauer

Prueba de la Oxidasa

1) Prueba del TSI: Este ensayo permite
determinar la capacidad de un microorganismo de
utilizar la glucosa y/o lactosa con produccion de
acidez o acidez con gas y la producciéon de SH,.

El medio contiene extracto de carne 0.3%,
extracto de levadura 0.3%, peptona de caseina
2%, lactosa 1%, sacarosa 1%, glucosa 0.1%,
ditrato ferroso 0.03%, CiNa 0.5%, S,0sNa; 0.5%,
rojo de fenol 2mg%, agar 1.2%, pH 7.4. De un
cultivo abundante y fresco, se inocula por puncion
con ansa recta y luego se efectlia una estria en la
superficie del medio.

Los microorganismos que utilizan lactosa y/o
sacarosa producen addez sufidente en todo el
medio de cultivo. Los microorganismos que solo
utilizan glucosa producirdn una menor acidez que
no alcanzard a neutralizar los productos alcalinos
de la descarboxilacién oxidativa de las peptonas
que se producen en la superficde del medio (en
presencia de oxigeno). El medio posee tiofulfato
como fuente de azufre y una sal ferrosa como
indicador de la produccién de SH,.

Los resultados posibles son: color amarillo por
produccion de acidez y color rojo en caso de
quedar el medio alcalino. Si el medio esta amarillo
en profundidad y en superficie, el microorganismo
es fermentador de glucosa, lactosa y sacarosa. Si
estd rojo en superficie y amarillo en profundidad,
el microorganismo solo fermenta glucosa. Si queda
todo rojo o rojo en superficie y sin cambio en
profundidad, el microorganismo es no fermentador
de ninguno de los tres azlcares. Si el agar se
rompe o se desplaza, se debe a produccién de gas
por el microorganismo. Si el medio se ennegrece,
es por produccién de SH,.

2) Prueba del Citrato: La prueba se fundamenta
en la determinaddn de la capacidad de un
microorganismo de utilizar dtrato como unica
fuente de carbono. Los microorganismos que
utilizan citrato como Unica fuente de carbono

también utilizan sales de amonio como unica
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fuente de nitrdgeno, produciendo un viraje del
indicador por alcalinizacién del medio.

A partir de un cultivo puro de 18 a 24 horas, se
siembra realizando estrias con ansa recta en medio
Simmons en pico de flauta (SOMg 0.02%,
POsH(NH,4), 0.1%, PO4H,K 0.1%, citrato de Na
0.2%, CINa 0.5%, agar 1.5%, azul de bromotimol
8mg%). Se incuba a 37 °C por 24 hs 0 mas.

El medio sin inocular es color verde, una
prueba positiva muestra crecimiento con viraje del
indicador a azul, una prueba negativa muestra
crecimiento pero sin viraje del indicador.

3) Prueba del Indol: E| objetivo de esta prueba
es determinar la capacidad de un microorganismo
de desdoblar el indol a partir de la molécula de
triptofano. El indol producido se detecta por un
reactivo con el que produce un compuesto de
ocondensacion de color rojo-violaceo.

A partir de un cultivo puro de 18 a 24 hs, con
ansa en anillo, se siembra en caldo triptona
(peptona de caseina 1%, CINa 0.5%, pH 7.3).
Luego de 24 hs de incubacion, se retira una
alicuota en forma aséptica y se le agregan 5 gotas
de reactivo Kovacs o Erdich (p-dimetilamino-
benzaldehido en aloochol metilico 0.5%). Se agita
suavemente y se interpreta.

Una reaccion positiva se verifica por la
aparicion de un anillo rojo en la superficie del
medio en la capa aloohdlica. En una reacdon
negativa no se produce color en la capa alcohdlica
y ésta toma la coloracién del reactivo (amarillo).

4) Prueba del Rojo de Metilo: La prueba se
basa en comprobar la capacidad de un
microorganismo de producir y mantener estables
los productos terminales +acidos de fermentacién
de la glucosa y vencer la capacidad amortiguadora
del sistema. Se emplea el rojo de metilo como
indicador de pH.

A partir de un cultivo puro de 24hs se siembra
con ansa en anillo en medio Clark y Lubs (peptona
de caseina 0.7%, glucosa 0.5%, PO4HK, 0.5%,
rojo de metilo 0.04%). Luego de 24 hs de
incubacién a 37 °C se hace una lectura inicial que
se confirma a las 48 hs.

La prueba se considera positiva con un color
rojo estable en la superficie del medio (pH 4.4). La
prueba es negativa si el color es amarillo (pH 6.0)
en la superficie.

5) Prueba de Voges Proskauer: En este ensayo
se evalla la capacidad de algunos micro-
organismos de degradar la glucosa dando un
compuesto final neutro (2,3-butilenglicol). Se pone
de manifiesto por la presencia de un precursor de
éste, el acetilmetilcarbinol o acetoina. La acetoina
se oxida a diacetilo en presencia de O, en medio
alcalino. Este diacetilo reacciona con la guanidina
presente en el medio dando un compuesto de
condensadon de oolor rojo rosado. Se utiliza el o-
naftol como catalizador de la oxidacion.

La siembra se realiza de la misma manera que
para la prueba del Rojo de Metilo en medio de
Cark y Lubs. Luego de 24 hs de incubacidon se
retira una alicuota del cultivo y se le agregan 0.6
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mi de solucion de a-naftol (a-naftol 5% en etanol)
y luego 0.2 ml de NaOH 40%. Agitar.

Un resultado positivo se verifica por un color
rojo rosado en la superficie del medio y negativo si
el color es amarillo. Puede formarse un color
cobrizo debido a los reactivos al mezdarse, pero
aun asi la reaccién es negativa.

6) Preuba de la oxidasa: El objetivo es
determinar la presencia de la enzima citocromo
oxidasa. Esta enzima se encuentra en bacterias
aerobias o anaerobias facultativas formando parte
de la cadena respiratoria. Actla activando la

Tipificacion segin el sistema EM Ident E®

Principio. La identificacion con EM Ident E®
consiste en 21 reacciones bioquimicas, las cuales
se evallan e interpretan después de incubar
durante 18-24 hs a 35-37°C. La interpretacion
manual puede hacerse determinando un cddigo
numérico de 7 digitos, el cual se busca en el
correspondiente libro de cddigos de referendia del
EM Ident E®.

Preparacion del indculo. De un cultivo Gram
negativo, oxidasa negativo puro en agar
(preferencialmente de medio no selectivo) se toma
una colonia bien aislada y se suspende en 3-5 mi
de solucion fisioldgica estéril (0.85% NaCl). Se
ajusta la turbidez a un patrén de McFarland de 0.5
(BioMérieux, Francia) correspondiente a 10°

UFC/m.

oxidacién del dtocromo reducido por el oxigeno
molecular, el que a su vez es aceptor de hidrégeno
final, produciendo agua o perdxido de hidrogeno
segun la especie bacteriana.

En un tubo de hemdlisis se prepara una
suspension densa del microorganismo es estudio,
en 0.2 ml aproximadamente de agua destilada. Se
coloca un disco de oxalato de p-amino-
dimetilanilina (Laboratorios Britania S.A., Buenos
Aires, Argentina); rdpidamente se produce un color
rosado que se intensifica al fucsia cuando la
reaccion es positiva. La reaccén ocurre en forma
inmediata. Una reaccién lenta (mas de 2 min)
debe considerarse negativa.

Inoculacion. Se sacan la placas de
microtitulacién del sobre de aluminio y se marca
por un lado. Se inoculan 2 filas para cada
identificacién bactriana, pipeteando 100 pl de la
respectiva suspension en cada uno de las 24 fosas.
A oontinuacion se colocan 50 pl de aceite mineral
estéril en cada una de las fosas correspondientes a

la prueba de produccion de SH,.

Incubacion. Luego de inocular las fosas, se sella
la placa con las tiras adhesivas perforadas
suministradas por el fabricante y se incuba 18-24
hs a 35-37 °C. Es importante verificar el
crecimiento de las fosas control (CS). En caso de
crecimiento negativo, se incuba otras 18-24 hs.

Lectura e interpretacion. Se retira la tira
adhesiva de la placa y se colocan 50 pl del reactivo
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TDA (triptofano deaminasa) y del reactivo spot- luz. Se marcan las reacciones positivas en una hoja
indol en las fosas que corresponda. Se esperan de evaluacién. La evaluadon de las reaccones
como minimo 2 min (maximo 30 min) para permitir positivas y negativas se efectia de acuerdo a la
el desarrolio completo del color antes de iniciar la Tabla 6.

lectura. Se lee la placa con ayuda de una fuente de

Tabla 6. Esquema para la evaluacién visual de EM Ident E®

Reaccibn Positivo , Negativo
TDA rojo-pardo amarillo-pardo claro
H,S precipitado negro sin precipitado
ESC pardo oscuro a negro crema
H,S/ESC cont. Control para las pruebas anteriores
IND azul rojo, rosado
URE azul-verde amarillo-verde
LDC azul-verde amarillo-verde
oDC azul-verde amarillo-verde
ADH azul-verde amarillo-verde
GLU amarillo-verde azul-verde
CIT azul-verde amarillo-verde
MAL azul-verde amarillo-verde
VP azul-verde amarillo-verde
DEC cont., GLU Control negativo para las pruebas anteriores. En caso de que

DEC control sea amarillo, color verde se considera positivo. En
caso de que DEC sea verde, color azul-verde o azul se considera
siempre positivo. Un color igual al control se considera negativo

RHA amarillo-verde azul-verde
SucC amarillo-verde azul-verde
ADO amarillo-verde azul-verde
INO amarillo-verde azul-verde
XYL amarillo-verde azul-verde
SORB amarillo-verde azul-verde
S cont. Control negarivo para las pruebas anteriores
ONPG amarilio incoloro
ONPX amarilio incoloro
PGUR amarillo incoloro
CS cont. Control negativo para las pruebas anteriores

Abreviaturas. TDA, triptofano deaminasa, ESC, esculina; IND, indol; URE, urea; LDC, lisina decarboxilasa, ODC,
omitina decarbaxilasa; ADH, arginina dehidrolasa; DEC-cont., control decarboxilasa; GLU, glucosa; CIT, citrato;, MAL,
malonato; VP, Voges-Proskauer, S-cont, control azicares, RHA, ramnosa, SUC, sacarosa; ADO, adonitol, INO,
inositol; XYL, xilosa; SORB, sorbito; ONPG, o-nitrofenil-g-galactosidasa, ONPX, o-nitrofenil-xilopiranosa; PGUR, p-
nitrofenil-p-glucuronidasa; CS, control de sustratos cromogénicos.

®
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A partir de los resultados se obtiene un adigo de
7 digitos, agrupando los resultados en temas y
asignando un valor a cada reacd6n positiva de
acuerdo al manual. Los resultados negativos se
cuentan siempre como 0. Luego se suman los
valores de cada tema de reacciones para obtener
cada uno de los digitos. Finalmente se busca el
aodigo resultante en el libro de obdigos de
referenda.

Resultados de la tipificacion

Para las cepas de enteropatdgenos obtenidas
del Hospital Garrahan se realizaron tipificaciones
en base a pruebas bioquimicas a partir de cultivos
puros. Los resultados obtenidos se volcaron en la
Tabla 7. Debido a que para algunas cepas solo se
pudo tipificar hasta el nivel de género (muestras 4

NOTA: Debido a que para algunas cepas sélo se
pudo tipificar hasta el nivel de género, se realizd
una tipificacddn posterior por serologia para
conocer la espede. Dicha tipificacén fue
gentilmente realizada por el Dr H. Lopardo en el
Hospital Garrahan.

a 7), se realizd una tipificadén posterior por
(por
somaticos y flagelares) para conocer la espedie.
Dicha tipificacion fue gentilmente realizada por el
Dr H. Lopardo en el Hospital Ganahan. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 8.

serologia aglutinacidon con  antisueros

Tabla 7. Resultados de las pruebas bioquimicas realizados sobre las bacterias entéricas.

Muestra TSI Citrato
1 H'/H" con gas -
2 H'/H* -
3 H'H' -
4 H'/OH con SH, +
5 H*/OH con SH; +
6 H*'/OH -
7 H'/OH -

Indol RM VP Ox Identificacién

+

+

+

Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Salmonella sp.
Salmonella sp.
+ - -

Shigella sp.
Shigella sp.

+ - -

RM: Prueba del Rojo de Metilo; VP: Prueba de Voges Proskauer; Ox Prueba de la Oxidasa
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Tabla 8. Resultados de la tipificacion por aglutinacion con antisueros somaticos y flagelares
de las bacterias entéricas obtenidas del Hospital Garrahan.

Muestra Identificacion y denomincaion

1

~N O O b N

Escherichia coli EHEC 18773
Escherichia coli EPEC 18731
Escherichia coli EIEC 173
Salmonella enterica var. infantis
Salmonella sp. 521

Shigella sonnei 170

Shigella sonnei 171
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