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Resumen:

La utilizacion de fermentos en la elaboracion de productos liacteos es una practica diaria a nivel industrial. En nuestro pais los
mismos son comprados a multinacionales extranjeras que se dedican a producir y comercializar fermentos; muchos de los cuales
incorporan bacterias probioticas. Los probioticos pueden definirse como microorganismos que luego de ser consumidos en can-
tidades adecuadas, confieren algiin efecto benéfico en el huésped.

En el presente trabajo se realizé el aislamiento de una cepa de Lactobacillus de origen humano. Se identifico por tincion gram,
prueba catalasa, crecimiento en anaerobiosis y aerobiosis y un test API 50 CH.

Con el objetivo de probar propiedades probiéticas de la cepa se llevaron a cabo estudios de resistencia al pH, tolerancia a sales
biliares y se realizé un Modelo Gastrico in vitro.

Los resultados permiten afirmar que estamos en presencia de una cepa nativa de Lactobacillus acidophilus caracterizada fenotipi-
camente con un 97% de confianza. Presentaria la habilidad de sobrevivir al pasaje a través del tubo digestivo ya que resistio la
exposicion a un pH similar al estomacal, pudo crecer en un medio con sales biliares y sobrevivié a la accion conjunta de la pepsina
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y una simulacion de jugo gastrico; caracteristicas que permiten clasificarla como posible cepa probioética.

Abstract:

The use of starters to elaborate dairy products is a current practice in the industry. In our Country we import these starters from
foreign companies dedicated to make and sale it, and most of them include probiotic bacterias.
Probiotics can be defined as microorganisms that after be consumed in adequate amount, can give some advantageous effect to

the host.

In this study a strain of Lactobacillus was isolated from a human. The identification was done through gram stain, catalase test,

aerobic and anaerobic growth, and an API 50 CH test.

In order to prove the probiotic properties of the strain, studies of pH resistance, bile salts tolerance and an in vitro gastric model

were conducted.

The results indicate that the isolate correspond to a native strain of Lactobacillus acidophilus phenotipically characterized with

a 97 % of confidence.

What is more, because it capability to resist the exposure to a pH similar than the stomach, to growth in a medium with bile salts
and to survive to the simultaneous action of pepsine and gastric juice, it would be able to survive the passage through the diges-
tive tube. These characteristics allow us to classify it as a probiotic strain.

Introduccion

La utilizacion de fermentos en la elaboracién de productos lacteos

es una prdctica que se realiza hace cientos de afios en todo el
mundo. En nuestro pafs las compafifas nacionales y multinacionales
productoras de ldcteos compran los starters a empresas extranjeras
que se dedican a desarrollar y producir fermentos. Los fermentos
lacticos o cultivos iniciadores se pueden definir como cultivos de
microorganismos utilizados para producir cambios bioquimicos du-
rante la elaboracién y maduracién de los diversos productos lacteos
(Borbonet, 2001). Estdn constituidos por bacterias que fermentan la
lactosa produciendo dcido ldctico junto a bacterias que fermentan
el dcido citrico y los citratos para obtener diversos aromas (Madrid,
1990).

El yogur es el producto dcido y coagulado elaborado con el cul-
tivo mixto de Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophillus
a partir de leche pasteurizada de vaca, oveja, biifala y cabra, de forma
que los microorganismos estén presentes y viables en el producto en
un minimo de 10 millones de bacterias por gramo (Tamime et al.,
1991). Frecuentemente se fabrican yogures con fines dietéticos o tera-
petticos que tiene la particularidad de incorporar bacterias probidti-
cas. Los probidticos han sido definidos como microorganismos vivos

que cuando son administrados en cantidades adecuadas confieren un
efecto benéfico en la salud del huésped (FAO/WHO, 2001). Se han
establecido requisitos que deben cumplir las bacterias para poder ser
utilizadas como probidticos e incluyen: i) adhesién a células epite-
liales, ii) reduccién o exclusion de la adherencia de patdgenos, iii)
persistencia y multiplicacién en el trato gastrointestinal y/o vaginal,
iv) produccion de dcidos, perdxidos, bacteriocinas y/o biosurfactantes
V) ser seguros, no invasivos, no carcinogénicos, no patogénicos vi) co-
agregacion y formacién de flora normal balanceada y vii) resistencia
al pH estomacal y sales biliares (Reid, 1999).

Los probidticos han sido utilizados terapéuticamente con muchos
fines principalmente como alternativa al consumo de antibidticos. Se
los ha utilizado por ejemplo para modular la inmunidad en casos de
alergias producidas por antigenos alimentarios, disminuir el colester-
ol, prevenir el cdncer, mejorar la intolerancia a la lactosa de pequefios
lactantes, en diarrea y constipacion, en infecciones urinarias, en infec-
ciones gastrointestinales, en la candidiasis vaginal, (Reid, 1999).

El objetivo del presente trabajo fue aislar una cepa de Lactobacil-
lus spp. de origen humano a los efectos que sea apta para el consumo,
realizar su identificacion fenotipica y probar propiedades probidticas
bdsica como son resistencia a sales biliares y pH.
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Materiales y métodos

Aislamientos e identificacion

A partir de materia fecal de un bebe lactante de 4 meses alimen-
tado a pecho exclusivo desde el nacimiento, se realizaron cultivos
en caldo MRS por 24-48 hs, en una jarra de anaerobiosis (An-
aeroJar, OXOID), sin agitacion a una temperatura de entre 37-
40°C. A partir del mismo se realizaron aislamientos y sucesivos
reaislamientos en MRS agar en las mismas condiciones. Fueron
sometidos a la prueba de produccion de catalasa, tincion de Gram,
crecimiento en aerobiosis y anaerobiosis y un test para Lactobaci-
lus API 50 CH, analizado por el API LAB Plus software Version
4.0 (bioMérieux, Marcy 1’Etoile, France).

Alos efectos de verificar la pureza del cultivo se realizaron cultivos
en un medio no selectivo PCA (Plate Count Agar), a 37 y 40°C en
condiciones tanto de aerobiosis como anaerobiosis. Se realiz6 tincion
de Gram, prueba de produccidn de catalasa y observacion morfoldgica
del tipo de colonias que se desarrollaron.

Tolerancia a sales biliares

La sensibilidad a las sales biliares se analizé sobre placas de MRS
conteniendo 0.5 % y 0.9 % de sales biliares deshidratadas (Difco) y
sobre agar sin sales biliares como control (Klaenhammer et al., 1995).
Las placas se incubaron por 24 y 48 hs y posteriormente se realizaron
los recuentos.

En resumen, a partir de una placa de cultivo fresco se transfirieron
colonias a un tubo que contenia solucion salina fisioldgica (NaCl 0,9
%) y se ajustd la concentracion celular en 1.5 x 108 u.f.c/ml por me-
dida de absorbancia a 560 nm. Se realizaron diluciones seriadas en
solucidn fisioldgica estéril para poder realizar recuento en superficie.
Se sembraron 0.1 ml de la dilucién correspondiente en placas conte-
niendo MRS y MRS con 0.5 % y 0.9% v/v de sales biliares. Las placas
se incubaron a 37°C en jarra de anaerobiosis y se controlaron las colo-
nias a las 24 y 48 horas. Se llevaron adelante 3 ensayos independientes
por triplicado.

Resistencia al pH

Los efectos de un pH bajo sobre la viabilidad celular se anali-
zaron por el método de Mayra-Makinen et al. (1983) con modifi-
caciones. La bacteria se cultivé en 50 ml de caldo MRS, en jarra de
anaerobiosis sin agitacion overnight. Posteriormente se separaron
las células bacterianas desde el cultivo (5 ml) por centrifugacion a
3500 g por 20 min. Se resuspendieron en 5 ml de solucién salina
fisiologica a valores de pH de 1,9 y 3,0 y se incubaron por 30
min a 37°C. Se determing el nimero de células sobrevivientes por
recuento en placa de MRS. Se utilizé como control una solucién
salina de pH 6,0.

Modelo gastrico in vitro

Se realizé un modelo gdstrico in vitro a los efectos de determinar
la habilidad de las cepas aisladas de sobrevivir a la accién conjunta de
condiciones dcidas y accidn de proteasas que sufriria la bacteria luego
de la ingestion (Crittenden et al., 2001).

Un cultivo bacteriano cultivado en las condiciones ya descriptas se
centrifugé a 3500 g durante 20 min y se resuspendié en una solucién
de peptona bacterioldgica (1 g/1) antes de la fase estacionaria de cre-
cimiento. Luego se adicionaron igual nimero de bacterias al modelo
gdstrico y a un tubo control a una concentracion final de 1x10® ufc/ml
ajustada por medidas de absorbancia a 560 nm. La solucién en los
tubos control consistié en 6 ml de buffer fosfato 6M pH 6.5 y 1 g/l
de peptona bacterioldgica. El modelo gdstrico in vitro contenfa 6 ml
de un jugo gdstrico simulado con buffer HCI/KC1 0.1 M pH 2.1 con-
teniendo 500 U/ml de pepsina A 'y 1.0 g/l de peptona bacterioldgica.
Se incubaron las células en el modelo y en el control por 60 min a
37 °C en condiciones aerobias sin agitacion. Se tomaron muestras en
tiempo cero y tiempo final y se determind la concentracion bacteriana
por recuento en placa de MRS. Fueron conducidos tres ensayos por
triplicado.

Resultados y discusion

Aislamientos e identificacion

Se realizé una identificacion primaria de la cepa seleccionada que
resulté Gram positiva (Figura I), exhibid buen crecimiento aerobio y
anaerobio, prueba catalasa negativa, bacterias no méviles y no esporu-
ladas y disposicion en bastones encadenados. Segtin la identificacion
realizada con el API 50 CH se trata de una cepa de Lactobacillus
acidophillus con un 97% de confianza.

Figura I. Fotografias de tinciones Gram de la cepa de Lactobacillus
seleccionada.

Tolerancia a sales biliares

Como puede verse en el grdfico I casi el 60% de la cepa puede
crecer y desarrollarse en una concentracion de sales biliares de 0,5%
del medio luego de 48 h de incubacién. Cuando se aumenta la con-
centracion al 0,9% se produce una disminucion en el crecimiento que
oscila entre el 47 y el 50% con respecto al control.

Resistenciaa Sales Biliares

100
B0
60
40
20

0

e cchulas 1
sobmevivientes

| MRS con 0,5% oxgall
B MRS control
O MRS con 0,9% oxgall

Grafico l. Resistencia a sales biliares determinada por recuento en
placa con 0,5% y 0,9% de sales biliares.

BIOTECNOLOGIA
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Resistencia al pH

Al someter la bacteria a valores extremos de pH (3,09 y 1,91) en
comparacion con un valor control (pH 6,1), puede observarse una dis-
minucion de la concentracion celular del 18 y 90 % respectivamente
luego de 30 min de exposicién.

Resitenciaal pH
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Gréfico Il. Resistencia al pH de la cepa expresada como el % de
células sobrevivientes comparadas con un control con pH sin
modificar.

Modelo gastrico in vitro

Como puede verse en el grifico III, aproximadamente el 20 % de
la poblacion bacteriana sobrevive a la accion combinada del pH y pro-
teasas, similares condiciones a las que la bacteria tendrfa que sopor-
tar luego de su administracion oral (60 min de exposicién). También
puede apreciarse que mds de un 20 % no sobrevive en el control por
lo que la peptona bacteriolégica no serfa un medio éptimo para la su-
pervivencia bacteria. De todos modos, podria inferirse que si se con-
sidera como 100% el nimero de bacterias que sobreviven en el control
(78,6% del recuento inicial), el 24,6 % de las bacterias sobrevivirfan a
la accion del medio gdstrico.

1 2 3

Grafico lll. Modelo Gastrico 1. Poblacion bacteriana inicial en el
modelo (100%) 2.

Grafico lll. Modelo Gastrico 1. Poblacion bacteriana inicial en el
modelo (100%) 2. Porcentaje de células sobrevivientes luego de 60
min de incubacion (78,6%) 3. Porcentaje de células sobrevivientes
a un pH 2,1 con respecto al control a tiempo 60 min

Conclusiones

En base a los resultados obtenidos hasta el momento y a la iden-
tificacion realizada con el test API 50 CH podemos afirmar que
hemos aislado una cepa pura de Lactobacillus acidophilus 1 con un
97% de confianza.

Las cepas deben enfrentarse en su pasaje a través del tubo digestivo
a condiciones 4cidas en el estomago y a la exposicion a la bilis en el
intestino. Los resultados obtenidos en cuanto a la modificacién de la
viabilidad de la cepa expuesta a condiciones dcidas similares al pH
estomacal y la exposicion de la misma a sales biliares como modelo de
la exposicion a la bilis en el organismo, permiten afirmar que nuestra
cepa presenta la habilidad de sobrevivir a éstas condiciones. Las mis-
mas son requisito imprescindible para poder considerar a la bacteria
como probidtica.

Los resultados del modelo gdstrico realizado permiten afirmar que
mads del 24,6% de las células bacterianas sobrevivirian el pasaje a
través del estdmago, porcentaje notoriamente mayor al obtenido cu-
ando se estudiaron sélo los efectos de un pH 4cido.
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Nota

Este trabajo fue realizado en el marco del proyecto “Innovacion y Desarrollo
de Fermentos Ldcteos. Obtencién de Probidticos en Forma Comercial”
seleccionado por el LATU en el llamado a Proyectos de Innovacién y Desarrollo
del 2005.




