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RESUMEN

Los probiéticos son microorganismos vivos que al ser administrados oralmente
en cantidades adecuadas, pueden controlar el crecimiento de patdgenos que
causan diarreas por tratamientos prolongados con antibidticos, como
Clostridium difficile. Una alternativa para la aplicaciéon y consumo de probidticos
es usar a los alimentos como vehiculo. Sin embargo, su sobrevivencia se ve
comprometida debido a diferentes estreses. En este estudio se usoO el
autoensamblado molecular para proteger a Lactobacillus acidophilus LAC-361
gue en este estudio inhibié el crecimiento de C. difficile. Para promover el
autoensamblado, se aprovechd la carga superficial del LAC-361 (- 9.7 mV) y se
afiadieron sucesivamente lactoferrina (Lf, carga +) y pectinas de bajo metoxilo
(PBM, carga -). Se autoensamblaron un total de 5 capas, para recubrir
individualmente al probiético. El proceso de ensamble se siguié midiendo el
potencial zeta, cada vez que se afiadié una capa. En seguida se liofilizaron, se
determind su carga final, se observd su morfologia por microscopia electrénica
de barrido. Posteriormente se evalué la sobrevivencia a la liofilizacion, al
almacenamiento a -40 ° C y a las condiciones gastrointestinales simuladas in
vitro. La sobrevivencia se determiné por cuenta en placa, usando agar MRS-
cys. También, se ensayo0 el efecto del recubrimiento en la adhesion del LAC-
361 a mucinas intestinales; se usaron ensayos ligados a lectinas, similares a
ELISA (ELLAS). Ademas, se investigo el efecto del recubrimiento en la actividad
antagonica del probidtico contra C. difficile, se evalué la capacidad de
restablecimiento metabdlico de la bacteria por calorimetria isotérmica y sobre la
fase de retardo en el crecimiento de LAC-361. Los resultados que se obtuvieron
fueron los siguientes: la carga final después de 5 recubrimientos fue de +18.9
mV. Se observaron agrupaciones de bacterias similares a las de las bacterias
no recubiertas. La sobrevivencia de las bacterias recubiertas fue
significativamente (P<0.05) mayor a la de las bacterias no recubiertas, en todos
los estreses aplicados. Después de la liofilizacion, la sobrevivencia fue mayor
(71.6 %, P<0.05) que la de las bacterias no recubiertas (50.5%). A los 90 dias
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de almacenamiento a -40 °C las bacterias recubiertas presentaron una
sobrevivencia del 70% y las no recubiertas 42%. Al simular las condiciones
gastrointestinales in vitro se observd una menor (P<0.05) disminucion de la
viabilidad en las bacterias recubiertas (2.44 Log UFC/g) que la de las bacterias
no recubiertas (3.64 Log UFC/g). El recubrimiento de L. acidophilus LAC-361
con Lfy PBM no afect6 su capacidad de adhesion a las mucinas del colon, ni la
actividad antagénica contra C. difficile, aunque la recuperacion metabdlica de
las bacterias recubiertas y las no recubiertas, fue similar (P>0.05). Sin embargo,
las curvas de crecimiento mostraron que la fase de retardo de las bacterias
recubiertas fue 38 % mas corta (P<0.05) que la de las bacterias no recubiertas.
Con los resultados anteriores se concluye que el recubrimiento por
autoensamblado con 5 capas de la combinacién Lf y PBM, protege a las
bacterias de la liofilizacion, de las bajas temperaturas y de las condiciones
gastrointestinales simuladas in vitro, sin afectar la capacidad del probiético para

unirse a las mucinas intestinales, ni su actividad antagonica contra C. difficile.

Palabras clave: probiéticos, recubrimiento capa por capa, lactoferrina, pectinas

de bajo metoxilo, sobrevivencia.
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ABSTRACT

Probiotics are live microorganisms that when administered orally in adequate
amounts can control the growth of pathogens such as Clostridium difficile that
cause diarrhea after prolonged antibiotic treatments. An alternative for their
intake is the use food as a vehicle. However, their survival is compromised by
various stresses. In this study the molecular self-assembly is used to protect
Lactobacillus acidophilus LAC-361, proven to inhibite the growth of C. difficile
growth. To promote self-assembly, LAC-361 surface charge was used (- 9.7
mV) and lactoferrin (Lf + load) and low methoxyl pectins (PBM, load -) were
successively added. Five layers were self-assembled, for individually coating the
probiotic. The process was followed by measuring the zeta potential, each time
a layer was added. Coated bacteria was lyophilized. At the final loading was
determined by measuring the zeta potential, while morphology by scanning
electron microscopy. Afterwards, determinations included survival after
lyophilization, storage at -40 °C, as well as after in vitro simulated
gastrointestinal conditions. Survival was determined by plate counts, using
MRS-cys agar. Coating effect on adhesion of LAC-361 to intestinal mucins was
also tested; using an enzyme linked lectin assay (ELLA). Furthermore, the
probiotic coating effect on the antagonistic activity against C. difficile was
investigated, as well as the bacteria metabolic restoring ability by isothermal
calorimetry, and the LAC-361 growth lag phase was evaluated. The results
obtained were as follows, the charge after five coatings was +18.9 mV. Bacterial
groupings similar to those of uncoated bacteria were observed. Survival of
coated bacteria was significantly (P<0.05) higher than that of uncoated bacteria
in all tested stresses. The survival of the coated bacteria after lyophilization was
higher (71.6%, P<0.05) than the lyophilized uncoated bacteria (50.5%). After 90
days of storage at -40 °C, coated bacteria showed a survival of 70%, while in the
bacteria uncoated reached only 42%. After simulating gastrointestinal conditions
in vitro, a minor (P<0.05) decrease in viability of coated bacteria was recorded
(2.44 log CFU / g) than in uncoated bacteria (3.64 log CFU / g). Coating of L.
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acidophilus LAC-361 with PBM with Lf did not affect their ability to adhere to
colonic mucins, neither their antagonistic activity against C. difficile, also
metabolic recovery on both bacteria was similar (P>0.05). However, growth
curves showed that the lag phase of coated bacteria was 38% shorter (P<0.05)
than in uncoated bacteria. Based on the above results we concluded that
coating by self-assembly with five layers of the Lf and PBM combination,
protects bacteria from lyophilization, cold temperature storage and
gastrointestinal conditions simulated in vitro, without affecting neither their
probiotic ability to adhere to intestinal mucins, nor their antagonistic activity

against C. difficile.

Keywords: probiotics, coating layer by layer, lactoferrin, low methoxyl pectins,

survival.
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INTRODUCCION

Los probidticos son microorganismos vivos que al ser suministrados al humano,
en cantidad suficiente, producen un efecto benéfico a la salud. Entre estos
efectos se encuentra el inhibir el crecimiento de microorganismos patdgenos

gue causan diarreas, como Clostridium difficile.

Existe evidencia cientifica de que las preparaciones orales de algunas
especies de probidticos afectan el crecimiento de C. difficile y disminuyen la
duracion de las diarreas que provocan, las cuales se asocian a la disminucién
gue estos medicamentos provocan en las poblaciones de la microbiota intestinal
benéfica. Una marera de provenir estas diarreas seria el consumo de
probidticos usando alimentos o bebidas, como vehiculo. Sin embargo los
procesos y estreses a los que se somete el alimento durante su vida de anaquel
y durante su paso por el tracto gastrointestinal, podrian afectar la viabilidad de
los probidticos. Es por ello que se usan diferentes métodos de encapsulamiento
o recubrimiento con matrices grado alimenticio para protegerlos (Singh et al.,
2011). Una técnica de recubrimiento de reciente aplicacion en los alimentos es
el autoensamblado molecular, que consiste en proteger a un bioactivo, a través
de la formacion de varias capas de electrolitos de carga opuesta. Ello se logra
principalmente a través de la formacion de moldes autoensamblados a los que
después se les introduce el bioactivo que se busca proteger (Surawicz, 2003).
Sin embargo, esto hace mas costoso el encapsulamiento y no podria ser usado
para encapsular probiéticos porque los canales que se forman en la capsula no

retendrian al microorganismo (Surawicz, 2003).

En el caso de los probioticos el proceso pudiera simplificarse aprovechando que

su pared celular se encuentra cargada negativamente. Entre los electrolitos



potenciales a cubrir esta pared y a seguir formando capas se encuentran
algunas proteinas y carbohidratos como lactoferrina, quitosanos, alginatos,
pectinas de bajo metoxilo, etc. Excepto por el quitosano, estas moléculas no se
han usado para el autoensamblado, pero si, como matrices para
encapsulamiento (Singh et al., 2011). Aprovechando su carga, podrian
interaccionar con la pared celular. Ello permitira recubrir de manera individual a
las bacterias adicionandoles el nUmero de capas necesarias para protegerlas

de diferentes estreses y para retardar su liberacion en el tracto gastrointestinal.

Por todo lo anterior el objetivo general de este trabajo fue determinar el
efecto del autoensamblado de lactoferrina y pectinas de bajo metoxilo en la
sobrevivencia de L. acidophilus LAC-361 y en su efecto antagdnico contra C.
difficile.



CAPITULO |
ANTECEDENTES

1.1 Diarreas Asociadas al Uso de Antibiéticos

La mayoria de los casos de diarreas asociadas al uso de antibioticos (DAA) se
debe a las alteraciones que éstos producen en la microbiota intestinal. Estos
medicamentos, al no ser especificos, provocan una reduccién de las
poblaciones de bacterias benéficas, que permite la proliferacion de patégenos
oportunistas resistentes, que por lo general son los causantes de casos pocos
severos de DAA (Antunes et al., 2011; Beaugerie et al., 2004). Sin embargo,
cuando el microorganismo que prolifera es el Clostridium difficile (15 al 39 % de
los casos), la DAA se vuelve persistente, pudiendo derivar en diferentes grados

de colitis e incluso provocar la muerte (Moreira et al., 2006; Guarner, 2007).

Los tratamientos con antibiéticos de amplio espectro son los que pueden
producir DAA; el riesgo aumenta proporcionalmente al tiempo del tratamiento y
la diarrea puede ocurrir hasta 12 semanas después de la exposicion al
antibiotico (Bartlett, 2002; McFarland, 1999). Las poblaciones mas susceptibles
son los adultos mayores de 65 afios, los infantes y los pacientes

inmunocomprometidos (Bartlett, 2002).



La frecuencia de la DAA varia dependiendo del antibiético usado. Ocurre
entre el 2 al 20% de los pacientes que recibieron cefalosporinas de segunda y
tercera generacion, fluorquinolonas, macrolidos, clindamicinas o tetraciclinas;
en el 5 a 10% de los que recibieron ampicilina 'y en el 10 al 25 % a los que se
les traté con la combinacion co-amoxiclav que es una mezcla deamoxilina y
acido clavulanico (Bartlett, 2002; McFarland, 1999). Otros factores adicionales
gue aumentan el riesgo de la DAA son los largos periodos de hospitalizacion,
los tratamientos con inhibidores de la bomba de protones, el uso de tubos
nasogastricos, la hospitalizacion y la cirugia gastrointestinal previa (Beaugerie
et al., 2004).

Aunque las investigaciones recientes han fallado en identificar
antibioticos de alto riesgo, las cefalosporinas, B-lactamas clindamicina y mas
recientemente las quinolonas, han sido asociadas con la diarrea producida por
C. difficile (DACD) (Badger et al.,, 2012; Weiss et al., 2004; Thomas et al.,
2003). Ademas, la exposicion acumulativa de diferentes antibiéticos, aumenta el
riesgo (Bartlett et al., 2008; Stevens et al., 20011).

En Canadé se observé un aumento de la mortalidad por DACD del 1.5 %
de los casos registrados en 1997 a 6.9 % en 2004 (Bourgault et al., 2006). En
Estados Unidos de Norteamérica los rangos de mortalidad en 1999 fueron de
5.7 por millon de habitantes, aumentando a 23.7 para 2004 (Redelings et al.,
2007). En México, existe poca informacion sobre DACD. Camacho-Ortiz (2009)
reporta 5 casos por cada 1000 egresos entre 2003 y 2007. Por otro lado, a
partir de 2003, se ha observado a nivel mundial, un aumento considerable en
las DACD, asociado a la emergencia de la cepa hipervirulenta BI/NAP1/027.
Bajo condiciones in vitro, esta nueva cepa produce 20 veces mas toxinas, que

los ribotipos anteriores de C. difficile (Rupnik et al., 2009).

Debido a lo anterior, en los paises desarrollados han aumentado los
esfuerzos para prevenir la infeccion. Actualmente se promueve a), un aumento

de la higiene ambiental en los hospitales; b), la racionalizacion en la



administracion de antibiéticos y c), el aislamiento de los pacientes con diarrea
(Naaber et al., 2004; Enoch et al., 2011; EuiOhy et al., 2013).

1.2 Mecanismos de Accién de Clostridium difficile

C. difficile es un bacilo Gram positivo esporulado, anaerobio estricto que en
1978 fue asociado por primera vez a enfermedad en humanos (Freeman et al.,
2010; Sunenshine et al., 2006). Causa infeccion en el colon que se manifiesta

como un cuadro diarreico (Freeman et al., 2010).

Las cepas de C. difficile que producen diarreas, son portadoras de una
transferasa denominada toxina binaria, que esta formada por dos subunidades
denominadas toxinas A y B (Rodriguez-Pardo et al., 2013). Estas moléculas son
proteinas que se unen a receptores localizados en la superficie de los
colonocitos (Surawicz, 2003; Bouza et al., 2006; EuiOhy et al., 2013). La toxina
A es citotoxica y enterotoxica; sus efectos son muy similares a los de la toxina
que produce el célera. EI mecanismo patogénico de la toxina binaria aun no
esta del todo esclarecido, sin embargo, parece ser que interviene aumentando
la capacidad de adhesion de las células de C. difficile (Bouza et al., 2006).
Ademas, actla a nivel del citoesqueleto celular, provocando la pérdida de
liquidos, y por tanto, la diarrea (Carroll et al., 2011). La toxina B muestra mayor
citotoxicidad que la toxina A (Bouza et al., 2006). Las dos se codifican en un
locus de patogenicidad junto con los reguladores de su expresién (EuiOhy et al.,
2013).

Después de la union a los receptores de los colonocitos, las toxinas se
internalizan al citoplasma donde alteran al citoesqueleto, inactivando proteinas
de uniébn a GTP (guanosin trifosfato) (Rho, Rac y CD42) y produciendo la
muerte celular. La inactivacion de las proteinas se produce por la
monoglicosilacion de una treonina reactiva que establece un enlace coordinado

con un cation divalente, critico para la union de GTP (Voth y Ballard, 2005). La
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toxina A provoca su efecto a nivel intestinal, mientras que la B tiene un tropismo
celular mas amplio. La unién y la internalizacion de las toxinas conducen al
aumento de la permeabilidad de la barrera epitelial y, consecuentemente, la
diarrea (Ephraim et al., 2013). También produce hemorragias ocasionales y, en
algunos casos, coadyuvan a la necrosis celular del tubo digestivo (Bouza et al.,
2006).

1.3 Tratamientos Recomendados para Diarreas por C. difficile

1.3.1Tratamiento Estandar

El tratamiento estandar para controlar las DACD consiste en suspender el
antibiotico que se ha utilizado por tiempo prolongado (Leffler y Lamont, 2009).
Después de esto se recomienda la administracion de metronidazol o
vancomicina (Cohen et al., 2010). La guias de tratamiento en Estados Unidos
de Norteamérica indican 500 mg diarios de metronidazol durante 10 a 14 dias,
para diarreas de leves a moderadas y 125 mg cada 6 h durante 10 a 14 dias de
vancomicina, para diarreas severas (Cohen et al., 2010). En Europa se
administran100 mg de teicoplanina diarios como tratamiento adicional. Este
farmaco es un glicopéptido con actividad similar a la vancomicina. Como
complementos se usan 20 000 a 25 000 U de bacitracina cada 6 h de 7 a 10
dias y de 250 a 500 mg de &cido fusidico cada 8 h de 7 a 10 dias (Bauer et al.,
2009). Los tratamientos europeos no estan disponibles en América y en

cualquiera de los casos la administracion debe ser por via oral.



1.3.2 Necesidad de Terapias y Tratamientos Alternativo

La vancomicina y el metronidazol han sido el tratamiento de diarreas por C.
difficile (DACD) por mas de 25 afios. Sin embargo, su uso también afecta a la
salud intestinal por disminuir las poblaciones de la microbiota benéfica y porque
no tiene efecto sobre el C. difficile en estado esporulado (Wilcox et al., 1998).
Debido a lo anterior, se estima que del 20 al 25 % de los pacientes que
responden al tratamiento estandar inicial, presentan una recurrencia de diarrea
después de 2 semanas de que éste se termina (Barbut et al., 2000). Mas del 50
% de estas recaidas son provocadas por la misma cepa de C. difficile que
produjo la primera diarrea. Ello porque no pudo ser eliminada totalmente
durante el tratamiento, debido a la capacidad del patdégeno para formar esporas.
Al encontrar las condiciones adecuadas, las esporas germinan y el patdégeno
prolifera sin la resistencia natural de la MGI, debido a que ésta tarda hasta 3
meses en restablecerse (McFarland, 2005).

Las recaidas se tratan eficientemente con el mismo antibiotico usado para tratar
el primer episodio (Cohen et al., 2010). Sin embargo, se ha observado que el 24
% de los pacientes vuelve a enfermar y que en ellos, el riesgo de una tercera
recaida aumenta hasta el 65 %, sin que el cambio de tratamiento resulte
efectivo (McFarland, 2005).

A partir del afio 2003 ha crecido el interés por estudiar tratamientos
alternativos para la DACD, debido a la alta recurrencia y al aumento de la
mortalidad producida por esta enfermedad. Los esfuerzos se dirigen hacia a),
encontrar tratamientos que eliminen al patégeno esporulado; b), aumentar la
respuesta inmune del paciente hacia el patdgeno y sus toxinas y c), recuperar la
disbiosis 0 desbalance intestinal, restableciendo las poblaciones de bacterias

benéficas. Este Ultimo punto es de mayor interés para nuestro trabajo.



1.4 Uso de Probidéticos en Diarreas Asociadas a C. difficile

Los probi6ticos son microorganismos vivos que, cuando son administrados via
oral en cantidad suficiente, producen efectos benéficos a la salud de su
hospedero (FAO/WHO 2002). La cantidad o dosis suficiente varia entre géneros
y especies de microorganismos, oscilando entre 10° — 10** UFC/g (Vasiljevic y
Shah, 2008; Shanahan et al., 2007). Los probiéticos han sido aislados del
intestino humano y se administran oralmente en preparaciones médicas o se
incorporan a los alimentos. El fin principal es recuperar el balance microbiano y
la salud intestinal. Dependiendo de género y especie, también pueden usarse
para prevenir y tratar algunas enfermedades. Para humanos, los probidticos
mas utilizados son las bifidobacterias y los lactobacilos (FAO/WHO 2002).

El uso de probidticos para la prevencion y tratamiento de las DACD ha
cobrado gran interés a partir de la década pasada. Ello debido a que estas
bacterias poseen multiples mecanismos de acciéon que pueden afectar al C.
difficile. Por ejemplo, algunas especies de bifidobacterias y lactobacilos inhiben
el crecimiento de este patdgeno, produciendo antimicrobianos como las
bacteriocinas y los acidos grasos de cadena corta (McFarland, 2005). Otras
especies protegen el epitelio intestinal, induciendo un aumento en la secrecion
de mucinas del colon, que evitan la colonizacion por patégenos. Por otro lado,
para reducir la diarrea, los probiéticos estimulan la absorcion de agua via
canales de cloro. También modulan el sistema inmune de su hospedero,
disminuyendo la inflamacién o aumentando la expresion de inmunoglobulinas
dirigidas contra la toxina A de C. difficile (McFarland, 2009). Saccharomyces
boulardii previene la union de las toxinas A y B de C. difficile, al intestino
(Parkes et al., 2009).

Los probidticos han demostrado ser seguros para la mayoria de las
poblaciones que presentan diarreas por C. difficile y ademas, se ha probado

gue existe poca interaccion con los farmacos para su tratamiento (McFarland,



2009; Parkes et al.,, 2009). Sin embargo, existen reportes de bacteremias y
fungemias adquiridas por translocacion de los probidticos desde el tracto
gastrointestinal, hacia otras areas del organismo (Libby et al., 2009). Esto ha
ocurrido principalmente en pacientes severamente inmunocomprometidos como
enfermos de céncer o infectados con el virus HIV (Makarewicz, 2008; Gifforf y
Kirkland, 2006). En estas personas el riesgo de translocacion es alto, debido, en
el primer caso, a los efectos de la quimioterapia y en el segundo, a la
disminucién de las células CD4 (Libby et al., 2009). Por lo tanto, el uso de

probidticos en estas personas debera ser considerado con precaucion.

En pacientes con DACD, en los que no existen las enfermedades antes
mencionadas, el efecto del consumo de probidticos muestra varias ventajas
ante otros tratamientos. Estas incluyen los mecanismos de accién contra
patdgenos ya mencionados. Ademas, los probidticos pueden sobrevivir en el
organo diana y presentan una buena relacion en cuanto a riesgo-beneficio,
comparados con los efectos secundarios que pueden causar otros tratamientos.
Sin embargo, los efectos mas importantes que se consideran para usar
probioticos en las DACD son: su capacidad para modular al sistema inmune del
hospedero y la recuperacién de la eubiosis intestinal que inducen a través de su

consumo.

En general los probioticos ofrecen una estrategia prometedora para la
prevencion y tratamiento de las diarreas asociadas a C. difficile (McFarland et
al., 2009). En patrticular, las cepas de Lactobacillus sp parecen poseer actividad
potencial para prevenir las diarreas ocasionadas por este microrganismo
(Hickson,et al., 2011).



1.4.1 Actividad de Especies de Lactobacillus contra C. difficile

Como ya se menciond, los Lactobacilos se encuentran entre las especies de
probidticos mas usadas para consumo humano. El consumo de Lactobacillus
casei ha demostrado disminuir la incidencia de diarreas asociadas con el
empleo de ampicilina y eritromicina (Arrribas et al., 2008). Por otro lado, L.
reuteri inhibe el crecimiento de C. difficile debido a la sintesis de la bacteriocina
reutericiclina. Esta es un derivado del &acido tetramérico, que disipa
selectivamente la transmembrana de bacterias Gram positivas (Ganzle et al.,
2004; Hurdle et al., 2011). L. plantarum también presenta actividad antagonica
contra la cepa patogena de C. difficile, debido a la produccién de sustancias

antimicrobianas (Klarin et al., 2008).

Las sustancias antimicrobianas que producen los probioticos, han
mostrado un efecto significativo sobre bacterias Gram positivas y Gram
negativas. Para determinar el efecto de la combinacién metronidazol-probiético,
Waullt (2003), realizé un estudio con 21 pacientes a los que se suministré la
combinacion 3 veces al dia durante 10 dias. Doce pacientes recibieron
metronidazol y L. plantarum y a los 9 restantes, se les afiadi6é un placebo en vez
del lactobacilo. Los pacientes del grupo en el que se utilizé la cepa probibtica
presentaron la interrupcion de diarrea en 5 a 10 dias después de comenzar el
tratamiento. Ademas, no pudo detectarse en ellos la presencia de la toxina de
C. difficile entre los dias 11 a 13 del tratamiento. En cambio, en el grupo que
consumié el placebo la duracion de la diarrea fue mayor y hubo mayor
porcentaje de recurrencia. En resumen, la administracion enteral de esta
bacteria probiotica, pudo reducir la incidencia de desarrollar este tipo de

diarreas.

El consumo de L. rhamnosus GG inhibi6 el crecimiento de C. difficile de
manera dosis dependiente, mientras que el de L. plantarum 299v disminuyé

significativamente la incidencia de diarreas provocadas por este patégeno



(Ephraim et al., 2013; Wullt et al., 2003). Por otro lado, Hickson et al., (2011)
probaron que la mezcla de L. casel, L. bulgaricus y Streptococcus thermophilus,
redujo la duracion de diarreas asociadas a C. difficile. En un grupo de ancianos
se demostré6 que el consumo de L. acidophilus y Bifidobacterium bifidum
también lo hace. Ademas, en el 78 % de los individuos tratados con placebo se
detectaron las toxinas del patdgeno, mientras que soélo estuvieron presentes en

el 46% de los que consumieron la mezcla probiética (Plummer et al., 2010).

1.4.2 Lactobacillus acidophilus

L. acidophilus es una bacteria probidtica del genero Lactobacillus, la morfologia
tipica de estas bacterias benéficas cuando se encuentran en agar MRS,
presentan un aspecto circular y de color blanquecino, las bacterias presentan
negativo el ensayo de catalasa y positivo para la tincion Gram, en la cual se
observan bacilos o varillas que pueden estar dispuestos en cadenas cortas. L.
acidophilus se distingue de las otras bacterias del mismo género, por su
incapacidad de fermentar lactosa, manitol y sorbitol (Abo et al., 2012).

Entre los efectos benéficos de L. acidophilus, se encuentra la capacidad
que tiene para inhibir el crecimiento de C. difficile. Black et al. (1991)
observaron esta inhibicién, asi como la eliminacién de las recaidas clinicas
causadas por colitis pseudomembranosa inducida por el patégeno. Kaur et al.
(2011) mostraron que el recuentro de C. difficile se redujo significativamente en
murinos que recibieron L. acidophilus. La reduccion fue mas efectiva (P<0.05),
cuando ademas del probidtico se usd un tratamiento previo con antibiéticos
(lanzoprazol). Por otro lado, la administracion de L. acidophilus ayudo a reducir
la produccion de toxinas. La toxina A se detecto unicamente en el 33.3% y la

toxina B en el 50% de los animales.
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1.5 Viabilidad y Estabilidad de Probi6ticos en Alimentos

Existen dos maneras de consumir probibticos: a) directamente como
preparaciones medicas en forma de polvos o liquidos estabilizados, o b) usando
a los alimentos como vehiculos de estos microorganismos. Este ultimo punto es
el de nuestro interés. Los alimentos mas usados como acarreadores de
probidticos son los productos lacteos. Sin embargo, el surgimiento de evidencia
clinica sobre los beneficios que estas bacterias producen a la salud y la
demanda de poblaciones que no consumen lacteos, ha acelerado su
incorporacion en jugos, vegetales, cereales, chocolates, polvos para bebidas,

entre otras(Rivera-Espinoza y Gallardo-Navarro, 2010; Weinbreck et al., 2010).

La incorporacion de probidticos en nuevas matrices alimentarias y el
mantenerlos vivos durante su vida de anaquel, son retos importantes para la
industria. La viabilidad de los microorganismos puede perderse durante el
proceso de manufactura, el transporte o el almacenamiento del alimento
(Vesterlund et al., 2012). Algunos factores ambientales tales como temperatura,
oxigeno, humedad, pH y la presencia de otros cultivos (iniciadores o no),
también afectan a la sobrevivencia del probidtico. Esto constituye un
contratiempo, ya que para que ejerza su efecto, debe llegar vivo y en cantidad
suficiente, al colon (FAO/OMS, 2001). La estrategia industrial para compensar
la pérdida de viabilidad es afiadir una cantidad excesiva de probiéticos a los
alimentos. Sin embargo, esta practica disminuye la factibilidad econémica y
ademas puede afectar a las propiedades organolépticas del alimento (Makinen
et al., 2012; Grattepanche et al., 2008). Por tanto, es deseable otras alternativas

para mejorar la sobrevivencia de los probidticos.

Con respecto a los efectos benéficos de los probidticos, la dosis diaria se
mide en unidades formadoras de colonias (UFC), que representan a las células
viables. Existe controversia sobre la cantidad diaria recomendada ya que

depende de la especie. Generalmente se manejan dosis entre 10 ° y 10 ** UFC.
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Segun Crittenden (2009), los probidticos se incorporan a los alimentos en
concentraciones de 10 ’ a 10 ® UFC/g. En el caso de productos o alimentos
deshidratados, los probidticos se afiaden liofilizados, en concentraciones de
alrededor de 10 ™ UFC/g. Las preparaciones pueden ser relativamente
estables. Sin embargo, durante el almacenamiento la viabilidad decrece debido
a la baja actividad de agua, al dafio provocado por el oxigeno y a las
variaciones de la temperatura; el almacenamiento a temperatura ambiente
afecta de manera importante a la sobrevivencia de los microorganismos
(Vesterlund et al., 2012). Una alternativa para conservar la viabilidad de los
probidticos afadidos a los alimentos, es encapsularlos o inmovilizarlos en

matrices grado alimenticio (Anal y Sinfh, 2007).

El encapsulamiento debe disefiarse para que, ademas de proteger al
microorganismo, lo libere en condiciones controladas. Ademas, la capsula debe
conservar cierta permeabilidad, la cual dependerd del método de
encapsulamiento, la composicion de las capas, la fuerza ionica, el nimero de

capas, entre otros (Priya et al., 2011).

1.6 Encapsulamiento e Inmovilizacion

La inmovilizacion y el encapsulamiento consisten en el atrapamiento de células
en una matriz de grado alimenticio, generalmente reconocidas como seguras
(GRAS) (Vidhyalakshmi et al., 2009). En los ultimos afios los términos
inmovilizacion y encapsulamiento se utilizan en la mayoria de la literatura
publicada indistintamente siendo necesario definirlos (Perez-Leonard et al.,
2013; Vidhyalakshmi et al., 2009). El encapsulamiento es la tecnologia que
envuelve y cubre completamente a los probidticos con una matriz, sin que

exista exposicion superficial del microorganismo, al medio externo (Jiménez,
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2010). De esta manera las bacterias quedan contenidas en el centro de una
capsula (Kailasapathy, 2002; King, 1995).

La inmovilizacién consiste en atrapar los microorganismos dentro o a
través de una matriz, los cuales son cubiertos pero no necesariamente
envueltos por la matriz pudiendo existir exposicion superficial de los mismos
(De Vos et al., 2010). Esto se refiere a la captura de material dentro o a lo largo
de una matriz donde un pequefio porcentaje de material inmovilizado puede

estar expuesto en la superficie (King, 1995; Vidhyalakshmi et al., 2009).

Una tercera posibilidad de impartir proteccion al microorganismo es
utilizar el fendémeno de autoensamblado molecular para recubrir al

microorganismo individualmente (Priya et al., 2011).

1.7 Autoensamblado Molecular como Alternativa al Encapsulamiento

El autoensamblado molecular es un proceso que se usa para encapsulamiento
en la miniaturizacién de aparatos electronicos. Se basa en la formacion de
estructuras a través de interacciones locales no-covalentes. Estas, se
establecen entre los componentes, sin necesidad de direccion externa (Decher
et al., 1992). Posteriormente se ha utilizado para atrapar células y levaduras,
con el fin de realizar estudios bioquimicos (Kietzmann, et al., 2009).

Los recubrimientos obtenidos por este método forman paredes
resistentes y porosas, cuyo tamafio depende del nimero de capas que se
afiadan (Sagis et al., 2008). La técnica se conoce como autoensamblado ya que
la capsula se genera mediante la atraccién de polielectrolitos con cargas
opuestas (Decher et al., 1992). Los materiales para formar la capsula pueden
ser micromoléculas organicas, macromoléculas, biopolimeros o coloides
(Kietzmann, et al., 2009; Wang et al., 2008). Entre las aplicaciones biologicas

de este tipo de encapsulamiento se encuentran la liberacion controlada de
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medicamentos, compuestos del sabor y compuestos bioactivos (Wang et al.,
2008).

La fuerza mecénica y la permeabilidad de las cidpsulas puede controlarse
modificando el nimero de capas o cambiando las caracteristicas de los
materiales de encapsulamiento (Sagis et al., 2008). ElI pH del microambiente
sera fundamental para la integridad de las microcdpsulas (Déjugnat y
Sukhorukov, 2004; Kietzmann et al., 2009). Estos factores deben considerarse
para que una capsula que contenga probidticos, no se disgregue en el
estbmago sino en el intestino, para que pueda liberar al microorganismo en el
colon (Priya et al., 20011).

El recubrimiento por autoensamblado molecular, podria ser una técnica
eficiente para proteger a los probioticos afiadidos a los alimentos. Sobre todo a
aguellos que deben permanecer en condiciones de deshidratacion (Priya et al.,
2011). Las principales ventajas serian a) se requiere de poca energia; b) el
namero de capas es controlable (Priya et al., 2011); c) se puede aprovechar la
carga superficial de la pared celular de la bacteria para depositar una o varias
capas de electrolitos de carga opuesta. Esta Gltima ventaja permitiria generar
un recubrimiento individual, para cada bacteria (Annan, 2008; Poortinga et al.,
2002). Priya et al (2011) recubrieron L. acidophilus con una combinacién de
diversas capas de quitosano y carboximetil celulosa. Usaron una combinacién
de 3 y 7 capas y posteriormente sometieron los recubrimientos a varios
estreses. Encontraron que el recubrimiento con 3 capas no fue suficiente para
preservar la viabilidad del probiético, mientras que con 7 capas no permitia su
liberacién. Un comportamiento similar se observé en nuestro grupo de trabajo al
usar lactoferrina y proteinas de suero lacteo (Lopez Barretero, 2014). Por lo que
podria suponerse que un namero de capas intermedio entre 3 y 7, pudiera ser

mAas conveniente.
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1.7.1 Matrices Potenciales para el Recubrimiento de Probidticos por

Autoensamblado

La seleccion del material adecuado para recubrir a los probidticos es
fundamental para sus caracteristicas funcionales, su liberacion y sobrevivencia
(Pérez-Leonard et al., 2013). Las caracteristicas de un recubrimiento ideal son:
a) tener grado alimenticio b) impartir baja viscosidad a altas concentraciones; c)
baja higroscopicidad para facilitar su manipulacién y evitar la aglomeracion; d)
ejercer la maxima proteccion contra condiciones adversas como luz, pH,
oxigeno, humedad entre otros. Para el caso del autoensamblado, debe usarse

un electrolito (Priya et al., 2011; Pérez-Leonard et al., 2013).

1.7.2 Lactoferrina

La lactoferrina (Lf) es una glicoproteina multifuncional que une hierro.
Perteneciente a la familia de las transferrinas (Serrano, 2007; Adlerova et al.,
2008; Sherman et al., 2014). Es la principal proteina de suero de la leche de los
mamiferos, y también se encuentra presente en otras secreciones como saliva,
lagrimas, el moco de las vias respiratorias y los granulos secundarios de los
neutroéfilos (Sherman et al., 2014). La Lf es monomérica, de masa molecular 80
kDa. Contiene alrededor de 703 aminoacidos que se encuentran doblados en
dos l6bulos globulares. Estos l6bulos son los extremos carboxilo y amino
terminales, que se encuentra unidos por una a-hélice (Adlerova et al., 2008). La
Lf exhibe carga positiva conferida por la secuencia de aminoacidos basicos
presentes en el extremo amino terminal (Serrano, 2007). La Lf es GRAS, se
aisla a partir del suero de queso y se encuentra disponible comercialmente;
ademas presenta la caracteristicas de autoensamblarse (Tomita et al., 2009).

Debido a lo anterior, es un buen candidato para nuestro estudio.
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1.7.3 Pectinas de Bajo Metoxilo

Las pectinas son un grupo de polisacaridos localizados en la pared primaria y
lamina media de las células vegetales. Se encuentran en mayor medida en el
tejido parenquimatoso de frutas y verduras. Son heteropolisacaridos
constituidos por residuos de acido a-galacturénico parcialmente esterificados
con grupos metilos. Estos residuos pueden presentar cadenas laterales de
arabinosa, galactosa y ramnosa. Constituyen un 20-35% de los polimeros
componentes de la pared celular (Ridley et al., 2001). Existen dos tipos de
pectinas: pectinas de alto indice de metoxilo (HM), o de alto éster, y pectinas de

bajo indice de metoxilo (LM) o de bajo éster (Reginald, 1991).

Las pectinas de bajo metoxilo, muestran una esterificacion de los grupos
carboxilos menor al 50 %. Al estar cargadas negativamente, presentan una alta
reactividad con Ca, iones y sales divalentes. Su carga negativa también podria
aprovecharse para la formacién de capas por autoensamblado (Cannon, et al.,
2008).
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CAPITULO I

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis

Un recubrimiento de cinco capas de la combinacion pectinas de bajo metoxilo y
lactoferrina, adicionado por autoensamblado molecular, serd suficiente para
proteger al L. acidophilus LAC-361 de la liofilizacion y de las condiciones
gastricas simuladas, preservando ademas, su actividad antagénica contra C.
difficile.
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2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo General

Determinar el efecto del autoensamblado de lactoferrina y pectinas de bajo
metoxilo en la sobrevivencia de L. acidophilus LAC-361 y en su efecto

antagonico contra C. difficile.

2.2.2 Objetivos Particulares

a) Determinar el efecto antagénico in vitro de L. reuteri, L. rhamnosus GG, L.

plantarum y L. acidophilus, contra C. difficile.

b) Determinar el efecto de diferentes concentraciones de lactoferrina en el

crecimiento de los probidticos que muestren efecto antagonico.

¢) Recubrir a los probiéticos individualmente con 5 capas totales de lactoferrina

y pectinas de bajo metoxilo, utilizando la técnica de autoensamblado molecular.
d) Caracterizar las capsulas obtenidas por carga, topologia.

e) Caracterizar por carga y morfologia y evaluar la sobrevivencia de los
probiodticos recubiertos, después de someterlos a los siguientes estreses:
liofilizacién, almacenamiento a -40 °C y simulacion de las condiciones

gastrointestinales

f) Determinar el efecto del recubrimiento en la adhesion de L. acidophilus LAC-

361 a las mucinas del colon y en su actividad antagoénica contra C. difficile.

h) Probar mediante calorimetria isotérmica el restablecimiento de la actividad

metabdlica después de un estrés por manejo de temperatura.
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CAPITULO IlI.

MATERIALES Y METODOS

3.1 Esquema General de Trabajo

En la figura 1 se muestra el esquema general de trabajo. La primera etapa
consistié en seleccionar al lactobacilo con mayor actividad antagonica contra C.
difficile. Se prob6 la actividad de L. reuteri SD2112 (ATCC 55730),
L. rhamnosus GG (ATCC 53103), L. plantarum LP39 (ATCC 14913) y
L. acidophilus LAC-361. Una vez elegido el probiético, se evalué el efecto de la
presencia de lactoferrina en su crecimiento. Posteriormente se recubrid al
microorganismo mediante autoensamblado molecular usando lactoferrina y
pectinas de bajo metoxilo y se caracteriz6 el recubrimiento, determinando su
carga y morfologia, asi como la sobrevivencia a la liofilizacion, almacenamiento
a bajas temperaturas y a las condiciones gastrointestinales simuladas. Ademas
se ensayo el efecto del recubrimiento en la adhesion del probidtico a mucinas
intestinales y sobre su actividad antagénica. Se evalué la capacidad de
restablecimiento metabdlico de la bacteria midiendo la respuesta al estrés por
temperatura por calorimetria isotérmica. Finalmente evalu6 el efecto del

tratamiento en el inicio del crecimiento de L. acidophilus.
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Figura 1. Esquema general de trabajo
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3.2 Materiales

Los medios de cultivo se adquirieron en Difco (Difco Laboratories/Becton,
Dickinson and Company, MD, USA). Para el crecimiento de los lactobacilos se
usaron caldo y agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS, 1960) adicionado con 0.5 %
de cisteina (Cys). Para C. difficile se usaron caldo y agar clostridial reforzado.
La lactoferrina fue donada por Morinaga Milk Industry (Morinaga Milk Industry
Co., LTD., Kanagawa-Pref, Japon). El resto de los reactivos se obtuvo de
Sigma-Aldrich (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO USA), a menos que se

especifique otra cosa.

3.3 Bacterias y Condiciones de Cultivo

El estudio se llevé a cabo con 5 especies microbianas diferentes. Se
adquirieron 4 cepas de la coleccién ATCC (American Type Culture Collection):
Lactobacillus reuteri SD2112 (ATCC 55730), L. rhamnosus GG (ATCC 53103),
L. plantarum LP39 (ATCC 14913), Clostridium difficile (ATCC BAA-1875). L.
acidophilus LAC361 fue donada por Morinaga Milk (Morinaga Industry
Co.,Japdn). Los lactobacilos liofilizados se inocularon individualmente en 5 mL
de caldo MRS, conteniendo 0.5% de L-cisteina (MRS-cys). Se incubaron a 37
°C, en anaerobiosis, durante 24 h. Después de una nueva resiembra en viales
de crio-cultivo de 1.5 mL bajo las mismas condiciones de cultivo, se afiadi6 a
cada vial 20% de glicerol estéril y se almacenaron a -40 °C para Su uso

posterior.

La pastilla liofilizada de C. difficile se resuspendié en 5 mL de medio
clostridial con rezasurina al 0.025%. Se incub6 a 37 °C en condiciones de
anaerobiosis durante 48 h y se volvio a resembrar. Se revisaron las

caracteristicas morfolégicas de las colonias en placa y el patron de cambios
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caracteristicos en la coloracion del caldo clostridial, asi como observaciones
microscopicas, para descartar contaminacion del cultivo por otros
microorganismos. Posteriormente se almacend en viales de criocultivo de 1.5
mL afadiendo a cada vial 20% de glicerol estéril como crioprotector para

permanecer a -40 °C para su uso posterior.

3.4 Inhibicién In vitro por Difusion en Placa del Probidtico contra Clostridium

difficile

La capacidad de Lactobacillus reuteri SD 2112, L. rhamnosus GG, L. plantarum
LP39 y L. acidophilus, para inhibir el crecimiento de Clostridium difficile se
evaluo por la técnica difusion en placa de agar. Se hicieron 2 tipos de ensayos:
a) con suspensiones bacterianas de probiéticos y b) con los metabolitos de los
probiéticos, a partir de los sobrenadantes del cultivo bacteriano.

3.4.1 Efecto de las Suspensiones Bacterianas

Para probar las suspensiones bacterianas se usaron cajas Petri que contenian
agar infusion cerebro corazon (BHI). La cepa de C. difficile se cultivd en
anaerobiosis en medio clostridial con rezasurina durante 28 h a 37 °C (Weese
et al., 2004). Se tomo crecimiento bacteriano con un asa estéril y se ajusto su
contenido a 10° UFC/mL con un nefelémetro de McFarland. De esa suspension
se tomaron 2 mL para cubrir las cajas Petri conteniendo agar BHI.
Posteriormente las placas se dejaron secar a 37 °C en una campana de flujo

laminar.

En cada placa seca se hicieron 5 pozos de 9 mm de diametro con un
horadador. Cuatro pozos externos y uno central. En los pozos externos se

afiadieron 130 mL con alguna de las suspensiones de probidticos a ensayar. En
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el pozo central se coloc6 MRS-cys sin medio de cultivo, para usarlo como
control. Cada probidtico se cultivdo de manera individual en caldo MRS-cys a 37
°C, durante 18 h.

El efecto inhibitorio contra C. difficile se determin6 después de incubar las cajas
a 37 °C durante 48 h. Se tomo en cuenta el diametro de los halos de inhibicion
(Schoster et al., 2013). Se hicieron 2 observaciones por caja para cada
probidtico, en dos repeticiones independientes, teniéndose un total de 4

observaciones.

3.4.2 Efecto de los Metabolitos Bacterianos

Para los ensayos con los metabolitos de las bacterias se prepararon los
sobrenadantes de la siguiente manera: Las bacterias se cultivaron
individualmente a 37 °C en 10 mL de caldo MRS durante 18 h. Los cultivos se
centrifugaron a 3500 rpm, 20 min y 4 °C y se lavaron tres veces con solucion
salina amortiguadora de fosfatos (PBS) a las mismas condiciones de
centrifugacion. Posteriormente, las células se resuspendieron en PBS,
ajustando el contenido de bacterias a una densidad 6ptica de 0.220 a 600nm
(DOe0o). Un mililitro de esta suspension se inoculd en 9 mL de caldo MRS y se
incub6 a 37 °C durante 12 h, 24 h, 36 h, 48 h, 72 h o 6 dias. Al término del
periodo, los cultivos se centrifugaron a 3500 g, durante 10 min. El sobrenadante
obtenido se esterilizd por filtraciéon, usando membranas de 0.2 um (Schoster et
al., 2013). Con el fin de comprobar la ausencia de bacterias, se prepararon por
separado, in6culos de ambas alicuotas en agar soya tripticasa suplementado

con sangre de bovino al 5% (agar sangre).

Una vez estéril el sobrenadante se dividié en dos alicuotas, una de ellas
neutralizada a pH 7.0 con NaOH 5mM. Las dos alicuotas preparadas se

congelaron a -40 °C para su uso posterior (Schoster et al., 2013).
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Para el ensayo de inhibicion se aplicaron los sobrenadantes en los
pozos localizados en la periferia de las placas. El pozo de en medio sirvio de
control y contenia MRS estéril con pH ajustado, dependiendo de la alicuota
utilizada. Cuando se usaron alicuotas neutralizadas se utilizd6 caldo MRS con
pH de 6,8, cuando no, el pH del MRS se ajusté a 3,9 con HCI 5 mM. El didmetro
del halo de inhibicion se midié después de incubar durante 24 h a 37 °C.

3.5 Confirmacion de la Pureza de Lactoferrina

La confirmacion de la pureza de la lactoferrina usada en este estudio, se
determind por electroforesis en condiciones desnaturalizantes y reductoras
(SDS PAGE), en un gel de poliacrilamida al 10% de acuerdo a Laemmli (1970).
Se usoO una camara MightSmall (Pharmacia, Suecia) cargandose con 20 ug de
proteina por pozo. Para evaluar la masa de la proteina se utilizaron estandares
de masa molecular de amplio rango BioRad (Hercules CA, USA). Los geles se
corrieron a 80 volts en una fuente de poder BioRad Power Pac 3000 y
posteriormente se tifieron con azul de Coomassie y se deshidrataron en papel
celofan para su conservacion. Para el andlisis de masas de las proteinas se uso
un fotodocumentador Molecular imager Gel Doc XR+ y el software Image Lab
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) que analizé en base a las masas de los

estandares de masa molecular utilizados.

3.6 Efecto de la Lactoferrina en el Crecimiento de L. acidophilus

El efecto de la lactoferrina (Lf) en el crecimiento de L. acidophilus LAC 361 se
determind por la técnica de micro-dilucién en placa, usando concentraciones de
Lf desde 4 mg/mL hasta 0.4 uyg/mL. La inoculacion del microorganismo se llevo
a cabo en una campana de flujo laminar (Class I, Labconco, MI, USA). Se

colocaron 100 yL de caldo MRS-cys en los pocillos de placas de cultivo
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estériles tipo ELISA y se afadieron otros 100 yL de inéculo. Este ultimo se
prepar6 ajustando la concentracion del probidtico con Solucién salina
amortiguadora de fosfatos (PBS), pH 7.2 a una OD de 0.70 a 600 nm en una
concentracion aproximada de 1.5X10° UFC/ mL. La cinética de crecimiento se
determiné a 37°C, durante 24 h, en un espectrofotometro Anthos Zenyth 340st
(Alcobendas, Madrid). Se efectuaron lecturas de la muestra cada 30 min a 620
nm con agitacion constante cada 20 s para promover el crecimiento bacteriano.
Como controles se usaron caldo MRS-cys sin indculo y caldo MRS-cys con
inoculo, sin lactoferrina. El analisis se hizo por duplicado con 3 observaciones
por tratamiento en cada réplica. Para establecer diferencias en el crecimiento
de las bacterias se us6 el programa DMFit (Dynamic Modeling 3.0, USDA

Agricultural Research Service, USA).

3.7 Recubrimiento por Autoensamblado Molecular

Para realizar el autoensamblado se determiné primero la carga superficial del L.
acidophilus LAC 361 a fin de determinar cual seria el primer electrolito a
agregar. La bacteria se sembré e incub6 en caldo MRS-cys durante 24 ha 37 °
C. Para recuperar la biomasa se hizo una centrifugacién a 3000 rpm por 15 min
a 25 °C (IEC Clinical Centrifugue, USA), se descarté sobrenadante y se hicieron
3 lavados con solucion salina fisiologica estéril (NaCl 0.9%) en las mismas
condiciones. Posteriormente, la concentracion del probidtico se ajusté a una
densidad 6ptica de 0.300 a 600 nm (aproximadamente 1x10’ UFC) en solucién
salina fisiologica estéril y se midié su potencial Z. Se hicieron 100 corridas en
cada uno de 3 ensayos independientes, usando el equipo Zetasizer ZS90

(Malvern Instruments, U.K.).

Por separado, se prepararon soluciones individuales de Lf y pectinas de bajo
metoxilo en agua deionizada y PBS. Se ajustaron a diferentes pH (5.0, 5.5, 6.0,

6.5, 7.0) y concentraciones (0.5, 1.0, 1.5 y 2 mg/mL), para determinar su
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potencial Z. Las condiciones Optimas para el proceso de recubrimiento se
encontraron con soluciones de 2mg/ mL de Lf y de 1mg/ mL de pectinas de bajo

metoxilo; ambas en agua deionizada a pH de 7.0.

El recubrimiento del probi6tico se llevé a cabo siguiendo la metodologia
propuesta por Priya et al. (2011), con modificaciones. Para la disposicion de la
primera capa protectora sobre L. acidophilus LAC361, se hizo una mezcla 1:1
de la bacteria ajustada y la solucion de Lf; se dejé en agitacion suave (220 rpm)
durante 15 min a 37°C. Transcurrido este tiempo, se midié el potencial Z para
corroborar el autoensamblado de la Lf. Posteriormente, la mezcla se centrifugd
a 3000 rpm (Allegra 6R Beckman, USA) durante 15 min a 4 ° C, se descarto el
sobrenadante, se lavd una vez con agua deionizada y la biomasa se
resuspendid en este solvente. Se midi6 nuevamente el potencial Z para
asegurar que la capa de Lf continuara ensamblada. Para la segunda capa se
hizo nuevamente una mezcla a proporcion 1:1 con la biomasa resuspendida
usando en este caso la solucion de pectinas de bajo metoxilo. Se siguid el
mismo procedimiento que en la primera capa. La tercera, cuarta y quinta capas
se obtuvieron repitiendo el procedimiento descrito con anterioridad, alternando

Lf, PBM y Lf, respectivamente. La figura 2 resume el procedimiento.
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Lf = lactoferrina bovina Recubrimiento

PMB = Pectinas de bajo metoxilo
A (if) Centrifugar. Resuspender

-

N
, (i) Adsorcion de (iii) Adsorcion de
\ l Lf 2mg/ml " PBM 1mg/ml

 ———— _
N

]

\»
N

Centrifugar. repetir procedimiento hasta
obtener el numero de capas deseado.

Figura 2. Diagrama del Recubrimiento de L. acidophilus LAC361 por

autoensamblado molecular con lactoferrina y pectinas de bajo metoxilo

La solucion obtenida al final, que contenia al probiético recubierto, se
congeld en N3 liquido y se liofilizé a -50 °C (Virtis Benchtop Virtis Benchop 6.6
SP Industries, Gardinier, NY, USA) para almacenarla a -40°C hasta su andlisis.
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3.8 Caracterizacion Fisicoquimica

3.8.1 Determinacion de la Carga Superficial

Para conocer la estabilidad de las capas afadidas al probiotico se determiné la
carga superficial a los recubrimientos liofilizados y almacenados a -40 °C. Se
prepararon soluciones de 1 mg/mL de los recubrimientos y se determiné su

potencial zeta como se describié anteriormente.

3.8.2 Morfologia

La morfologia del probidtico recubierto se determind mediante microscopia
electronica en el Laboratorio de Microscopia de Alta Resolucion de la
Universidad Autdbnoma de Aguascalientes. Se us6 un microscopio de barrido
JEOL-JSM-5900LV (JEOL USA, Inc). Las muestras se deshidrataron y se
montaron en cilindros de aluminio sobre cintas de grafito y se recubrieron con
una capa de oro de 60 A de espesor. La morfologia superficial de las bacterias
se obtuvo utilizando alto vacio y un detector de electrones. Se usé un voltaje de

aceleracion de 10 KV, y una distancia de la lente al plano focal (WD) de 10 mm.

3.9 Efecto de la Liofilizaciéon en la Sobrevivencia del Probi6tico Recubierto

Para conocer el efecto de la liofilizacion en la viabilidad del probidtico recubierto
se uso la técnica de dilucién en placa. Se pesé 1 mg de bacterias recubiertas y
se sembrdé en agar MRS-cys. Los ensayos se hicieron por duplicado con dos
observaciones para cada dilucion. Las bacterias no recubiertas fueron utilizadas

como control.
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3.10 Efecto del Almacenamiento a Bajas Temperaturas en la Sobrevivencia del

Probioético Recubierto

Para conocer el efecto de las bajas temperaturas sobre los probioticos
recubiertos, se almacenaron a -40 °C durante 90 dias. Posteriormente se hizo
una cuenta por diluciébn en placa con agar MRS-cys, inoculando 1mg de
bacteria. Los ensayos se hicieron por duplicado con dos observaciones para
cada dilucion. El control utilizado fue la bacteria libre liofilizada almacenada a

las mismas condiciones.

3.11 Efecto de las Condiciones Gastrointestinales Simuladas In Vitro

Las condiciones gastrointestinales se simularon usando el sistema continuo de
Tobey (2001), con las modificaciones propuestas por Mendoza-Madrigal (2009).
El sistema se armd con 2 matraces que se mantuvieron a 37°C y con agitacion
(Figura 3). En el primer matraz se simulé el contenido géastrico y en el segundo
el contenido intestinal. Se usé un tapdén horadado para hacer la toma de
muestra. Ambos matraces se comunicaron por medio de una manguera
conectada a una bomba peristaltica que simulé el movimiento intestinal.
Previamente se hicieron analisis de cuenta en placa para asegurar que la
cantidad de microorganismos inoculada tanto del probiotico recubierto como de
su control fueran aproximadamente iguales (1x10" UFC/g). El experimento se
hizo por duplicado dentro de una campana de flujo laminar. Se usé la bacteria

libre liofilizada como control.

Las condiciones del fluido gastrico se simularon preparando 30 mL de NacCl al
0.5%, a la que se le afiadieron 3 g / L de pepsina de mucosa gastrica porcina, y

4 g / L de mucina gastrica. El pH se ajusto a 2.2 (Sartorius Professional Meter
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PP-20, Alemania) con HCIl. Como vehiculo acarreador del probiotico recubierto
se uso Vida Suero Oral (Glucosa 20.0 g, Cloruro de potasio 1.5 g, Cloruro de
sodio 3.5 g y Citrato trisédico dihidratado 2.9 g), Se afiadieron 10 mL del suero
preparado disolviendo un sobre de 27.9 g en 1000 mL de agua purificada (de
garrafén) El probiético recubierto (1x10” UFC/mL) se mezcl6 con el acarreador y
el fluido gastrico donde permanecié 90 min. Cada 30 min se obtuvo una
muestra para determinar la sobrevivencia del probidtico usando la técnica de

dilucion en placa como se ha descrito previamente.

pH2.2 pH 7.2
MUging Bilis
Repsma Mucina
: Allmgnto b Pancreatina
Microcapsulas ST
peristaltica
37°G
50rpm
Condiciones Condiciones
gastricas 90 min intestinales 150 min

Figura 3. Esquema de simulacibn de las condiciones gastrointestinales

humanas. Tomado de Lopez-Barretero (2014).
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Al término del tiempo de incubacion en condiciones gastricas la bomba
peristaltica trasladd el contenido, al frasco conteniendo la solucion intestinal
simulada. La solucion amortiguadora de fosfatos (30 mL) que se usO para
simular las condiciones del intestino delgado contenia pancreatina (1 g/L), sales
biliares (3 g/L) y mucina (4 g/L). el pH se ajustd a 7.2 con NaOH. El tiempo de
incubacion fue de 150 min a 37 °C y se tomaron lecturas cada 30 min. La
viabilidad celular se midié por dilucién en placa con dos observaciones para
cada dilucién. El estudio se hizo por duplicado, usando a las bacterias no

recubiertas como control.

3.12 Efecto del Recubrimiento en la Adhesion de L. acidophilus a Mucinas

Intestinales

Para determinar el efecto del recubrimiento en la adhesion de L. acidophilus a
las mucinas del colon de porcino y bovino, se hizo un ensayo in vitro similar a
ELISA denominado ELLA por sus siglas en inglés (Enzyme Linked Lectin
Assay). Se us6 biotina como reportero de las mucinas y el sistema avidina-

peroxidasa para revelar la interaccién. El principio se describe en la figura 4.

Para biotinilar a las mucinas se sigui6 el procedimiento descrito por Sarabia-
Sainz et al., 2009). Por cada miligramo de mucina liofilizada se agregaron 200
ML de PBS a pH 7.2 para hidratarla. Se disolvieron 0.08 mg de biotina en 100
ML de dimetil sulféxido contenidos en un frasco ambar, y se agrego la mucina
hidratada. La mezcla se incubé durante 2 h bajo agitacion suave, en la
oscuridad y a temperatura ambiente. Posteriormente la mezcla mucina-biotina
se dializ6 extensivamente a 4°C para eliminar los restos de biotina que no
reaccionaron. La mucina biotilinada se congel6 a -40 °C durante 24 h, luego se

liofilizo y se almacend a -40 °C hasta su uso. Primero se establecid la
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sensibilidad de la prueba y posteriormente se hicieron los ensayos de
interaccién, comparando las caracteristicas de adhesién de la bacteria libre

liofilizada y la recubierta.

Peroxidasa

Extravidina

Figura 4. Esquema de la adhesién de L. acidophilus a mucinas intestinales
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Para conocer las concentraciones adecuadas de mucina y bacteria a utilizar
se llevd a cabo un analisis de interaccidon con cultivos frescos de L. acidophilus
LAC 361 y mucinas del colon de porcino y bovino. Se usaron diferentes
concentraciones de mucinas biotiniladas (5, 10 y 20 ug/puL) y de bacteria
(2X10°, 2X10" y 2X10® UFC/mL) en PBS. Las concentraciones de bacteria se
ajustaron en un espectrofotbmetro a una absorbancia de a 0.5, medida a 660
nm . Se utilizaron cajas de ELISA de 96 pozos inmovilizando 100 pL por pozo
de la bacteria ajustada. La inmovilizacién se llevo a cabo con glutaraldehido al
0.01%. Posteriormente se hicieron 3 lavados de 5 min con PBS con 0.1% de
Tween-20 (TPBS). Se bloquearon las interacciones no especificas con 200 pl
de albumina sérica bovina (BSA) al 1.5 % en PBS por pozo, incubando durante

18 h. Nuevamente se hicieron 3 lavados con TPBS.

Después de lavar se afiadieron las mucinas biotiniladas y se dejo
interaccionar por 2 h a 25 °C. Nuevamente se hicieron 3 lavados de 5 min con
TPBS. Posteriormente se incubé (40 min, 25 °C) con avidina-peroxidasa
(1:1000 en PBS), se lavdo nuevamente y se revel6 la interacciébn con
ortofenilendiamina (OPD), leyendo la absorbancia a 450 nm en un lector
Microplate reader 680 (BioRad, CA, USA). Los andlisis se hicieron por
duplicado con 24 observaciones por réplica. Se usé albumina porcina biotinilada

como control negativo.

Una vez determinadas las concentraciones optimas de mucina y bacteria
para realizar el ensayo ELLA, se procedi6 a comparar de la interaccion de L.
acidophilus LAC 361 (cultivo fresco y cultivos obtenidos a partir de los
probidticos liofilizados, tanto los recubiertos como los no recubiertos), con las
mucinas del colon bovino y porcino. El ensayo de interaccion se llevo a cabo
como ya se describio, utilizando las concentraciones mas adecuadas de mucina
(20 pg/mL) y de bacteria (2X10® UFC). Se ley6 absorbancia a 450 nm en un
lector de microplacas ELISA 680 (BioRad, CA, USA). Los analisis se hicieron
por duplicado con 24 observaciones por réplica.
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3.13 Efecto del Recubrimiento en la Capacidad Antagonica de L. acidophilus

LAC 361 Recubierto contra C. difficile

El efecto del recubrimiento en la actividad antagonica del probiotico contra C.
difficile se determiné usando un ensayo de inhibicién, usando el sobrenadante
del cultivo de L. acidophilus LAC 361, como se describio en la seccién 3.4.2.

3.14 Recuperacion Metabolica del Probiético Recubierto Sometido a Altas y

Bajas Temperaturas

La calorimetria isotérmica se realizO con un modelo de CSC 4100 DSC
(Calorimetry Science Corporation, Spanish Fork, Utah). El equipo cuenta con
cuatro celdas herméticas hastealloy de 1cm?®, la sensibilidad es de + 1 mW vy
una capacidad de analisis desde -30 hasta 130°C. Se realizaron dos estudios
por separado, el primero para ver el efecto del estrés por frio y el segundo el del
efecto del estrés por calor. Ya que el vehiculo escogido para los probiéticos en
este estudio fue vida suero oral, primero se determiné la linea base para estos
electrolitos, sometiendo una muestra de vida suero oral a los distintos
tratamientos de estrés por temperatura, mismos a los que fueron sometidas las

bacterias en el estudio.

Se trabajé con bacterias liofilizadas no recubiertas y recubiertas, que
estuvieron almacenadas durante 2 meses a -40 °C. Para iniciar los ensayos,
primero se reactivaron las bacterias sembrandolas en caldo MRS-cys, e
incubandolas durante 24 h a 37 °C. Se inocularon aproximadamente 1x10°
UFC/mL en vida suero oral, ajustando la biomasa a una absorbancia de 0.3 a

una DOgoonm. Para hacer los ensayos en el equipo, se dejé una celda vacia y las
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3 restantes se llenaron con 700 pL de la solucion inoculada con el probiotico. El
procedimiento de ajuste se realizd cada vez que se ensay0 una temperatura de

estrés distinta.

El efecto de la disminucion de la temperatura en la recuperacion metabdlica
del probiotico se ensayo iniciando con la solucién inoculada, mantenida en un
inicio a 37 °C, para después disminuir y mantener durante 90 min, a diferentes
temperaturas (17, 7 y 4 °C) en experimentos por duplicado e independientes.
Después de los 90 min y para cada caso, se restablecio la temperatura a 37 °C.
Durante este tiempo el aparato registré el calor generado por las bacterias para
posteriormente determinar la recuperaciéon metabdlica del probidtico, después
de que el estrés (diminucién a diferentes temperaturas), fue aplicado. Un
segundo set de experimentos se llevd a cabo de manera similar pero utilizando

altas temperaturas (47, 57 y 67 °C).

Para cada temperatura, la recuperacion metabdlica se obtuvo a partir de los
valores de calor generado entre los minutos 40 y 71, tiempo en el que los datos
fueron mas homogéneos. Para cada temperatura ensayada se obtuvo la media
del calor registrado durante el minuto 40 al minuto 71. Para normalizarlos, se
convirtieron en porcentaje con respecto a la generacion de calor obtenida a 37

°C, la cual se tomé como el 100 %.
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3.15 Efecto del Recubrimiento en la Fase de Retardo del Crecimiento de L.

acidophilus

El efecto del recubrimiento en el inicio del crecimiento de L. acidophilus LAC
361 se determind por la técnica de micro-dilucion en placa descrita en la
seccion 3.6. El experimento se hizo con cultivos frescos provenientes de los
stocks de bacteria congelados con glicerol y con las bacterias no recubiertas y
recubiertas que fueron liofilizadas al inicio del estudio y que permanecieron
almacenadas durante 60 dias a — 40 ° C. Se usaron inéculos de 1y 1.2 mg de
bacteria. En condiciones de esterilidad, se colocaron 200 uL de caldo MRS-cys
en los pocillos de placas de cultivo estériles tipo ELISA, con sus respectivos
indculos La cinética de crecimiento se determiné a 37°C, durante 48 h, en un
espectrofotometro Anthos Zenyth 340st (Alcobendas, Madrid). Se efectuaron
lecturas de la muestra cada 30 min a 620 nm con agitacién cada 20 s, para
promover el crecimiento bacteriano. Como control se utilizé caldo MRS-cys sin
in6culo. El analisis se hizo por duplicado con 16 observaciones por tratamiento
en cada réplica. Para establecer diferencias en el crecimiento de las bacterias
se uso el programa DMFit (Dynamic Modeling 3.0, USDA Agricultural Research
Service, USA).

3.16 Andlisis Estadistico

Los datos obtenidos en los ensayos de la inhibicion por difusion en placa del
probiético contra C. difficile, el efecto de la concentracion de lactoferrina en el
crecimiento de L. acidophilus, el efecto de la liofilizacion en la sobrevivencia del
probiotico recubierto, el efecto de las condiciones gastrointestinales simuladas
in vitro, en la capacidad de adhesién de L. acidophilus a mucinas intestinales y
el efecto del recubrimiento en la actividad antagonica de L. acidophilus

recubierto contra C. difficile, fueron analizados mediante un analisis de varianza
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(ANOVA) de una via. Cuando hubo efecto significativo, las comparaciones de

medias se realizaron por la prueba de Tukey-Kramer.

Los datos de la evaluacion de los cambios de temperatura sobre la
recuperacion del probiético, fueron ajustados a un disefio completamente al
azar con arreglo factorial 6 x 2 (6 temperaturas y dos estados del probidtico,
libre o recubierto). El modelo estadistico incluy6 el efecto fijo de la temperatura,
el estado del probiético y su interaccion.

Para analizar el efecto del tratamiento en el inicio del crecimiento de L.
acidophilus se realiz6 mediante la prueba de Kruskal-Wallis (por no ajustarse a
la normalidad), los tratamientos que presentaron diferencias significativas se

compararon mediante la prueba de Z de Kruskal-Wallis.

Todas las significancias estadisticas fueron establecidas a un nivel de
P<0.05. Todos los analisis estadisticos se realizaron en el paquete estadistico
NCSS version 2007.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Inhibicion In Vitro de Diferentes Lactobacillus contra C. difficile

Para determinar cuél especie de Lactobacillus afectaba el crecimiento de C.
difficile de manera mas efectiva, se hicieron ensayos de inhibicidbn usando
suspensiones bacterianas o sus sobrenadantes. Los probidticos ensayados
fueron L. plantarum LP39 (ATCC 14913), L reuteri SD2112 (ATCC 55730), L
rhamnosus GG (ATCC 53103) y L. acidophilus LAC361. No se observaron
halos de inhibicion cuando se aplicaron las diferentes suspensiones de
probidticos a los pozos (datos no mostrados). En cambio, los sobrenadantes del
cultivo de L. reuteri y L. acidophilus LAC361, produjeron halos de inhibicion,
cuyo diametro dependié del tiempo de incubacion de la bacteria. En las figuras
5A y 5B se muestra el efecto del sobrenadante del cultivo de L. acidophilus
LAC361. Se decidié continuar el estudio con este microorganismo, a solicitud

expresa de la compafiia que lo dond.

Se llevaron a cabo estudios con el sobrenadante tal y como se obtuvo del
cultivo o neutralizando su pH con NaOH (figuras 5A y B, respectivamente). Ello
con el fin de determinar si el efecto inhibitorio del probiético se debia
Gnicamente a la disminucién del pH por la produccion de acido lactico o si habia
otras moléculas involucradas. Unicamente se observaron halos de inhibicion en
presencia del sobrenadante sin neutralizar, lo que es un indicio de que la
inhibicion se debid a la produccion de acidos por parte del probiético (Schoster
et al., 2013).
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Figura 5. Actividad antagdnica de L. acidophilus LAC-361 contra C. difficile (A),

sobrenadantes sin neutralizar.(B), sobrenadantes neutralizados

La figura 6 muestra los didmetros de los halos de inhibicién con respecto al
tiempo de incubacién en el que se obtuvo el sobrenadante. So6lo se aprecio
inhibicién contra C. difficile en los cultivos sin neutralizar. Ademas, en éstos
ultimos se presentaron diferencias debido al tiempo de incubacion (P< 0.05). Se
observé un halo mayor (P<0.05) en el sobrenadante obtenido a las 48 h de
incubacion, el cual fue diferente al observado a las 12 y 24 h, pero fue similar a
los observados a las 36 y 72 h de incubacion (P>0.05). Lo anterior pudo
deberse a que a las 48 h de incubacion se presenta la mayor produccion de
acido lactico (Adamberg, 2003).
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Figura 6. Antagonismo de los metabolitos de la fermentacion de L. acidophilus
LAC-361 contra C. difficile. ®° Medias con diferente literal, indican diferencias
(P<0.05).
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4.2 Confirmacioén de la Pureza de Lactoferrina

La figura 7 muestra la electroforesis en condiciones desnaturalizantes y
reductoras del gel de poliacrilamida al 10% donde se cargo la lactoferrina usada
en este estudio. En el carril 1 se aplicaron los estandares de masa molecular.
En el carril 2 Lf bovina de Sigma, con pureza del 98 % y en el 3 la Lf usada en
el estudio. En ambos casos se observdé una banda mayoritaria de 79.8 £ 0.6
kDa cuya masa corresponde a la de la lactoferrina (Garcia-Montoya et al.,
2012). Debido a lo anterior se concluye que el grado de pureza de la proteina

usada para el estudio fue aceptable.

kDa

116 .
97

66

45

31

Figura 7. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes y reductoras para
confirmar la pureza de lactoferrina bovina usada en el estudio. Carril 1,
estdndares de masa molecular; Carril 2 lactoferrina bovina al 98% (Sigma

Aldrich); carril 3 lactoferrina bovina donada para el estudio.
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4.3 Efecto de la Lactoferrina en el Crecimiento de L. acidophilus

La figura 8 es un concentrado de las curvas de crecimiento de L. acidophilus
LAC361 en presencia de diferentes concentraciones de lactoferrina. Se observo
crecimiento a todas las concentraciones de Lf ensayadas. Sin embargo, hubo
un retardo en el crecimiento del probidtico expuesto a las concentraciones de 1

y 4 mg/mL (figura 9).
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Figura 8. Curvas de crecimientos de L. acidophilus LAC-361 en caldo

MRS+Cys en presencia de diferentes concentraciones de lactoferrina.

De acuerdo al analisis del programa DMFit, en estas concentraciones el tiempo
en que los microorganismos permanecieron en la fase Lag en presencia de 4
mg/mL de lactoferrina fue (50) % mas largo que la fase Lag del control, y del
resto de las concentraciones ensayadas, mientras que en presencia de 2
mg/mL fue de 30% (figura 9). Este efecto bacteriostatico también fue observado

por Kim et al. (2004) a las mismas concentraciones, al usar otras cepas de L.
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acidophilus y se debe a la capacidad de secuestrar Fe que tiene la molécula de
lactoferrina (Garcia-Montoya et al., 2012). Sin embargo, debido a que el efecto
fue bajo, se puede inferir que la presencia de Lf como matriz de recubrimiento

no afectaria significativamente al desarrollo de la bacteria.
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Figura 9. Efecto de la concentracion de lactoferrina bovina en la fase de retardo
(Lag) de crecimientos de L. acidophilus en caldo MRS-cys. ®° Medias con

diferente literal, indican diferencias respectivamente (P<0.05).
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4.4 Recubrimiento por Autoensamblado

Para demostrar el autoensamblado de un electrolito sobre una superficie, se
determina el cambio de la carga superficial a través de la cuantificacion del
potencial zeta (). Este mide el potencial eléctrico de la interface entre la
solucion que rodea a la particula, en este caso la bacteria, y la capa adherida a

la misma (Klodzinska et al., 2010).

El potencial zeta de L. acidophilus LAC361 fue de -9.7 mV (figura 10). La carga
superficial de las bacterias se origina a partir de la ionizacion de los grupos
amino, carboxilo y fosfato, presentes en las moléculas de la pared celular y de
los iones que absorbe la bacteria a partir del ambiente acuoso que la rodea
(Poortinga et al., (2002). Las proteinas, los fosfolipidos, el acido teicoico y el
teicurdnico, son las principales moléculas que influyen en la carga de las
bacterias Gram positivas. Esta carga es negativa y varia entre géneros y
especies, dependiendo de la complejidad de su pared celular (van der Wal et
al., 1997). Otro factor que influye en la carga de la bacteria es la composicién y

pH del medio en que se encuentra (Schar-Zammaretti et al., 2005).

Los potenciales zeta para la lactoferrina y las pectinas de bajo metoxilo a las
condiciones de este estudio, fueron de +40.8 y -37.4, respectivamente. La
primera capa que se afiadio a la bacteria fue de lactoferrina, y se observo un
cambio desde -9.7 hasta +3.0 mV (figura 10) al recubrirse. Este cambio en la
carga superficial de la bacteria es un indicio de que parte de la Lf afiadida
permanecio interaccionando, aun después de los lavados correspondientes. En
segundo lugar se afiadié una capa de PBM y el autoensamblado se probé con
el cambio de carga hasta - 45.1 mV; la siguiente capa fue de Lf cambiando
nuevamente la carga (+19.5 mV). La adicion posterior de la capa de PBM
produjo un nuevo cambio hacia -43.9 mV y después de afnadir la ultima capa

(nuevamente Lf) se obtuvo una carga positiva de + 18.9mV.
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Figura 10. Cambios en el potencial zeta en L. acidophilus LAC361 al recubrirlo
con 5 capas de la combinacion lactoferrina-pectinas de bajo metoxilo. Media +

error estandar de 3 repeticiones con 3 observaciones por réplica

4.5 Caracterizacion de los Recubrimientos

4.5.1 Determinacion de la Carga Después de la Liofilizacion

Para determinar la estabilidad de la carga de los probibticos recubiertos,
después de que se liofilizaron y reconstituyeron, se volvid a medir el potencial
zeta. La figura 11 muestra que éste permanecié en el mismo valor que se
obtuvo al afadirle la Ultima capa de Lf (figura 10), es decir, una carga positiva
de 18.9 mV.
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Figura 11. Distribucion de la carga superficial del L. acidophilus LAC 361

recubierto después de la liofilizacion.

4.5.2 Morfologia

Para conocer la morfologia de los recubrimientos bacterianos liofilizados se
tomaron micrografias en microscopio electronico de barrido (figuras 12 Ay B) y
se compararon con su control, las bacterias no recubiertas (figuras 12 C y D).
En ambos casos se observaron agregados de bacterias cuya morfologia es
caracteristicas para los lactobacilos liofilizados (Burgain et al., 2013). En el caso
de los probiéticos recubiertos se observaron algunos corpusculos que pudieran
ser agregados de los electrolitos. Por otro lado, en algunas secciones se
observan partes continuas que pudieran estar relacionadas con el recubrimiento

de la bacteria.
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Figura 12. Micrografias de L. acidophilus recubierto por autoensamblado
molecular de lactoferrina y pectinas de bajo metoxilo. A y B, bacterias

recubiertas; C y D bacterias no recubiertas.

4.6 Efecto de la liofilizacién en la sobrevivencia del probiético recubierto

La viabilidad de las bacterias puede verse afectada a actividades de agua
elevadas, ya que existe gran cantidad de agua libre disponible para que se
lleven a cabo reacciones deteriorativas (Badui, 2006; Perdana et al., 2012). Es
por ello que para preservar y almacenar a las bacterias de uso industrial se las
deshidrata mediante el proceso de liofilizacién. Esta técnica de sublimacion en
condiciones de vacio, previene ademas, el efecto de las altas temperaturas
(Carvahlo et al., 2004). Sin embargo, la liofilizacion produce un estrés oxidativo
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que puede afectar al estado fisiologico de las células y por tanto, su
sobrevivencia (Morgan et al., 2006; Beal et al., 2001; Panoff et al., 2000).

Para comparar la resistencia a la liofilizacion se sometieron a este proceso la
misma cantidad de bacterias no recubiertas y recubiertas iniciando con 8.3 Log
UFC/g, Después de liofilizar las cuentas en el probidtico recubierto fueron de
5.73 Log UFC/g, mientras que en el probiotico libre liofilizado fueron casi 2 log
menor (P<0.05) (Figura 13). Lo anterior es un indicio de que el recubrimiento
con lactoferrina y pectinas de bajo metoxilo pudiera estar proporcionando una
proteccion contra dafios y lesiones a la membrana celular de las bacterias y

frente al desequilibrio osmético (Morgan et al., 2006).
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Figura 13. Sobrevivencia a la liofilizacién. @° Medias con diferente literal,

indican diferencias (P<0.05).
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4.7 Efecto del Almacenamiento a Bajas Temperaturas en la Sobrevivencia del
Probiético Recubierto

La viabilidad de los probiéticos durante el almacenamiento es inversamente
proporcional a la temperatura (Gardiner et al., 2000). Los alimentos que
contienen probidticos deben almacenarse preferentemente a temperaturas
entre 4 y 5 ° C (Mortazavin et al., 2007). Sin embargo, cuando requieren
conservarse por largos periodos, la temperaturas de almacenamiento debe ser
menor o igual a -18°C (Bruno y Shah, 2003).

Los principales factores que afectan a la sobrevivencia de los probiéticos
almacenados a bajas temperaturas son la velocidad de congelacién y de
descongelacién (Fowler y Toner, 2005). Se requiere de una congelacion rapida
y de una descongelacién gradual, para que los cristales de hielo formados no
dafien a la pared celular de la bacteria (Mohammadi et al., 2011). Sin embargo,
en el caso de este estudio, también puede ocurrir dafio por estrés oxidativo,
durante el almacenamiento, ya que las bacterias fueron liofilizadas (Morgan et
al., 2006).

Para determinar el efecto del almacenamiento prolongado a bajas
temperaturas en la sobrevivencia, las bacterias recubiertas se mantuvieron a -
40 °C durante 90 dias. Al término del experimento se observé una menor
disminucién en la sobrevivencia de las bacterias recubiertas respecto a las

bacterias no recubiertas (Tabla 1).

Inmediatamente después de liofilizar las bacterias recubiertas
presentaron una sobrevivencia del 71%, mientras que en las no recubiertas fue
del 52%. A los 90 dias de almacenamiento a -40 °C las bacterias recubiertas
presentaron una sobrevivencia del 70% vy las no recubiertas 42%. Estos

resultados son una evidencia de que el recubrimiento protegio al probiético del
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estrés por frio, ya que practicamente no hubo diferencia en la sobrevivencia al

principio y al final del experimento.

Tabla 1. Porcentaje de sobrevivencia de L. acidophilus LAC361 almacenado a -
40 °C (Media + Error Estandar) ®° Medias con diferente literal, indican
diferencias (P<0.05).

L. acidophilus Sobrevivencia (%)
HAC 361 0 Dias 90 Dias

Recubierto 71+1° 70+2°

No recubierto 52+1° 42+1°

4 .8 Efecto de las Condiciones Gastrointestinales Simuladas In Vitro.

Para determinar el posible efecto protector del recubrimiento ante los estreses
del tracto gastrointestinal, se determind la sobrevivencia del probidtico al
simular las condiciones del estomago y del intestino in vitro. La figura 14 nos
muestra los resultados obtenidos. Después de permanecer 90 minutos en
condiciones gastricas la sobrevivencia de las bacterias recubiertas disminuyé
0.47 UFC/g, mientras que en las no recubiertas disminuy6 2.28 Log UFC/g. Lo
anterior nos indica que el recubrimiento ejercidé alguna proteccion contra el

acido estomacal y la pepsina.

Al simular las condiciones intestinales en presencia de enzimas y sales
biliares, la sobrevivencia del probiético recubierto y su control, continuaron

disminuyendo, observandose una diferencia (P<0.05) entre ambos casos. La

50



disminucién total en la viabilidad de las bacterias recubiertas fue de 2.44 Log
UFC/g contra 3.6 Log UFC/g de las bacterias no recubiertas. Lo anterior es un
indicio de que el recubrimiento protegié al probidtico de las enzimas
pancreaticas y de la accion de las sales biliares. No obstante, las cuentas
bacterianas fueron menores a las recomendadas (>1x10°), para generar un
efecto pro-salud al consumidor. Debido a lo anterior, es recomendable afadir
una mayor cantidad de bacterias al alimento para garantizar que llegue una

cantidad suficiente al intestino grueso.

—3— | acidophilus LAC 361
recubierto

—&— | acidophilus LAC 361
no recubierto

Sobrevivencia (Log UFC/g)

Estétmago Intestino
2 1 1 1 1 1 1

1 1
0 30 60 a0 30 60 a0 120 150

Tiempo (min)

Figura 14. Efecto del recubrimiento en la sobrevivencia de L. acidophilus LAC-
361 en condiciones gastrointestinales simuladas. Linea con diferente literal,

indican diferencias (P<0.05)
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4.9 Efecto del Recubrimiento en la Adhesién de L. acidophilus a Mucinas

Intestinales.

No se encontraron diferencias significativas (P<0.05) en la interaccién de los
diferentes cultivos de L. acidophilus LAC 361 (figura 15). Tanto las bacterias
recubiertas como las no recubiertas, fueron capaces de reconocer y unirse a las
mucinas del colon de bovino y porcino, indicando que el recubrimiento no afecta

a la capacidad de adhesion de los microorganismos.

La importancia de lo anterior radica en que el efecto benéfico de los
probiéticos esté relacionado con la habilidad que presenten para adherirse a la
mucosa presente en la pared intestinal, ya que es un pre-requisito para
colonizar el tracto intestinal (Kos et al., 2003). Los glicanos presentes en las
mucinas que forman la mucosa intestinal, funcionan como receptores tanto para
probiéticos, como para bacterias patdgenas, generandose de esa manera la

competencia por los sitios de adhesion (Moncada et al., 2003).
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Figura 15. Efecto del recubrimiento en la adherencia de L. acidophilus LAC-361

a mucinas

a

intestinales. Medias con la misma literal son similares

estadisticamente (P>0.05)

4.10 Efecto del Recubrimiento en la Capacidad Antagénica de L. acidophilus

Recubierto contra C. difficile

Las bacterias recubiertas fueron capaces de impedir el crecimiento de C.

difficile de manera semejante a los cultivos bacterianos frescos, por lo que el

recubrimiento utilizado no afecto la capacidad de estas para inhibir al patégeno

(figura 16). Las placas mostraron que hubo actividad antagdnica como lo

indican los halos de inhibicion; el analisis estadistico mostré que no hubo

diferencias significativas (P<0.05) entre el cultivo fresco y las bacterias

recubiertas, a las 48 hrs de incubacién, que es el tiempo en donde se presenta

la mayor produccion de acido lactico (Adamberg, 2003).
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Figura 16.. Halos de inhibicion de L. acidophilus contra C. difficile. Efecto del
recubrimiento en la actividad antagonica contra C. difficile. ®° Medias con

diferente literal, indican diferencias respectivamente (P<0.05).
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4.11 Recuperacion Metabolica del Probiotico Recubierto Sometido a Altas y

Bajas Temperaturas

El propésito de este ensayo fue conocer el efecto del recubrimiento en el
restablecimiento de la capacidad metabolica de los probidticos después de
someter a las bacterias a 6 temperaturas diferentes (4, 7, 17, 47, 57 y 67 °C).
La recuperacion metabolica se determind mediante la generacion de calor de
las bacterias. Se inici6 con la solucién inoculada a 37 °C, para después
mantener cada una de las temperaturas ensayadas durante 90 min y

nuevamente alcanzar los 37 ° C.

No hubo diferencias significativas (P>0.05) entre las bacterias con
recubrimiento y las no recubiertas, ni entre las diferentes temperaturas
utilizadas (Figura 17). Esto sugiere que, una vez restablecido el cultivo, y a las
condiciones del experimento, la bacteria se recupera de igual manera
independientemente de si fue recubierta 0 no. Una recomendacion para
posteriores trabajos seria someter a las temperaturas de estrés a tiempos

mayores a 90 min.
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Figura 17. Respuesta de la actividad metabdlica en relacion a distintas
temperaturas de diferente intensidad. La temperatura origen fue de 37 °C, las
células se sometieron a las temperaturas sefialadas por espacio de 90 min para
luego leer la actividad metabdlica a la temperatura origen. % Medias con la

misma literal son similares estadisticamente (P>0.05).
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4.12 Efecto del Tratamiento en el Inicio del Crecimiento de L. acidophilus

Para determinar el efecto del tratamiento sobre el crecimiento de L. acidophilus
LAC361 se hicieron 2 repeticiones con 16 observaciones de curvas de
crecimiento de las bacterias liofilizadas (recubiertas y no recubiertas) y de
cultivos frescos. La figura 18 muestra un ejemplo de dichas curvas. Se observo
crecimiento en todos los tratamientos. Sin embargo el andlisis de las curvas de
crecimiento (DMfit), mostré diferencias (P<0.05) en la velocidad de crecimiento

de los diferentes cultivos (figura 19).

F F A A B B
F F A A B B

A: Bacteria Fresca 1 mg

B: Bacteria Fresca 1.2 mg

C: Bacteria No Recubiertal mg
C c D D E E D: Bacteria Recubierta 1.2 mg

E: Bacteria Recubiertal mg
F: Control (caldo MRS-cys estéril)

Figura 18. Curvas de crecimientos de L. acidophilus LAC-361 en cultivos
frescos y obtenidos de bacterias liofilizadas (recubiertas y no recubiertas)
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De acuerdo al analisis del programa DMFit, se observo una fase de retardo (lag)
de 1165 min en el probiédtico libre liofilizado, mientras que la fase lag para las
bacterias recubiertas y los cultivos frescos fue de 715 y 50 min,
respectivamente. Dado que el cultivo fresco no fue sometido al estrés de la
liofilizacion, era previsible que pudiera reactivarse mas rapidamente (Naidi et
al., 1999). Sin embargo, cabe resaltar que el recubrimiento ejercio un efecto
protector sobre las bacterias, ya que el tiempo de retardo antes de alcanzar el
crecimiento exponencial fue 38 % menor con respecto al requerido por las
bacterias no recubiertas. Este experimento puede resultar complementario al de
calorimetria, en el que primero se restablecio el cultivo, para iniciar el ensayo
con la misma cantidad de bacteria. Como ya se indic6, no hubo diferencia
significativa en la recuperacion metabdlica. Sin embargo, la bacteria no
recubierta tarda méas en crecer, lo cual puede disminuir la efectividad del

probiético durante su consumo.
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Figura 19. Efecto del Tratamiento en el Inicio del Crecimiento de L. acidophilus.

ab¢ Medias con diferente literal, indican diferencias (P<0.05).
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CAPITULO V
RESUMEN DE HALLAZGOS Y CONCLUSIONES

5.1 Resumen de Hallazgos

Los sobrenadantes del cultivo de L. acidophilus presentaron efecto
antagonico contra C. difficile dnicamente cuando no fueron neutralizados,

sugiriendo que el pH bajo fue lo que inhibié al patdgeno.

La carga final de las bacterias, después de 5 recubrimientos fue de
+18.9.

Morfologicamente se observaron bacterias individualizadas formando
agrupaciones, en el caso de las bacterias recubiertas se observan partes

continuas y crepusculos que pudieran ser agregados de los electrolitos.

Las cuentas en el probidtico recubierto después de liofilizar fueron
mayores (5.73 Log UFC/g) respecto a las del probidtico libre liofilizado (4
Log UFC/g).

La sobrevivencia de las bacterias recubiertas después de 90 dias de
almacenamiento fue mayor (71.6 %) que la de las bacterias no
recubiertas (50.5%).

Al simular las condiciones gastrointestinales in vitro se observo una
menor disminucién de la viabilidad en las bacterias recubiertas (2.44 Log
UFC/g) que la de las bacterias no recubiertas (3.64 Log UFC/g).
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v El recubrimiento de L. acidophilus LAC-361 con Lf y PBM no afecté su
capacidad de adhesion a las mucinas del colon, ni la actividad

antagonica contra C. difficile.

v El recubrimiento no fue un factor determinante para el restablecimiento

de la actividad metabdlica.

v' El tiempo de retardo en el crecimiento de las bacterias recubiertas fue 38

% menor al de las bacterias no recubiertas.

5.2 Conclusién

El recubrimiento por autoensamblado molecular con 5 capas de la combinacion
lactoferrina y pectinas de bajo metoxilo mejor6 la sobrevivencia de L.
acidophilus LAC-361 sin afectar su actividad antagdnica contra C. difficile y no

tuvo impacto en la adhesion del probidtico a las mucinas intestinales.
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