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Resumen

En los Ultimos afios se ha constatado un renovado interés en el estudio de la
microbiota intestinal y su posible relacién con aspectos vinculados con la salud
mental del hospedero. Se proponen distintos mecanismos que median este vinculo,
entre los que se encuentra la secrecion bacteriana de neuropéptidos como el acido-
y-aminobutirico, (también llamado GABA por su sigla en inglés). Se conoce que la
secrecion de este compuesto en el caso de las bacterias &cido lacticas ocurre
mediante la descarboxilaciéon del &cido glutamico utilizando la enzima glutamato

descarboxilasa (GAD por su sigla en inglés).

En este marco, nuestro equipo se dedicO a la caracterizacion de cepas de
Lactobacillus spp. provenientes de cultivos iniciadores naturales empleados en la
industria quesera de nuestro pais. En primer lugar, se analizé la potencial
produccion de GABA mediante la deteccion del gen codificante para la proteina
(gadB) mediante la técnica de PCR a tiempo final, utilizando primers disefiados a
partir de regiones conservadas del gen en distintas especies de Lactobacillus spp.
Luego se caracterizo la capacidad de supervivencia de las cepas en condiciones
similares a las encontradas en el tracto gastrointestinal mediante analisis de
viabilidad a pH bajos (pH=2) y en presencia de sales biliares. Por ultimo, se
seleccionaron cepas potencialmente productoras de GABA que resistieron a las
condiciones de pH y presencia de sales biliares y se identificaron mediante la

secuenciacion del gen ribosomal 16S.

De una coleccion de 101 cepas se determiné que 44 de ellas contenian el gen gadB.
De éstas, 25 lograron resistir a pH bajos y presencia de sales biliares. Se determino
gue estas cepas, 19 pertenecen al grupo Lactobacillus plantarum (conformado por
las especies L. plantarum, L. paraplantarum y L. pentosus) y 6 al grupo Lactobacillus
casei (conformado por las especies L. casei, L. paracasei y L. rhamnosus). A partir
de estos resultados se seleccionaron cepas candidatas para futura caracterizacion
de su capacidad para colonizar el tracto gastrointestinal y producir GABA tanto in

vitro e in vivo.



Introduccion

Microbiota intestinal

La microbiota intestinal es una gran comunidad microbiana (aproximadamente 104
microorganismos) que reside en el intestino y vive en simbiosis con su hospedero
(Collins et al., 2012). En dicha comunidad predominan las bacterias, aunque
también se encuentran arqueas, virus, hongos y protozoarios. La microbiota
intestinal esta compuesta por mas de 1000 especies de bacterias y mas de 7000
cepas, las cuales pertenecen principalmente a los filos Bacteroidetes y Firmicutes y
en menor cantidad Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria y Verrucomicrobia
(Dinan et al., 2012).

La microbiota intestinal (MI) contribuye con la salud del hospedero de varias
maneras. Las principales son la digestion de polisacaridos complejos (Hooper et al.,
2010), la proteccion del hospedero frente a patdogenos a través de varios
mecanismos, como la exclusibn competitiva y la produccion de péptidos

antimicrobianos, y la estimulacion de la respuesta inmune (Dunne et al., 1999).

Se cree que la digestion de polisacaridos complejos fue el impulsor detras de la
evolucion de la relacion entre los mamiferos y los microorganismos que forman la
microbiota intestinal. Esto les ha otorgado a los mamiferos un metagenoma
adaptable que codifica para una gran diversidad de enzimas sacaroliticas que le
permiten al huésped obtener nutrientes de alimentos que no puede digerir con sus

propias enzimas (Hooper et al., 2010).

Existe una gran variabilidad en la composicién de la microbiota intestinal, incluso a
nivel interpersonal, que es influida por factores tanto intrinsecos como la variabilidad
genética entre individuos y la edad, asi como extrinsecos como infecciones,

enfermedades y principalmente la dieta (Claesson et al., 2011; Salonen et al., 2014).

Existe asimismo una intima relacion entre la microbiota y las células del tejido
intestinal, incluyendo células epiteliales, células inmunes y nerviosas. Se ha

demostrado que las bacterias de la microbiota intestinal pueden modular algunas



funciones de las células del hospedero. Por ejemplo, en comparacion con ratones
criados en ambientes estériles, sin la posibilidad de generar una microbiota intestinal
propia (ratones germ-free), se determind que la microbiota intestinal estimula la
maduracion de las células del epitelio entérico llevando a una mejor absorcion de
nutrientes por cambios en la expresion de proteinas canales de membrana
Na*/glucosa, ademas de proteinas de transporte de lipidos y lipasas (Hooper et al.,
2001). A su vez, la microbiota puede estimular varios procesos como la reparacion
del tejido epitelial a través de la activacion de los receptores tipo Toll (TLR), que
generan sefiales que reclutan células mieloides, las cuales estimulan la proliferacién
del tejido epitelial. Ademas, se ha visto que ciertas bacterias pueden activar la rama
antiinflamatoria del sistema inmune, ya sea por la induccion de la expresién de
citoquinas antiinflamatorias (como IL-10) o por la diferenciacién de linfocitos Treg.
Esto se vio con ratones gnotobiéticos a los cuales se administré un coéctel de
bacterias y se pudo observar una expansion de la poblacion de linfocitos Treg de los

cuales una fraccion expresaban IL-10 (Hooper et al., 2012).

Funciones protectoras e X
Desplazamiento de patdgenos \ '

i : « ¥ & Funciones metabdlicas
Compet-u?l’on Pornutrentes . 5 . , Controlde diferenciaciony
EOMpEREon porieceprares S R B A B proliferacion de células epiteliales

Produccion de factores » ¢ Y s : 85
D ¥ = Metabolismo de carcindgenos
antimicrobianos diatatios
Sintesis de vitaminas
\\ b, —— —— Fermentacion de residuos dietarios
—_—— no digeribles

Absorcidn de iones

Funciones estructurales Salvataje de energia

Fortificacion de la barrera

Induccionde IgA

Estrechamiento de uniones estrechas
de las células epiteliales

Desarrollo delsistema inmune entérico

Commensal
bactena

Figura 1: Funciones de la MI. Modificado de Grenham et al 2011

A su vez, esta interaccion se da en la direccién contraria ya que la composicién de
la microbiota intestinal puede ser regulada a través de la accion del sistema inmune
entérico del hospedero. Una de estas formas de regulacion es la estratificacion de
la MI causada por la capa de mucina secretada por las células caliciformes, que
recubre el epitelio intestinal. Esta capa de mucus separa a la Ml del epitelio intestinal

y Ssu grosor y tipo de estratificacién varian a lo largo del tracto gastrointestinal (TGI).



En el colon, forma una barrera mas gruesa, con una capa de mucus fija y otra laxa
donde reside la mayor parte de la poblacién bacteriana (Johansson et al., 2008). En
otras zonas del intestino en las cuales la capa de mucina no se encuentra tan
desarrollada, la estratificacion se da en parte por proteinas antimicrobianas
secretadas por células epiteliales bajo el control de receptores de tipo Toll (Brandl
et al., 2007).

Otro agente que cumple un rol en la estratificacion es la inmunoglobulina A,
secretada por linfocitos B residentes en las placas de Peyer, activados por células
dendriticas que censan a las bacterias capaces de atravesar la capa de mucus
luminal y las células epiteliales (Macpherson et al., 2004).

Eje Microbiota-Intestino-Cerebro

Ademas de la relacion entre la microbiota con las células epiteliales e inmunes del
tejido intestinal, también existe una relacion con el sistema nervioso. Sudo y col.
(2004) observaron que ratones germ-free respondieron de forma exacerbada a
pruebas de respuesta ante el estrés inducido en comparacion con controles
normales. Esta respuesta exacerbada pudo ser revertida a traves de una re-
colonizacion bacteriana intestinal. Sakar y col. (2016) explicaron que estos
resultados sobre el comportamiento podrian ser a causa de modificaciones en el eje
Microbiota-Intestino-Cerebro (eje M-I-C). Este se define como el canal de
comunicacion bidireccional entre la microbiota intestinal y el cerebro que abarca al
sistema nervioso central, el sistema neuroendocrino y neuroinmune, el sistema

nervioso autébnomo y el sistema nervioso entérico (Grenham et al., 2011).

Los sistemas digestivo y nervioso se encuentran relacionados debido a que durante
la embriogénesis ambos tejidos se originan de la cresta neural y se desarrollan en
conjunto influenciandose entre ellos mediante sefiales moleculares (Chen et al.,
2013).

En el centro de este eje M-I-C se encuentra el sistema nervioso entérico, cuyo brazo
efector integra sefales para generar respuestas fisiologicas como la secrecion y la

motilidad intestinal, ademas de modular la actividad inmune, ya que la mayoria de



las células inmunes tienen receptores para neurotransmisores. Su brazo aferente
recibe sefiales de los nervios sensoriales entéricos y las envia al cerebro. Sefiales
quimicas como la presencia de endotoxinas bacterianas y citoquinas
proinflamatorias generan impulsos nerviosos que indican al cerebro el estado de

infeccién bacteriana a nivel entérico (Furness et al., 2012).

El sistema nervioso autbnomo se encarga por su parte de inhibir o estimular la
funcion intestinal, dependiendo del contenido intestinal generado por el catabolismo
de alimentos por parte de los microorganismos de la Ml y la digestion. Este sistema
esta intimamente conectado con el sistema limbico, responsable de los instintos y
comportamientos. Esta comunicacién provee el circuito neural necesario para
explicar la relacion entre el comportamiento y la funcion intestinal tanto en salud, asi

como en enfermedad (ej. sindrome de colon irritable) (Collins et al., 2012).
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Figura 2: Esquema grafico del eje microbiota-intestino-cerebro y sus distintas vias de sefalizacién
bidireccional, extraido de Sarkar et al 2016.

Los microorganismos de la Ml influyen en este eje a través de varios mecanismos,
como la estimulacion de la secrecidn de citoquinas antiinflamatorias por las células

del hospedero. Se conoce que la exposicion cronica a altos niveles de citoquinas



pro-inflamatorias puede llevar a desoérdenes neuropsiquiatricos y depresion (Cyran
et al., 2012; Dowlati et al., 2010; Logan et al., 2005).

Otros mecanismos no se basan en la estimulacién de células, sino en la generacién
de metabolitos secundarios, que llevan a cambios en el sistema nervioso del
huésped. Algunos de estos metabolitos secundarios son neurotransmisores. La
serotonina es un neurotransmisor neuromodulador fundamental del sistema
nervioso humano. Por otra parte, el acido y-aminobutirico (GABA) es el principal
neurotransmisor inhibidor de la sinapsis. La secrecidn de estas moléculas por parte
de las bacterias suele ser parte del catabolismo de los aminoacidos, siendo el
triptéfano el precursor de la serotonina y el acido glutdmico el del GABA (Wall et al.,
2014).

La secrecion bacteriana de serotonina es responsable de la mayor parte de su
concentracion en sangre. Se ha observado que en ratones normales los niveles de
serotonina fueron 2.8 veces mas altos en comparacion con ratones germ-free
(Sarkar et al., 2016). EI GABA secretado por bacterias es esencial en casos de
humanos que padecen de ansiedad o depresion, neuropatologias que se asocian a

desequilibrios en los niveles de GABA en sangre (Misra et al., 2017).

Otros metabolitos producidos por la Ml que llegan a influir en este eje son los acidos
grasos de cadena corta (AGCC), productos del metabolismo de polisacaridos
complejos. Estos AGCC que incluyen al acetato, butirato, lactato y propionato (Qin
et al., 2010), se absorben a nivel del intestino delgado y son dirigidos principalmente
al tejido muscular esquelético y al higado, aunque algunos llegan al cerebro, donde
atraviesan la barrera hematoencefalica activando areas especificas del cerebro
(Dockray et al., 2014).

Los AGCC también estimulan a las células enteroenddcrinas a liberar péptidos
hormonales como el PYY (péptido tirosina-tirosina), el GLP-1 (glucagonlike peptide-
1) y la colecistoquinina, los cuales inhiben la motilidad intestinal y disminuyen el
transito, mejorando asi la absorcion de nutrientes (Zhang et al., 2009). A su vez,
estas hormonas tienen la capacidad de modificar neuronas de forma epigenética al

penetrar la barrera hematoencefalica, generando una cascada de sefializaciones



gue llega a generar modificaciones como deacetilaciones en sus histonas (Stilling
et al. 2014).

Modificaciones en este eje afectarian la homeostasis en el resto del organismo y
por lo tanto se han abierto nuevos campos de estudio para diversos problemas en
la salud.
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Extraido de Misra et al 2017

Probiodticos

En el 2013, la International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics
(ISAPP) organiz6 un encuentro de expertos de distintas areas asociadas a los
probidticos y sus aplicaciones, para generar una actualizacion del conocimiento y
ajustar el concepto de probidtico, establecido por la Organizacion Mundial de la
Salud junto con la Organizacion para la alimentacion y agricultura en el 2002
(FAO/WHO et al., 2002). En dicha instancia se definieron los probioticos como
microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas,

confieren un beneficio para la salud del hospedero (Hill et al., 2014).

El uso de probidticos es una practica ampliamente utilizada tanto en seres humanos
como en animales (Ducatelle et al., 2015). Principalmente se han utilizado cepas

pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium debido a distintas



caracteristicas intrinsecas de estos géneros, como considerarse bacterias de tipo
GRAS (generally regarded as safe) por cumplir con la normativa de seguridad para
su consumo establecida por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA,
por sus siglas en inglés) de los EEUU. (Wessels et al., 2004). Se los considera parte
de la microbiota normal de los mamiferos (Reid et al., 1999) y poseen caracteristicas
deseables en productos comerciales como la capacidad de resistir distintos

procesos de conservacion (ej. liofilizacion) (Vinderola et al., 2017).

Reid y colaboradores (2019), establecieron una serie de requerimientos minimos
para la evaluacion de un microorganismo para ser llamado probiético en
concordancia con lo establecido por la ISAPP.

e Los microorganismos deben estar vivos y en nimeros suficientes cuando se
administran.

e Los microorganismos deben estar identificados genéticamente a nivel de
cepa, utilizando la terminologia actual.

e Se deben realizado estudios de tamario y disefio apropiados utilizando la
cepa en el huésped al que esta destinado el probidtico (tanto humanos
como especies animales).

e Cepas que muestren dar un beneficio con respecto a alguna condicion,
pueden no ser probiodticos para otra aplicacion.

e Cepas que son probidticas para humanos, pero estan estudiadas en
modelos animales deben aclarar su designacion como probioticos para

humanos bajo testeo experimental.

Los probidticos generalmente son aislados de la microbiota de individuos sanos de
la misma especie a la cual se desee administrar, ya que se considera que estan
adaptados a las condiciones presentes dentro del tracto gastrointestinal (TGI) (Fuller
et al., 1989; Morelli et al., 2000; Vazquez Zeballos et al., 2014).

También existen numerosos trabajos en los cuales se han aislado bacterias con
potencial probidtico de distintas fuentes, principalmente de alimentos fermentados
como yogures y quesos. Se ha visto que, en estos ambientes, las bacterias aisladas

pueden tener distintas caracteristicas y una mayor variedad de genes que le
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permitan adaptarse a la variabilidad del ambiente en el que viven (Parvez et al.,
2006; Gueimonde et al., 2004; Maragkoudakis et al., 2006; Cruz et al., 2011).

Los mecanismos de accion propuestos para los probidticos son muy variados y
generalmente son cepa-especificos. Muchos se basan en la modulacién de la Ml de
forma de generar cambios en las vias de comunicacion entre ésta y el hospedero,

generando cambios a nivel sistémico que llevan a una mejora en la salud del mismo.

Si el objetivo es la administracion oral, se busca que las cepas resistan la accion de
sales biliares y medios acidos para sobrevivir al transito gastrointestinal
(Bezkorovainy et al., 2001). También se procura que muestren una adhesion tanto
a mucus como a las células del epitelio intestinal con el fin de ver si son capaces de
permanecer en el lumen intestinal para cumplir su funcién y competir por sitios de

colonizacion con posibles patdgenos (Izquierdo et al., 2008; Vinderola et al 2017).

Psicobidticos

Debido a los avances de las ultimas dos décadas en cuanto al esclarecimiento de
los mecanismos intrinsecos de funcionamiento del eje M-I-C y el avance en la
caracterizacion de probidticos, surge el concepto de psicobidticos. Segun Dinan y
colaboradores (2013) se definen como microorganismos que, al ser ingeridos en
cantidades adecuadas, producen un beneficio en la salud de pacientes que padecen
de alguna enfermedad psiquiatrica. En 2016, Sarkar y colaboradores expandieron
esta definicion y plantearon que no seria necesaria la condicion de la enfermedad

psiquiatrica para tener efectos sobre la salud mental del hospedero.

Existe una gran variedad de mecanismos de accion a través de los cuales los
denominados psicobioticos podrian ejercer su funcion. La mayoria de estos ya
fueron nombrados en la seccion sobre la comunicacion entre la microbiota y el
cerebro a través del eje M-I-C (Wall et al., 2014).

Debido a la novedad de la tematica, la mayoria de la evidencia se encuentra en

estudios en modelos con roedores en los cuales se han visto los efectos que pueden

11



llegar a tener sobre trastornos como la depresion y la ansiedad (Desbonnet et al.,
2008; Bravo et al., 2011; Logan et al., 2005).

En uno de estos estudios, Bravo y col. (2011) analizaron los mecanismos de accion
de una cepa de Lactobacillus rhamnosus en ratones. En este estudio, la
administracion de esta cepa causo una reduccién en niveles de ansiedad en el test
de puente elevado (un modelo de evaluacion de comportamientos de tipo-
ansiedad), y una reduccion de la elevacion inducida por estrés de corticosterona en
sangre. A su vez, se determindé que en estos ratones hubo un aumento en
receptores de GABA (GABAAy GABARg) en células del sistema nervioso central.
Alteraciones en estos receptores se han relacionado con comportamientos de
ansiedad y depresion en modelos animales (Cyran et al., 2005). Posteriormente se
repiti6 el mismo experimento, pero realizando una vagotomia (corte del nervio
vago). En este caso no se observé ninguno de los efectos tipo-ansiolitico ni aumento
en la expresion de receptores, lo que indicaria que la via por la cual los psicobioticos

ejercen sus efectos es principalmente a través del nervio vago (Bravo et al., 2011).

Desbonnet y col. (2008; 2010) analizaron el efecto de la ingestion cronica de una
cepa de Bifidobacterium infantis en ratones bajo un modelo de tipo-depresion
inducida por separacion maternal temprana. En este modelo, los ratones separados
de la madre respondieron de manera negativa en el test de nado forzado (un modelo
de evaluacién de comportamientos de tipo-depresién), y mostraron un aumento en
la expresion de ciertas citoquinas proinflamatorias como IL-6 y TNF-a. Tras el
tratamiento con B. infantis, se revirtio el comportamiento tipo-depresivo en el test de
nado forzado, disminuyeron los niveles de citoquinas proinflamatorias y aumento la

expresion de la citoquina antiinflamatoria IL-10.

Entre éstos y otros trabajos sobre la tematica, se ha visto que la utilizacion de una
cepa bacteriana para tratar distintas neuropatologias es algo viable, aunque su
mecanismo de accidén es cepa-especifico y debe ser caracterizado. También es
comun que cepas con claro efecto en modelos animales, no se traduzca en efectos
en humanos. Esto probablemente se deba a diferencias en la composicién de la M,
la fisiologia de las redes neurales del nervio vago y el grado de desarrollo del
sistema nervioso en seres humanos en comparacién con especies animales (Kelly
et al., 2017).
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Debido a esto, los ensayos clinicos hasta el momento son pocos y no poseen una
gran profundidad. Aun asi, ciertos trabajos han mostrado resultados prometedores
con una mejora en pacientes que consumieron de forma oral alimentos fermentados
con microorganismos con potencial psicobidtico y mostraron un decaimiento en
niveles de ansiedad y estrés (Selhub et al., 2014; Akkasheh et al., 2016; Pinto-
Sanchez et al., 2017).

Otros estudios analizaron el efecto de formulaciones probidticas (Lactobacillus
helveticus R0052 y Bifidobacterium longum) en los niveles de estrés, ansiedad,
depresion y el humor en general de 55 voluntarios masculinos y femeninos
(Messaoudi et al., 2011). Los individuos ingirieron la formulacién diariamente por 30
dias y se les realizaron pruebas analizando los niveles de ansiedad, depresion y
estrés, ademas de analizar la cantidad de cortisol en orina (indicador fisiologico de
estrés). Se vio asi que hubo una disminucibn en los niveles de estos
comportamientos y los valores de cortisol urinario disminuyeron, tanto en los

individuos sanos, asi como los que, en las mediciones iniciales, mostraron indices
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de depresion y ansiedad. Esto evidenciaria la actividad de estos microorganismos
como psicobioticos. Experimentos posteriores del grupo buscaron efectos
deletéreos de esta formulacién y no encontraron que se generaron disfunciones en
la memoria y el aprendizaje ni gener6 adiccion, lo cual afirma la inocuidad del

producto (Messaoudi et al., 2011).

También se evidencié que existid6 un cambio en la conectividad neuronal entre
ciertas regiones del cerebro durante una tarea de reconocimiento emocional en
mujeres sanas que consumieron cronicamente lacteos fermentados adicionados
con la cepa probittica Bifidobacterium animalis subesp lactis 1-2494 (Tillish et al.,
2013). De esta forma se mostro la relacion entre la Ml con la funcién cerebral, pero
como en la mayoria de los trabajos realizados en humanos no se esclarece sobre

posibles mecanismos de accion.

GABA

El acido y-aminobutirico o GABA por sus siglas en inglés, es un aminoacido no
proteico de estructura simple, con una cadena de cuatro carbonos con un grupo

carboxilo en un extremo y un grupo amino en el otro (Dhakal et al., 2012).

Se encuentra en todos los dominios de la vida, desde bacterias hasta mamiferos
superiores, y cumple distintas funciones de acuerdo con el organismo. En
mamiferos funciona como el principal neurotransmisor inhibidor del sistema
nervioso central (Ting Wong et al., 2003), manteniendo el equilibrio entre sefiales

excitatorias e inhibitorias.

Ademas de esto, a esta molécula se le han atribuido una gran variedad de
actividades bioldgicas, como la mejora de la respuesta inmune en el cerebro, ya que
la activacion de los receptores GABAa presentes en las neuronas, reduce la
actividad de distintas sefiales proinflamatorias dentro de la célula (Crowley et al.,
2016). También se ha visto que, en pacientes con ansiedad y depresion, los niveles
sanguineos y cerebrales de GABA y de sus receptores en ciertas neuronas, se
encuentran significativamente disminuidos (Kauleff et al., 2007; Misra et al., 2017,
Mdohler et al., 2012).
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Existen trabajos que afirman que este compuesto inhibe el crecimiento tumoral en
ratones bajo un modelo de estrés, principalmente por la reduccion del estrés
inducido (Al-Wadei et al., 2011). A su vez, se ha visto que la ingestion de alimentos
conteniendo GABA podria generar efectos de tipo hipotensor (Nishimura et al.,
2016; Inoue et al., 2003), antidepresivo (Ko et al., 2013; Misra et al., 2017) y
antiestrés (Nakamura et al., 2009).

En ciertas cepas de los géneros bacterianos Bifidobacterium y Lactobacillus, la
produccién de este compuesto se relaciona con un mecanismo de resistencia a pH
bajos. Se produce al descarboxilar al acido glutamico liberando uno de sus grupos
carboxilo como una molécula de CO2 y consumiendo un proton citoplasmatico,
disminuyendo asi la acidez dentro de la bacteria (Su et al., 2011; Selhub et al.,
2014). Esta reaccion esta catalizada por la enzima glutamato descarboxilasa.

Se han realizado varios trabajos de busqueda de bacterias acido lacticas con
produccion de GABA en alimentos fermentados como yogurt, kimchi, quesos,
vegetales, frutas y pescados entre otros (Kim et al., 2009; Komatsuzaki et al., 2005;
Siragusa et al., 2007; Franciosi et al., 2015; Cho et al., 2007; Park et al., 2014). En
estos trabajos se vio que bacterias pertenecientes a los géneros Lactobacillus spp.

y Bifidobacterium spp. fueron los principales productores GABA.
Glutamato decarboxilasa

La enzima glutamato descarboxilasa cataliza la descarboxilacion irreversible del
acido glutdmico a GABA, vy utiliza piridoxal fosfato como cofactor para su funcion.
Se encuentra distribuida tanto entre eucariotas como en bacterias y arqueas
(Siragusa et al., 2007).

) () )

+ GAD
- : —I— H — )J\/\/ NH, U= ()=
HO HO Cofactor, PLP . +

HO
NH,
L-Glutamate GABA (0,

Figura 5: Reaccién catalizada por la glutamato descarboxilasa extraida de Dahkal et al., 2012
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Como se menciono anteriormente, en bacterias, la actividad de esta enzima cumple
su funcion dentro de un mecanismo de resistencia a pH bajos, ya que descarboxila
el L-glutamato, consumiendo asi un protdn citoplasmatico (Teixeira et al., 2014).
Hasta el momento, se ha observado que las cepas del género Lactobacillus spp.
gue expresan la enzima pertenecen a las especies Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus futsaii, Lactobacillus brevis, Lactobacillus delbrueckii subesp.
bulgaricus, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum y Lactobacillus
senmaizukei (Wu et al., 2018).

Se considera que este mecanismo es esencial para lactobacilos que crecen en
medios &acidos como los encontrados en alimentos fermentados acidos y en
procesos de fermentacion de lacteos, donde el medio se acidifica a medida que
avanza el proceso de fermentacion, ya que mejora la competitividad en estos nichos
(Su et al., 2011).

Las caracteristicas bioquimicas de esta enzima varian segun la cepa, pero en lineas
generales, su pH optimo es de 3,8 a 4,5 (Texeira et al., 2014) y dependiendo de la
especie si su isoforma funcional es un dimero o un tetramero. Por ejemplo, en L.
paracasei se ha visto que se presenta en forma de dimero y en L. brevis se ha visto

como tetramero (Komatsuki et al., 2008; Hiraga et al., 2008).

Operén GAD

En lactobacilos, la enzima glutamato descarboxilasa (GAD) funciona en conjunto
con una proteina canal antiporter glutamato-GABA llamada GadC que cataliza el
paso de una molécula de glutamato del medio externo, expulsando una molécula
de GABA. Esto aumenta la disponibilidad de glutamato para que GAD pueda cumplir
su funcién e impide la inhibicién por exceso de producto. Este funcionamiento en
paralelo de estas enzimas solo es viable a pH bajos ya que a pH neutros la enzima
GAD se encuentra inactiva en el citoplasma y cuando el pH externo baja, ésta se
transporta hacia la membrana para trabajar en conjunto con la proteina canal

activando este sistema de resistencia a medios acidos (Feehily et al., 2012).

16



pH:2,5 Glutamate GABA

Glutamate GABA
+
S Ssumt caic | H Q €02

Figura 6: llustracion de la estructura y funcionamiento del operén GAD en lactobacilos. Modificado
de tiny.cc/c3bdfz

Los genes codificantes para estas dos enzimas se encuentran codificados en el
operon gad, el cual es activado en situaciones de estrés acidico. En estudios
metagenomicos de la Ml se vio que estos genes se encuentran ampliamente
distribuidos en estas poblaciones y estan presentes en bacterias de los filos:

Bacteroidetes, Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria (Yunes et al., 2016).

Este mismo estudio dio evidencia de que en Lactobacillus spp. de la MI, este operén
se encontraria en una zona variable del genoma y podria ser intercambiado entre
cepas por transferencia horizontal, llegando incluso a perderlo (Yunes et al., 2016).
Esto explicaria por qué ciertas cepas tienen multiples copias de gadB y gadC,
mientras que otras cepas de la misma especie contienen so6lo una copia de la

enzima y ninguna de la proteina canal.

Queseria

La queseria artesanal es una gran industria a nivel nacional, generando 10000
toneladas de queso al afio por 800 productores. Aproximadamente un 40% de los
guesos producidos son los denominados quesos de pasta dura o semidura, también

denominados quesos grana, como los quesos Parmigiano de Italia. Este tipo de
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quesos se caracteriza por la utilizacion de cultivos iniciadores complejos llamados
sueros fermento naturales (SFN), que junto con la microbiota natural de la leche (la
cual se utiliza sin pasteurizar) son responsables de las caracteristicas de estos
(Gatti et al., 2014).

Los SFN son asociaciones de microorganismos integrados por bacterias acido
lacticas dominantes y microorganismos no lacticos contaminantes, como las
levaduras (Gatti et al., 2014; Reinheimer et al., 1995; Reinheimer et al., 1996). Se
considera que los SFN utilizados en la queseria artesanal podrian ser una fuente
rica de microorganismos con potencial probiético, ya que su poblacion principal son
bacterias &cido lacticas, como los lactobacilos, ampliamente caracterizados por
tener propiedades probitticas (Maragkoudakis et al., 2006; Morelli et al., 2000;
Vinderola et al., 2016).

En nuestro pais, el uso del SFN se encuentra muy extendido en comparacion con
el uso de iniciadores comerciales. Sin embargo, se conoce muy poco de su
composicion y de su potencial tecnoldgico (Fraga et al., 2013; Reginensi et al.,
2013).

Figura 7: A) Agregado de SFN en el proceso de fabricacion del queso. B) Adicion del suero de la
elaboracién diaria al SFN original. C) Tanques de enfriado de SFN. Cortesia de Alvaro Gonzélez
Revello.
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La obtencion de SFN se basa en la mezcla de un cultivo original de SFN con el
suero resultante de la elaboracién diaria del queso, dejando enfriar gradualmente el
producto a lo largo de varios dias. De esta forma, ciertas cepas provenientes de la
microbiota nativa de la leche son seleccionadas y la composicién microbiana puede
variar con el tiempo y entre los SFN de distintos productores, generando asi
diferencias en las propiedades de sus quesos (Bottari et al., 2010; Gatti et al., 2014).

A pesar de esta variedad entre productores, existe una microbiota base en los SFN,
establecida por las condiciones de acidez y cambios de temperatura dados durante
el proceso de fabricaciéon del queso y la generacion del nuevo SFN. Esta microbiota
base estd compuesta principalmente por especies de Lactobacillus spp. termdfilos
homofermentativos y en menor medida por heterofermentativos y Streptococcus
thermophilus (Beresford et al., 2001; Parente y Cogan et al., 2004).

Los SFN utilizados en la queseria artesanal son una fuente rica en microorganismos
con potencial produccion de GABA. La presion selectiva del mismo proceso de
fabricacion del queso en la que se liberan grandes cantidades de aminoacidos por
la protedlisis de las proteinas de la leche y la acidificacion del medio, selecciona
bacterias con mecanismos de resistencia a medios acidos como lo es el operon gad
(Feehily et al., 2012; Siragusa et al., 2007).

En trabajos previos realizados en el Departamento de Ciencia y Tecnologia de la
Leche de la Facultad de Veterinaria, UdelaR. Se aislaron bacterias del acido lactico
aisladas de SFN de productores de San José y Colonia, utilizados para la
produccion de quesos artesanales de tipo Grana y se determinaron sus

caracteristicas biotecnologicas.

A partir de esta coleccidn es que se realizaron los ensayos enmarcados en esta

tesina de grado.
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Hipotesis
La comunidad bacteriana de los sueros fermento naturales incluye microorganismos

con potencial produccibn de GABA y cualidades basicas para su uso como

probidticos.

Objetivos generales

Identificar las cepas potencialmente productoras de GABA de una coleccion de
aislamientos de Lactobacillus spp. provenientes de queserias artesanales y

determinar su capacidad de resistir condiciones de acidez y sales biliares.

Objetivos especificos

1) Poner a punto una reaccion de PCR a tiempo final para la deteccion del gen

gadB en Lactobacillus spp.
2) Identificar cepas gadB+ por PCR a tiempo final.

3) Analizar la capacidad de estas cepas de resistir condiciones de medio acido

y sales biliares.
4) ldentificar las cepas gadB+ que muestren resistencia a medio acido y sales

biliares mediante la amplificacion y secuenciacion de un fragmento del gen

ribosomal 16S.
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Materiales y métodos

Aislamientos bacterianos y condiciones de cultivo

En este trabajo se utilizaron aislamientos de Lactobacillus spp. (n=101) pertenecientes a la
coleccién del Laboratorio de Ciencia y Tecnologia de Leche de la Facultad de Veterinaria
(Montevideo, Uruguay). Estas cepas habian sido previamente aisladas de SFN
provenientes de cinco queserias artesanales elaboradoras de queso tipo Grana, ubicadas

en la zona de San José y Colonia, Uruguay.

Los cultivos de rutina se realizaron en placas con medio Mann-Rogosa-Sharpe (MRS) agar
(Merk, EU) a 37°C en microaerofilia. Para su almacenamiento las cepas fueron congeladas

a -80 °C en caldo MRS adicionado con 20% de glicerol.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN gendmico se realizd a partir de colonias crecidas en medio
MRS agar (Merk, EU) utilizando el kit comercial GeneJET™ Genomic DNA
Purification Kit (Thermo Fisher Scientific Inc. Finlandia), siguiendo el protocolo
establecido por el fabricante. La calidad y concentracién del ADN extraido se analizé
utilizando el equipo NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific

Inc. Finlandia) y el producto final fue almacenado a -20°C.

Disefo de primers

Para la deteccion de gadB se disefiaron primers a partir de zonas conservadas del
gen en distintas especies de Lactobacillus spp. disponibles en la base de datos del
GenBank (NCBI).

Estas secuencias fueron alineadas utilizando el software libore MEGAX™ mediante

un alineamiento multiple, identificando zonas conservadas en las cuales disefar los
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primers para la amplificacion. Estos fueron disefiados con degeneraciones en su

secuencia debido a la variabilidad del gen.

Las caracteristicas fisicoquimicas de estos cebadores, ademas de su capacidad de
formar heterodimeros y homodimeros fueron analizadas utilizando los softwares
Primer3Plus (Untergasseret al., 2007) y Vector NTI (Thermo Fisher Scientific, EU).

Una vez disefiados, estos primers fueron sintetizados por Macrogen Inc. (Corea del
Sur).

Amplificacion de gen gadB

Se realiz6 una puesta a punto de la reaccion de PCR para la amplificacion del
fragmento del gen gadB utilizando los primers previamente disefiados. Las
secuencias de eéstos fueron 5-CYGGYTATCAAGTTTGYTGGGA-3' (GadF2) y 5'-
CCDGGATAAACYAADCCRTAYTTG-3’ (GadR2), cuyo tamafo esperado de amplicon de

aproximadamente 375 pares de bases.

La puesta a punto fue llevada a cabo modificando levemente la temperatura de
annealing del ciclado, ademas del agregado de albumina de suero bobino (BSA) y

realizando cambios en las concentraciones de los primers.

Las condiciones finales para la reaccion fueron las siguientes: buffer de PCR 1X,
2mM de MgCl2, 8uM de mix de desoxinucleétidos trifosfato (New EnglandBioLabs ™
Inc., EU), 0,72uM de cada primer, 1U de Platinum™Tagq ADN polimerasa
(Invitrogen™, Life Technologies), 0,12ug/mL de BSA y templado de ADN a una
concentracion entre 1 y 5 pg/mL. La reaccion se realiz6 en un termociclador
SimpliAmp ThermalCycler (Applied biosystems, Life Technologies) siguiendo el
siguiente ciclado: un paso de desnaturalizacion inicial de 8 min a 95°C, 35 ciclos de
45 s a 95°C, 1 min a 50°C y 1 min a 72°C, y un paso final de extensién de 8 min a
72°C.

22



Para confirmar la correcta amplificacion del fragmento de 375 pb, se corrieron 4pL
de cada mezcla de reaccién en un gel de agarosa 1% en TBE 0.5X, a 110V en una

cuba de electroforesis Mini-sub™ (Bio-Rad, EU).

El producto amplificado se observd mediante tincién con GelRed (Biotium™, EU)
segun las indicaciones del fabricante en un transiluminador de luz UV DigiDoc-It™
ImagingSystem (UVP). Para estimar el tamafo de los fragmentos de ADN se utilizd

el marcador de peso molecular 1 Kb plus (Invitrogen™, Life Technologies).

Una vez puesta a punto la reaccion, se confirmé la correcta amplificacion mediante

la secuenciacion del amplicon en Macrogen Inc. (Corea del Sur).

Resistencia a sales biliares y pH bajos

Las cepas que mostraron amplificacion para el gen gadB fueron seleccionadas para
evaluar su tolerancia a sales biliares y pH bajos siguiendo la metodologia descrita

por Fernandez y col. (2018).

Brevemente, un cultivo overnight (18 horas) en caldo MRS de cada aislamiento, fue
centrifugado (10 minutos a 10.000xg) y lavado dos veces con buffer fosfato salino
(PBS). Luego se resuspendio en PBS para obtener una concentracion aproximada
de 3x108 unidades formadoras de colonias por mL (UFC/mL) utilizando como

estandar la densidad 6ptica de una solucion McFarland 1.

Esta suspension fue sembrada al décimo en las siguientes soluciones: caldo MRS
ajustado a pH 2, caldo MRS ajustado a pH 7 conteniendo 0.3% de sales biliares
(Sigma-Aldrich, USA), caldo MRS como control (pH 5,6). Los cultivos fueron
incubados a 37°C por 2 horas para evaluar la resistencia a pH 2 y por 4 horas para
la resistencia a sales biliares. Para determinar el nivel de resistencia se realizaron
recuentos en placa antes de la incubacién y al final y se compararon dichos valores
restando la cantidad de UFC de ambos recuentos, se considero resistente a las

bacterias cuya disminucién en la viabilidad fuera de menos de 3 drdenes de
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magnitud. Los recuentos en placa se realizaron en MRS agar en microaerofilia a
37°C por 48 horas.

Amplificacién y secuenciacion del gen ribosomal 16S

Para identificar las cepas se realiz6 la amplificacion por PCR de un fragmento del
gen ribosomal 16S utilizando los primers 27F (5-AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3’)
y 1492R (5-TACCTTGTTACGACTT-3’) (Lane et al., 1991).

Las condiciones para una reaccion fueron las siguientes: buffer de PCR 1X, 2mM
de MgCI2, 8uM de mix de desoxinucleottidos trifosfato (New EnglandBioLabs™ Inc.,
EU), 0,24uM de cada primer, 1U de Platinum™ Taq ADN polimerasa (Invitrogen™, Life
Technologies) y templado de ADN a una concentracion entre 1 y 5 pg/mL. La
reaccion se realizO0 en un termociclador SimpliAmp ThermalCycler (Applied
biosystems, Life Technologies) siguiendo el siguiente ciclado: un paso de
desnaturalizacion inicial de 10 min a 95°C, 35 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 55°C

y 1:30 min a 72°C, y un paso final de extension de 10min a 72°C.

Para confirmar la correcta amplificacion del fragmento, se corrieron 4uL de cada
producto en un gel de agarosa 1% en TBE (Tris 5,49, acido bérico 2,75g, 2ml EDTA
0,5M pH 8,0 por litro), a 110V en una cuba de electroforesis Mini-sub™ (Bio-Rad,
EV).

Las bandas se visualizaron mediante tincion con GelRed (Biotium™, EU) segun las
indicaciones del fabricante, se analizaron en un transiluminador de luz UV DigiDoc-
It™ ImagingSystem(UVP), Para estimar el tamafio de los fragmentos de ADN se

utilizé el marcador de peso molecular 1 Kb plus (Invitrogen™, Life Technologies).

Los productos de amplificacion se enviaron a secuenciar a Macrogen Inc. (Corea
del Sur). Las secuencias obtenidas se procesaron con el programa BioEdit y
compararon con aquellas disponibles en las bases de datos del GenBank (NCBI)
mediante el programa BLASTn (Altschul et al., 1997).
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Para analizar las relaciones filogenéticas entre estas cepas se realizé un arbol de
maxima verosimilitud (Tamura et al., 1993) utilizando las secuencias obtenidas, y
otras de referencia de distintas especies de Lactobacillus spp. y secuencias de
Lactococcus lactis, Streptococcus salivarius y Streptococcus lutetiensis, que

conformaron el outgroup.
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Resultados

Deteccion de cepas gadB positivas

El disefio de primers se basdé en secuencias de genes de la glutamato
descarboxilasa gadB en Lactobacillus spp. que fueron extraidas de la base de datos

del GenBank (NCBI) (https://www.ncbi.nim.nih.gov/). En esta base de datos, la

mayoria de las secuencias publicadas de este gen pertenecen a cepas de las
especies Lactobacillus plantarum y Lactobacillus brevis (lo cual se corresponde con
la bibliografia, donde existen numerosos estudios sobre esas especies de bacterias
debido a su potencial biotecnoldgico por su capacidad de producir GABA), por lo
gue decidimos a utilizar secuencias de otras especies en similar proporcién. De este
modo se procuré disefiar primers genéricos, que amplificaran este gen en distintas
especies de Lactobacillus spp.

Se utiliz6é una lista de catorce secuencias nucleotidicas del gen en las especies:
Lactobacillus  brevis, Lactobacillus delbruecki, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus futsaii, Lactobacillus paracollinoides, Lactobacillus plantarum,

Lactobacillus reuteri y Lactobacillus zymae (figura 8).

Species/Abbrv
1. GUSE7102.1 Lactobacillus brevis strain CGMCC 1308 glutamate de
2. AB285641.1 Lactobacilus paracasei gadB gene for glutamate decs
3. JX545343 1 Lactobacillus brevis strain 877G glutamate decarboxy2
4. DQ168031.1 L brevis decarboxy (gad}
5. KU214639.1 Lactobacillus plantarum strain M-5 glutamate decarboZ
5. ABB56934.1 Lactobacilus fermentum gadBgene for glutamate dect
7. CP017068 1 Lactobacilus plantarum strain LP3 chromosoeme comp>
8. ABSB6192.1 Lactobacilus futsaii gadB gene for glutamate decarbZ
9. KF751352 2 Lactobacillus reuteri strain ATCC 23272 glutamate del
10. KF751355.2 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 112
11. CP0145924.1 Lactobacillus paracolinoides strain TMW 1.1995 chr!
12. CP008803.1 Lactobacillus reuteri TD1 complete genome
13. KF§30143.1 Lactobacillus zymae strain GU240 glutamate decarb!
14, KF751355.2 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11
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Figura 8: Alineamiento de las secuencias utilizadas mediante el software libre MegaX™. Dentro del
recuadro en negro se encuentra la regién de mayor conservacion del alineamiento a partir de la

cual se disefio el primer forward.

Estas secuencias fueron alineadas utilizando el software liore MEGAX™ mediante

un alineamiento multiple, y se disefiaron primers basados en zonas conservadas.
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Debido a la baja conservacién de este gen entre especies, los mismos se tuvieron
gue diseflar con varias degeneraciones en su secuencia, siempre teniendo en
cuenta que no se perdieran las propiedades necesarias para que este par de
primers fuera funcional (caracteristicas fisicoquimicas y formacién de heterodimeros

y homodimeros) (Tabla 1).

Cebador Secuencia 5'-3'
GadF2 CYGOYTATCAAGTTTGYTGGGEA
GadR2 CCDGGATAAACYAADCCRTAYTTG

Tabla 1: Secuencia de los primers disefiados para amplificar el gen gadB en Lactobacillus spp.

Para poner a punto el ciclado de PCR se emplearon distintas temperaturas de
annealing. Debido a la naturaleza degenerada de los cebadores, esta temperatura
debié ser relativamente baja, ya que alguna de las combinaciones de nucleétidos
tiene menor porcentaje CG, por lo que tienen una menor temperatura de annealing.
Se consider6 la temperatura Optima a la temperatura maxima a la que se dio
amplificacion del tamafio esperado (375 pb) sin ninguna amplificacion secundaria

(fig 9).

Figura 9: Gel de agarosa 1% mostrando la amplificacion del fragmento de 375pb del gen gadB de

Lactobacillus spp.
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Finalmente, el ciclado se fijé en un paso de desnaturalizacién inicial de 8 min a 95°C,
35 ciclos de 45 seg a 95°C, 1 min a50°C y 1 min a 72°C, y un paso final de extension
de 8 min a 72°C.

De las cepas analizadas, 44 mostraron amplificacion del tamafio esperado con este
protocolo. Estas cepas provienen de SFN de tres productores, ubicados en los

departamentos de San José y Colonia.

Para verificar que el producto de amplificacién fuera la regién esperada de gadB se
secuenciaron los amplicones de tres cepas. La secuenciacion y posterior
tratamiento de los cromatogramas obtenidos, dio como resultado a secuencias de
296 bases de largo, las cuales se compararon con secuencias disponibles en las
bases de datos del GenBank (NCBI) mediante el programa BLASTn (Altschul et al.,
1997). Todas mostraron una identidad del 100% con genes gadB de la especie

Lactobacillus plantarum.

Resistencia a pH bajos y sales biliares

Para determinar la resistencia a pH bajos y sales biliares de las distintas cepas se
tomo6 como criterio que la disminucion en viabilidad fuera de menos de 3 ordenes
de magnitud luego de la incubacién. De las 44 cepas gadB+, 25 mostraron

resistencia en ambas condiciones.

A 14 cepas no se les pudo realizar el ensayo debido al pobre crecimiento a 37°C.
Esto podria deberse a la metodologia utilizada para su aislamiento, ya que se realizé
mediante una incubacion a 42°C. Debido a esto, no tendrian la capacidad de

sobrevivir en condiciones del TGlI, por lo que se descartaron del ensayo.

El recuento de UFC/mL antes y después del tratamiento fue convertido a unidades

log10 y se calculé la diferencia entre ambos resultados (tabla 2).
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Cepa 2Resistencia a 2Resistencia a 0,3% de bGrupo Productor
pH=2 por 2 h sales biliares por 4 h
17B 0,19 1,26 L. casei 1
16 1,30 0,26 L. casei 1
19A 0,11 0,45 L. casei 1
17A 0,25 2,65 L. casei 1
28B 1,10 N - 1
58 N 2,06 - 2
117 0,32 2,40 L. casei 2
119A -0,15 -0,26 L. plantarum 2
121 0,12 -0,10 L. plantarum 2
1198 0 -0,29 L. plantarum 2
128B 0,87 4,56 L. casei 2
130B 2,06 4,21 L. casei 2
140 0,30 2,22 L. rhamnosus 3
131A 1,49 N - 3
132B -0,31 -0,07 L. plantarum 3
142A 0,28 -0,19 L. plantarum 3
143 1,73 1,11 L. plantarum 3
146 -0,75 -1,18 L. plantarum 3
145 1,72 1,40 L. plantarum 3
147 0,33 -0,23 L. plantarum 3
148 -0,13 -0,23 L. plantarum 3
1492 0,60 0,87 L. plantarum 3
149B 0,80 0,82 L. plantarum 3
150 0 -0,18 L. plantarum 3
155 0,02 -0,02 L. plantarum 3
153 0,09 0,14 L. plantarum 3
162A 0,04 0,19 L. plantarum 3
162B -0,61 -0,25 L. plantarum 3
164B -0,38 -0,59 L. plantarum 3
165 0,10 -0,17 L. plantarum 3

Tabla 2: a) Disminucién de células viables (log 10 inicial UFC —log 10 final UFC) luego de la
exposicion a los tratamientos. N = no se detectaron UFC. b) Especie del aislamiento determinado

por secuenciacién de 16S
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Identificacion molecular de cepas candidatas

La identificacion de las cepas candidatas que presentaron el gen gadB y mostraron
resistencia a ambas condiciones, se realizO6 mediante la amplificacion,
secuenciacion y analisis de secuencia del gen que codifica para el ARNr 16S. En
todos los casos se logré amplificar un Unico fragmento de aproximadamente 1500

pb, correspondiente al tamafio esperado (figura 10).

Una vez obtenidas y procesadas las secuencias se compararoncon las de las bases
de datos del NCBI y el Ribosomal Database Project (RDP), donde se vio que de las
25 cepas candidatas, 19 poseian un alto grado de similitud (>97%) al grupo
Lactobacillus plantarum y 6 al grupo L. casei. Estos resultados se confirmaron con
la construccion de un arbol de maximo verosimilitud con las secuencias obtenidas
en este trabajo y secuencias bajadas de las bases de datos publicas, que incluian
particularmente cepas type (Figura 11) y dos secuencias que conformaron el
outgroup. A su vez, se realizaron dos arboles mas, solo con secuencias de los
grupos filogenéticos mencionados para determinar las relaciones dentro de los

mismos (Figura 12).

Figura 10: Gel de agarosa 1% mostrando la amplificacion del fragmento de aprox. 1460pb del gen

ribosomal 16S de cepas candidatas
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Figura 11: Relaciones filogenéticas entre las cepas candidatas y cepas de referencia, basado en
las secuencias del gen ribosomal 16S. Las secuencias alineadas se analizaron con el método de
Méxima Verosimilitud y los valores del bootstrap (500 réplicas), utilizando un modelo de sustitucién

de Kimura de 2 parametros.
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Figura 12: Relaciones filogenéticas entre las cepas candidatas y cepas de referencia de su grupo,
basado en las secuencias del gen ribosomal 16S. Las secuencias alineadas se analizaron con el
método de Mé&xima Verosimilitud y los valores del bootstrap (500 réplicas), utilizando un modelo de
sustitucion de Kimura de 2 parametros. A) Secuencias asociadas al grupo L. casei. B) Secuencias
asociadas al grupo L. plantarum
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Discusion

Los productos lacteos fermentados, tanto como los cultivos utilizados en su
elaboracion, son una fuente valiosa y rica de microorganismos con potencial

biotecnoldgico.

Los microorganismos que habitan esos nichos tienen la capacidad de producir
diversos metabolitos secundarios de utilidad, ademas de tener el valor agregado de
encontrarse adaptadas a los procesos de elaboracion de alimentos. También en
este nicho se encuentra una gran variedad de bacterias acido lacticas. Estas son
consideradas GRAS y son las mas utilizadas en formulaciones probiéticas (Morelli
et al., 2000; Vinderola et al., 2016).

En este trabajo se identificaron y caracterizaron 25 cepas de Lactobacillus spp.
capaces de resistir condiciones similares a las encontradas en el TGl y con el gen
codificante para la glutamato descarboxilasa gadB. Estas cepas provenientes de 3
productores de quesos artesanales pertenecen al grupo L.casei (n=6) y al grupo L.

plantarum (n=19)

Debido a la gran similitud del gen ribosomal 16S entre las especies del grupo L.
plantarum y L casei, no pudimos diferenciar una especie Unica, por ello no se llego
al nivel de identificacion a nivel de especie de estas cepas (Huang et al., 2010; Hill et
al., 2018). Cuando se realiz6 el arbol filogenético solo con las cepas del grupo L.
casei y el outgroup se pudo observar que las cepas de este trabajo se encontraban
mas cercanas a las secuencias pertenecientes a la especie L. rhamnosus, pero se
deberian utilizar otros métodos complementarios para confirmar su identidad. Por
ejemplo, se han propuesto otros genes como recA para la identificacion a nivel de
especie con métodos moleculares (Torriani et al., 2001). De confirmarse su
identidad, este trabajo seria el primero en reportar cepas pertenecientes a la especie

L. rhamnosus que presentan el gen gadB.
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Se encontraron cepas gadB+ en el SFN de 3 de los 5 productores. Estas diferencias
podrian deberse a que la microbiota asociada a los SFN puede tener distinta
composicion debido a las diferentes formas de uso y mantenimiento de los mismos
(Bottari et al., 2010).

En cuanto a la deteccion molecular de cepas de lactobacilos gadB+, se logré poner
a punto una técnica de PCR a tiempo final, la cual fue validada mediante
secuenciacion del amplicon. Hasta el momento, han habido multiples trabajos con
este tipo de deteccion de cepas portadoras del gen, en base a primers especificos
correspondientes a una especie de interés, como L. brevis, L. plantarum o L. reuteri
(Texeira et al., 2014, Yunes et al., 2016; Su et al., 2011). Los primers disefiados en
este trabajo fueron Utiles para detectar este gen en cepas pertenecientes a dos

grupos filogenéticos, el grupo L. plantarum y el grupo L. casei.

Un resultado novedoso de este ensayo es la presencia de gadB en cepas que
podrian potencialmente pertenecer a la especie L. rhamnosus, lo cual, como se
menciond anteriormente no ha sido reportado hasta el momento ni aparece en
ninguna base de datos publica. Un hecho interesante fue que la secuencia de gadB
de estas cepas, mostraron una identidad del 100% con genes gadB pertenecientes
a L. plantarum. Esta gran homologia se podria explicar con lo postulado por Yunes
y colaboradores (2016), quienes proponen que el operon gad se encuentra en una
zona variable del genoma que tiene predisposicion a realizar transferencia
horizontal de genes. También cabe destacar que esta transferencia puede darse
debido a las presiones generadas por el proceso de la produccion del queso, donde
se acidifica el medio, generando una presion selectiva que favorezca a organismos

con genes de resistencia a estas condiciones (Feehily et al., 2012).

Otro resultado inesperado fue la frecuencia en la que este gen se encontré en la
coleccién de microorganismos. En otros trabajos similares la proporcién de cepas
de lactobacilos que presentaron el gen gadB fue de 15% (61 positivas en 400)
(Siragusa et al., 2007) y 1,8% (9 en 500) (Wu et al., 2015). En este trabajo la
proporcion de cepas positivas fue de 43,6% (44 en 101).
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De las 44 cepas gadB+, 14 no se pudieron cultivar exitosamente en caldo MRS a
37 °C. Esto probablemente se deva a que estas cepas se aislaron de SFN al cultivar
las placas de MRS a 42 °C. Esta metodologia de aislamiento se utiliza
frecuentemente debido al potencial biotecnolégico que presentan las cepas
resistentes a altas temperaturas. La utilizacion de cepas resistentes a altas
temperaturas es clave para la fabricacién de ciertos tipos de quesos (Siragusa et
al., 2007). A su vez, estas cepas podrian utilizarse para la generacion de quesos
suplementados con GABA, que se basan en la producciéon bacteriana de GABA
durante el proceso de fermentacion (Frohlich-Wyder et al., 2012). En el contexto de
los objetivos de este trabajo, se decidié no seguir caracterizando estas cepas ya
gue su crecimiento ineficiente a 37 °C no es deseable cuando se buscan potenciales

probioticos.

De las 30 cepas evaluadas en resistencia a pH bajos y sales biliares, 25 lograron
resistir en ambas condiciones. De las cinco que no lo lograron, sélo una fue por no
resistir condiciones acidas. La alta proporcion de resistencia a medios acidos es
concordante con el origen de las cepas, ya que son sometidas a un proceso de
acidificacion durante la elaboracion del queso y la reconstitucion del SFN, proceso
en el cual se seleccionan bacterias aciddfilas. EI hecho de que tantas cepas
resistieron la accion de las sales biliares también fue observado previamente en
estudios donde analizan el potencial probiotico de cepas de lactobacilos aislados de
productos lacteos, aunque no proponen mecanismos de esa resistencia
(Maragkoudakis et al., 2006).

Los resultados obtenidos en este trabajo reflejan y refuerzan el potencial
biotecnolégico de bacterias aisladas a partir de SFN, en particular su capacidad
para funcionar como psicobiéticos debido a su capacidad potencial para producir

GABA y de resistir condiciones similares al TGl
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Conclusiones y perspectivas

A partir de SFN de productores artesanales locales se lograron identificar 25 cepas
potencialmente productoras de GABA que resistieron a condiciones similares a las
encontradas en el TGI. A partir de esta coleccion de cepas se espera continuar
caracterizando sus propiedades de colonizacion del TGI, produccion de GABA y
otros factores que caractericen a estas bacterias como potenciales probiéticos y
psicobidticos.

Ademés, de acuerdo con su origen, resulta de interés analizar su potencial

biotecnologico para generar alimentos funcionales, como quesos 0 yogures

fermentados con iniciadores de cultivo que contengan estas cepas.
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