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Queseria artesanal nacional

Origen en la inmigracion italiana y suiza en la segunda mitad del Siglo XIX
Unos 900 productores
80 % se ubica en los departamentos de Colonia y San José

Caracterizada por el uso de suero fermentos naturales




Suero fermento natural (SFN)

Los SFN son cultivos iniciadores complejos formados por
asociaciones de microorganismos, integrados por bacterias
acido lacticas dominantes, junto con otros microorganismos,
como levaduras.

La mezcla de este suero con la microbiota proveniente de la
leche cruda le dan al queso sus caracteristicas.




Microbiota Intestinal

Es la comunidad microbiana (bacterias, arqueas, hongos,

virus Yy protozoarios) que reside en el intestino.

Contribuye con la salud del hospedero en la digestion de
polisacaridos complejos, proteccion del hospedero
frente a patogenos, modulacion de la respuesta inmune y
proteccion ante enfermedades metabolicas, entre otras
funciones.

(Collins et al., 2012)




Eje Microbiota-Intestino-Cerebro

Mood, cognition,
emotion

Es el canal de comunicacion bidireccional entre la microbiota
intestinal y el cerebro que abarca multiples sistemas de conexion.
Vagus nerve
A traves de este eje, la microbiota y el cerebro se comunican
entre si por varias vias, incluyendo el sistema nervioso, nervio

vago, sistema inmunitario y la produccion y metabolismo

Enteric

bacteriano de sustancias neuroactivas (Cryan et al., 2019). miscle:_ U |
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Probioticos

Microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren un
beneficio para la salud del hospedero. (WHO, 2017)
Los mecanismos de accion propuestos son muy variados que se podrian asociar

directamente entre la cepa y el hospedero o con la modulaciéon de la MI.

Mejora la Mejora el Estimula el
digestion alergias metabolismo sistema inmune sobre la salud

lipidico mental
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Extract Melancholia, with its attendant constipation and faulty alimentation, lends itself :

treatment.
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The Treatment of Melanckolia by the Lactic Acid
Bacillus. *) By J. GEORGE PORTER PHiILLIPS, M.B, B.S,
(Lond.), M.R.C.S,, L.R.C.P,, Assistant Physician, Bethlem
Royal Hospital.

MELANCHOLIA, with its attendant constipation and faulty
alimentation, lends itself at once to a dietetic form of
treatment.

Whether the constipation is dependent on defective innerva-
tion and is a direct symptom of melancholia or is the initial
cause of this mental disturbance, it matters not so far as our
endeavours in treatment are concerned,

It is obvious that the melancholiac, in the acute stages of
his illness, struggles against great odds owing to the following
facts: His alimentation is defective, his excretions are diminished,
and, moreover, his whole system is in a state of auto-
intoxication. In other words there is a general clogging of
the metabolic processes. The disturbance of the alimentary
tract tends to form a vicious cycle hindering the nervous
system from obtaining an efficient and pure food supply.

We have ample evidence of this impaired metabolism with
its toxazmia. The patient has a sallow, muddy complexion,
a dry skin, a parched, furred tongue, a high-tension pulse,
brittle nails and lustreless hair, a scanty high-coloured urine




Probioticos y salud mental

Efectos beneficiosos probados frente a patologias
neurodegenerativas y psiquiatricas como depresion y
ansiedad.

Disorders involving
brain-gut-microbiota-axis

Depression
Anxiety
Schizophrenia

Los mecanismos de accion principales son:
« La modulacion del sistema inmune
« La modulacion del sistema nervioso entérico
« La modulacion de la microbiota intestinal
 La produccion microbiana de AGCC y
neurotransmisores como serotonina y GABA entre
otros.

Sarkar et al 2016 Morkl et al. 2020,




Acido y-aminobutirico (GABA)

O

« Aminoacido no proteico H2N \/\/I‘\O H

 Principal neurotransmisor inhibidor del sistema nervioso en mamiferos

. Es sintetizado por mamiferos, insectos, plantas e incluso bacterias

(Chiapponi et al., 2016)



Produccion bacteriana de GABA

La principal funcion de GABA en bacterias es la de formar
un sistema de resistencia al estres acidico mediante la

descarboxilacion del glutamato.

J5. Teixeira et al / Food Microbiology 42 (2014) 172-180
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Toda esta maqguinaria molecular se encuentra codificada
dentro del operon gad, el cual es activado en medios con

abundancia de aminoacidos libres y pH bajos.




Operon gad

El operon se encuentra formado por los
genes codificantes para la enzima glutamato
descarboxilasa y la proteina de canal
antiporter glutamato-GABA (Feehily &
Karatzas, 2012).

Activado en condiciones de estrés acidico.
Medios acidos, con gran cantidad de

aminoacidos libres. Selectivo para bacterias
con el operon gad
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Hipotesis

Los SFN son repositorios naturales de bacterias con potencial
probiotico, algunas de las cuales, al ser administradas en forma cronica,
tienen la capacidad de generar cambios comportamentales beneficiosos

a traves de la modulacion del eje MIC.



Objetivo general

Caracterizar diferentes propiedades probioticas de cepas aisladas de
SFN de queserias artesanales nacionales in vitro, y evaluar el efecto de la
administracion cronica de una de ellas en modelos comportamentales de
ansiedad y depresion en ratas, incluyendo la caracterizacion del impacto
sobre la comunidad bacteriana de la MI.






Antecedentes

Un proyecto de caracterizacion bioquimica de aislamientos de SFN de
queserias artesanales nacionales de San Jose y Colonia desarrollado en la
Facultad de Veterinaria, genero una coleccion de 101 aislamientos de
lactobacilos provenientes de queserias artesanales.



Diseno experimental

Identificacion por Resistencia en medios
Presencia del gen gadB secuenciacion del gen acidos y sales biliales

16S

Lozano et al.., 2022 Maragkoudakis et al., 2006

Evaluacion de Evaluacion de Evaluacion de produccion
capacidad de capacidad de de GABA utilizando la
adhesion a mucus formacion de biofilms técnica de UHPLC-MS

Sugimura et al. 2011 Lebeer et al., 2008 Lozano et al., 2022




Presencia del gen gadB

Diseno de primers para amplificar una region el gen de la enzima glutamato
descarboxilasa (gadB); convierte glutamato a acido gamma aminobutirico (GABA).

Diseno de primers genericos que amplificaran este gen en diferentes miembros de la
familia Lactobacillaceae (375 pb).

44 de 101 cepas de (43,3%) contaban con el gen gadB (100% de homologia con gadB de
Lactiplantibacillus plantarum)

Se preseleccionaron 25 de 101 cepas de lactobacilos
contaban con el gen gadB, de acuerdo a sus condiciones

de crecimiento
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Resistencia en medios acidos y
presencia de sales biliares

Se cultivo a las bacterias en medios de cultivo
alterados con pH bajos y sales biliares, y se

calculo su capacidad de resistencia
En general fueron resistentes en medios acidos
La mayoria de las cepas fueron resistentes

a las sales biliares, en particular las cepas del

genero Lactiplantibacillus




Diseno experimental

Evaluacion de capacidad Evalua.cién de Evaluacion de.?roduccién
de adhesion a mucus capacidad de de GABA utilizando la
Sugimura et al. 2011 formacion de biofilms tecnica de UHPLC-MS
Owehand et al. 1999 Lebeer et al., 2008; Stefanovic et al.., 2000 Lozano et al.., 2022
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Evaluacion de capacidad de

adhesion a mucus

Sugimura et al. 2011
Owehand et al. 1999

% de adhesion
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Evaluacion de capacidad de
formacion de biofilms

Produccion alta

Produccion media

Produccion baja

No productora

N ’\h:\ NN

Grupo
[aclicaseibacillus

Lebeer et al., 2008

Produccion de biofilms
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Cuantificacion de la produccion de
GABA por UHPLC/MS

Muestra de
AT cultivo a las

/' 24 horas
\_ Muestra de

cultivo a las
48 horas

Cultivo de 48 hs a 37°C
en MRS adicionado con

10 mg/mL de acido
glutamico pH=5 Cuantificacion de

produccion de GABA
por UHPLC/MS



Produccion de GABA

Cepas productoras de GABA
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Produccion de GABA
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Seleccion de cepa candidata para
ensayos in vivo



Seleccion de cepa candidata para
ensayos in vivo
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Seleccion de cepa candidata para
ensayos in vivo
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Seleccion de cepa candidata para
ensayos in vivo
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Seleccion de cepa candidata para
ensayos in vivo
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Seleccion de cepa candidata para
ensayos in vivo
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Seleccion de cepa candidata para
ensayos in vivo
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Discusion

El porcentaje de adhesion fue bajo en comparacion a otros trabajos (Fernandez et al.,
2018).

Se vio una produccion relativamente baja de biofilms entre todas las cepas, con unas
pocas excepciones.

Los aislamientos del género Lpb mostraron una produccion de GABA significativamente
mayor que los aislamientos del genero Lcb. con un maximo de produccion de la cepa 145
(Shan et al., 2015).

Se selecciono la cepa LPB145 debido a sus caracteristicas in vitro para sobrevivir el pasaje
por el TGI, ademas de su gran capacidad de produccion de GABA
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Capitulo 2

CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD PROBIOTICA DE LA
CEPA LPB145 COMO MODULADOR DEL EJE MIC EN RATAS

Objetivos especificos:

« Caracterizar los efectos comportamentales en ratas
inducidos por la administracion cronica de una cepa del
genero Lactiplantibacillus potencialmente probidtica y
productora de GABA.

« Estudiar el impacto de este tratamiento en la estructura y
diversidad de la microbiota intestinal




Diseno experimental

DiaO Diad Dia 32 Dia 33
Adiestramiento Comienzo de -Campo abierto -Test de nado
_ '?le - administracion oral -Laberinto en forzado
administracion de las cepas cruz elevado
oral con vehiculo -Pre-test de

nado forzado

Tillman et al., 2018




Diseno experimental

Dia 0 Dia 4 Dia 32 Dia 33
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Extraccion ADN fecal para analisis de la microbiota
intestinal por secuenciacion del ADNr 16S




Resultados
comportamentales



Laberinto en cruz elevado

‘ Enclosed

Enclosed

Modelo de evaluacion de
efectos tipo-ansioliticos
0 ansiogénico en
tratamientos con
farmacos.

Tiempo BA (s)

Tiempo BA

3 Control n=11
I Bactenas n=12

2.5-

2.0+

1.5

1.0-

0.5+

0.0

Entradas BA

B3 Control n=11
Bl Bacterias n=12




Test de nado forzado

Test de nado forzado

Modelo de evaluacion
de efectos tipo-
antidepresivo en

tratamientos con

farmacos

Tiempo (s)

200+

150+

100+

50+

Inmovilidad

FST

Nado

1

Climbing

1 Control n=12
Bl Bacterias n=12

Modelo de evaluacion
de efectos en la
locomocion frente a

Actividad locomotora (cm)

® |
: tratamientos con
farmacos
Test de campo abierto
Act. motora 0-10
4000-
1 Control n=12

3000+

2000+

1000+

B Bacterias n=12
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Discusion
No se observaron efectos sobre los comportamientos asociados a un efecto tipo-

ansiolitico del tratamiento.

No se descarta un posible efecto tipo-ansiolitico del tratamiento con LPB145 en otros
modelos de ansiedad experimental (Huang et al., 2022)

El consumo de la cepa LPB145 redujo significativamente la inmovilidad en el test de nado
forzado. Lo cual se asocia a un efecto tipo-antidepresivo (Yunes et al., 2020)

Fue validado por el test de campo abierto que los resultados anteriores no se deben a
cambios en la actividad locomotora.

Por lo tanto, el efecto de tipo antidepresivo observado en el TNF es probablemente
especifico y no esta relacionado con la estimulacion de la actividad motora general.



Analisis de la
microbiota intestinal




Analisis de la Ml de los animales
de experimentacion

Abundancia relativa

100 -

757

50 -

251

Filos (abundancia > 2%)

0

1

pact
Treatment

ba

Phylum

. Verrucomicrobiota
. Spirochaetota
Proteobacteria
. Patescibacteria
. Firmicutes

B Ewusimicrobiota
. Desulfobacterota
. Deferribacterota
. Cyanobacteria
. Campylobacterota
Bacteroidota

Il Actinobacteriota

No se observaron cambios
significativos en las poblaciones
bacterianas a nivel de filo entre
tratamientos.



de experimentacion

No hubo cambios en la diversidad alfa o
distribucion de las poblaciones bacterianas
entre el grupo tratado y el grupo contraol.
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A traveés de un analisis
diferencial de presencia de
taxones (DESeqg?2) se
analizaron cambios en las
abundancias relativas de
distintos taxones entre el
gupo control y el tratado.
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Se observo un aumento en
varios taxones de bacterias
similares filogenéticamente
a bacterias potencialmente
beneficiosas, como:

« Roseburia
e Fusicatenibacter
« Bifidobacterium

o Alistipes
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Discusion

 El tratamiento con la cepa LPB145 no generd un impacto significativo en la diversidad
alfa y beta de la de la poblacion microbiana intestinal.

« Si se observaron cambios en ASV asociados a geéneros particulares relacionados
filogenéticamente a bacterias con conexion directa a modulacion del eje MIC.

« Hubo cambios asociados al transcurso del ensayo en ambos grupos, con diferencias
significativas entre las Ml al periodo inicial y final.



Discusion

 El tratamiento con la cepa LPB145 no generd un impacto significativo en la diversidad
alfa y beta de la de la poblacion microbiana intestinal.

« Si se observaron cambios en ASV asociados a generos particulares relacionados
filogenéticamente a bacterias con conexion directa a modulacion del eje MIC.

« Hubo cambios asociados al transcurso del ensayo en ambos grupos, con diferencias

significativas entre las Ml al periodo inicial y final.

Beneficial effect of GABA-producing Lactiplantibacillus strain
LPBi145 isolated from cheese starters evaluated in anxiety- and
depression-like behaviours in rats

In: Beneficial Microbes

Authors: |. Lozano @@, 5. Fabius @ S. Fernandez-Ciganda @, |. Urbanavicius @&, C. Piccini

Scorza @ and P. Zunino

Online Publication Date: o4 Jul 2024



Caracterizacion genomica de LPB 145

Caracteristicas generales

Cromosoma: 3.111.197 pb
Contenido GC: 44.8%
CDSs: 2950

tRNAs: 67

rRNAs: 16

Tres plasmidos

Potenciales atributos como probiotico

Genes de Sintesis de EPS (matriz de biofilms, adhesion, etc)
Genes vinculados a adhesion a mucus

Metabolismo de acidos biliares (ej. hidrolasas de sales biliares)
Produccion de bacteriocinas

Sintesis de GABA (gadB)

Sintesis de vitaminas del grupo B (ej. biotina, tiamina, acido folico)

Ausencia de elementos moviles de resistencia a antimicrobianos y de genes de virulencia



Conclusiones

« Cepas bacterianas empleadas en fermentacion en alimentos poseen atributos como
potenciales probioticos.

- Las cepas del grupo Lpb que mostraron alta produccion de GABA poseen potencial
biotecnologico para su uso en alimentos funcionales.

- Cambios sutiles en la microbiota intestinal causados por la administracion oral
cronica de una cepa seleccionada puede llevar a cambios en el comportamiento.

- La cepa LPB145 reviste interes como potencial herramienta terapeutica para el
manejo de trastornos emocionales.
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