Materiales y Métodos




Materiales y Métodos

Materiales y Métodos

1.- Medios de cultivo

Leche: Se utiliz6 leche descremada estéril (UHT) (Sancor, Santa Fe,

Argentina).

Caldo MRS (De Man, Rogosa & Sharpe, 1960): Se utilizé caldo MRS Difco

(Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) con la siguiente composicion:

Peptona universal............. 10 g/1
Extracto de carne................ 5g/l
Extracto de levadura........... 5g/l
D(+)glucosa......ccccervvrnne 20 g/1
K2HPO4 o 2g/l
Tween 80......ccccevveeiviienne 1g/l
Citrato acido de amonio......2 g/1
Acetato de sodio.................. 5g/l
MESO04uiiir e 0,1g/1
MnSO4 ..0,05 g/1
pH final: 6,5

Caldo MRS pH 5: Caldo MRS (De Man, Rogosa y Sharpe, 1960) llevado a

pH 5 con una solucién diluida de HCI.

Agar MRS: (De Man, Rogosa y Sharpe, 1960): Caldo MRS adicionado con

agar (Parafarm, Argentina) en concentracién 15 g/L.
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Agar MRS pH 5: Caldo MRS pH 5 adicionado con agar (Parafarm,

Argentina) en concentracién 18 g/L.

Caldo LB: composicion:

Triptona......ccocceeeieeiriieene 10 g/1
Extracto de levadura............... 5g/l
NaCl..ooo e 5g/l
H20 i csp.11

pH final: 7.0

Caldo 111: composicidn:

Triptona.....cccccovvenieiinieinne, 10 g/1
Extracto de levadura.............. 10 g/1
Lactosa.....cccoveverier e 10 g/1
H20 e csp.11

pH final: 6,5

2.- Buffers comunes a varias metodologias

Buffer PBS: composicion:

KH2PO4 oo 0,144 g/1
|\ O 9,0 g/1
NazHPO4..oovveeieeeiee 0,795 g/1
H2O0 oo cs.p.-11
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Buffer TAE 50x: composicion:

Tris-base .....ccoccveveveeniieier i, 242 g/l
Acido Acético Glaciar.............. 0,05711
0,5 M EDTA (pH 8.0).ccoecneeerrerrrernnns 0,11
Agua milliQ. ................c. s. p. 1000 ml

Conservar a 4 °C.

Buffer TE: composicion:

Tris-HCI (pH 8.0)............... 10 mM
EDTA (pH 8.0)ccevvvvvivriieen 1 mM
pH final: 8.0

Conservar a 4 °C.

3.- Coloracion de Gram

Soluciones de trabajo

Cristal violeta: 10 g/l en agua destilada.

Safranina (solucion madre): 25 g/1 de etanol etanol.

Safranina (solucién de trabajo): solucién madre diluida 1/10 en agua
destilada.

Lugol: 10 gI> + 20 g Kl en 1 litro de agua destilada.

Decolorante: etanol-acetona en relacion 4:1.

Las soluciones deben ser filtradas antes de ser utilizadas.
Protocolo:

La coloracion se llevo a cabo a partir de cultivos frescos de los

microorganismos. Se procedio a fijar las muestras a la llama y posteriormente
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se aplicaron las soluciones y se realizaron los sucesivos lavados siguiendo el

esquema que se detalla a continuacion:

Cristal violeta.......ooeevvveevnnnieriene 2 min
Lugol....coov e 30s
Lugol....coooveiieie e 30s

Lavar con agua
Decolorante..........ccceeveiiiieniuenn 10s
Lavar con agua

Safranina....ccoooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn 2 min

4.- Granulos de kéfir utilizados

Se utilizaron nueve granulos de kefir de leche pertenecientes a la
coleccion CIDCA denominados: CIDCA AGK1, CIDCA AGK2, CIDCA AGK3, CIDCA
AGKS5, CIDCA AGK®6, CIDCA AGK?7, CIDCA AGKS, CIDCA AGK10 y CIDCA AGK11.

Los granulos de kefir fueron conservados a -20° C en leche estéril. Para
los experimentos se utilizaron granulos activos. Con este fin los granulos fueron
reactivados mediantes sucesivos repiques en leche descremada estéril (UHT)
(Sancor, Santa Fe, Argentina) utilizando una relacién de 10 g de granulo cada
100 ml de leche. Cada subcultivo fue incubado a 20 °C por 24h y
posteriormente separado mecanicamente, por filtraciéon, del producto
fermentado. Previo a cada subcultivo los granulos fueron lavados con agua

destilada.

5.- Microorganismos de referencia. Condiciones de cultivo

En la Tabla 1 se detallan los microorganismos pertenecientes a
colecciones internacionales utilizados en este trabajo de tesis y sus respectivas

condiciones de cultivo.

24



Materiales y Métodos

Las condiciones de anaerobiosis necesarias para el cultivo de algunos
microorganismos se obtuvieron utilizando el kit comercial AnaeroPack-Anaero

(Mitsubishi Gas Chemical CO, Inc. Tokyo, Japan).

Tabla 1: Microorganismos de referencia con sus respectivas condiciones de cultivo.

Microorganismo Condiciones de Cultivo Coleccion
Lactobacillus kefiranofaciens  Anaerobiosis, MRS pH5, 2JCM 6985
subsp. kefiranofaciens 30°C, 7 dias
Lactobacillus kefiranofaciens  Anaerobiosis, MRS pH5, b
subsp. kefiranofaciens 30°C, 7 dias DSMZ 5016
Lb kefiranofaciens Anaerobiosis, MRS pH5, q
subsp. kefirgranum 30°C, 7 dias LMG 15132
Lb plantarum Aerobiosis, MRS, 30 °C, vDSMZ 20174
24 horas
Aerobiosis, MRS, 30 °C
. ) ) ) b
Lb parakefir 48 horas DSMZ 8328
Lb casei Aerobiosis, MRS, 30 °C, bDSMZ 20011
48 horas
Lb acidophilus Aerobiosis, MRS, 37 °C, ©ATCC 314
48 horas
Lb brevis Aerobiosis, MRS, 30 °C, <ATCC 8287
48 horas
, Aerobiosis, MRS, 37 °C, .
Lb kefir 48 horas JCM 5818

aJCM: Japan Collection of Microorganisms (Reiken, Jap6n);

b DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (Braunschweig
Alemania);

¢ATCC: American Type Culture Collection (Manassas, Estados Unidos de América);

dBCCM/LMG:Belgium Co-ordinated Collection of Micro-organism, Ghent, Bélgica).

6.- Microorganismos de la coleccion CIDCA. Condiciones de cultivo.

Se utilizaron microorganismos aislados de granulos de kefir y de
fermentos artesanales pertenecientes a la coleccion CIDCA. En la Tabla 2 se

detallan dichos microorganismos y las condiciones de cultivo empleadas.
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Tabla 2: Condiciones de cultivo utilizadas para microorganismos de la coleccién CIDCA

(Centro de Investigaciéon en Desarrollo y Criotecnologia de Alimentos, La Plata, Argentina).

Especie Nombre Con.dlcmnes e
cultivo

CIDCA 8312, CIDCA 8313, CIDCA 8316,

CIDCA 8318, CIDCA 8321, CIDCA 8323,

CIDCA 8324, CIDCA 8327, CIDCA 8329,

CIDCA 8331, CIDCA 8333, CIDCA 8334,

Lactobacillus CIDCA 8336, CIDCA 8337, CIDCA 8338, Medio MRS /30°C/

plantarum CIDCA 8342, CIDCA 8346, CIDCA 8349, Aerobiosis /24 horas
CIDCA 83112, CIDCA 83114, CIDCA
83210
Lactobacillus
delbrueckii . o
subsp. CIDCA 332, CIDCA 333 Medio MRS / 37 °C /
. Aerobiosis / 8 horas
bulgaricus

CIDCA 8211, CIDCA 8212, CIDCA 8213,
CIDCA 8224, CIDCA 8225, CIDCA 8226,
CIDCA 8229, CIDCA 8231, CIDCA 8232,
Lactococcus CIDCA 8233, CIDCA 8242, CIDCA 8243,
lactis subsp CIDCA 8244, CIDCA 8245, CIDCA 8247,
lactis CIDCA 8248, CIDCA 8249, CIDCA 82212,
CIDCA 82210, CIDCA 8221, CIDCA 8241,
CIDCA 8214

Medio 111 /30°C/
Aerobiosis / 24 horas

7.- Metodologias para el aislamiento de microorganismos a partir de

granulos de Kefir.

7.1.- Disgregacion de granulos

Se realizaron aislamientos a partir de los 9 granulos de kefir activos
pertenecientes a la coleccion CIDCA mencionados en el inciso 4 de Materiales y
Métodos.

Con el objetivo de facilitar la liberacién de los microorganismos de la
matriz de polisacaridos y proteinas en la cual se encuentran, se utilizaron tres

procedimientos distintos. El procedimiento 1 consistié en resuspender 1 g de
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granulo en 5 ml de agua destilada estéril e incubar la suspensidon durante 60
minutos en un bafio termostatico a 40 °C. El procedimiento 2 se basé en el
mismo principio que el anterior pero, luego de la disolucién del granulo en
agua, se procedio a homogeneizar mecanicamente (Ultraturrax) para lograr la
desintegraciéon completa de la estructura del granulo. Finalmente, en el
procedimiento 3 se procedié a congelar 1 g de granulo en nitrégeno liquido

(- 196 °C), disgregarlo en mortero y disolverlo en 5 ml de agua destilada.

7.2.- Cultivo y seleccion de microorganismos

Se tomaron alicuotas de 100 pl de las suspensiones obtenidas mediante
cada uno de los procedimientos descriptos en el punto anterior y se
adicionaron a tubos con 5 ml de medio de cultivo liquido selectivo (Caldo MRS
pH 5.0). Seguidamente, los tubos fueron incubados a 30 °C durante 7 dias en
atmosfera anaerobia. Los cultivos resultantes se emplearon para hacer estrias
en placas conteniendo medio de cultivo sélido selectivo (agar MRS pH 5.0) que
fueron incubadas en las mismas condiciones que los tubos.

Luego de la incubacion se escogieron de las placas colonias con distintas
morfologias. Cada una de ellas fue repicada mediante estrias a otra placa con el
mismo medio de cultivo y crecida en idénticas condiciones. Este procedimiento
se repitié sucesivas veces hasta asegurar obtener colonias que provengan de
un unico microorganismo (método de aislamiento por estrias). La pureza de los
cultivos fue constatada mediante la observacion microscdpica de las muestras.
Los aislados bacterianos puros se almacenaron utilizando leche como

crioprotector a -80 °C.

8.- Reaccion de la catalasa

La prueba se realiz6 a partir cultivos liquidos frescos de los

microorganismos. Para determinar la presencia de esta enzima en la célula se
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agregd sobre un portaobjeto una gota de agua oxigenada y sobre ésta una gota
del cultivo a ensayar. El ensayo se considerd positivo cuando se observé la

formaciéon de burbujas de oxigeno.

9.- Produccion de gas a partir de glucosa (10 g/1).

Los microorganismos fueron inoculados en tubos conteniendo caldo MRS
con campana de Durham. Los mismos, fueron incubados en las condiciones
descriptas en las Tablas 1 y 2 de Materiales y Métodos a menos que se indique
lo contrario. La presencia de una burbuja retenida en la campana indic6 la

produccion de gas a partir de la glucosa presente en el medio.

10.- Capacidad de fermentar la leche

Los microorganismos fueron sembrados en leche estéril en una relacion
de 0,1 ml de cultivo cada 10 ml de leche y se incubaron a 30 °C en atmosfera
anaerobia durante 7 dias. Pasado este periodo se determiné la capacidad de
fermentar la leche mediante observacion de formacion de coagulo y medida del

pH resultante.

11.- Perfil de proteinas de célula entera por electroforesis en geles de

poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE).

Soluciones de trabajo

Solucion de acrilamida -bisacrilamida (N-N"metilen-bisacrilamida)
Acrilamida.......cccccoeviniierinnn. 30,0g
Bisacrilamida........cceeeevevreeenes 08¢g

Agua bidestilada..........c.s.p 100 ml
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Para preparar esta solucién se procedié a disolver los s6lidos en 70 ml de
agua bidestilada, filtrarlos y luego completar el volumen de 100 ml con agua
bidestilada. La solucién se conservé en heladera en frasco color caramelo para

preservarla de la luz. Para preparar la solucidn se utilizaron guantes y barbijo.

Buffer de corrida (5X)

(€7 563 0 b= U 72,0¢g
Tris base....cveevvevvevveeeereeees 150¢g
SDS 50g
H20 bidestilada....................c.s.p. 11

Llevar a pH 8,3 con HCI .

Buffer gel separador (4X)

SDS e 0,6g
Tris base.....cccoooevveiir e, 27,2 g
TEMED ..o 0,6 ml
H20 bidestilada.............c.s.p. 150 ml

Llevar a pH 8,8 con HCL.

Buffer gel apilador (4X)

SDS 04g
Tris base......ccoviiiiiiiiciine 6,0 g
TEMED....ccooiiii e 0,4 ml
H20 bidestilada...............c.s.p.100 ml

Llevar a pH 6,8 con HCL
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Buffer de muestra

Buffer apilador..........ccccovvuuenn. 4,0 ml
SDS . 0,16 g
Glicerol .....ccooviivirie e 4.0 ml
B-mercaptoetanol.............cc....... 5%
Azul de bromofenol................... 2 mg

Solucion colorante y fijadora
Disolver 1,92 g de Coomasie R en 400 ml de metanol. Adicionar 160 ml

de acido acético y 400 ml de agua. Agitar bien y filtrar.

Solucion Decolorante

Metanol o etanol..........cccevunnenn..e. 250 ml

Acido acétiCo....cuoveeveeeeeeeeeeen 100 ml

Agua destilada.......ccccoceiviiereneennn. 650 ml
Protocolo

Para la obtencién de los extractos celulares las bacterias fueron
cultivadas en medio liquido hasta fase estacionaria en sus respectivas
condiciones de cultivo (Tabla 3). Seguidamente fueron cosechadas por
centrifugacion (10.000 g, 10 min) y el pellet resultante fue lavado dos veces y
resuspendido en cantidad suficiente de buffer PBS como para alcanzar
DOsso: 20.

Se separaron alicuotas de 100 pl de las soluciones bacterianas obtenidas
y se les adiciond 6 pl de solucién de lisozima (Sigma Co., St.Louis, USA) en
concentraciéon 10 mg/ml. Luego fueron incubadas durante 3 horas a una
temperatura de 37 °C. Finalizado el tiempo de incubacion se agregaron 10 pl de

una solucién de SDS (20 % p/v) a cada una y se las llevé a ebullicién durante 2
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minutos. Finalmente, cada solucién fue adicionada de un volumen igual de
buffer de muestra con [3-mercaptoetanol y se las llevé a ebullicién durante 2
minutos.

Los extractos celulares se analizaron por SDS-PAGE segtn el método de
Laemmli (1970) en geles de 9 x 8 x 0,1 cm, disociantes y continuos. Se utilizd
una concentracién de 12,8 % p/v de acrilamida en el gel separador y 4 % p/v
en el gel apilador. La preparacién de las soluciones de acrilamida para cada uno
de los geles se detalla en la Tabla 3. El equipo utilizado fue un sistema vertical
Bio- Rad Mini Protean II (Bio Rad Lab, C.A.). La siembra se realizé con jeringa
Hamilton, los volimenes de siembra variaron entre 15 y 20 pl. La corrida

electroforética se llevo a caboa 120 V.

Tabla 3: Volimenes necesarios de cada reactivo para preparar un gel con separadores de

1mm de espesor.

Gel Separador Gel Apilador

Reactivos 12,8 % 49
Buffer gel separador 1,25 ml --
Buffer gel apilador -- 875 ul
Agua destilada 3,25 ml 980 ul
Glicerol -- 980 ul
Acrilamida-bis 30,8% 4,25 ml 455 ul
Persulfato de amonio 10%* 70 ul 45 ul

* agregar inmediatamente antes de cargar las placas

Para la tincion se introdujo el gel en la solucién colorante y fijadora por
un periodo de 2 horas con agitacién. Pasado éste tiempo se colocaron en
solucion decolorante hasta observar las bandas nitidamente. Los geles se
conservaron en agua destilada con una gota de acido acético.

Para determinar el peso molecular de las proteinas presentes en las
diferentes muestras se incluy6 en una de las calles del gel un patrén de

proteinas de peso molecular conocido. Se emplearon patrones de bajo peso
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molecular (Sigma) conteniendo: fosforilasa b (94 kDa), albumina (67 kDa),
ovoalbimina (43 kDa), anhidrasa carbénica (30 kDa), inhibidor de tripsina
(20,1 kDa) y lactalbimina (14,4 kDa).

Los geles proteicos fueron escaneados y la imagen fue analizada. Los
perfiles obtenidos fueron comparados estadisticamente utilizando el programa

SYSTAT 12.

12.- Obtencion de ADN genémico de bacterias presentes en granulos de

Kefir.

Soluciones de trabajo

Buffer liticasa
Sorbitol.....cccccevveveeriennnn 09M
Tris-HCI pH 8................ 0,1 M
150 D IV U 0,1 M
Buffer lisozima
Tris-HCl......cooeiiie. 50 mM
EDTA. .o 5mM
Sacarosa........cccceceveninee 50 g/l
pH final: 8

Protocolo

Se coloc6 1 g de granulo de kefir seco en 20 ml de agua destilada estéril y
la suspension se mantuvo a 100 °C en un bafio termostatico. Las células fueron
luego separadas por centrifugacion (15 min a 15.000 g) en una centrifuga
Sorvall RC-5B plus (Sorvall Products, L.P. Newtown, CT, USA) y resuspendidas

en 10 ml de agua destilada estéril. Este paso de precipitacién y disolucién se
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llevé a cabo dos veces. El pellet obtenido se resuspendié en 100 pl de buffer
liticasa adicionado de 10 pl de liticasa 2,5 mg/ml (Sigma Chemical, St. Louis,
USA) y se incubé a 37 °C por 1 hora en bafio termostatico. Luego, se agregaron
40 pl de buffer lisozima y 40 pl de lisozima 10 mg/ml (Sigma Chemical, St.
Louis, USA) y se incub6 durante 15 min a una temperatura de 20 °C. El proceso
de extraccion y purificaciéon se llevé a cabo utilizando un kit comercial
AccuPrep Genomic ADN Extraction kit (BIONEER, Korea) de acuerdo al
protocolo del proveedor. El ADN obtenido fue almacenado hasta su uso a -20 °C

en eppendorflibres de ADN.

13.- Obtencion de ADN gendémico a partir de bacterias aisladas.

Soluciones de trabajo

Buffer TES

Tris-base ....ccccovveevriiiiine e 50 mM
EDTA oo et e 1 mM
Y- (6721 (0 11 VR 6,7 %
pH final: 8.0

Filtrado, esterilizado y conservado a temperatura ambiente.

Buffer STET

Tris-base ....ccccvveriiiinir e 50 mM
EDTA it 50 mM
SaCaroSa....cevv i 8 %
Triton-X-100 ....cccovveierreiree e 5%
pH final: 8.0

Filtrado, esterilizado y conservado a temperatura ambiente.
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Ribonucleasa A (ARNsa)

ARNSA .o 200 mg
NACI v e 0,8766 g
Agua milliQ.......ccovvviiviiiren c.s.p. 100 ml
pH final: 5.0

Almacenado a -20 °C.

Buffer RS
NaCl..ooo e 0,15M
EDTA (pPH 8.0)ceveiiier i 0,1 M

LISOZIMa ..cevviiiiiire e 3ng

Mutanolisina 5000 U ml -1 (Sigma)........ 30 ul

Buffer TES.......oeie e 62,5 pul

Proteinquinasa K ........cccooevvviiiineninns 12,5 ul
Protocolo

Los microorganismos fueron crecidos en medio liquido, en sus
respectivas condiciones de cultivo, hasta fase estacionaria. Luego, se extrajo el
ADN gendmico utilizando un kit comercial (AccuPrep Genomic ADN Extraction
kit, BIONEER, Korea) de acuerdo a las instrucciones del proveedor. El ADN
obtenido fue almacenado hasta su utilizacién a -20 °C en eppendorf libres de
ADN.

Cuando el ADN se obtuvo a partir de los microorganismos desarrollados
en medio solido las células fueron sembradas en placa y crecidas en sus
respectivas condiciones de cultivo. Luego fueron recolectadas con ansa y la

masa celular obtenida fue resuspendida en 1 ml de buffer RS. Esta solucién fue
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centrifugada a 4 °C durante 2 minutos a 8.000 g y el pellet se congel6 a -20 °C
por un periodo minimo de 1 hora (tiempo maximo: 1 semana). Una vez
descongelado el pellet se resuspendié en 1 ml de buffer TES, se centrifugo
(2 min, 8.000 g, 4 °C) y se descarto el sobrenadante. Para la lisis se procedié a
resuspender el pellet obtenido en 275 pl de buffer STET. Luego, se agregaron
105 pl de solucion recién preparada de lisozima-mutanolisina y se incub6 a 37
°C durante 60 min. Concluido dicho periodo de incubacion se adicionaron 40 pl
de SDS 20 % p/v en buffer TE termostatizado a 37 °C y se le agregaron perlas
de vidrio. Se agit6 en vortex dos veces durante 10 s. Finalmente, se realizaron
dos incubaciones sucesivas de 10 min cada una, a 37 °C y 65 °C
respectivamente. Una vez finalizada la lisis se procedi6 a purificar las muestras.
Para ello se adicion6 a cada muestra 100 pl de buffer TE y se transfirio el
contenido a un tubo eppendorf phase-lock gel (Heavy 2 ml-200, 5 prime Gmbdh,
mat:  2900309). Se  agregaron bajo campana 515 pl de
fenol/cloroformo/isoamlialcohol (24:24:1), se agit6 vigorosamente y se
centrifugd (5 min, 10.000 g a temperatura ambiente). Cuando la fase superior
no se observé completamente clara, se repitio la extraccidon agregando 500 pl
de fenol/cloroformo/isoamlialcohol. La parte superior fue separada con
micropipeta y transvasada a un tubo eppendorf. Para precipitar el ADN
purificado se agregé a cada tubo 70 pl de NaCl 5 M y 0,5 ml de isopropanol. Los
tubos se colocaron en un bafio de hielo durante 15 min, se agitaron hasta hacer
visible el ADN en forma de nube blanquecina y se centrifug6é 30 min, 11.000 g,
4 °C. Al pellet obtenido se le adicionaron 500 pl de etanol 70 % a 4 °C y se
centrifugé durante 5 min a 11.000 g y temperatura ambiente. Los tubos se
dejaron abiertos bajo una lampara para el secado por evaporaciéon del etanol.
Posteriormente se adicionaron 100 pl de una dilucién 1/10 de buffer TE y 5 pl
de ARNasa 10 mg/ml y se incub6 a 37 °C durante 10 min. E1 ADN obtenido se

conservo a 4 °C.
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14.- Obtencion de ADN a partir de contenido intestinal v materia fecal

Quinientos miligramos (500 mg) de contenido intestinal/materia fecal
fueron colocados en 1 ml de buffer PBS. A partir de dicha suspensién se
procedié a la extraccibn del ADN genomico utilizando un kit comercial
especifico para este tipo de muestra (AccuPrep Stool ADN Extraction Kit,
BIONEER, Korea)). Para ello se siguieron las instrucciones descriptas por el
proveedor. El1 ADN obtenido se almacen6 en ependorf libres de ADN a - 20 °C

hasta su uso.

15.- Determinacién de la concentracion de ADN

La concentracion y calidad del ADN fue determinada por medida de la
absorbancia a 260, 280 y 234 nm, usando un espectrofotémetro Nanodrop
(Thermo Scientific Nano Drop 2000 spectrofotometer, USA).

Se determinaron las absorbancia de soluciones diluidas (1/10a 1/100 a
partir de la solucién stock) asignando las mismas del siguiente modo: Az34 a
péptidos y aminoacidos aromaticos, Az60 a ADN y ARN y Azgoa proteinas y ARN.
Se considerd puro al ADN si la relacion Azeo/280 presento valores entre 1,8y 2,2

Para calcular la concentracion de la solucion stock se utilizé la siguiente
férmula:

[ADN] en pl ml-1= Aze0 x 5.000

La solucién de trabajo se preparé a una concentracion de 50 ng pl!y se

almacend a -20 °C.

16.- Amplificacion del ADNr 16S

Se amplifico la region V3 del gen que codifica para el ARNr 16S,
utilizando los oligonucleétidos sintéticos 518R/341F-GC, BIF164F/BIF662-GC,
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LAC1/LAC2-GC (Invitrogen, USA), cuyas secuencias nucleotidicas se detallan
en la Tabla 4.

Tabla 4: Secuencia nucleotidica y referencias de los oligonucle6tidos 518R/341F-GC, BIF
164F/ BIF662-GC, LAC1/LAC2-GC.

Nombre Secuencia Tamaiio Referencia

518R (5’ATTACCGCGGCTGCTGG- 3")
341F (5VCCTACGGGAGGCAGCAG- 3V) con 5° GC (5°
CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGGCACGGG
GGG- 3")
BIF164F (5'GGGTGGTAATGCCGGATG-3")
BIF662(5VCCACCGTTACACCGGGAA-3")con 5° GC
(5" 523pb
CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGG
GG-3")
LAC1 (5’AGCAGTAGGGAATCTTCA- 3")

518R/341F-GC 193pb

BIF164F /BIF
662-GC

LAC1/LAC2-GC 327pb

(5'CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGCCCGGGGGCACCG
GGG- 3"

Para la amplificacion se procedié a preparar una mezcla inicial de
reaccion o premix que consta de los reactivos basicos necesarios para la
amplificacion. En la Tabla 5 se presentan, a modo de ejemplo, los reactivos
necesarios para realizar la amplificacién de una muestra con un volumen final
de 50 pl. Los volumenes varian segun el nimero de muestras y el volumen final
deseado. Tanto para la preparacion del material como para la manipulacién se
utilizaron guantes con el objetivo de proteger a la muestra de enzimas que

degradan el ADN o de la contaminacién con material extrafio.
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Tabla 5: Mezcla de reaccion (premix) necesaria para amplificar un volumen final de 50
microlitros.
Volumen (ul) para un

total de 50 pl
Buffer Taq 10 x (Inbio -Highway, Tandil, Argentina) 5

Premix

MgCl(Inbio -Highway, Tandil, Argentina) 5

dNTP’s (Inbio -Highway, Tandil, Argentina) 5
Oligonucleétidos sintéticos (Invitrogen, USA) 2,5 pl de cada uno
Taq polimerasa (Inbio -Highway, Tandil, Argentina) 0,25

Agua miliQ 26,42

En el caso de la amplificacion de ADN proveniente de materia fecal con
los oligonucle6tidos LAC1/LAC2-GC y BIF164F/BIF662-GC, se duplic6 la
concentracion de enzima polimerasa utilizada.

La mezcla de reaccion se mantuvo en bafo de hielo para conservar la
actividad de la enzima polimerasa. Luego se fraccion6 en tubos eppendorfy se
adicion6 a cada uno de ellos el ADN molde que se deseaba amplificar. La
cantidad de ADN molde utilizado varid segun el origen. Para la amplificacion de
ADN proveniente de microorganismos aislados se utilizé 1 pl de ADN molde;
para amplificar el ADN proveniente de granulo de kefir y de materia fecal se
utilizaron 3 pl de ADN molde.

La amplificacion se llevé a cabo en un termociclador (MyCycler Thermal
Cycler, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) programado previamente con las
temperaturas adecuadas a cada par de oligonucleétido. Los programas
utilizados para cada par de oligonucle6tidos ensayados se detallan en la

Tabla 6.
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Tabla 6: Condiciones impuestas al termociclador para la amplificacién de la regién V3 del

ADNr 16S con los pares de oligonucledtidos sintéticos 518R-341F-GC; BIF164F/BIF662-GC;

LAC1/LAC 2-GC.

94 5 min 1 Desnaturalizacion inicial
94 30 s Desnaturalizacion

60 60 s 30 Annealing

72 30s Extension

72 5 min 1 Extension final

98 5 min 1 Desnaturalizacion inicial
94 45 o Desnaturalizacion

5o 50 s 40 Annealing

72 50s Extension

72 7 min 1 Extension final

94 2 min 1 Desnaturalizacion inicial
94 30s Desnaturalizacion

61 60 s 35 Annealing

68 60 s Extension

68 7 min 1 Extension final

Los amplicones obtenidos se almacenaron a 4 °C hasta su utilizacién.
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17.- Electroforesis en gel de acrilamida con gradiente desnaturalizante

(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, DGGE)

desnaturalizante (denaturing gradient gel electrophoresis: DGGE) fueron los

obtenidos por amplificacién de un ADN molde con oligonucledtidos ricos en GC.

Los amplicones evaluados mediante electroforesis en gel con gradiente

Soluciones de trabajo

luz.
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Solucion de Acrilamida-Bisacrilamida 40%

Acrilamida.......cccoovneiinieinnnens 3893 ¢g
Bisacrilamida........cccovevevrieenvnnnnee 1,07 g
Agua destilada...................c.s.p 100 ml

Filtrada a través de un filtro de 0,45 pm y conservada a 4 °C.

Buffer muestra

Azul de bromofenol 2%......... 0,25 ml
Xileno cianol 2% ........cueeveenee. 0,25 ml
Glicerol 100%.....cceceevureririrrennnee. 7,00 ml
Agua destilada.........cccoeeeunne 2,50 ml

Solucion de teiiido
Sybr Gold (Invitrogen)................. 30 ul
Buffer TAE.......ccooiiiir e 300 pl.

Preparada en el momento de ser utilizada y conservada al reparo de la
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Gel apilador

Acrilamida/Bisacrilamida 40% ......cccorereeeen. 5ml
Temed.......ccocvee e 5ul
Persulfato de amonio 10%.....ccocoremeeneeereereennenn. 5ul

Gel separador

El gel separador contiene 8% de acrilamida y se prepara a partir de una
solucion de acrilamida/bisacrilamida 40%. Para preparar la solucién 80% de
agente desnaturalizante (80%) se le agrega urea y formamida de acuerdo al

protocolo que se detalla en la Tabla 7

Tabla 7: Composicidn de las soluciones 0 y 80 % desnaturalizantes necesaria

Reactivos Solucion 0% Solucion 80%
desnaturalizante desnaturalizante

Acrilamida-Bis 40% 20 ml 20 ml

Buffer TAE 50X 2 ml 2 ml

Urea - 33,68

Formzflmlda ) 32 ml

deionizada

Agua destilada c.s.p 100 ml c.s.p 100 ml

A partir de estas soluciones se preparan los gradientes que se requieren

para cada gel.

Protocolo:

Para el armado de los geles se utilizaron dos vidrios perfectamente
limpios y secos, uno pequeiio y uno grande. El vidrio grande se recubri6 con
una goma y se colocaron separadores en la parte interior del vidrio tratando de
minimizar el espacio que los separa. Los separadores fueron previamente
embebidos en grasa con el objetivo de disminuir efectos provocados por la

corriente y que deforman el gel (smile). Luego, se colocé el vidrio pequefio
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sobre el vidrio grande y ambos se ajustaron con seis broches. Se constaté que el
sistema no tenga pérdidas introduciendo agua en el mismo. Luego se vaci6 y
escurrioé sobre papel de filtro.

En la Tabla 8 se presentan a modo de ejemplo, los volimenes de las
soluciones desnaturalizantes 0 y 80 % necesarios para obtener soluciones
desnaturalizantes 40, 45, 60 y 65 %. Una vez combinadas las soluciones, e
inmediatamente antes de comenzar a formar el gradiente, se les adicioné 4,4 ul
de Temed y 44 pl de persulfato de amonio 10 % y se agit6. Luego se procedié a

la formacion de los geles en gradiente.

Tabla 8: Volumenes de las soluciones desnaturalizantes 0 y 80 % necesarios para obtener

soluciones desnaturalizantes 40, 45, 60 y 65 % de urea/formamida.

Concentracion Solucion 0% Solucion 80%
desnaturalizante desnaturalizante * desnaturalizante*
(%) (ml) (ml)

40 5,75 5,75

60 2,87 8,63

65 2,2 9,3

*Volumenes necesarios para la preparacion de 11,5 ml de cada solucién.

El gradiente desnaturalizante se form¢ utilizando un sistema de vasos
comunicantes y bomba de vacio. Los vasos comunicantes se colocaron sobre un
agitador magnético y se introdujo un buzo magnético en el vaso mas cercano al
orificio de salida que contendra la solucién de mayor concentracidon de agente
desnaturalizante. Se verificé que la comunicacion entre los vasos esté cerrada y
se introdujeron ambas soluciones. Finalmente se coloc6 una manguera entre el
orificio de salida de los vasos y el espacio entre el sistema de vidrios. Se
procedi6 a encender la bomba de vacio, se abri6 la comunicacién entre vasos y
comenz6 a formarse el gel en gradiente. Se emplearon velocidades de
formacion del gel lo mas lentas posible y las mismas fueron constante para los

distintos geles de modo tal de lograr reproducibilidad.
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Luego, se coloco el peine y se dejo polimerizar. En los casos en que los
geles se contrajeron y quedaron espacios vacios se complet6 el volumen con gel
de apilamiento. Una vez polimerizados, se retiraron los peines y se procedi6 al
montaje de los geles sobre los soportes. El equipo consta de dos soportes con
una capacidad de cuatro geles por corrida. Cada uno soporta dos geles que se
montan con broches plasticos. Una vez armados los soportes se procedié a
liberar la zona de la base del gel quitando la goma contenedora de manera tal
que la corriente pueda circular. El sistema se introdujo dentro de la cuba
previamente cargada con buffer TAE y precalentada a 60 °C. Se encendio6 el
sistema de recirculacion de liquido del equipo y se procedié a la siembra de las
muestras.

Previo a la siembra las muestras fueron combinadas con un volumen de
buffer muestra (25 pl de muestra + 5 pl de buffer muestra) y luego sembradas
con jeringa Hamilton.

El equipo se conect6 a una fuente a 100 V de modo que la corriente que
pase por cada gel sea de aproximadamente de 35 mA. Las corridas
electroforéticas fueron de 16 horas a 60 °C.

Se utilizé un equipo DGGE-2401 C.B.S (C.B.S. Scientific Co., Del Mar, CA,
USA) (Figure 1) con geles de 15 x 20 x 0,75 cm de tamaiio (Figura 1).

Una vez finalizada la corrida electroforética, los geles fueron incubados
en la solucidn de tefiido (Sybr Gold, Invitrogen, USA) en oscuridad durante 30

minutos. Las bandas se observaron con luz UV en un transiluminador.
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Figura 1: Cuba para electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (C.B.S. Scientific Co.,

Del Mar, CA, USA)

18.- Secuenciacion

Soluciones de trabajo

TSS-2X

PEG 8000.......ccoeeiereeeries e 2 gr
MgCI2 (IM) .o 0,7 ml
DSMO (dimetilsulfoxido)................ 1 ml
Medio LB estéril.................. ¢.s.p. 10 ml

Filtrada a través de filtro de 0,22 pm. Conservada a -20 °C

Protocolo
Las bandas de interés observadas en los geles de DGGE se cortaron e
introdujeron en eppendorf estériles que contenian 50 pl de buffer TE. Para

permitir que el ADN difunda del gel hacia el buffer los tubos se conservaron
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durante toda la noche a 4 °C. Luego, se realizé una amplificacion del ADNr 16S,
utilizando éste ADN como molde y los oligonucleétidos sintéticos 518R/341F-
GC.

Los productos de la amplificacién fueron purificados utilizando un kit
comercial (Invitrogen, USA).

Para determinar la pureza y estimar la concentracién de los amplicones
obtenidos, los mismos fueron analizados en un gel de agarosa 1% en el cual
también se incluyéo un patrén de PM de concentracién conocida (Inbio-
Highway, Argentina). Por comparacion de la intensidad de las bandas obtenidas
con las correspondientes al patron de PM se estimé la concentracion del ADN.
Para verificar que los amplicones tuvieran el tamafio esperado se compararon
en el gel las distancias recorridas por la muestra y el patron.

Posteriormente se prepararon células competentes de E coli utilizando
un método quimico. Un inoculo inicial de E coli en medio LB se incub6 a 37 °C
durante toda la noche. Luego, 1 ml de este cultivo fue sembrado en 100 ml de
medio LB y se cultivé a 37 °C, en agitador orbital (225 rpm) hasta alcanzar una
DO o0 de 0,45-0,55. Luego, el cultivo se coloc6 en hielo durante 15 min. Se
centrifugé (3.000 rpm, 4 °C, 8 min), se descartd el sobrenadante
cuidadosamente y el pellet fue resuspendido en 5 ml de medio LB mas 5 ml de
TSS-2X. La solucién resultante se incub6 en bafio de hielo durante 15 a 30 min.,
se fracciono6 en tubos eppendorf estériles y se congelé empleando N2 liquido.
Las células competentes fueron almacenadas a -80 °C hasta su utilizacién.

Para el clonado se utilizo el kit pGEM-T y pGEM-T Easy Vector Systems
(Promega Co., USA). La insercion del plasmido y el clonado se llevé a cabo
segun las instrucciones del proveedor. Las colonias seleccionadas fueron luego
enviadas para su secuenciaciéon a Macrogen (Seul, Korea) y las secuencias
obtenidas fueron analizadas por comparacién con la base de datos del

GenBank. Se utilizo el software BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) y se
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determiné la similitud de estas secuencias parciales del ADNr 16S con otras
secuencias conocidas.
En algunos experimentos se envié a secuenciar directamente las bandas

amplificadas y purificadas, sin previa clonacion.

19.- Tipificaciéon por rep PCR (GTG)5°

Soluciones de trabajo

Buffer Gitscheir 5X
(NH4)2S04(MerK)...ovreereereereerennes 1M
Tris pH 8.0..errercerrerrsesnneessesssnens 1M
1% £ OF R 1M
EDTA pH 8.8...ereereeireenns 0,5M
B-mercaptoetanol........ccuueue. 14.4 M

Conservadas a 4 °C.

Marcadores de referencia

35 pl de PCR ruler (Bio-rad, #170-8206)

28 pl de 500 bp molecular ruler (Bio-rad, #170-8203)
75 ul de buffer de muestra

100 pl buffer TE

19.1.- Amplificacion de secuencias repetidas: rep PCR
La amplificacién se realizé utilizando los oligonucledtidos sintéticos
(GTG)5" (Tabla 9). Estos oligonucledtidos hibridan con secuencias de ADN

repetidas (secuencias rep) que se encuentran distribuidas en el cromosoma.
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Tabla 9: Secuencia nucleotidica del oligonucleétido sintético (GTG)5".

Oligonucleoétido Secuencia

(GTG)s 5'GTGGTGGTGGTGGTG-3"

La mezcla de reaccién se preparé como se detalla en la Tabla 10

Tabla 10: Mezcla de reaccién para la amplificacién de secuencias repetidas intragénicas.

Cantidad por

Reactivo

muestra (ul)
5x Gitschier buffer 5
Seroalbumina bovina (BSA) (20mg/ml) (Roche) 0,2
Dimetilsulféxido (DMSO) 100% (Fluka) 2,5
Agua MiliQ 13,65
dNTP’s (25mM) (Pharmacia) 1,25
Oligonucleétido (GTG)5" 0,3 ug/ul 1
Taq ADN polimerasa (5 U pll, Red Goldstar, 04
Eurogentec) ’

En tubos eppendorf estériles se colocaron 24 pl de la mezcla de reaccion y
1 pl de ADN molde (50 ng pl-1) Se utilizé el ADN obtenido a partir de medio
sélido ya que con este método se obtiene ADN de mejor calidad y en mayor
concentracion. El programa utilizado en el termociclador se muestra en la Tabla

11.
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Tabla 11: Condiciones fijadas al termociclador para el ensayo de rep PCR.

Temperatura (°C) Tiempo N°de ciclos Descripcion

95 7 min 1 Desnaturalizacion inicial
94 1 min Desnaturalizacion

40 1 min 30 Annealing

65 8 min Extension

65 16 min 1 Extension final

Los productos PCR que no se utilizaron inmediatamente fueron
conservados a

-20°C.

19.2.- Electroforesis en gel de agarosa

Se prepararon geles con un porcentaje de 1,5 % p/v de agarosa en buffer
TAE. Se utiliz6 un equipo de electroforesis con un soporte de 20 x 15 cm y
peines de 20 posiciones de 1,5 mm de ancho cada una.

Para la preparacion del gel se pesaron 2,25 g de agarosa en frasco de
vidrio y se le adicion6 150 ml de buffer TAE (previamente preparado utilizando
material volumétrico y empleando agua MilliQ). A la solucién resultante se le
determiné el peso y se calentdé en microondas hasta disolucién completa. Se
pesé nuevamente y se corrigié al peso original adicionando agua MilliQ. Esta
solucion fue termostatizada a 55 °C en un bafio y luego se volcod sobre el
soporte de electroforesis cubriendo luego el mismo con papel de aluminio para
evitar la evaporacién. Una vez solidificado se procedié a la siembra de las

muestras.
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Para la preparacion de las muestras se combinaron 25 pl de cada
producto PCR con 5 pl de buffer de corrida (6x). De cada una de éstas
soluciones se tomaron 7,2 ul y se sembraron en las diferentes posiciones del gel

La electroforesis se desarrollé a 4 °C, a un voltaje constante de 55 V
durante 960 min. Una vez finalizada la corrida, los geles fueron tefiidos por
inmersién en solucién de 1 pg ml -1 de bromuro de etidio en buffer TAE, durante
30 minutos. Luego, los mismos se colocaron durante 10 min en agua MilliQ y se
tomo6 de ellos una imagen digital. Las calles fueron individualizadas y las
imagenes resultantes fueron normalizadas utilizando el programa Corel Photo
Paint 7.

Los resultados fueron analizados empleando el software Bionumerics
v2.5 (Applied Maths, B) utilizando la base de datos LMG de la Universidad de

Gent, Belgica (www.belspo.be/bccm).

20.- Secuenciacion del gen de la fenilalanina sintasa
20.1.- Amplificacion del gen de la fenilalanina sintasa

La secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la amplificacién y
secuenciacion de los genes de la fenilalanina sintasa (pheS) se detallan en la

Tabla 12 (Naser et al,, 2005):

Tabla 12: Oligonucledtidos utilizados para el ensayo de secuenciacion del gen de la pheS.

Oligonucleotidos Secuencia 5'-----> 3’

pheS 21 F CAYCCNGCHCGYGAYATGC
pheS 22 R CCWARVCCRAARGCAAARCC
pheS 23 R GGRTGRACCATVCCNGCHCC

Una soluciéon de ADN molde se llevo a DO 260= 0,2 con agua Milli-Q. El

ADN utilizado en este ensayo fue obtenido a partir de bacterias crecidas en
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medio soélido y su calidad fue previamente constatada segun se detalla en el
punto 15 de Materiales y Métodos.

En la Tabla 13 se detallan las cantidades de cada reactivo necesarias para
la obtenciéon de la mezcla de reaccion que se utiliz6 en la reaccién de

amplificacion.

Tabla 13: Mezcla de reaccién utilizada para la amplificacién del gen de la pheS.

Cantidad por muestra

Reactivo

(u)
PCR buffer 10X 2,5
Agua MQ 18
dNTP’s (2mM) 2,5

oligonucleotido 1(50uM) 0,25
oligonucleétido 2(50uM) 0,25
Taq ADN polimerasa 0,5

En cada tubo eppendorf estéril se agregaron 24 pl de la mezcla de
reacciény 1 pl de ADN (0,2 ng pl-1). La temperatura de annealing utilizada en la
reaccion de amplificacion fue de 50 °C. En caso de amplificacion negativa se
ensayaron, ademas, las siguientes temperaturas de annealing: 42, 46, 55, 60, y
65 °C.

En caso de que los productos PCR no fueran utilizados inmediatamente,

se conservaron a -20 °C.

20.2.- Control de los amplicones

Para constatar que los amplicones obtenidos tuviesen el tamafo
esperado (460 bp) los mismos fueron separados en un gel de agarosa (1 p/v %)
mediante electroforesis junto a un patrén de peso molecular de concentracion y

tamafo conocidos.
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20.3.- Purificacion

Los amplicones se colocaron sobre un sistema constituido por una
membrana de ultrafiltracion (kit NucleoFast 96 PCR) unida a una bomba de
vacio (Tecan, Suiza). Como resultado los contaminantes (oligonucledtidos
sintéticos, dNTPs y sales) fueron expulsados y los amplicones purificados
permanecieron en la membrana. Luego, los mismos fueron resuspendidos en
distintos volimenes de agua MilliQ de manera de obtener iguales

concentraciones en todas las muestras.

20.4.- Reaccion de amplificacion para la secuenciacion
Los oligonucledtidos utilizados para amplificar el gen pheS se describen

en la Tabla 14.

Tabla 14 : Oligonucleétidos utilizados para el ensayo de secuenciacion de la pheS.

Oligonucleodtidos Secuencia 5'-----> 3’
pheS 21F CAYCCNGCHCGYGAYATGC
pheS 23 R GGRTGRACCATVCCNGCHCC

Las cantidades de cada reactivo necesarias para formular la mezcla de
reaccion que se utilizo en la reaccion de amplificacion se detallan en la

Tabla 15.

Tabla 15 : Mezcla de reaccion para la reaccién de amplificacion del gen de la pheS.

Reactivo Cantidad por muestra
BugDye v3.1 (OPL-0,48)1/14 0,286 ul

5X Buffer de secuenciacion(OPL-0,49) 1,857 ul

Agua MiliQ 1,857ul
Oligonucleétido sintético (4uM) 3 ul

Para la amplificacién se combinaron 7 pl de la mezcla de reacciéon y 3 pl

de ADN molde en cada tubo eppendorf estéril y las mezclas se llevaron a un
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termociclador. Los ciclos de calentamiento y enfriamiento se detallan en la

Tabla 16.

Tabla 16: Condiciones impuestas al termociclador para amplificar el gen de la pheS.

Temperatura (°C) Tiempo N° de ciclos Descripcion

96 15 sec Desnaturalizacion
Annealing

35 1sec 30

60 4 min Extension

4 7 min Extension final

Los productos PCR que no se utilizaron inmediatamente fueron

conservados a -20 °C.

20.5.- Purificacion y Secuenciacion

Para purificar los productos de la amplificacion del ADN se utiliz6 el kit
BigDye Xterminator. En este caso las impurezas (sales, dNTPs, etc) quedaron
retenidas en la fraccién insoluble mientras que los productos de amplificacion
marcados permanecieron en el sobrenadante.

Luego de la purificacidn, los productos fueron colocados en una placa de
96 pocillos (3100 Genetic Analyzer Plate Septa) y secuenciados.

Los resultados obtenidos fueron analizados usando el programa Applied

Biosystems Sequencing Analysis Software version 5.1

21.- Caracterizacion reoldgica de las leches fermentadas

21.1.- Obtencion de leches fermentadas.
A partir de 50 pl de los cultivos conservados a -80 °C de cada uno de los

microorganismos a utilizar se hicieron repiques en 5 ml de leche descremada
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estéril y se cultivaron en sus respectivas condiciones de crecimiento. La pureza
de los cultivos obtenidos se verificO mediante la evaluacién de la morfologia
microscépica utilizando la tincion de Gram. Se realizaron dos repiques
sucesivos previo a la ejecucion de cada ensayo en las condiciones descriptas.
Para la evaluacion reoldgica los microorganismos se inocularon en leche
parcialmente descremada esterilizada por tratamiento de ultra alta
temperatura (UAT) al 1% v/v y se incubaron durante los tiempos y
temperaturas indicados anteriormente (Tablas 1 y 2). Los cultivos destinados a
la evaluacién se realizaron en frascos de boca ancha, estériles, conteniendo 100
ml de leche para permitir la toma de muestra sin romper la estructura del gel
acido. Previo a la evaluacidon reolégica, las leches fermentadas fueron
almacenadas por un periodo de 24 horas a 4 °C. Asimismo se determind6 el pH
final de la fermentacion utilizando un peachimetro asociado a un

microelectrodo combinado de vidrio/calomel (Cole-Parmer).

21.2.- Obtencion de geles lacteos acidificados con 8-gluconolactona.

A 10 ml de leche se le adicion6 0,1 g de 6-gluconolactona (ICN
Biomedicals Inc., Ohio 44202, USA). Se agit6 en un agitador magnético durante
1 minuto y luego se incubé a 37 °C por 3 horas. El pH de los geles obtenidos
luego de la incubacién se encontr6é en un rango entre 4,3 y 4,5. Los geles se

mantuvieron a 4 °C hasta su analisis.

21.3.- Evaluacion del comportamiento de flujo y determinacion de
viscosidad.

Para la evaluacion del comportamiento de flujo y la evaluacion de
viscosidad se utiliz6 un reémetro Haake Rheostress 600 (Alemania), en su
modo de viscosimetro rotacional empleando la geometria plato-plato rugosos.

El ensayo se llevé a cabo a 25 °C (Termohaake DC50) y la secuencia de rotaciéon
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empleada fue: ascenso del gradiente de velocidad de 0 a 500 s-1 en 2 minutos,
mantenimiento del gradiente de velocidad en 500 s-! durante 1 minuto y
descenso del gradiente de velocidad de 500 a 0 s'1 en 2 minutos. Se registro el
esfuerzo de corte en funcion del gradiente de velocidad de deformacién y se

determind la viscosidad aparente (nap) a un gradiente de velocidad de 300 s-1.

21.4.- Evaluacion del espectro mecanico de los geles acidos

Las leches fermentadas fueron evaluadas mediante ensayos oscilatorios
de pequefia amplitud de deformacién. Las medidas fueron efectuadas en un
reometro de esfuerzo controlado RheoStress 600 (Termo Haake, Karlsruhe,
Germany) utilizando la geometria plato-plato rugosos de 35 mm de diametro
como sistema sensor, con una separacion de 1 mm entre platos.

La temperatura de las se mantuvo a 252C utilizando un bafio anexo al
equipo (DC50, Haake).

En un primer ensayo, se determiné el rango de viscoelasticidad lineal.
Para ello se realizé un barrido de esfuerzo de 0,01 a 20 Pa a una frecuencia fija
de 1Hz. A partir de los mismos se seleccioné un esfuerzo dentro de dicho rango
para realizar los barridos de frecuencia y asi obtener los espectros mecanicos
de las muestras.

Se determinaron los modulos elastico (G”) y viscoso (G™'), la tangente del
angulo de deformacidn (tg 6) y el moédulo complejo (G*) como funciones de la
frecuencia (0,1-10Hz) y se escogieron los valores de esos pardmetros a la

frecuencia de 1Hz para efectuar las comparaciones correspondientes.
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22.- Obtencion v purificacion de polisacaridos.

22.1.- Extraccion de exopolisacaridos a partir de cultivos de
microorganismos aislados.

Los microorganismos activos fueron inoculados en leche parcialmente
descremada estéril y se incubaron en sus respectivas condiciones de cultivo.
Una vez finalizados los tiempos de fermentacion se evalué el pH y se procedié a
la extraccion de polisacaridos utilizando el método de precipitacién con alcohol
en frio y didlisis descripto por Rimada & Abraham (2001).

Inicialmente, las leches fermentadas fueron calentadas en bafio a
ebullicion con el objetivo de inactivar enzimas que puedan degradar los EPS y
modificar la estructura de las proteinas de la leche de modo de facilitar su
posterior separacidn. A continuacion se centrifugaron a temperatura ambiente
durante 15 minutos a 10.000 g utilizando una centrifuga Avanti J25 (Beckman
Coulter Inc., USA). Al sobrenadante se le adicioné dos veces su volumen de
etanol frio (-20 °C) y la solucién resultante se llevo a -20 °C durante 24 horas.

Los polisacaridos, que en estas condiciones precipitan, fueron separados
por centrifugacién (4 °C, 20 min, 10.000 g) y luego resuspendidos en agua
caliente.

Para obtener una muestra con bajos contenidos de proteinas y sin lactosa
se procedid a repetir el proceso de precipitacidn y disolucién y luego se dializ6
con membrana con valor de corte de 1.000 Da (Spectra/Por, Spectrum
laboratorios, USA). La didlisis se realiz6 en vasos de precipitado de 4 litros
contra agua bidestilada en agitacién continua a 4 °C. El periodo de dialisis fue
de 48 horas y se realizé un cambio de agua a las 24 horas.

De las soluciones obtenidas se separ6 una alicuota para determinar el
contenido de azucares totales (método de antrona) y constatar la ausencia de

carbohidratos de bajo peso molecular (TLC) y proteinas (método de Bradford).

55



Materiales y Métodos

Finalmente, las soluciones fueron liofilizadas y almacenadas en recipientes

herméticos a temperatura ambiente.

22.2.- Extraccion de exopolisacaridos de granulos de kefir

Se realizd la extraccion de polisacaridos del granulo de kefir CIDCA AGK1
utilizando el método de precipitacion con alcohol en frio descripto por Rimada
& Abraham (2001).

Los granulos lavados, escurridos y pesados fueron disueltos en agua
destilada en una proporcién de 10 % p/v y se calentaron a 100 °C durante un
periodo de 30 minutos. Luego se centrifugaron a temperatura ambiente por 15
minutos a 10.000 g utilizando una centrifuga Avanti J25 (Beckman Coulter Inc.,
USA). El sobrenadante se separd y se le adicioné dos veces su volumen de
etanol frio (-20 °C). Esta solucion se mantuvo a -20 °C por 24 horas. El
polisacarido precipitado fue separado por centrifugacion (4 °C, 20 min, 10.000
g) y resuspendido en agua caliente. Se repiti6 el proceso de precipitacién y
disolucién y finalmente se dializ6 con membranas con valor de corte de 1.000
Da (Spectra/Por, Spectrum laboratorios, USA). De las soluciones obtenidas se
separ0 una alicuota para determinar el contenido de azucares totales (método
de antrona) y constatar la ausencia de carbohidratos de bajo peso molecular
(TLC) y proteinas (método de Bradford). Finalmente las soluciones fueron

liofilizadas y almacenadas a temperatura ambiente.

22.3.- Cromatografia en capa fina

Soluciones de trabajo

Solvente de corrida
N-propanol........cccvceeeriieven e, 70 ml

Acido aCltiCO..emmmmrnrerrerieeann, 20 ml
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Solucion de revelado

Acido p-amino benzoico.............. 7 g/l

Acido 0-fosforico........ccounrruevennn 30 g/1

Metanol......cccoerivireienien e cs.p.11
Protocolo

Como medida de la pureza de las muestras se verificé la ausencia de
lactosa mediante cromatografia en capa fina (TLC). Como referencia se utilizo
lactosa Sigma (St Louis MO 63178 USA) al 0,5 % p/v en una solucién de
etanol:agua 50:50.

Se utilizaron placas de Silica gel G (Merck D-64271, Alemania) que
fueron cortadas teniendo en cuenta que cada muestra debe sembrarse
separada una distancia de 1 cm de la siguiente y del borde inferior. Las placas
fueron previamente activadas en estufa a 100 °C durante 1 min y la siembra se
realizo con jeringa Hamilton. El volumen de siembra fue de 3 pl. Una vez
concluida la siembra, la placa fue introducida en una cuba previamente
saturada con solvente de corrida. Se permitio el avance de fase la mévil hasta
una distancia de 2 cm de la parte superior de las placas.

Finalizada la corrida, se retir6 la placa de la cuba, se sec6 utilizando aire
caliente y se procedi6 al revelado. Para ello, se bafi6 la placa con solucion de
revelado, se secd por evaporacion y se llevd a estufa a 100 °C durante 5 min
para visualizar los hidratos de carbono. Las placas fueron escaneadas para el

analisis (Zweig & Sherma, 1978).
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22.4.- Cuantificacion de proteinas: Método de Bradford

Soluciones de trabajo

Reactivo de Bradford

Coomassie Brilliant Blue G-250......100 mg

Acido fosSforico 85% .ovvvvvvereveeersenn 100 ml

Etanol 9520 coveeeeeeeece e eee e 50 ml

NAOH IM e eeee e e e 50 ml

Agua destilada.........c.ccceevvveeee c8.p. 111
Protocolo

Como medida del grado de pureza de las muestras se procedio a
cuantificar el contenido de proteinas mediante el método de Bradford
(Bradford, 1976). Para ello, se colocé en un tubo de hemolisis 50 pl de solucién
a analizar y 1 ml de reactivo de Bradford. La mezcla de reaccion se agit6é por
inversién y se midi6 la absorbancia de la muestra a 590 nm en un
espectrofotometro (Metrolab). Las muestras se procesaron simultaneamente
con una curva de calibracién que se preparo a partir de seroalbumina bovina en

concentraciones entre 50 y 300 ug/ml.

22.5.- Cuantificacion de azucares totales: Método de antrona

Soluciones de trabajo

Reactivo de antrona
antrona (9,10 dihidro-9-oxoantraceno, Mallinckrodt) .......... 0,5gr
H2S04 66% (V/V) coeeiiiiiiee e e e e cs.p.11
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Para la disolucion del acido sulfturico (H2S04) en agua se trabajo en un
bafio de hielo debido a que se trata de una reaccién exotérmica. Para facilitar la
disoluciéon de el 9,10 dihidro-9-oxoantraceno el mismo se agregd a una
temperatura aproximada de 70 °C. El reactivo se conservé entre 0 y 4 °C por no

mas de 30 dias.

Protocolo

La cuantificaciéon de azucares totales se realizé utilizando el método de
antrona (Southgate, 1976). La evaluacion de las muestras se realiz6
simultaneamente con la de una curva de calibracion. Esta dltima se preparé
empleando soluciones de glucosa en el rango de 25-500 pg/ml.

En tubos de vidrio con tapa se agregaron 0,2 ml de las soluciones a
ensayar y 2 ml de reactivo de antrona. Luego, las muestras fueron llevadas a un
bafio de agua a 100 °C por 15 minutos y luego colocadas en un bafio de agua a
temperatura ambiente en oscuridad durante 30 minutos. Finalmente se realiz6
la medida de la absorbancia a 620 nm de longitud de onda en un
espectrofotometro. Los resultados de absorbancia correspondientes a las
muestras se interpolaron con los resultados correspondientes a la recta de

calibracion.

23.- Caracterizacion de exopolisacaridos.

23.1.- Determinacion de peso molecular

Los polisacaridos disueltos en agua fueron filtrados utilizando filtros de
0,45 pm de didmetro de poro (Millipore, San pablo, Brasil) e introducidos en
viales para la determinacion de peso molecular mediante cromatografia liquida
de alta resolucion utilizando una columna de exclusion molecular OH-PAK SB
805 HQ (Shoedex, Japon). El equipo consta de un aspirador automatico para la

toma de muestra modelo 717 (Waters, Milford), un controlador modelo 600
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(Waters, Milford) y un refractémetro diferencial modelo 410 (Waters, Milford).
La elucién de las muestras se llevé a cabo a temperatura ambiente utilizando
como eluyente NaNO3z 0,1 M a flujo constante (0,95 ml/min, presion: 120:130
psi). El volumen de muestra inyectado fue de 50 pl. Como patrones de peso
molecular se utilizaron dextranos en el rango de 97.000 a 3.800.000 Da (ALO-

2770, Phenomenex, Torrence, CA).

23.2.- Composicion de azucares mediante cromatografia de intercambio
anioénico
23.2.1.- Hidrélisis para la determinacion de azucares

Muestras de los polisacaridos liofilizados (entre 0,4 y 1,2 mg) fueron
disueltas en 200 ul de agua Milli-Q e hidrolizada en acido trifluoroacético 0,2,
2,0 y 4 N durante 3 horas a 100 °C. Luego, las mismas se llevaron a sequedad en
rotavapor, con sucesivos agregados de agua para eliminar el acido. Finalmente
las muestras se secaron en SpeedVac (ThermoSavant, USA). Cada una de las

muestras fue redisuelta en 100ul de agua destilada.

23.2.2.- Cromatografia de intercambio anidnico

Para el andlisis de la composicion de azticares mediante cromatografia de
intercambio aniénico de alta resolucion se utilizo una columna Carbopac PA-10
(4 x 250 mm) con pre-columna PA-10 (Dionex) y un detector de pulsos
amperométricos (HPAEC-PAD) en un equipo Dionex DX-300.

Se utilizaron como patrones D-glucosamina, D-galactosamina, L-fucosa,
D-manosa, D-galactosa, L-arabinosa, D-fructosa (Sigma) y D-glucosa (Merk)
secados previamente en desecador al vacio durante 48 hs. Los patrones fueron
pesados para preparar soluciones a partir de las cuales se realizaron las
diluciones necesarias para el andlisis. Las soluciones se mantuvieron

congeladas hasta su utilizaciéon a -20 °C. La cuantificacién de los azucares
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neutros se realiz6 utilizando 2-deoxi-glucosa (Sigma) como estandar interno,
relacionando el drea correspondiente a 2-deoxi-glucosa con el drea de pico
obtenida para cada azucar. Este aztcar se utiliza por similitud estructural con la
glucosa y por ser un azucar no natural.

Los solventes de corrida utilizados fueron NaOH 200 mM y agua. Se
empled en la corrida un programa isocratico con un flujo de 1 ml/min y una
concentraciéon de NaOH de 16 mM. Los resultados son promedios de dos

corridas realizadas para cada muestra.

24.- Efecto de polisacaridos sobre la microbiota fecal de ratones.

24.1.- Animales de laboratorio

Se utilizaron hembras de ratones Balb/C de seis semanas de edad, libres
de patdgenos especificos, obtenidos del bioterio de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la UNLP. Los animales se mantuvieron en jaulas plasticas, con
temperatura y ciclo dia/noche controlados; y fueron alimentados con una dieta

balanceada convencional.

24.2.- Soluciones de polisacaridos

Los polisacaridos se resuspendieron en agua mineral (Villa del Sur,
Argentina) en concentraciéon 300 mg/l y se administraron a los ratones como
agua de bebida para su consumo ad Iibitum. Las soluciones fueron

reemplazadas todos los dias.

24.3.- Tratamiento 1: Disefio del Experimento

Para determinar el efecto de la administracion oral de polisacarido sobre
la microbiota intestinal, se realizaron experimentos in vivo. La ingesta diaria de
solucion de polisacarido fue de 2,5 a 3,4 ml / ratén/ dia, lo que equivale a una

dosis de 0,75 -1 mg polisacarido / ratén/ dia.
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Los ratones fueron divididos en 3 grupos de 5 ratones:

Grupo control: recibieron una dieta balanceada durante 7 dias.

Grupo Kk/2d: recibieron una dieta balanceada y se incluyé Ila
incorporacion de polisacarido (300 mg/1) en el agua de bebida durante 2 dias.

Grupo k/7d: recibieron una dieta balanceada y se incluy6 la

incorporacion de polisacarido (300 mg/1) en el agua de bebida durante 7 dias.

Las soluciones de polisacarido fueron administradas de manera que
todos los animales de diferentes grupos experimentales fuesen sacrificados en
el mismo dia. El contenido intestinal fue extraido, resuspendido en PBS y
congelado a -80 °C hasta su analisis (Figura 2). Se realizaron tres experimentos

independientes.

Grupo k/2d f > 2dias EPS (300 mg/l)
Grupo k/7d > 7 dias EPS (300 mgfl)

3 grupos de 5 ratones
Balb/C Dia0 Dia5 Dia7

o
Toma de Muestra
(contentenido intestinal)

24.3.1.- Analisis de las muestras de contenido intestinal

Figura 2: Esquema del disefio experimental.

Las muestras de contenido intestinal fueron analizadas por PCR-DGGE.
Para ello, el ADN de la materia fecal fue extraido como se detall6 en el item 14

de Materiales y Métodos y utilizado como molde para amplificar la region V3
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del gen que codifica para el ARNr 16S. Los oligonucle6tidos sintéticos utilizados
en la amplificacién fueron 518R/341F-GC, BIF164F/BIF662-GC y LAC1/LAC2-
GC. Las mezclas de reaccion y temperaturas de amplificacion empleadas para

cada par de oligonucleétidos se describen en el item 16. Amplificacion del

ADNr 16S de Materiales y Métodos. Los amplicones obtenidos fueron

sembrados en un gel de poliacrilamida con gradiente desnaturalizante de urea
formamida (item 17 de Materiales y Métodos).

En la seleccion de las condiciones de corrida para la Electroforesis en Gel
con Gradiente Desnaturalizante se utilizaron los gradientes 30/60, 40/60,
45/65 y 45/70. Para el analisis de los resultados se utilizé el programa Systat
12.

24.4.- Tratamiento 2: Disefio del Experimento

Con el objetivo de realizar un seguimiento a lo largo del tiempo de la
microbiota fecal de los ratones se realiz6 un ensayo en el cual los mismos
fueron individualizados dentro de cada grupo. La ingesta diaria de solucion de
polisacarido fue de 2,5 a 3,4 ml / raton/ dia, lo que equivale a una dosis de
0,75 -1 mg poliscarido / ratén/ dia.

Los ratones fueron divididos en tres grupos (Figura 3).

Grupo control: (ratones 1 a 6) recibieron una dieta balanceada durante
21 dias.

Grupo k/21d: (ratones 7 a 12) recibieron una dieta balanceada y se
incorporé kefiran en el agua de bebida en una concentracién de 300 mg/1.

Grupo 83124/21d: (ratones 13 a 18) recibieron una dieta base
suplementada con el polisacarido aislado de la cepa CIDCA 83124 en una

concentracién de 300 mg/1 durante 21 dias.
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Los polisacaridos (kefiran de granulo o proveniente de la cepa CIDCA
83124) fueron suministrado ad libitum en al agua de bebida en una

concentracién de 300 mg/1 durante 21 dias.

3 grupos de 5 ratones f
Balb/C 0 2 7 14 21

Toma de muestras

Figura 3: Esquema del disefio experimental.

Las muestras de materia fecal fueron tomadas los dias 0, 2, 7, 14y 21y
procesadas en el momento de la toma de muestra o bien conservadas a -80 °C

hasta su analisis.

24.4.1.- Analisis de las muestras de material fecal
24.4.1.1.-Recuento de lactobacilos y bifidobacterias

A las muestras de materia fecal tomadas de todos los ratones los dias 0 y
21 se le realiz6 recuento de microorganismos viables dirigido a las poblaciones
de bifidobacterias y lactobacilos.

Para ellos se tomaron 5 pellets de materia fecal, se pesaron y se
introdujeron dentro de un tubo estéril con 1 ml de de PBS/Cys 0,05 %. Luego,
se disgregaron en esterilidad y finalmente, se procedio a realizar el recuento de
microorganismos viables. Se empleé MRS/Cys 0,05 % como medio de cultivo y

solucién fisiolégica (NaCl 0,85 %) como diluyente. Las condiciones de

64



Materiales y Métodos

crecimiento fueron 37 °C, 48 hs y anaerobiosis. El resultado se expres6 como

ufc/ml.

24.4.1.2.- Peso de los ratones

Se evalué el efecto de las distintas dietas sobre el peso de los ratones.
Para esto cada ratén fue pesado los dias 0, 2, 7, 14 y 21 del tratamiento. Para
analizar los resultados se calcularon las diferencias entre el peso inicial (Pi) y
final (Pf) para cada ratén y luego se promediaron los valores obtenidos para los

ratones pertenecientes a cada grupo.

24.4.1.3.- PCR-DGGE

Las muestras de materia fecal tomadas a cada raton los dias 0, 2, 7, 14 y
21 del tratamiento fueron analizadas por PCR-DGGE. La extraccion del ADN,
amplificacion y el ensayo de DGGE fueron llevados a cabo empleando la misma

metodologia descripta para el tratamiento 1 (item 24.3.1 de Materiales y

Métodos).

24.4.1.4.- Analisis mediante hibridacion fluorescente in situ- Citometria
de flujo

Soluciones de trabajo

Solucion de hibridacion

|\ = (O 526g

Tris base......cccooeniieviiinne 0,24 ¢
SDS e 001g
Formamida .......ccccccereunenes 30 ml

Agua bidestilada c.s.p. ....100 ml
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Solucion de lavado

|\ |- T O 0,57 ¢g

Tris-HCI pHS8....coocie 036¢g

EDTA PHB....oo v 0,03 g

SDS e 0,015¢g

Agua bidestilada c.s.p....cccecvuvrennen. 150 ml
Protocolo

Las poblaciones celulares se evaluaron mediante la marcaciéon con
sondas fluorescentes especificas (Invitrogen) para los siguientes grupos
poblacionales: Eubacterias (Eub 338), NONEubacteria (NON 338),
Bifidobacterias (Bif 164) y Lactobacilos (Lab 158). La sonda Eub 338 se usd
como control positivo. La sonda NON 338, se utilizé como control negativo.

En la Tabla 17 se detallan los marcadores especificos utilizados para cada

grupo de bacterias.

Tabla 17: Sondas utilizadas para la hibridacién fluorescente in situ y secuencia a la cual se

unen.

Nombre Secuencia (5°-3") Marcador fluorescente
Eub 338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT FITC

NON 338 ACATCCTACGGGAGGC FITC

Lab 158 GGTATTAGCAYCTGTTTCCA  AlexaFluor 532

Bif164 CATCCGGCATTACCACCC AlexaFluor 647

El proceso de fijacion y marcacidon de las muestras de materia fecal se
llevo a cabo mediante el protocolo descripto por Snart et al, 2006 como se

detalla a continuacion:
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1) La materia fecal fue recolectada, pesada e introducida en tubos
eppendorf, luego fue homogeneizada mecanicamente con palillos de madera y
diluida 1/10 en PBS.

2) Se tomaron 300 pl de la suspensién resultante y se le agregaron
900 pl de paraformaldehido 4 % (p/v).

3) Las muestras obtenidas se almacenaron a 4 °C durante toda la
noche. Pasado este periodo de tiempo se centrifugaron (7.600 g, 5 min, 4 °C) y
el pellet resultante se resuspendio en 1 ml de PBS y se centrifugo nuevamente
(7.600 g, 5 min, 4 °C). Finalmente, el pellet fue resuspendido en 400 pul de PBS y
se le agreg6 400 pl de etanol frio. Se prepararon 6 tubos de cada muestra. Las
muestras fijadas se almacenaron a -80 °C en tubos hasta su analisis.

4) Para cada analisis se hizo un pool con 3 tubos de los anteriormente
fijados, para ello cada tubo se centrifug6 (14.600 g 5 min) y los pellets
bacterianos resultantes fueron reunidos en un solo tubo y resuspendidos en 1
ml de PBS.

5) Las células bacterianas fueron cosechadas por centrifugacion
(14.600 g 5 min) y resuspendidas en 1 ml de buffer Tris-EDTA.

6) Después de ser lavadas con este buffer los pellets fueron
resuspendidos en buffer Tris-EDTA con 1 mg of lisozima por ml y se
mantuvieron durante 10 min a temperatura ambiente.

7) Seguidamente, las células fueron lavadas con PBS y resuspendidas
en 1 ml de solucién de hibridacién.

8) Alicuotas de 50 pl fueron usadas para unirse a cada sonda. La
concentracion final de cada sonda fue de 4 ng/pl. Las mezclas de hibridaciéon
fueron mantenidas a 35 °C durante toda la noche en tubos para microcentrifuga

y al abrigo de la luz.
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9) Luego de la hibridacion se agregé 150 upl de soluciéon de
hibridacion a cada tubo y las células bacterianas fueron cosechadas por
centrifugacion (14.600 g, 5 min).

10) Seguidamente, las células fueron resuspendidas en 200 pl de
solucion de lavado, incubadas a 37 °C durante 20 min y centrifugadas (14.600 g,
5 min). Luego de esta centrifugacion las células fueron resuspendidas en 100 pl
de PBS y se les adicioné 500 pl de PBS previamente filtrado para la posterior

adquisicion de datos en el citémetro.

Se determiné el forward (FSC) y side scater (SSC) en un citometro de flujo
FACScalibur (Becton Dickinson Biosciencies, San Jose, USA) utilizando el
programa Cell Quest Pro para la adquisicion de los datos (50000 eventos). Se
establecio el gate o region correspondiente para cada tipo celular. El analisis de
datos fue realizado con los programas Cell Quest Pro (Becton Dickinson) y

WinMDI (version 2.9; Joseph Trotter).

24.4.1.5.- Microscopia laser confocal

Las muestras de materia fecal marcadas con sondas fluorescentes
siguiendo el mismo protocolo que se describe en el punto anterior fueron
analizadas en un microscopio laser confocal. Para ello, una gota de la muestra
marcada con sonda fluorescente fue depositada entre un portaobjeto y un
cubreobjeto y conservada en oscuridad hasta el momento de la observacion. La
observacion se llevo a cabo en un microscopio confocal LEICA TCS SP5 con
laseres de Argéon y HeNe. Las microfotografia obtenidas fueron evaluadas

mediante el programa LAS AF Lite.
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