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RESUMEN

La infeccidon por Helicobacter pylori es una de las enfermedades infecciosas
cronicas mas frecuentes en la actualidad. En Chile, reportes de la prevalencia de
esta infeccion varia entre un 60% y 79%. La mayor parte de los sujetos infectados
permanecen asintomaticos; sin embargo, entre un 10-15% desarrollan ulcera
gastrica o duodenal, otros adenocarcinoma y un porcentaje minimo linfoma de
MALT. Actualmente, numerosas terapias basadas en antibidticos estan
disponibles. Sin embargo, éstas presentan varios problemas asociados,
incluyendo la aparicidén de resistencia a los antibiéticos que se utilizan y los efectos
adversos asociados al tratamiento, el riesgo de re-infeccion y el alto costo de la
terapia antibiética. Las terapias de erradicacion con uso de antibiéticos fracasan
entre un 20 y 80% de los casos, segun la poblacion estudiada. El retraso en el
desarrollo de una vacuna para prevenir o erradicar la infeccion ha fomentado la
investigacion de nuevos enfoques terapéuticos.

Dado que H. pylori coloniza la mucosa gastrica y despliega su virulencia a través
de multiples mecanismos, es deseable contar con agentes profilacticos que
puedan impedir o reducir la colonizacion vy, por lo tanto, proteger al huésped. Es en
este escenario que los probidticos se destacan como una alternativa emergente y
atractiva para el manejo y la prevencion de las enfermedades gastrointestinales.
Los probioticos ejercen su funcién de una manera directa o indirecta a través de la
modificacion de la microbiota enddgena, o bien realizando un efecto
inmunomodulador. Los productos alimenticios suplementados con probidticos son
generalmente derivados lacteos y en escasas ocasiones productos naturales
como vegetales fermentados en preparaciones caseras, no existiendo en el
mercado un producto alimenticio suplementado con cepas probidticas de origen
gastrico humano para el manejo preventivo de la infeccion por H. pylori.

Uno de los principales impedimentos tecnolégicos involucrados en la incorporacion
de cepas probidticas en formulaciones alimenticias no lacteas radica en la baja
viabilidad de los microorganismos durante el procesamiento y almacenamiento de
los alimentos, sumado a la pérdida que normalmente sufren las cepas probidticas
debido al efecto de enzimas, acidez gastrica o a la accidén de las sales biliares, en
su paso por el tracto gastrointestinal, lo que en conjunto, impiden su efecto 6ptimo.
Asi, la encapsulacién de cepas bacterianas en polimeros naturales es una opcion
manejable para aumentar la viabilidad de las bacterias durante el proceso
productivo y el paso por el tracto digestivo.

El presente trabajo tuvo como objetivo general, evaluar el comportamiento de las
propiedades probidticas y actividad anti-H. pylori de la cepa Lactobacillus
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fermentum UCQO-979C libre y encapsulada en carragenina para su potencial uso
en un producto probidtico no lacteo como alternativa preventiva de la infeccion por
H. pylori.

Para lograr lo propuesto se encapsulo la cepa probidtica L. fermentum UCO-979C
con carrageninas, y se someti6 a condiciones de estrés (pH, sales biliares,
enzimas) para comprobar su viabilidad, mantencién de propiedades probidticas y
actividad anti-H. pylori. Ensayos en linea celular fueron realizados para comprobar
el efecto antiadherente de la cepa probidtica y la carragenina y se revisé el efecto
profilactico del consumo del probidtico junto al polisacarido en un modelo animal.
Ademas, se sometio la cepa plancténica y encapsulada a una simulacién gastrica,
realizada por primera vez para esta cepa con los componentes de una dieta
chilena estandar.

Los resultados in vitro mostraron que la encapsulacion con carragenina no afecté
la viabilidad del probidtico y favorecioé su supervivencia en condiciones de estrés,
como pH bajo (3.0), sales biliares (3%) y actividad enzimatica (pepsina). Ademas,
la encapsulacion con carragenina no afectd las propiedades probidticas ni la
actividad anti-H. pylori de la cepa L. fermentum UCO-979C. Usando el modelo de
gerbo de Mongolia, se demostré que la mezcla de probidtico y carragenina reducia
la colonizacién de H. pylori en el estdmago del gerbo (reduccion de 3 logaritmos o
indetectable). Cuando se evalud el efecto de la cepa probidtica encapsulada con
carrageninas, contra la cepa patogénica H. pylori SS1 en condiciones gastricas
simuladas (en ayunas o dieta estandar). Las simulaciones mostraron colaboracion
entre L. fermentum y las carrageninas contra el patdégeno, siendo indetectable a
1,5 0 2,5 h, respectivamente.

Por lo tanto, se puede concluir que la encapsulacion en carragenina de L.
fermentum UCO-979C no altera las propiedades del probidtico, la carragenina
aporta actividad anti-H. pylori y que la administracién del probiético en ayunas
(ambiente acido) proporciona un mejor efecto anti- H. pylori que administrandolo
asociado a la dieta.



ABSTRACT

Helicobacter pylori infection is presently one of the most frequent chronic infectious
diseases. Reports of the prevalence of this infection in Chile ranges from 60% to
79%. Most infected individuals remain asymptomatic; nevertheless, between 10 -
15% of them develop gastric or duodenal ulcers or adenocarcinoma and a small
percentage will develop MALT lymphoma. A number of therapies, based on
antibiotics, are presently available but they are associated to problems including
the emergence of resistance to the antibiotics used and the adverse effects
associated to the treatment, the risk of re-infection and the high cost of the
antibiotic therapy. Depending on the population studied, eradication therapies fail
in 20 to 80% of the cases. The lack of a vaccine to prevent or eradicate H. pylori
infection has encouraged the search for new approaches to deal with this problem.

Since H. pylori colonizes the gastric mucosa making use of multiple virulence
mechanisms, it is desirable to have prophylactic agents able to avoid or reduce
colonization, thus protecting the host. In this scenario, probiotics stand out as an
emerging and attractive alternative to handle and to prevent gastrointestinal
diseases. Probiotics act directly or indirectly, either modifying the endogenous
microbiota or acting as immunomodulators. Foods supplemented with probiotics
usually are dairy derivatives and occasionally homemade fermented vegetal
products. Food supplemented with probiotics of human gastric origin to prevent H.
pylori infection are not presently available in the market.

One of the main technological problems to incorporate probiotics as supplements
to non-diary foods is the low viability of microorganisms during the processing and
storage of food in addition to the effect of enzymes, gastric acidity or the activity of
bile salts in the gastrointestinal tract. Altogether, the expected benefit to be
provided by probiotics is far from optimal. Encapsulation of bacterial strains, in
natural polymers is a practical option to improve the viability of bacteria during
production processing and during the passage through the digestive tract. The
general aim of this work was to evaluate if carrageenan encapsulation of the
probiotic strain Lactobacillus fermentum UCQO-979C affected its probiotic properties
and anti-H. pylori activity in order to used it, as a supplement for a non-diary
probiotic food, as a preventive alternative to the infection by this pathogen.

Therefore, carrageenan encapsulated probiotic L. fermentum UCO-979C strain
was subjected to stress conditions to test its viability, probiotic properties and anti-
H. pylori activity and compared with the same non-encapsulated strain. The anti-
adherent effect on H. pylori of the probiotic and of carrageenan was tested using
cell lines and the prophylactic effect of the probiotic and of the polysaccharide were
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tested using an animal model (Mongolian gerbil). Moreover, the encapsulated and
non-encapsulated probiotic was subjected to gastric simulated conditions using a
Chilean standard diet, a test not previously done.

In vitro results showed that carrageenan encapsulation of L. fermentum UCQO-979C
did not affected the probiotic properties, anti-H. pylori activity and viability of the
probiotic strain and favored its survival under stress conditions such as low pH
(3.0), bile salts (3%) and the enzymatic activity of pepsin. The in vivo assays
showed that the probiotic and carrageenan mixture reduced, from 3 logs up to
render it undetectable, H. pylori colonization in the stomach of Mongolian gerbils.
Using simulated gastric conditions, either under fasting or providing a Chilean
standard diet, it was shown that the probiotic and carrageenan collaborated to
eliminate the pathogenic H. pylori SS1 strain making it undetectable after 1.5 or 2.5
h, respectively.

Therefore, it can be concluded the carrageenan encapsulation of L. fermentum
UCO-979C did not affected its probiotic properties, that carrageenan also
contributed to the anti-H. pylori activity and that the administration of the probiotic
under fasting (acidic environment) improves its anti-H. pylori effect when compared
to the administration associated to the diet.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

I.I Helicobacter pylori

Helicobacter pylori es un bacilo Gram negativo con forma espiral, con 3,5 ym de
longitud y 0,5 ym de anchura, de 2 a 7 flagelos recubiertos que facilitan su
movilidad en medios viscosos. Fue aislado por primera vez en 1982 desde cultivos
de mucosa gastrica de pacientes con Uulcera y gastritis por los médicos
australianos Barry Marshall y Robin Warren (Premio Nobel de Medicina 2005), su
habitat es el epitelio gastrico humano, y su presencia en ese tejido se ha
relacionado con diversas patologias. En algunos individuos, la infeccion es
adquirida a temprana edad y la persistencia de la bacteria en el estbmago provoca
inflamacion crénica y dano del tejido gastrico (Ayala et al., 2014), alteraciones que
podrian evolucionar a enfermedades gastricas severas, tales como Ulceras
pépticas (ulcera duodenal y ulcera gastrica), linfoma del tejido linfoide asociado a
la mucosa gastrica (linfoma MALT) o adenocarcinoma gastrico (Figura 1) (Sach &
Scott, 2012).

Acute/Chronic
Gastritis

MALT Lymphoma

Gastric Atrophy

Duodenal Ulcer Gastric Cancer

Figura 1. Trastornos gastricos como consecuencia de la infeccién por H. pylori. Se
muestran los porcentajes promedio de prevalencias en la poblacién mundial
infectada, de cada una de estas patologias (Sach & Scott, 2012).



La importancia que ha adquirido la infeccion por H. pylori en los ultimos 20 afios se
debe principalmente a que:

- Es un agente etiolégico de patologia gastroduodenal, tanto benigna como
maligna, y su erradicacibn se asocia con cicatrizacion de ulceras pépticas,
desaparicion de la gastritis, disminucién de la reactivacién de ulceras en proceso
de mejora, mejoria de la sintomatologia dispéptica y regresion del linfoma de tejido
linfoide asociado a mucosa (MALT) de bajo grado. Ademas, se ha asociado con el
desarrollo de adenocarcinoma gastrico, y su inclusion por parte de la International
Agency for Research in Cancer (IARC) en 1994 entre los agentes carcindgenos
tipo 1, convirtiendolo en uno de los microorganismos de mayor interés en
patologia humana.

- La aparicién cada vez mas frecuente de cepas de H. pylori resistentes a los
antibidticos mas utilizados en su tratamiento, (Malfertheiner et al., 2012; Engstrand
et al., 2013; Camargo et al., 2014).

- La Organizacion Mundial de la Salud publica en Febrero de 2017 una lista de
“‘patdgenos prioritarios” resistentes a antibidticos catalogados como critico,
Elevado y Medio, en la que se incluyen 12 familias de bacterias mas peligrosas
para la salud humana, H. pylori queda en la categoria Elevada por su resistencia a
claritromicina (OMS, 2017).

- En la ultima década se han reportado investigaciones que relacionan la infeccion
por H. pylori con patologias extragastricas. Estas asociaciones se fundamentan en
que el proceso inflamatorio crénico causado por H. pylori generaria una cantidad
importante de mediadores inflamatorios que actuarian en diferentes blancos, fuera
del estomago, relacionandose la infeccion con patologias vasculares,
autoinmunes, de la piel, relacionadas con salud reproductiva, encefalopatia
hepatica, diabetes mellitus, linfoma MALT extragastrico y retraso en el crecimiento
en nifos, entre otras. Incluso en el afio 2005 el European Helicobacter pylori Study
Group (EHPSG) reconocié que la erradicacion de H. pylori deberia ser
considerada en pacientes con anemia por deficiencia de hierro y en
trombocitopenia idiopatica (Nilsson, 2005; Suzuki et al., 2006; Moyaert et al.,
2008).



- Presenta una distribucién mundial correlacionada con el nivel socioeconémico de
la poblacion, con prevalencias que van desde un 20% de las personas en Australia
hasta un 90% en el norte de Africa y en algunas zonas de Latinoamérica (Wirtz et
al., 2010).

L.Il Tratamiento de H. pylori:

Para el tratamiento de la infeccidon producida por H. pylori, las recomendaciones
internacionales destacan las incluidas en el consenso de Mastrich del afio 2016
(Malfertheiner et al., 2017), donde se establece que al momento de detectar H.

pylori en el estbmago se debe aplicar un tratamiento.

Actualmente, el tratamiento de pacientes infectados por H. pylori se basa en el uso
combinado de un inhibidor de la bomba de protones (IBP) y antibiéticos, como
claritromicina y amoxicilina durante 7 a 14 dias (tratamiento de primera linea)
(Malfertheiner et al., 2017), IBP en combinacién con dos o tres antibidticos,
incluyendo amoxicilina, claritromicina, metronidazol y tetraciclina (terapia de
segunda linea) y, recientemente, el tratamiento con cuatro farmacos, el que puede
ser secuencial, concomitante o con bismuto. El tratamiento secuencial consiste en
un IBP mas amoxicilina durante 5 dias, seguido de una terapia triple por 5 dias
con un IBP mas claritromicina y tinidazol o metronidazol. En la terapia
concomitante, un IBP, claritromicina, metronidazol/tinidazol y amoxicilina son
administrados cada 12 horas, durante 3-7 dias. Finalmente, la terapia cuadruple
conteniendo bismuto, consiste en una sal de bismuto, tetraciclina HCI,
metronidazol/tinidazol, y un IBP, administrado tres o cuatro veces al dia, durante 7
a 14 dias, En la Tabla 1 se resumen los tratamientos recomendados para su

erradicacion.



Tabla 1. Tratamientos indicados para la erradicacion de Helicobacter pylori.

Tratamiento Farmacos Posologia Duracién
IBP Dosis estandar/12 h
Terapia cuadruple sin bismuto Amoxicilina 19/12h 14 dias
(concomitante) Claritromicina 500 mg/12 h
Metronidazol 500 mg/12 h
Terapia cuadruple con la nueva
presentacion farmacéutica con IBP . .
bismuto (140 mg), metronidazol Bismuto-metronidazol- gzzussﬁggimz h 10 dias
(125 mg) y tetraciclina (125 mg) por tetraciclina P
capsula
IBP Dosis estandar/12 h
Terapia cuadruple clasica con Subcitrato de bismuto 120 mg/6 h 0 240 mg/12 h .
. - 10-14 dias
bismuto Doxiclina 100 mg/12 h
Metronidazol 500 mg/8 h
IBP Dosis estandar/12 h
Terapia cuadruple con levofloxacino Amoxicilina 19/12h 14 dias
y bismuto Levofloxacino 500 mg/24 h
Subcitrato de bismuto 240 mg/12 h
IBP Dosis estandar/12 h
Terapia triple con levofloxacino Amoxicilina 19/12h 14 dias
Levofloxacino 500 mg/24 h
IBP Dosis estandar/12 h
Terapia triple con rifabutina Amoxicilina 19/12h 10 dias
Rifabutina 150 mg/12 h

Tabla extraida de Guix y Cantera, 2017.

Una de las principales causas del fracaso de estos tratamientos es la resistencia
de H. pylori a los distintos antibidticos utilizados. Por ello, se ha sugerido que las
quinolonas, tetraciclinas, rifabutina y la furazolidona podrian ser candidatos
alternativos para el tratamiento de tercera linea; ademas, el tratamiento con
IBP/amoxicilina a dosis altas podria también ser efectivo (Ayala et al., 2014). Sin
embargo, estudios donde se han usado quinolonas y rifabutina en vez de
claritromicina han dado resultados mixtos (Zullo et al., 2013) En la Tabla 2. se
describen los mecanismos por los que H. pylori podria estar desarrollando la
resistencia antibiética. Al mismo tiempo, la falta de cumplimiento del tratamiento
por el paciente, el alto costo asociado a estas terapias, la recurrencia de la
infeccion por H. pylori y la capacidad de este patégeno para desarrollar
biopeliculas, tanto in vitro como in vivo, constituyen otras causales del fracaso de

estos tratamientos (Ayala et al., 2014; Garcia et al., 2014).



Tabla 2. Modo de accion y mecanismos de resistencia de los agentes
antimicrobianos utilizados para el tratamiento de la infeccion por Helicobacter

pylori.

Antibiético Modo de accién

Mecanismos de resistencia

Procesos de reduccion de
electrones, conducen a |la
formaciéon de radicales nitroanion
y posterior dafio en el ADN

Metronidazol

La inhibicion de la sintesis de
proteinas uniendo y ralentizando
la actividad de la wunidad
ribosomal bacteriana

Claritromicina

Amoxicilina La inhibicion de la sintesis de la
pared celular
Tetraciclina Sintesis de proteina de inhibicién

reversible

Inhibicién de
topoisomerasa
topoisomerasa IV

Fluoroquinolonas la ADN girasa,

tipo Il y

Rifabutina Inhibe la subunidad B de /la ARN
polimerasa  dependiente  del
ADNde H. pylori codificada por el

gen rpo B

(1) absorcién deficiente del farmaco y / o aumento de
la salida del medicamento; (2) actividad potenciada
de las enzimas de reparacion del ADN; (3) aumento
de las capacidades de captacién de oxigeno; y (4)
disminucion de la activacion de antibiéticos debido a
cambios en las enzimas reductoras de metronidazol

mutaciones del punto ARNr

mutaciones del genpbp, alteraciones de Ila
permeabilidad de la membrana y bombas de eflujo

Mutacioén de tres nucleétidos contiguos en el gen 16S
rRNA

Mutaciones puntuales en las regiones determinantes
de la resistencia a quinolonas

Mutacion del gen rpo B

Extraida de Ghotaslou et al. (2015).

Tomando en cuenta lo anterior, las investigaciones actuales apuntan al desarrollo

de estrategias preventivas, curativas y/o coadyuvantes para la terapia contra este

microorganismo. Los enfoques alternativos a la actual terapia alopatica contra H.

pylori incluyen el uso de plantas como fitofarmacos (Vitor & Vale, 2011), vacunas,

péptidos, fototerapia, polisacaridos, microorganismos, miel y propéleos, mucina

gastrica, hongos y probidticos (Figura 2) (Ayala et al., 2014).



Plants

Probiotics Vaccines

Fungi —> Peptides
Gastric mucin ' Phototherapy
Honey and propolis Polysaccharides

Figura 2. Enfoques alternativos a la actual terapia alopatica contra H. pylori
(extraido de Ayala et al., 2014).

De estos enfoques, destacan vacunas, polisacaridos y probiéticos. En el primer
caso, dado que la ureasa es altamente expresada por todas las cepas de H. pylori
y, ademas, ureasa y catalasa han demostrado ser eficaces en la induccién de
respuesta inmune a la infeccion, estos antigenos serian los mejores candidatos
para formulaciones de vacunas. Sin embargo, aunque se han obtenido algunos
resultados prometedores en modelos animales, se han realizado pocos ensayos
clinicos, los que han culminado sin éxito en cuanto a la inmunizacion y a la
eliminacién de la bacteria (Ayala et al., 2014). Por otra parte, se ha ensayado la
actividad anti-H. pylori de varios polisacaridos crudos y purificados, de diversas
fuentes (algas, microalgas y plantas). En general, los polisacaridos no inhiben el
crecimiento de H. pylori in vitro, pero sus propiedades anti-adhesivas podrian ser
muy valiosas para prevenir o tratar esta infeccidon, o incluso para prevenir la
reinfeccion después del tratamiento de erradicacién con antibiéticos. Debido a la
disponibilidad de estos compuestos, el tratamiento anti-adhesivo a base de
hidratos de carbono puede representar una alternativa segura y de bajo costo. Los
probidticos, en tanto, aparecen como una alternativa natural, presentes hace
varios afos en el mercado de alimentos, cuya actividad inhibitoria frente a H. pylori

ha sido reportada en diversas y numerosas investigaciones.



LIl Probiéticos

Los probidticos se definen como microorganismos vivos que administrados de
forma oral y en cantidades adecuadas, confieren un efecto beneficioso en la salud
del huésped (FAO, 2000). La actividad probidtica puede ser ejercida por diferentes
mecanismos: i) impedir la colonizacibn de microorganismos patdégenos
(adherencia), ii) producir sustancias con accion antibacteriana, iii) regular la
respuesta inmunitaria y iv) modificar el ambiente, acidificandolo, impidiendo la

sobrevivencia de microorganismos sensibles (Fons et al., 2000).

Se ha reportado que en ensayos in vitro, Lactobacillus acidophilus (Lorca et al.,
2001), L. casei cepa Shirota (Sourgas et al., 2004), Bacillus subtilis (Pinchuk et al.,
2001) y Weissella confusa (Nam et al.,, 2002), entre otros, tienen un efecto
antagonista sobre H. pylori. En modelos animales, en tanto, los principales
resultados muestran un efecto profilactico de algunas cepas probidticas frente a H.
pylori, una reduccién en la colonizacion bacteriana de este patdgeno y alivio de la
inflamacion gastrica asociada con esta infeccion (Johnson-Henry et al., 2004).
Desde algunos anos los resultados en torno a ensayos clinicos con humanos son
promisorios. Se han llevado a cabo estudios en los cuales se investigd la eficacia
de las combinaciones de antibidticos y probidticos, y otros que utilizaron sélo
probiéticos como una alternativa a los antibiéticos para el tratamiento de la
infeccidn por H. pylori. En este contexto, Malfertheiner et al. (2017) estudiaron la
eficacia de Lactobacillus reuteri en la erradicacion de H. pylori. Los pacientes
fueron examinados al cabo de 4 a 6 semanas después de la terapia de
erradicacién. Se encontrdé que L. reuteri mas pantoprazol curan entre el 13,6% y
14,2% de los pacientes infectados con H. pylori, por 1o que los investigadores
concluyeron que L. reuteri podria tener un potencial rol en la erradicacién de esta
infeccion. Tolone et al. (2012) llevaron a cabo un estudio en el cual se evalu6 la
sintomatologia asociada a la infeccion y al tratamiento de erradicacién de H. pylori
en pacientes tratados con triple terapia convencional, y con terapia triple

complementada con la ingesta de probidticos. Los resultados sugieren que la



adicion de probidticos al tratamiento con triple terapia no aumenté
significativamente la tasa de erradicacion de H. pylori; sin embargo, se redujo
significativamente la frecuencia de dolor epigastrico, nauseas, vémitos y diarrea.
De modo similar, Ahmad et al. (2013) estudiaron el efecto combinado de la triple
terapia con probidticos, en 66 ninos infectados con H. pylori. Los resultados
mostraron que la adicién de probidticos en la dieta minimizaba la incidencia de
efectos secundarios y mejoraba la tasa de erradicacién de H. pylori, siendo ésta
significativamente mayor en el grupo que recibié los probidticos. Ademas, hubo
una tasa menor de nauseas y/o vomitos y diarrea en ese mismo grupo de nifos,
en comparacion con los que fueron tratados con placebo. Un Metaanalisis
realizado por Wang et al. (2017), reuniendo ciento cuarenta estudios (20.215
pacientes), complementando mas de 10 estrategias probidticas en el tratamiento
de erradicacion de H. pylori. Las tasas de erradicacion y eventos adversos fueron
de 84.1% y 14.4% en el grupo probidtico, mientras que 70.5% y 30.1% en el grupo
control respectivamente. En general, los probidticos suplementados fueron
efectivos para mejorar la eficacia de la erradicacion de H. pylori y disminuir la
incidencia de eventos adversos, a pesar de algunos subtipos ineficaces. En la
terapia de erradicacion triple, no hubo diferencias significativas entre los
probiodticos efectivos, y los probidticos combinados no mostraron una mejor
eficacia y tolerancia que un solo uso. En la terapia triple de 7 dias y 14 dias,
Lactobacillus acidopilus fue una opcidn ligeramente mejor, mientras que
Saccharomyces boulardii fue mas aplicable para la terapia triple de 10 dias.

Es decir, la comunidad cientifica al dia de hoy no puede recomendar los
probioticos para ser utilizados como un agente unico para la terapia de
erradicacién. Sin embargo, su uso asociado al tratamiento estandar como un
complemento mejorara las tasas de erradicacion y disminuira los efectos

secundarios relacionados con el tratamiento.



I.IV Encapsulacion de cepas probiodticas

En el mercado actual existen productos que incorporan cepas probidticas, sin
embargo el sector de los alimentos funcionales, entre ellos los probidticos aun
enfrenta desafios tecnoldgicos asociados a la estabilidad y viabilidad de los
microorganismos durante la elaboracion y almacenamiento del alimento y ademas,
contra el ambiente hostil que éstos encuentran en el tracto gastrointestinal. La
capacidad de los microorganismos probioticos para sobrevivir y multiplicarse en el
hospedador influye fuertemente en sus beneficios probidticos, ya que éstas deben
ser metabdlicamente estables y activas en el producto, de modo de tener efectos
beneficiosos en el huésped. Segun la normativa vigente presente en el
Reglamento Sanitario de Los Alimentos (2006 Rev. 2017), un alimento que posea
bacterias beneficiosas como los probidticos debe contener al menos 10° a 10’
UFC de bacterias viables por gramo de producto. Sin embargo, aun existen varios
problemas con respecto a la baja viabilidad de las bacterias probidticas en los
productos lacteos almacenados (Zapata et al. 2005).

Los factores que afectan la viabilidad de los probidticos en productos lacteos
fermentados incluyen acidez titulable, pH, peréxido de hidrégeno, oxigeno disuelto
contenido, temperatura de almacenamiento, concentracion de acidos lactico y
acético e incluso la concentracion de proteinas de suero de leche (Dave y Shah,
1997) Frente a lo anterior, una herramienta util es la encapsulacion, que
corresponde a una tecnologia de envasado de sdlidos, liquidos o materiales
gaseosos en pequefas capsulas con un diametro que varia de unas pocas micras
a algunos milimetros, que pueden liberar su contenido a velocidades controladas
bajo las influencias de condiciones especificas (Anal & Stevens, 2005; Anal,
Stevens & Retribafian—-Lopez, 2006). Las aplicaciones de la encapsulacion en la
industria alimentaria son variadas, incluyendo la estabilizacion del material de
nucleo, el control de la reaccion oxidativa, proporcionar una liberacion sostenida o
controlada (tanto temporales como liberacion controlada en el tiempo),
enmascaramiento de sabores, colores u olores, extension de la vida util y la

proteccion de los componentes contra la pérdida nutricional.



La encapsulacion de cepas probidticas en una matriz de polimero biodegradable
tiene varias ventajas: i) Facil manejo de células encapsuladas en comparacion con
células en suspension; ii) el numero de particulas es cuantificable, permitiendo asi
controlar la dosis administrada; iii) incorporacion de componentes crio u
osmoprotectores en la matriz, mejorando asi la supervivencia de las células
durante el procesamiento y almacenamiento; y iv) una vez que las capsulas se
han secado, se puede aplicar un recubrimiento de la superficie, el cual puede ser
utilizado para mejorar la estética y las propiedades sensoriales del producto y
pueden también ser funcionales, proporcionando un nivel extra de proteccién a las
células probidticas. Ademas, la capa de revestimiento puede tener propiedades de
disolucién tales que permitan la liberacién retardada de las células por ejemplo,
bajo un cambio en el pH. Algunos polimeros utilizados en encapsulaciéon en la
industria alimentaria son alginato, quitosano, carboximetil celulosa (CMC),

carragenano, gelatina y pectina.

La carragenina es un polisacarido natural que se extrae de macroalgas marinas
rojas y se utiliza comunmente como un aditivo alimentario dando consistencia a
diversos alimentos, tales como cecinas, gelatinas y lacteos, mejorando la estética
y las propiedades organolépticas del producto (Mahmood et al., 2017). Ademas de
las propiedades espesantes se ha observado que la carragenina kappa no ejerce
efectos tdxicos sobre linea de células AGS y Caco-2 (Liu et al., 2017).

Existen tres tipos de carrageninas, kappa (x), iota (1) y lambda (A), formadas por
unidades alternadas de D-galactosa y 3,6-anhidro-galactosa unidos por enlaces
glicosidicos a-1,3 y B-1,4 Segun su estructura quimica, las carrageninas son
clasificadas como polisacaridos de alto peso molecular (>100 kDa) con diferente
grado de sulfatacion, entre un 15% a 40% (Coviello et al., 2007; Necas &
Bartosikova, 2013). Ademas, la cantidad de sulfatos estd relacionado
inversamente al grado de polimerizacion de la carragenina. Mayor porcentaje de
sulfatacion, muestra un menor grado de gelificacion y viceversa (Figura 3) (Pavli et
al., 2011).
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Se ha reportado el uso de este polisacarido para la encapsulacion de células, ya
sea solo (Klein & Vorlop, 1985), o bien como una combinacién de k - carragenina y
goma arabica. Esta ultima se ha utilizado para encapsular bacterias lacticas,
mejorando asi su estabilidad durante la produccion de biomasa en productos
lacteos (Audet et al., 1988; Audet et al., 1990). Doleyres et al. (2002 y 2004)
inmovilizaron células probidticas en gel de carragenina y goma arabica, las cuales
exhibieron una mayor tolerancia al estrés por congelacion, secado, perdxido de
hidrégeno y condiciones gastrointestinales simuladas. Adicionalmente, Song et al.
(2014), estudiaron el efecto de polimeros naturales funcionalizados con acidos
sialicos o sulfatos, encontrando una relacién directa entre la funcionalizacion del
polimero y la inhibiciéon de la adherencia de H. pylori a glébulos rojos y células
AGS. Dado que la carragenina posee grupos sulfatos, la encapsulacion de cepas
probidticas con carragenina funcionalizada podria, ademas de conservar las

propiedades probidticas, inhibir la adherencia de H. pylori en el epitelio gastrico.

Kappa |

Kappa I

Gelificacion

Viscocidad

lota

Lambda

Figura 3. Composicion quimica de carrageninas consultado en

http://www.gelymar.com/es/configuracion-quimica/
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En la Tabla 3. se presentan las diferencias entre los tipos de carragenina (Usov,
2011; Running et al., 2012).

Tabla 3.- Comparacién de las caracteristicas y/o propiedades de la carragenina
kappa, iota y lamda

Carragenina  Rango en el Rango del Solubilidad Solubilidad  Solubilidad en Solubilidad
nivel de contenido de  agua caliente agua fria soluciones en solucién
éster sulfato 3,6-anhidro- 40-70°C azucaradas salina (20%)
(%) galactosa (%) (65%)
Kappa 25-30 28 - 35 Si No No No
lota 28-35 25-30 Si No No Si
Lamda 32-39 0 Si Si No Si

Las soluciones de carragenina kappa e iota forman geles termorreversibles al ser
activadas con calor. Al producirse el enfriamiento de la solucién, las cadenas de
carragenina forman dobles hélices y la presencia de sales de potasio o calcio
promueven aun mas la gelificacién. Este estado sdlido obtenido a temperaturas
inferiores a 40°C forman capsulas resistentes a pequeios cambios de temperatura

en condiciones de almacenamiento.

La solucién de carragenina es estable a pH neutro, por lo que si se acidifica una
solucion del mismo polimero a un pH mas bajo afectaria su estabilidad, ya que
produce la hidrdlisis del polimero traduciéndose en una disminucion en la fuerza
de la gelificacion y una disminucion de la viscosidad. Sin embargo, una vez
formada la capsula gelificada, ésta sera resistente en ambientes acidos hasta pH
3,5 (Running et al., 2012).
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CAPITULO II: HIPOTESIS, OBJETIVO GENERAL Y OBJETIVOS ESPECIFICOS

HIPOTESIS

La encapsulacion de la cepa L. fermentum UCO-979C con carragenina permite el
mantener su viabilidad en condiciones de estrés provocados por procesos
mecanicos y por las condiciones presentes en el tracto gastrointestinal, inhibe la
adherencia de H. pylori, no altera las propiedades probidticas, ni su actividad anti-

H. pylori.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar las propiedades probioticas y actividad anti-Helicobacter pylori de la cepa
Lactobacillus fermentum UCO-979C encapsulada en carragenina para su
potencial uso en un producto probiético no lacteo como alternativa preventiva de la
infeccidn por Helicobacter pylori.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Caracterizar la cepa Lactobacillus fermentum UCO-979C en relacion a
propiedades probidticas como produccion de peréxidos, acido lactico, produccion
de exopolisacaridos, tolerancia a condiciones de estrés a pH bajo, sales biliares y
enzimas hidroliticas; y su actividad anti-Helicobacter pylori.

2) Determinar la viabilidad de la cepa Lactobacillus fermentum UCO-979C
encapsulada con carragenina y determinar que conserva sus propiedades
probidticas y su actividad anti-Helicobacter pylori.

3) Determinar si la mezcla de carrageninas kappa y lambda puede inhibir la
adhesioén de Helicobacter pylori a células AGS.

4) Analizar el efecto de la incorporacion de la cepa Lactobacillus fermentum UCO-

979C no encapsulada y encapsulada en un sistema gastrico que simule
prevencion de la infeccion por Helicobacter pylori.
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Abstract

This work reports the effect of carrageenan as an encapsulating agent for the probiotic
Lactobacillus fermentum UCO-979C strain, which exhibits a potent anti-Helicobacter pylori
activity, subjected to different stress conditions. Carrageenan, a polysaccharide which also
possesses anti-H. pylori activity, is widely used in the food industry. Therefore, our aim
was to evaluate the effect on the viability and properties of the probiotic strain L.
fermentum UCO-979C when encapsulated with this polysaccharide. In vitro results
showed that carrageenan encapsulation did not affected the viability of the probiotic and
that it favors its survival under stress conditions, such as low pH (3.0), bile salts (3%) and
enzymatic activity (pepsin). Besides, carrageenan encapsulation did not affected the
probiotic properties nor the anti-H. pylori activity of L. fermentum UCO-979C. Using the
Mongolian gerbil model, it was demonstrated that the probiotic and carrageenan mixture
reduced H. pylori colonization of the stomach (reduction of 3 logarithms or undetectable).
Carrageenan encapsulation of L. fermentum UCO-979C, besides the anti-H. pylori activity
of the polysaccharide, may increase the viability of probiotics added to functional foods,

improving human health.

14



1. Introduction

Probiotics are defined by the WHO as live microorganisms which when
administered in adequate concentrations confer a health benefit to the host
(Williams 2010; Mizock 2015) A probiotic strain must possess several
characteristics including functional properties, safety, resistance to industrial
processing and useful shelf life (Nuraida 2015). The most used probiotics belong to
the lactic acid bacteria group because they produce lactic acid (Kolida et al., 2006)
or bacteriocins (Klaenhammer 1993) which are antagonistic against pathogens.
Ideally, probiotics must remain viable at low pH and in the presence of bile salts
and be able to colonize the gastrointestinal tract (Peres et al., 2014; Patel et al.,
2014). Moreover, they must not be resistant to antibiotics and lack transferable
antibiotic resistance genes (Coppola et al., 2005), they must not produce
histamines nor other potentially damaging compounds for the host (Ancin-

Azpilicueta et al., 2008).

The probiotic characteristics of a number of Lactobacillus, which are Gram positive
microorganisms and usual components of the human microbiota (Williams 2010),
have been studied. Their beneficial effects include helping in metabolic processes
and mitigation of several gastrointestinal diseases or disorders, such as irritable
bowel syndrome, inflammatory bowel disease or allergies (Garcia et al., 2009).
Some probiotics have shown antagonism against the pathogen Helicobacter pylori
and help to eradicate it (Lorca et al., 2001). H. pylori selectively colonize the gastric
epithelium of more than 50% of the worldwide population (Wirtz et al., 2010),

infection acquired during infancy in more than 70% of the cases. Untreated
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infection with this pathogen induces chronic gastritis in all affected individuals
(Abadi & Yamaoka, 2018). Furthermore, H. pylori is a gastric cancer promoter, can
produce gastric and duodenal ulcer and mucosa-associated lymphoid tissue

(MALT) lymphoma (Mommersteeg et al., 2018).

The 2016 V Maastricht Consensus establishes that H. pylori positive patients must
receive a pharmacological treatment (Malfertheiner et al., 2017) but its resistance
to antibiotics, mainly clarithromycin, is increasing (Siddique et al., 2018), causing
the lost of effectivity of conventional therapy. Probiotics are an alternative,
preventive or coadjuvant measure, against the infection with this pathogen (Ayala

et al., 2014).

Lactobacillus fermentum UCO-979C, besides possessing excellent probiotic
characteristics (Garcia et al., 2017), has shown a high inhibitory effect on H. pylori
in in vitro models (Salas-Jara et al., 2016, Vega-Sagardia et al., 2018) and the
Mongolian gerbil animal model (Garcia et al., 2017; Merino et al., 2018). Moreover,
Garcia-Castillo et al. (2018) showed that this probiotic strain has a potent

immunomodulatory effect in in vitro and animal models.

Viability of probiotics may be negatively affected by production, storage or
digestive tract conditions. Encapsulation, a technology packing diverse elements
which are released at a certain location (Anal & Stevens, 2005; Kailasaphaty &
Masondole, 2005), is one of the most efficient methods to maintain viability of

probiotics along time (Burgain et al., 2011). Agar, chitosan, alginate, xanthan gum,
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polyacrylamide, gelatin and carrageenan have been used to encapsulate bacteria

(Rathore et al., 2013).

Carrageenan, extracted from different genera of red algae (Rhodophyta), are
included in the formulation of several foods improving the organoleptic and
performance of products (Mahmood et al., 2017). Carrageenan are high molecular
weight polysaccharides (>100 kDa) with 15% to 40% ester-sulfate content
(Coviello et al., 2007; Necas, & Bartosikova, 2013), their amount of sulfates being
inversely proportional to their polymerization degree (Pavli et al., 2011), and their
differences being given by the quantity and position of ester-sulfate groups. Kappa
carrageenan contains between 25% and 30% sulfate groups while lambda
carrageenan contains between 32% and 40% (Nanaki et al., 2010). Song et al.
(2014) reported that synthetic addition of sulfates to natural polysaccharides, such
as pectin, guar gum or chitosan, significantly reduces H. pylori adherence to AGS

cells and erythrocytes.

Thus, besides postulating that the prophylactic administration of L. fermentum
UCO-979C probiotic strain may be effective against H. pylori infection, we can also
postulate that carrageenan encapsulation may improve the prophylactic effect of
the probiotic strain. The aim of this work was to test these postulates analyzing
probiotic properties (i.e. lactic acid production and biofilm formation) and anti-H.

pylori activity of carrageenan encapsulated L. fermentum UCO-979C strain.
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2. Materials and Method

2.1 Bacterial strains and cell line

Bacterial strains and the cell line used in this work are kept at the Laboratory of
Bacterial Pathogenesis, Department of Microbiology, University of Concepcion,
Chile. Bacterial strains L. fermentum UCO-979C and H. pylori SS1 were cultured
as described by Vega-Sagardia et al. (2018). Adenocarcinoma gastric epithelial
(AGS) cell line, also available at the Laboratory of Bacterial Pathogenesis above
mentioned, was cultured according to Salas-Jara et al. (2016). For the assays,

AGS cells with 5 to 10 passages were used.

2.2 Preparation of encapsulating matrices and L. fermentum UCQO-979C
encapsulation

Different proportions (100%:0%, 75%:25%, 50%:50%, 25%:75% and 0%:100%
w/w) of kappa and/or lambda carrageenan (Gelymar S.A. Santiago, Chile) at a
concentration of 1, 2 or 3% wl/v in sterile 0,01% CaCl, w/v were manually agitated
and heated to 80 °C until complete dissolution. Capsules were prepared following
the procedure of lwanaga et al. (2003) and also 2x2x2 cm cubes were obtained
using silicone molds. Time of fusion of cubes was determined at 100 °C and size
reduction of capsules was determined at 37 °C.

After determining the matrix providing the desired properties, L. fermentum UCO-
979C probiotic strain was encapsulated following the Iwanaga et al. (2003)
procedure with modifications. Fifty mL of the selected mixture of dissolved

carrageenan at 80 °C was allowed to cool to 40 °C and mixed with a pellet of L.
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fermentum UCO-979C cultured for 24 h in 50 mL MRS broth, centrifuged at 2000 g
for 10 min at 4°C and washed twice using sterile water. After homogenizing the
final mixture (5 min), it was transferred to a 50 mL syringe to drip the mixture on
commercial vegetal oil at 0 °C under constant agitation to obtain the capsules.
Once obtained, capsules were washed three times using cold sterile distilled water,
sieved and stored under sterile conditions at 4 °C. Capsules prepared following the

same procedure without the probiotic were used as control.

2.3 Quantification of L. fermentum UCO-979C viable cells released from capsules

Five g of capsules were dissolved, using a vortex, in 10 mL sterile saline solution
and dilutions plated in Petri dishes containing MRS agar. After 48 h incubation at
37 °C, viable L. fermentum UCO-979C cells were counted. The same procedure
was used to determine viable counts of the probiotic after been subjected for 0, 6
and 12 h to the following conditions: pH 3.0, 3% w/v bile salts, 6 mM urea, 1.65 g/L

porcine pepsin or 0,43 g/L amylase.

2.4 Lactic acid production by L. fermentum UCO-979C before encapsulation and
after release from capsules

Lactic acid production was determined after allowing L. fermentum UCQO-979C
obtained from a fresh culture or released from capsules to grow for 48 h under
microaerobic conditions (5% CO;) in MRS broth adjusted to pH 8.0. Samples were
filtered (0.22 pm) and lactic acid present in the filtrate was measured
spectrophotometrically using the L-Lactic Acid (L-Lactate) Assay kit (Megazyme

Lactic Acid, Megazyme International, Wicklow, Ireland) following the instructions of
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the manufacturer. Infinite M200 pro (TECAN Trading AG, Mannedorf, Switzerland)

was used.

2.5 L. fermentum UCO-979C strain biofilm formation before and after
encapsulation

Biofilm formation by L. fermentum UCO-979C released from capsules after 30
days storage or non-encapsulated, obtained as described in Section 2.3 and
Section 2.1, respectively, was studied. Bacteria were cultured on MRS agar for 24
h at 37°C under microaerobic conditions and 700 uL of each bacterial suspension
adjusted to McFarland 0.5 or 5 and deposited in 24-well flat-bottom polystyrene
microtiter plates (SPL Life Sciences). Biofilm formation was assayed in wells with
or without 10 mm diameter sterile glass coverslips (Lebeer et al., 2007). Microtiter
plates were incubated at 37 °C under microaerobic condition for 24 h. Culture
medium and non-adhered cells were removed by aspiration and the wells washed
three times using pH 7.0 phosphate buffered saline (PBS) and allowed to dry at
room temperature for 10 min and stained with 800 pL of 0.1% w/v crystal violet
(Merck, Darmstadt, Germany) according to (Stepanovi¢ et al., 2007). Biofilm
formation was assessed spectrophotometrically Infinite M200 pro (TECAN Trading
AG, Mannedorf, Switzerland), measuring absorbance according to the same

authors. Results reported correspond to the average of three independent assays
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2.6 H. pylori SS1 strain growth inhibition caused by L. fermentum UCO-979C
released from capsules or non-encapsulated

Inhibition of H. pylori SS1 growth by L. fermentum UCO-979C released from
capsules after 30 days encapsulation or non-encapsulated was assayed by means
of the radial diffusion method (Sgouras et al., 2005). Briefly, 6 mm diameter wells
were punched in 8 cm diameter Petri dishes having 25ml of Columbia agar
supplemented with 5% horse blood or 7% horse serum and a McFarland 2
suspension of H. pylori SS1 (Hartzen et al., 1997).

L. fermentum UCO-979C released from capsules or non-encapsulated were
cultured overnight in MRS agar and one colony suspended in 6 ml MRS broth
without citrate and incubated for 18 h at 37 °C, then 50 uL aliquots were added to
the wells of the Petri dishes. A sample of the same 18 h culture was centrifuged at
2000 g for 10 min and 50 uL of supernatant or 50 uL of the pellet, resuspended in
a volume of sterile saline solution equal to the supernatant removed and washed
three times, were also added to wells as described above. Plates were incubated
under microaerobic condition at 37 °C for 96 h. The halo of inhibition of H. pylori
SS1 produced by L. fermentum UCO-979C was calculated subtracting the halo
obtained with MRS broth without citrate from the halo obtained in the presence of
L. fermentum UCQO-979C, its supernatant or its bacterial cells resuspended from
the pellet. Wells containing only sterile saline solution were evaluated. Inhibition
results were expressed as indicated by Gaudana et al. (2010). All assays were

done in duplicate.
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2.7 Viability of H. pylori SS1 cells and AGS cells in the presence of carrageenan

H. pylori SS1 strain was cultured as described in Section 2.1. H. pylori SS1
colonies were suspended in BHI (BD Bacto, Le Pont de Claix, France) broth at a
McFarland 2 turbidity and 500 pL of the suspension added to each well of 24 well
plates and 500 uL of 2% kappa or lambda carrageenan in 0.01% w/v CaCl, added.
Plates were incubated during 2 h at 37 °C under microaerobic condition and 500
ML of 0.001% w/v resazurin added and incubated for 1 h under the same
conditions.  Viabilty = of the probiotic was evaluated measuring
spectrophotometrically Infinite M200 pro (TECAN Trading AG, Mannedorf,
Switzerland) (570 nm) the resazurin reduced following the procedure of O'Brien et
al. (2000). Experiments were done in triplicate and the control contained H. pylori

SS1 but no carrageenan.

AGS cells, cultured as described in Section 2.1, were seeded in 24 well plates and
cultured until confluence. Five hundred pL of 2% kappa/lambda carrageenan in
RPMI 1640 medium plus 10% fetal calf serum were added to each well and plates
incubated for 2, 4 or 6 h at 37 °C under microaerobic condition. Cells were washed
three times using 500 yL PBS 1X and 1 mL 0.001% w/v resazurin added and
treated and measured as described above. AGS cells not subjected to

carrageenan were used as positive control.

H. pylori SS1 and AGS cells subjected to carrageenan treatment were observed
under scanning electron microscopy (SEM) performed as described in Section

2.12.
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2.8 Anti-adherence effect of carrageenan encapsulated L. fermentum UCQO-979C
on H. pylori SS1 in the AGS cellular model

Five g of L. fermentum UCO-979C containing capsules were dissolved in 5 mL
sterile distilled water at 37°C for 10 min under agitation and its effect on H. pylori
SS1 adherence on AGS cells evaluated. Also, the same effect was evaluated using
non-encapsulated L fermentum UCO-979C adjusted to McFarland 2 and dissolved

probiotic free carrageenan capsules.

Plates (96 wells) containing 90% confluent AGS cells were challenged with 50 uL
of L. fermentum UCO-979C containing dissolved capsules or 50 pL non-
encapsulated L. fermentum UCQO-979C or 50 uL of probiotic free dissolved
capsules and incubated for 30 min at 37 °C under microaerobic condition. Then, 50
ML of McFarland 2 H. pylori SS1 suspension were added and incubated for 2 h
under the same conditions. Plates were washed thrice using 100 pL PBS 1X, then
150 L phenol red (2% urea + 0.003% phenol red at pH 6.8) were added per well
and incubated for further 2 h at room temperature. Measurements were done
spectrophotometrically Infinite M200 pro (TECAN Trading AG, Mannedorf,
Switzerland) device at 570 nm wavelength (Salas-Jara et al. 2016). H. pylori
challenged AGS cells in the absence of the probiotic strain or carrageenan were
used as positive control and AGS cells not challenged with the pathogen were

used as negative control. All experiments were replicated 6 times.
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2.9 FITC labeling of H. pylori SS1 and L. fermentum UCO-979C

FITC labeling of L. fermentum UCO-979C and H. pylori SS1 was done according to
Garcia et al. (2017). Briefly, suspensions of approximately 10'® CFU/mL in PBS 1X
were prepared from previously cultured H. pylori SS1 or L. fermentum UCO-979C
strains. Then, 10 yL of fluorescein isothiocyanate (FITC)( (Sigma, St Louis, MO,
USA) were added to 1 ml of H. pylori PBS suspension (6 x 10® CFU/mL),
incubated in darkness (with occasional hand shaking) for 1 h at room temperature
and incubated for 1 h at 37 °C under microaerobic condition. Supernatants were
eliminated after centrifuging at 10000 g for 5 min and pellets washed twice using

PBS 1X and centrifuging at 10000 g for 5 min.

2.10 Encapsulated L. fermentum UCO-979C antagonism against H. pylori assayed

in the Mongolian gerbil model

2.10.1 Preparation and administration of microorganisms to Mongolian gerbils

Male and female 24 to 28 weeks old Meriones unguiculatus (Mongolian gerbils)
were fed with commercial pellets and water ad libitum. The encapsulated probiotic
was administered with the commercial extruded food. The non-encapsulated
probiotic (1 mL of McFarland 2, corresponding to 1.2x10° + 0.2 CFU/mL) or H.
pylori SS1 (1 mL of McFarland 2, corresponding to 3.5x10” + 0.1 CFU/mL) were
administered by means of a gastric cannula to animals previously fasted for 18 h
and anesthetized by isofluorane inhalation (Baxter International Inc., Deerfields,

lllinois, USA) (Garcia et al., 2017, Merino et al. 2018). Colonization by
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microorganisms was evaluated in vivo, 24 h after feeding or inoculation, using an

iBox equipment (Scientia, Upland, California, USA) (Garcia et al., 2017).

2.10.2 Mongolian gerbils gastric sampling and evaluation of the prophylactic
activity of the probiotic

To evaluate the prophylactic effect achieved by the probiotic, encapsulated L.
fermentum UCO-979C (1 mL 1.8x10° + 0.1 CFU/mL) was administered during 14
days to 7 animals and H. pylori SS1 was inoculated at day 15 (1mL 1.2x10° + 0.2
CFU/mL). Ten days later, animals were sacrificed; their stomachs removed and
divided into antrum, body and fundus sections. Each section was homogenized
using a mortar and saline solution and cultured in MRS broth or Columbia agar
supplemented with 5% defibrillated horse blood and DENT to detect the presence

of Lactobacillus or Helicobacter, respectively (Garcia et al., 2017).

2.11 Scanning electron microscopy

Samples observed included capsules (surface and cross sections), H. pylori SS1
treated with carrageenan and AGS cells treated with carrageenan. Samples were
washed with saline solution and fixed and dehydrated with 100% methanol at 4°C
for 24 h and critical point dried using CO,. Samples were visualized using an Auto-
scan model U1 scanning electron microscope (ETEC Corporation, Hayward, CA,
USA) at the Center for Microscopy and Spectroscopy, University of Concepcion,

Chile.
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2.12 Statistical analysis

The number of replicates for each experiment is mentioned in the respective
Sections. For standard deviation and statistical significance, calculations and
preparation of figures, Infostat and GraphPad Prism 7 software were used. One-
way ANOVA with 95% confidence were performed and results considered

significant when p<0.05.

3 Results and Discussion

3.1 Kappa and lambda carrageenan proportions for encapsulation of L. fermentum
UCco0-979C

Cubes (2x2x2 cm) prepared using 1, 2 or 3% kappa and lambda carrageenan in
0,01% w/v CaCl, were tested to select the better concentration and mixture.
Proportions of kappa and lambda carrageenan mixture were 100%:0%, 75%:25%,
50%:50%, 25%:75% and 0%:100% w/w. One percent carrageenan capsules were
fragile, losing their structure within 10 minutes at room temperature and 3%
carrageenan capsules required a long time to fuse. On the contrary, 2%
carrageenan capsules showed an appropriate stability (Table 1) and 50% kappa
and 50% lambda carrageenan capsules were selected because they contained the
highest percentage of lambda carrageenan allowing a good jellification and an
appropriate fusion time. These results allowed to define that capsules should be
made using 2% carrageenan in a 50% kappa and 50% lambda proportion. The
highest possible percentage of lambda carrageenan is desirable because it

contains more sulfate groups, responsible of H. pylori inhibition (Song et al., 2014).
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These capsules showed to be approximately 3 to 4 mm in diameter spheres (Fig.
1a) and their size decreased to 0.5 mm when subjected to 37°C under gentle
agitation for 10 min due to temperature and friction (Fig. 1b). Capsules were fully
dissolved after 12 min (Fig. 1b). This assay allowed to estimate the release time of

the probiotic under gastric conditions.

Table 1 Qualitative characteristics (consistency and fusion time at 100°C) of 2% kappa

and lambda carrageenan mixtures

Carrageenan Kappa Lambda Consistency at room Fusion time
mixture (%) (%) temperature at 100°C (min)
Kappa 0 100 Liquefied gel N.D.
PP 25 75 Semisolid gel 47+6
Lambda 50 50 Solid gel 793
(2%) 75 25 Solid gel 734
100 0 Solid gel N.D.

ND: not determined

Time [min]

(a) (b)

Fig. 1 a) Capsules obtained using 1:1 2% w/v kappa and lambda carrageenan in
0.01%wl/v CaCL,. b) Size decrease of capsules at 37 °C under agitation in the time.
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3.2 Viability of encapsulated L. fermentum UCQO-979C strain subjected to pH 3.0 or
bile salts

The purpose of encapsulating bacteria is to improve its viability when exposed to
adverse environmental conditions (Cheow & Hadinoto, 2013). When encapsulated,
L. fermentum UCO-979C strain showed no significant differences in viability after
12 h incubation in MRS broth at pH 3.0 or at pH 6.4. When the non-encapsulated
bacterium was subjected to the same conditions, significantly lower counts were
obtained at pH 3.0 (Fig. 2a). Similarly, when cultured in the presence or absence of
3% w/v bile salts in MRS broth, the encapsulated probiotic strain showed no
significant difference in counts but the non-encapsulated probiotic bacterium
significantly decreased it counts in the presence of bile salts (Fig. 2b). Therefore,
encapsulation protected the probiotic of a low pH and from bile salts. Sulfate
groups of carrageenan could retain the protons present in the acidic environment;
thus, impeding their contact with the bacterial strain (Servaty et al., 2001).
Hydrated carrageenan impedes osmotic changes, such as those caused by bile
salts (De Kruif & Tuinier, 2001). These properties of carrageenan may explain the

contribution of encapsulation to maintain L. fermentum UCO-979C strain viability.
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Fig. 2 Counts of encapsulated or non-encapsulated L. fermentum UCO-979C strain
exposed during 12 h to stress conditions in MRS broth. a) pH 3.0. b) 3% w/v bile salts.

Capsules with or without the probiotic L. fermentum UCO-979C strain subjected,
during 60 days at 4 °C, to saline solution at pH 6.4 or pH 3.0 or saline solution plus
3% bile salts at pH 6.4 were studied by SEM. At day 0, capsules with or without
bacteria were approximately spherical (Fig. 3a and 3b). Cross sections of capsules
with bacteria at day 0 (Fig. 3c) showed no interaction between the probiotic strain
and carrageenan, the bacterial cell wall appearing undamaged (agreeing with
counts of the probiotic described above). On day 60, capsules subjected to saline
solution at pH 6.4 or pH3.0 (Fig. 3d and 3e), showed no differences when
compared to observations made at day 0. Nevertheless, on day 60 in the presence
of 3% bile salts (Fig. 3f), concentration nearly tenfold the physiological (Wu et al.,

2016), an alteration of the cell wall was observed.
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Fig. 3 1:1 2% kappa and lambda carrageenan capsules with or without L. fermentum
UCO-979C probiotic strain. a) Micrography of the surface of a probiotic free capsule
(magnification 60X). b) Micrography of surface of a probiotic containing capsule
(magnification 60X). ¢) Cross section of a probiotic containing capsule on the same day of
preparation (magnification 10.000X). d) Cross section of a probiotic containing capsule
after 60 days of storage at 4 °C in saline solution, pH 7.0 (magnification 10.000X). e) Cross
section of a probiotic containing capsule after 60 days of storage at 4 °C in saline solution,
pH 3.0 (magnification 10.000X). f) Cross section of a probiotic containing capsule after 60
days of storage at 4 °C in 3% bile salts in saline solution (magnification 10.000X)
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3.3 Non-encapsulated or encapsulated L. fermentum UCQO-979C strain growth in
MRS supplemented with enzymes or urea

The effect of amylase or porcine pepsin enzymes or urea on the growth of non-
encapsulated L. fermentum UCO-979 strain was evaluated during 12 h in MRS
broth. Non-encapsulated L. fermentum UCO-979C counts in the presence of
amylase or urea showed no significant differences with those in the absence of
these compounds. On the contrary, pepsin (1.65 g/L) was able to induce a

significant decrease in cell counts (Fig. 4a).
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(a) (b)

Fig. 4 L. fermentum UCO-979C strain survival during 12 h when exposed to 1.65 g/L
pepsin, 0.43 g/L amylase and 0.6 mM urea. a) Bacterial counts of non-encapsulated L.
fermentum UCO-979C. b) Bacterial counts of carrageenan encapsulated L. fermentum
UCO-979C.

When a similar 12 h experiment was performed using encapsulated L. fermentum
UCO-979C in saline solution, nor amylase neither urea reduced bacterial counts
when compared to controls without amylase or urea (Figure 5b). On the contrary,
porcine pepsin significantly reduced bacterial counts (Figure 5b). Therefore, taking
into consideration that L. fermentum UCO-979C was released from the capsules

during the incubation and that both, encapsulated and non-encapsulated bacterium
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were affected by pepsin, it can be suggested that the activity of this enzyme affects
the probiotic strain when it is in a planktonic condition. The effect of pepsin may be
the consequence of its proteolytic activity against hydrophobic peptide bonds of
hydrophobic proteins (Leszczynska et al., 2009) and its activation of a
bacteriolytical substance secreted in the antrum of the stomach (Viallard &
Raynaud, 1968). Since the assays described in this work were done in vitro, the

latter must be disregarded.

In similar experiments, Heidebach et al. (2009) showed a 5 log reduction of non-
encapsulated Lactobacillus paracasei counts during a 90 min exposition to
simulated gastric juice at pH 2.5. Nag et al. (2011) reported a 6.1 log reduction of
planktonic Lactobacillus casei and only a 3.1 log reduction of the same strain when
encapsulated in sodium caseinate and gellan gum in a 120 min time span.
Therefore, encapsulation also protects probiotic strain L. fermentum UCO-979C

subjected to some gastric conditions.

3.4 Evaluation of L-lactic acid production and biofilm formation on abiotic surfaces
by L. fermentum UCO-979C released from carrageenan capsules

L-lactic acid production and biofilm formation are desirable and important
characteristics of a probiotic strain. Since H. pylori is inhibited by lactic acid (Ryan
et al., 2009), production of this compound by a probiotic is particularly relevant.
Therefore, these two characteristics were evaluated to confirm that they were
maintained by the probiotic released from capsules. L. fermentum UCO-979C

released from capsules maintained L-lactic acid production, reaching 2,786 + 0,320
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g/L of supernatant as compared to 2,496 +0,744 g/L of supernatant by the non-
encapsulated probiotic, a non-significant difference (p>0.05). Besides its
antimicrobial effect due to a lowering of pH, lactic acid may also inhibit H. pylori
urease (Garcia et al., 2017). Since lactic acid produced by Lactobacillus salivarius,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus or Lactobacillus casei Shirota
strains showed to in vitro or in vivo inhibit H. pylori (Ryan et al., 2009), the capacity
of L. fermentum UCO-979C to maintain lactic acid production after been released

from capsules is a fundamental probiotic characteristic.

Regarding biofilm formation, non-encapsulated L. fermentum UCO-979C or L.
fermentum UCO-979C released from capsules were able to form biofilms in vitro
on glass or polystyrene after incubating them during 24 h (Fig. 5). Regarding
biofilm formation on polystyrene, the initial inoculum affected the quantity of biofilm
formed, being biofilm production significantly greater when a less concentrated
inoculum was used. There was no significant difference when McFarland 0.5
inoculums of non-encapsulated or encapsulated probiotic were compared.
However, when comparing biofilm formation by the encapsulated or non-
encapsulated probiotic using McFarland 5 inoculums, the non-encapsulated
probiotic showed a significantly larger biofilm quantity (Fig. 5). In accordance with
our results, Salas-Jara et al. (2016) using L. casei Shirota and L. fermentum UCO-
979C strains on glass, polystyrene and AGS and Caco-2 cells, also reported that a
less concentrated inoculum produced more biofilm and attributed it to biofilm
maturation causing the dispersal of cells which were eliminated during the washing

step. Regarding biofilm formation on glass, when McFarland 0.5 inoculums were
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compared, non-encapsulated L. fermentun UCQO979-C showed a significantly
larger biofilm formation and the same was observed when McFarland 5 inoculums
were compared (Fig. 5). L. fermentum UCO-979C is an excellent biofilm forming
strain (Salas-Jara et al., 2016) and since it maintains this characteristic after being
release from capsules contributes to its colonization of the gastric epithelium

(Terraf et al., 2012) and also avoids H. pylori colonization.

Control Polystyrene
Non-encapsulated UCO-979C McFarland 0.5
Released UCO-979C McFarland 0.5
Non-encapsulated UCO-979C McFarland 5
Released UCO-979C McFarland 5 Il Polystyrene
Control glass = Glass
Non-encapsulated UCO-979C McFarland 0.5 = 4
Released UCO-979C McFarland 0.5 = 1
Non-encapsulated UCO-979C McFarland 5 = 1
Released UCO-979C McFarland 5 =
1 1

Q N 9 )
Biofilm formation [O.D. 590 nm]

Fig. 5 Biofilm formation on glass or polystyrene by non-encapsulated L. fermentum UCO-
979C or L. fermentum UCO-979C released from capsules. McFarland 0.5 or 5 inoculums
were incubated in 24 wells plates during 24 h in MRS broth. Biofilm formation was
measured spectrophotometrically at 570 nm after crystal violet staining.

3.5 Anti-H. pylori activity of L. fermentum UCO-979C released from capsules

The capacity of L. fermentum UCO-979C released from capsules to inhibit growth
of pathogenic H. pylori SS1 strain was evaluated using the radial diffusion method
and compared with that of the non-encapsulated probiotic. Following the Gaudana

et al. (2010) criterion, results showed that the inhibition of H. pylori SS1 growth by

34



the probiotic did not decreased after encapsulation and been release from

capsules (Table 2).

Table 2. H. pylori SS1 inhibition by probiotic L. fermentum UCO-979C, either released
from carrageenan capsules or non-encapsulated, assayed using the radial diffusion
method in Columbia agar supplemented with defibrillated horse blood or horse serum.

Conditions Saline MRS L. Supernatant of Pellet (1)* (2)*
solution  without fermentu L. fermentum
citrate m UCO- UCO0-979C

979C culture

culture
Non encapsulated L. fermentum NI 1,20mm 2,75mm 2,80 mm NI 1,65 1,68
UCO-979C grown on Columbia 1,20mm 2,95mm 2,95 mm

agar plus horse serum
X=120 X=285 X=288

L. fermentum UCO-979C released NI 1,30 mm 3,00 mm 3,00 mm NI 1,75 1,65
from carrageenan capsules grown 1,20mm 3,00 mm 2,80 mm
on Columbia agar plus horse
serum

X=125 X=300 X=290
Non encapsulated L. fermentum NI 1,25mm 290 mm 2,80 mm NI 1,70 1,65
UCO-979C grown on Columbia 1,155 mm 2,90 mm 2,90 mm

agar plus horse blood

L. fermentum UCO-979C released NI
from carrageenan capsules grown

on Columbia agar plus horse
blood

X=120 X=290 X=285
1,25mm 3,20mm 2,95 mm NI 1,80 1,68
1,955 mm 2,80mm 2,80 mm

X=120 X=300 X=288

* The H. pylori SS1 inhibition halo was calculated subtracting de halo obtained without the
probiotic strain from the halo obtained in the presence of the probiotic (1) and subtracting
the halo obtained without the probiotic from the halo obtained using the supernatant of a
culture of the probiotic (2).

NI = no inhibition, Halo <1 mm: no inhibition, 1 < Halo = 2 mm: mild inhibition, 2 < Halo =
5 mm: strong inhibition, Halo > 5 mm: very strong inhibition.

3.6 H. pylori SS1 viability in the presence of carrageenan

Hirmo et al. (1995) studied the anti-H. pylori effect of diverse polysulfated
carbohydrates, reporting that kappa carrageenan reduced up to 95% H. pylori
loads while lambda carrageenan reduced them approximately 98-100%. Our

results showed that a 1:1 mixture of kappa and lambda carrageenan at 2%
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concentration significantly decreased, nearly 80%, the viability of H. pylori SS1
strain (Fig. 6a). Although the inhibition of H. pylori reported by Hirmo et al. (1995)
was higher than the one obtained under our conditions, the degree of inhibition of
the pathogenic H. pylori SS1 pathogenic strain was considerable. Our SEM
observations showed a link between carrageenan and H. pylori (Fig. 6b), indicating
the possibility of an interaction between the sulfated polysaccharide and the outer
membrane of the pathogen. Shibata et al. (1999) reported that the outer membrane
proteins of H. pylori were the affinity target of sulfated groups of polysaccharides,

concordant with our SEM observations.
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Fig. 6 Percentage viability of H. pylori SS1 (10® CFU/mL) after 2 h of incubation in PBS
plus 2% w/v kappa or lambda carrageenan. a) Viability of H. pylori SS1 strain incubated
during 2 h with kappa or lambda carrageenan. H. pylori viability was evaluated
spectrophotometrically measuring resazurin reduction. Six replicates were done. Bars
correspond to SD. *** Statistical significance (p<0.05). b) SEM of a cross section of a
carrageenan matrix showing H. pylori SS1 (magnification 10.000X).
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Carrageenan and other polysaccharides (such as alginates, pectin or fucoidan)
possess acid groups (sialylated or sulfated) which bind to glycolipids present in
cellular membranes; thus competing with H. pylori to bind to the gastric epithelium
mucin, avoiding the binding of the pathogen (Song et al., 2014). Chua et al. (2015)
reported that fucoidan binds with greater affinity to H. pylori than to AGS cells;
thus, binding sites of the pathogen would not be available to bind to epithelial cells.
Since carrageenan possesses a demonstrated anti-H. pylori effect, encapsulating
the probiotic L. fermentum UCO-979C which also inhibits this pathogen, combining

the probiotic and carrageenan should improve the inhibitory effect over H. pylori.

3.7 AGS cells viability in the presence of carrageenan

AGS cells were incubated, up to 6 h, in the presence of 1:1 2% kappa and lambda
carrageenan. Their viability was evaluated spectrophotometrically measuring
resazurin associated to viable cells. Results showed that carrageenan did not
significantly reduced resazurin quantity during the initial two hours of incubation,
but at times 4 and 6 h they were significantly reduced (30% and 50%, respectively)
(Fig. 7a). Since SEM observations showed that AGS cells lost their adherence to
the polystyrene plates in the presence of carrageenan (Fig. 7b), the diminishing of
resazurin along time should in fact be the consequence of the detachment, of AGS
cells which were lost during the washing procedure rather than a decreased

viability.
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Fig. 7 AGS cells incubated in the presence of 1:1 2% w/v kappa and lambda carrageenan
in 0.01% CaCl,. a) Viability of AGS cells incubated for 2, 4 or 6 h in carrageenan. AGS
cells viability was evaluated spectrophotometrically measuring resazurin reduction. Six
replicates were done. Bars correspond to SD. *** Statistical significance (p<0.05). b) and
c) SEM observations of AGS cells incubated in the presence of kappa and lambda
carrageenan (magnification 1000X and 5000X, respectively).

3.8 Decreased adherence of H. pylori over AGS cells previously treated with
encapsulated L. fermentum UCQO-979C

AGS cells previously treated for 1 h with carrageenan capsules free of probiotic
showed a significant decrease of H. pylori SS1 adherence to them when compared
to non-treated AGS cells (Fig. 8). AGS cells previously treated for 1 h with non-
encapsulated or encapsulated probiotic decreased the adherence of the pathogen
even more than probiotic free capsules showing no significant difference between
them (Fig. 8). Thus, the probiotic, either encapsulated or non-encapsulated,
inhibited the adhesion of the pathogen significantly more than carrageenan alone
and that, in the presence of the probiotic, carrageenan does not contribute in vitro
in a cellular model to improve the anti-adherence activity of the probiotic against H.

pylori SS1.
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Fig. 8 Effect of probiotic L. fermentum UCO-979C over H. pylori SS1 (10® CFU/mL)
adherence on AGS cells. AGS cells were treated with the probiotic, either encapsulated of
non-encapsulated, or carrageenan 1 h previous to a 1 h exposure to H. pylori SS1.

3.9 Prophylactic effect of encapsulated and non-encapsulated L. fermentum UCO-
979C adhered to the upper gastrointestinal tract on H. pylori SS1 colonization in
the Mongolian gerbil model

The adherence of encapsulated L. fermentum UCO-979C to the upper
gastrointestinal tract was monitored using an iBox equipment whose silver green
filter allows to assign colors depending on intensity of FITC fluorescence (red for
high intensity and green for low intensity while blue indicates absence of
fluorescence). Preliminary in vitro assays allowed us to confirm that encapsulated
FITC-labelled probiotic fluorescence was detectable by the iBox, discarding the
possible interference of the capsule (Fig. 9a), and that probiotic free carrageenan
capsules showed the absence of fluorescence, discarding the possibility of false

positive results (Fig. 9b).
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Mongolian gerbils feed with commercial food supplemented with kappa and
lambda carrageenan encapsulated FITC-labelled probiotic showed a high
adherence of the probiotic to mouth and stomach (Fig. 9c). Intestinal inflammation,
caused by kappa carrageenan, was detected in the animals (data not shown).
Therefore, experiments were continued using only lambda carrageenan, the one
having more sulfate groups which are important to inhibit H. pylori (Necas &
Bartosikova, 2013).

In the following assays, a gastric cannula was used for direct delivery of non-
encapsulated L. fermentum UCO-979C or H. pylori SS1 into the stomach. iBox
images showed that on day 2 the probiotic (Fig. 10a) or H. pylori SS1 (Fig. 10b)
were adhered mainly to the antrum and body, forming patches (arrows). On the
other hand, bacterial counts from samples obtained on day 2 showed that the
probiotic was adhered mainly to the body and antrum and lesser (two logs less) to
the fundus and that the pathogen was mainly adhered to the antrum and lesser to
the body and fundus (two and three logs less, respectively) (Table 3, upper
section). Thus, iBox observations and bacterial counts indicate a similar tendency.
For the prophylactic assay, FITC-labelled L. fermentum UCO-979C and lambda
carrageenan were administered until day 14 and then animals were infected with
three doses of FITC-labelled H. pylori SS1 strain within 10 days and results
observed at day 25. Results showed high FITC fluorescence in the body and in a
lesser degree in the antrum (Figure 10c). In this case, fluorescence intensity in the
antrum decreased (from red to green), a site colonized by the pathogen on day 2

(red in Fig. 10b).

40



Stomach

Fig. 9 FITC-labelled L. fermentum UCO-979C fluorescence detected by an I-BOX
equipment with silver green filter allowing to assign colors depending on intensity of FITC
fluorescence (red for high intensity and green for low intensity while blue indicates
absence of fluorescence). a) In vitro fluorescence of FITC-labelled kappa and lambda
carrageenan encapsulated probiotic showing high fluorescence. b) In vitro observation of
non-labelled kappa and lambda carrageenan encapsulated probiotic showing that both
carrageenan and the unlabeled probiotic produced fluorescence. ¢) In vivo fluorescence
produced by FITC-labelled kappa and lambda carrageenan encapsulated probiotic
inoculated into Mongolian gerbil revealing the presence of the probiotic in the mouth and
stomach, showing high intensity FITC fluorescence indicative of high presence of L.
fermentum UCQO-979C probiotic strain
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At the end of the previous assay (day 25), samples were obtained to determine
bacterial counts. These results indicated that the probiotic colonized mainly the
body and in lesser degrees the fundus and antrum (Table 3, lower section). The
pathogen barely colonized the antrum and it was not detected in the body and
fundus (Table 3, lower section). If iBox observations are correlated with the results
of bacterial counts, it can be suggested that fluorescence observed in the body and
fundus of the stomach at day 25 (Fig. 10c) was mainly due to the presence of
FITC-labelled L. fermentum UCO-979C and that the FITC-labelles probiotic and

FITC-labelled H pylori SS1 contribute to the fluorescence observed in the antrum.

Table 3. L. fermentum UCO-979C and H. pylori SS counts in different regions of the
stomach of Mongolian gerbils. Upper data correspond to animals receiving the probiotic or
H. pylori SS1 and colonies counted on day 2. Lower data correspond to animals receiving
the probiotic up to day 14, then infected three times during a 10 days period with H. pylori
SS1 and colonies counted on day 25.

Bacterial strain  Antrum Body Fundus

Bacterial counts on day 2
L. fermentum 2,5x10" +02° 2,8x10"+01°  1,2x10° +01°
Uco0-979C
H. pylori SS1 1,2x10°+ 01" 22x10*+01*  2,5x10° +01°

Bacterial counts on day 25
L. fermentum 3,2x10°%01° 1,8x10" +02° 1,4 x10°£01°
UCO-979C
H. pylori SS1 1,25 x10° Not detected Not detected

Unidirectional ANOVA. Means with different letter indicate significant differences according
to the Fisher test (p<0.05).
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Fig. 10 L. fermentum UCO-979C and H. pylori SS1 adherence to Mongolian gerbil's
stomach prophylactically treated with the probiotic and then challenged with the pathogen.
iBox images with silver green filter allowing to assign colors depending on intensity of FITC
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fluorescence (red for high intensity and green for low intensity while blue indicates
absence of fluorescence). Images at left correspond to the whole organ and images at
right correspond to longitudinally sectioned and opened organ. Numbering code 1: antrum,
2: body and 3: fundus. a) Non-encapsulated FITC-labelled L. fermentum UCO-979
adherence two days after inoculation, showing adherence to the antrum and body. b)
FITC-labelled H. pylori SS1 adherence two days after inoculation, showing adherence to
the antrum and body. ¢) Adherence of FITC-labelled L. fermentum UCO-979C inoculated
together with lambda carrageenan, until day 14, and challenged with FITC-labelled H.
pylori SS1, showing bacterial adherence on the antrum, body and fundus.

In a similar experiment but in the absence of carrageenan, Merino et al. (2018)
also reported a decreased H. pylori colonization in the antrum of L. fermentum
UCO-979C treated gerbils. Sunanlignon et al. (2012) reported that also L.
rhamnosus reduced H. pylori colonization and infection in a mice model. In the
present study, in agreement with the previous authors, we observed that stomachs
of all Mongolian gerbils receiving L. fermentum UCO-979C and then infected with
H. pylori showed the absence of gastritis or ulcers while animals not
prophylactically treated showed those type of lesions (data not shown). Delgado et
al. (2015) reported that certain microorganisms, including Lactobacillus, selectively
colonize the human or animal stomach. Some lactobacilli have the capacity to
produce exopolysaccharides which block receptors of the gastric epithelial cells
which will no longer be available as binding sites for other microorganisms.
Exopolysaccharide production is an important feature of probiotics and L.
fermentum UCO-979C strain produces high quantities of this product, allowing it to
adhere on AGS and Caco-2 cell lines and, moreover, to form biofilms on them
(Salas-Jara et al., 2016). Thus, exopolysaccharide produced by L. fermentum

UCO-979C may be an important factor participating in its in vivo adherence to the

stomach of Mongolian gerbils reported in this work.
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Histological studies reported that H. pylori and some probiotic strains adhere to or
colonize the same sites (De Klerk et al., 2016; Emara et al., 2016, Oh et al., 2016).
According to Terayama et al. (2016), gastric protection may be the result of
probiotics adhering before the pathogen. Therefore, as suggested by the results of
Manfredi et al. (2012), the consumption of probiotics before an infection may have

a prophylactic effect in the host, also supported by our results.

4. Conclusions

Encapsulation of L. fermentum UCO-979C probiotic strain in 1:1 2% w/v kappa and
lambda carrageenan mixture provided an appropriate capsule to protect the
probiotic strain from a low pH, bile salts and pepsin when compared to non-
encapsulated probiotic, improving its viability. After been released from the
carrageenan capsules, the probiotic maintained its L-lactic acid production and
biofilm forming capacity, important characteristics for a probiotic. In addition, the

probiotic also maintained its inhibitory activity against H. pylori.

The kappa and lambda carrageenan mixture was bactericidal for H. pylori SS1 but
it did not affected the viability of the probiotic strain. On the other hand, in the
presence of carrageenan, AGS adherent cells detached from polystyrene in a time-

dependent fashion.

The assay using Mongolian gerbils showed that the probiotic strain was released

from capsules and that it adhered to the upper gastrointestinal tract. It was also
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shown that the released probiotic reduced H. pylori colonization of the stomach

and H. pylori induced ulcers.

The results of this work suggest that carrageenan encapsulation of the probiotic
strain L. fermentum UCO-979C, besides the anti-H-pylori activity of this compound
by itself, may increase the viability of probiotics added to functional foods,

positively improving human health.
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Abstract

Helicobacter pylori, a gastric carcinogenic pathogen, colonizes the stomach of 50%
of the human population and is considered as a WHO priority 2 due to its
antibiotics resistance. Therefore, research should aim to avoid H. pylori infection.
Probiotics are an emerging alternative to handle this pathogen, making it
necessary to have means to evaluate their effectivity. This work evaluated the
effect of a carrageenan encapsulated probiotic, Lactobacillus fermentum UCO-
979C strain, against the pathogenic H. pylori SS1 strain under simulated gastric
conditions (fasting or standard diet, pH 3.0 under microaerobic condition and
agitation). Samples were obtained from simulators up to 2.5 h after adding the

probiotic, either planktonic or carrageenan encapsulated, and H. pylori counted
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using enriched Columbia agar. Gastric simulations under fasting or standard diet
showed collaboration between L. fermentum and carrageenan against the
pathogen, it being undetectable at 1.5 or 2.5 h, respectively, allowing to conclude
that administration of the probiotic under fasting (harsher acid environment)
provides a better anti-H. pylori effect that administering it associated to the diet.

Thus, it can be suggested to consume low pH resistant probiotics under fasting.

1. Introduction

Helicobacter pylori is a bacterium whose niche is the gastric epithelium, it infects
nearly 50% of the population of the world and it is associated to several
gastroduodenal pathologies, including gastric cancer and peptic ulcer (Abadi and
Yamaoka, 2018; Mommersteeg et al., 2018). This pathogen may cause chronic
gastritis which can derive in the development of atrophic gastritis, intestinal
metaplasia and, finally, contribute to gastric cancer (Wroblewski and Peek, 2013;

Mommersteeg et al., 2018).

According to the Maastricht V Consensus, H. pylori is listed in the second category
of antibiotics susceptibility (10-50% resistance); thus, the standard therapy is not
always successful due to the high levels of resistance to clarithromycin (15% to
40%) and to metronidazole (Malfertheiner et al., 2017). Therefore, it is necessary
to search for innovative strategies to prevent the infection by this pathogen (Ayala
et al., 2014). Among them, using probiotic strains with anti-H. pylori potential must

be considered (Salas-Jara et al., 2016; Garcia et al., 2017).
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Probiotics are an emerging alternative to handle gastrointestinal diseases (Dore et
al., 2015; Abadi and Yamaoka, 2018). They act modifying the microbiota, as
antibacterial agents or immunomodulators (Garcia-Castillo et al., 2018). For a
number of years, our group has been interested in the search of approaches to
prevent H. pylori infection, particularly the use of probiotics. Extensive research
allowed us to conclude that L. fermentum UCO-979C strain possesses excellent
probiotic properties and anti-H. pylori activity in cellular models (Salas-Jara et al.,
2016; Vega-Sagardia et al., 2018) and in animal models (Garcia et al., 2017;
Merino et al., 2018). Besides, its potent immunomodulatory ability has been shown
at in vitro and animal model levels (Garcia-Castillo et al., 2018). Therefore, the
prophylaxis against H. pylori infection using L. fermentum UCO-979C strain may
also be effective if used in humans. It must be considered that a probiotic strain
must fulfill certain survival and viability requirements when consumed with foods

(Champagne et al., 2018; de Simone, 2018).

To avoid the necessity of subjecting patients or volunteers to sampling processes,
which may be invasive, or extended follow ups, it is possible to evaluate the
digestion of probiotic foods consumed by humans using animal models.
Nevertheless, since there are differences between the native microbiota of animal
models and humans (Ritchie et al., 2015) results must be carefully considered.
Systems able to simulate the physiology of organs or tissues may be also helpful to
study responses to drugs, foods or microorganisms. Initially, particularly in the case

of the stomach, simulating systems may include enzymes, nutrients, metabolites,
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physiological pH values and bacteria, providing an appropriate approach to

simulate organs outside the human body.

Carrageenan is a high molecular weight polysaccharide used as additive in several
foods (Mahmood et al, 2017). The presence of sulfates in the structure of
carrageenan, and other polysaccharides used in the food industry, give them anti-
H. pylori activity (Song et al., 2014). On the other hand, encapsulation is a
procedure providing long term protection to probiotics (Burgain et al., 2017).
Therefore, carrageenan encapsulation of L. fermentum UCO-979C may both

protect the probiotic and improve its anti-H. pylori activity.

Therefore, considering that L. fermentum UCO-979C strain is a low-pH tolerant
probiotic (Garcia et al., 2017) and it has shown probiotic activity against the
pathogen H. pylori in in vitro (also including eukaryotic cells) and animal model
assays, the aim of this work was to evaluate the effect of this probiotic
encapsulated in carrageenan against the pathogenic H. pylori SS1 strain under

simulated gastric conditions.

2. Materials and Method

2.1. Bacterial strains and culture
Lactobacillus fermentum UCO-979C strain was isolated from a gastric biopsy
obtained in 2008 from a patient. Previously, the patient signed an informed consent

in agreement with the regulations of the “Ethics Committee of the Guillermo Grant
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Benavente Hospital” located at Concepcion, Chile. The protocol of the study was
approved with the code #08-03-03. This strain has been extensively characterized
(Garcia et al., 2017), including sequencing its whole genome (Karlyshev et al.,
2015). To culture L. fermentum UCO-979C strain, Mann-Rogosa Sharpe (MRS)
broth (BD Difco, Le Pont de Claix, France) was used. Culturing was done under
microaerobic conditions (5% CO,) at 37 °C during 18 h followed by culturing in

MRS agar (BD Difco, Sparks, MD, USA) under similar conditions for further 24 h.

Since it has been used in previous studies due to its capacity to efficiently colonize
the digestive tract of several animals used as model, including mice (Lee et al.,
1997) and Mongolian gerbils (Garcia et al., 2017; Merino et al., 2018), Helicobacter
pylori SS1 strain was the challenging pathogenic bacterium used in this study. H.
pylori SS1 strain was cultured on Columbia blood agar base (Oxoid, Basingstoke,
United Kingdom) supplemented with 5% horse blood and 1% H. pylori selective
supplement DENT (Oxoid) under microaerobic conditions (5% CO;) at 37 °C
during 72-96 h. Colonies were suspended in saline solution and adjusted to an

optical density of McFarland 2 for the simulation assays.

2.2. Carrageenan encapsulation of L. fermentum UCQO-979C

Two percent Kappa | and Lambda carrageenans, in a 1:1 proportion, in 0.01%
CaCl, was used to encapsulate the probiotic strain following the procedure of
Iwanaga et al. (2003) with modifications. Two hundred mL of dissolved
carrageenan was mixed with the pellet obtained after culturing L. fermentum UCO-

979C during 24 h in 200 mL MRS broth and centrifuging at 2000 g for 10 min at
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4°C. The final mixture was vigorously homogenized during 5 min and placed in 50
mL syringes. Capsules were obtained dripping the mixture on commercial vegetal
oil at 0°C under constant agitation. Capsules were washed thrice using cold sterile
distiled water, sieved and stored in sterile Petri dishes at 4°C until used.
Carrageenan capsules without the probiotic, to be used as controls, were prepared

following the same procedure.

2.3. Quantification of viable L. fermentum UCO-979C cells in capsules
Capsules were weighted and dissolved in 1 mL saline solution using a vortex and
seeded in Petri dishes containing MRS agar. Viable cells were counted after 48 h

of incubation at 37 °C.

2.4. Gastric simulation system

The minimal conditions of the stomach were simulated following the procedure of
Hernandez-Moedano et al. (2014) and Silva et al. (2017) but including only the
stomach section. Assays were performed considering a fasting condition using
sterile saline solution (0.9% w/v) adjusted to pH 3.0 or a sterilized (121°C for 15
min) simulated Chilean healthy adult standard diet (59.12% w/v carbohydrates
[50% saccharose and 50% wheat flour], 28.26% wi/v lipids [vegetal oil], 12.6% w/v
proteins [casein peptone]) also adjusted at pH 3.0 (Ministerio de Salud, Chile,
2011). Two hundred mL of saline solution or standard diet were added to each
simulator and supplemented with 0.33 g pepsin, 0,086 g amylase and urea to
reach a final concentration of 0.6 mM. Microaerobic conditions were obtained

placing the simulators in an incubating chamber with 5% CO, at 37°C and orbital
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shacking (150 rpm). A simulator containing saline solution at pH 7.0 and without

enzymes or urea was used as a control.

2.5. Gastric simulation under fasting or standard diet conditions using planktonic or
encapsulated L. fermentum UCO-979C strain and H. pylori SS1 strain.

The effect, under gastric simulation, of planktonic or encapsulated L. fermentum
UCO-979C on the viability of H. pylori SS1, was assessed under several conditions

detailed in Table 1.

Table 1. Conditions and strains used in the gastric simulations.

Condition Added strains

Control H. pylori SS1

Fasting H. pylori SS1

Fasting Planktonic L. fermentum UCQO-979C and H. pylori SS1
Fasting Capsulated L. fermentum UCO-979C and H. pylori SS1
Fasting H. pylori SS1 and carrageenan capsule without bacteria

Standard diet  H. pylori SS1
Standard diet  Planktonic L. fermentum UCO-979C and H. pylori SS1
Standard diet  Capsulated L. fermentum UCO-979C and H. pylori SS1

Gastric simulations were performed at 37°C with 5% CO, and agitation.

For the assays requiring planktonic probiotic, 2 mL of an overnight culture of L.
fermentum UCO-979C (10° UFC/mL) in MRS broth were added to the simulators.
For the assays requiring encapsulated probiotic, 5 g of capsules containing 4x10°
L. fermentum UCO-979C UFC/g of capsules were added to simulators. Two mL of
H. pylori SS1 adjusted at McFarland 2, obtained as described above, were added

to the simulators.
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2.6. H. pylori SS1 viability assessment

To assess the viability of H. pylori in the assays of gastric simulation, 2 mL aliquots
were obtained from each simulator at times 0, 0.5, 1, 1.5 and 2.5 h. Serial dilutions
were prepared from each aliquot and cultured on Columbia agar, as described
above, and colonies counted after selecting the plates with the convenient number

of colonies.

2.7. Statistical analysis

All experiments were done in triplicate. To determine the standard deviation and
the statistical significance and to obtain graphics, GraphPad Prism 7 software was

used. A one way ANOVA analysis was performed with 95% confidence.

3. Results

Results of the simulations under fasting showed a significant decrease of H. pylori
counts along time when compared to the pH 7.0 control. There was no significant
differences in pathogen counts between the fasting simulations at times 0 and 0.5
h. The simulation containing carrageenan encapsulated L. fermentum UCQO-979C
showed to provide the best reduction of the pathogen, producing a significant
decrease in H. pylori counts at 1 h and the pathogen was not detected at 1.5 and
2.5 h. H. pylori was not detected in the simulations including the planktonic

probiotic or capsules without probiotic at 2.5 h (Figure 1).
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Figure 1. Counts of H. pylori SS1 strain challenged with planktonic or carrageenan
encapsulated L. fermentum UCO-979C probiotic strain or bacteria-free carrageenan
capsules under simulated gastric conditions and fasting. Bars indicate the standard
deviation of 3 replicates. Significant differences: * = p<0.05, ** = p<0.01.

In the simulation with standard diet, a decrease of H. pylori counts was observed
from 1.5h on. The simulation including planktonic probiotic and the simulation
without probiotic showed the presence of H. pylori (1.0x10% in both cases) after 2.5
h while, at the same time span, H. pylori was not detected in the simulation
including the carrageenan encapsulated probiotic strain (Figure 2).

When comparing the effect of the encapsulated probiotic added to the simulator
under fasting or under healthy adult standard diet conditions, under fasting
conditions H. pylori counts decreased in 4 logs after 1 h of simulation and it was
undetectable after 1.5 h but under standard diet this pathogen was still detectable
(1.3x10° CFU/mL) at 1.5 h and was not detected at 2.5 h (Figure 3). Regarding the
pH values in the simulator, under fasting conditions it decreased from 3.00 to 2.92

and under healthy adult standard diet condition, it decreased from 3.00 to 2.54.
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Figure 2. Counts of H. pylori SS1 strain challenged with planktonic or encapsulated L.
fermentum UCO-979C probiotic strain under simulated gastric conditions and
administration of a healthy adult standard diet. Bars indicate the standard deviation of 3
replicates. Significant differences: * = p<0.05, ** = p<0.01.
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Figure 3. Counts of H. pylori SS1 strain, subjected to simulated gastric conditions,
challenged with carrageenan encapsulated L. fermentum UCQO-979C probiotic strain under
fasting or healthy adult standard diet. Bars indicate the standard deviation of 3 replicates.
Significant differences: * = p<0.05, ** = p<0.01.
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4. Discussion

Numerous studies have associated H. pylori colonization with several gastric
pathologies, including gastric cancer (Sachs and Scott, 2012). Since the cancer
risk associated to this pathogen is high, the WHO included H. pylori among Group

1 gastric cancer risk factors (IARC, 1994).

The most recent Maastricht Consensus recommendation indicates that every
person infected with H. pylori must be treated (Malfertheiner et al., 2017).
Nevertheless, antibiotic treatments are not always effective or reinfection may
follow a successful treatment. Moreover, the WHO included H. pylori in the “Priority
2: high” list of pathogens due to its antibiotic resistance and indicated the necessity

to develop new antibiotics to treat this pathogen (Tacconelli et al., 2017).

Therefore, alternative approaches to the current therapeutic allopathy against H.
pylori are necessary. These alternatives include, among others, plant extracts,
vaccines, peptides, phototherapy, polysaccharides, honey and propolis, gastric
mucin and fungi (Ayala et al., 2014; Dore et al., 2015; Abadi and Yamaoka, 2018).
Probiotics with anti-H. pylori activity are also a promising alternative and the in vitro
antagonism against this pathogen has been reported for L. acidophilus, L. casei
Shirota strain, Bacillus subtilis and Weissella confusa (Johnson-Henry et al., 2001).
Results using animal models have shown the prophylactic effect of some probiotic

strains which reduced the colonization by H. pylori (de Klerk et al., 2016).
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In a meta-analysis study, Wang et al. (2017) indicated that most strategies to
eradicate H. pylori including probiotics were effective when associated to
conventional therapy but none of the probiotics included in the analysis showed
better results than others. On the other hand, Losurdo et al. (2018), in another
meta-analysis, indicated that in some cases, probiotics are able to defeat H. pylori
and that the administration of probiotics, on the contrary to antibiotics, is not
subjected to the risk of resistance. Therefore, although probiotics are generally
accepted as a prophylactic option, their usefulness as therapeutic options is still to

be elucidated.

Probiotics may generate a hostile environment for H. pylori without damaging the
host. They can produce lactic acid (Oh et al., 2002) or bacteriocines (Dobson et al.,
2012), counteract H. pylori produced hypochlorhydria (Rivas-Traverso and
Hernandez, 2000), inhibit the adherence of the pathogen to epithelial tissue
receptors of the host (Wang et al., 2013) or alter the activity of H. pylori urease as
shown in vitro for L. acidophilus (O Connor et al., 1989). The strain used in this
study, L. fermentum UCO-979C, has shown a potent anti-H. pylori activity both in
vitro (Salas-Jara et al., 2016; Garcia et al., 2017; Vega- Sagardia et al., 2018) and
in animal models (Garcia et al., 2017; Merino et al., 2018) and it also possesses

immunomodulating activity (Garcia-Castillo et al., 2018).

Nevertheless, the anti-H. pylori activity of L. fermentum UCO-979C strain has not
been yet studied simulating physiological stomach conditions, the approach used

in this study. Anti-H. pylori activity was evaluated using planktonic probiotic or,
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considering the anti-H. pylori activity of certain polysacacharides (Shannon and

Abu-Ghannam, 2016), as carrageenan encapsulated probiotic.

There are no conclusive answers about the best time of day to consume probiotics.
During fasting, the pH of the stomach is too acid, reducing the viability of the
probiotic but it may easily reach an epithelium to which it can adhere. It is possible
to speculate that, if consumed with other foods, the stomach pH may be more
favorable increasing the viability of the probiotic but, being mixed with the food, its

possibility to adhere to the epithelium might be reduced.

Our results showed that in the fasting gastric simulation, H. pylori counts
significantly decreased at all sampled times when compared to the pH 7.0 control.
The reduction of counts of this same pathogen was reported by Schreiber et al.
(2005) using H. pylori and mucins and they attributed it to the acidic pH. These
results explain the observation of Thorens et al. (1996) reporting that children and
certain adults, in the latter due to their feeding habits or other reasons, which have

less acidic pH in their stomachs favor the viability of microorganisms.

Hirmo et al. (1995) studied the inhibitory effect of several dissolved polysulfate
carbohydrates over H. pylori, showing that lambda- and kappa-carrageenan killed
98-100 or 85-95% H. pylori, respectively. Based on these results, carrageenan was
chosen as the encapsulating material in this work. Carrageenan, as well as some
alginates, pectins or fucoidans, possess acid groups (sialylated or sulfated) which

bind to glycolipid groups of biological membranes. These sulfated polysaccharides
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compete with H. pylori to bind to gastric epithelium mucins, inhibiting the binding of
the pathogen (Song et al., 2014). On the other hand, Chua et al. (2015) determined
that fucoidans bind to H. pylori with greater affinity than AGS cells. Shibata et al.
(1999) reported that this affinity is directed to several H. pylori outer membrane
proteins. In addition, these sulfated polysaccharides can increase the viscosity of
the stomach content, prolonging the gastric emptying time which favors the release
and effect of probiotics encapsulated with these polysaccharides (Lutay et al.,
2011; Song et al., 2014). Therefore, it could be expected that encapsulation of the
probiotic with carrageenan improved the anti-H. pylori activity already reported for

L. fermentum UCO-979C also in the gastric simulation assay.

In the simulation using the standard diet, no significant differences were observed
in H. pylori counts up to 1.5 h. Since, under fasting the pathogen was undetectable
in a shorter time, suggesting a protecting role of foods for this pathogen. In the
simulation using standard diet and the encapsulated probiotic, the pH in the
simulator decreased, perhaps caused by the food fermentation by L. fermentum
UCO-979C. O’Gara et al. (2008) studied the viability of H. pylori in a gastric
simulation, under fasting and in the presence of food, but they adjusted the pH to a
value close to 6 because they wanted to simulate mainly a zone proximal to the
epithelium, where the gastric mucin is present. As opposed to the results of this
work, they reported that a diet containing carbohydrate, proteins, lipids and NaCl (5
g/L) significantly reduced H. pylori counts after 6 h of simulation which was no
observed under fasting. These authors attributed this effect to the components of

their standard food.
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5. Conclusion

The anti-H. pylori effect of L. fermentum UCO-979C strain in a simulated gastric
system ratifies the probiotic activity of this strain previously shown in in vitro and in
animal model studies. The anti-H. pylori effect was enhanced when the probiotic
was encapsulated in carrageenan, showing a collaborative work between the
probiotic strain and carrageenan. Results also showed that consuming the
probiotic, under fasting conditions provided better anti-H. pylori effect than
consuming it associated to other foods. Thus, consuming this probiotic, or others

probiotics resistant to low pH, is recommended after fasting.
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CAPITULO V: UNA CEPA DE LACTOBACILLUS FERMENTUM RGM 2341 Y SU
USO PARA CONTRARRESTAR LA REACCION INFLAMATORIA CAUSADA
POR ENTEROBACTERIAS.

Solicitud de registro de patentes N° 2016-03406, octubre de 2017, supera etapa

pericial.

Nombre Inventores:

A. Garcia; C. Gonzélez; C. Gutiérrez; E. Sanhueza; C. Parra
Direccion:

Barrio Universitario s/n, Empreudec, Concepcién
Nombre Solicitante:

Universidad de Concepcion

Direccion:

Barrio Universitario s/n, Empreudec, Concepcién
Representante:

Xiména Sepulveda Barrera
Direccion:

Barrio Universitario s/n, Empreudec, Concepcién
Resumen:

Esta Tecnologia corresponde a la cepa cédigo de acceso
RGM 2341, depositada en la Coleccion Chilena de Recursos Genéticos
Microbianos. Se resguarda el uso de esta cepa porque sirve para contrarrestar la
reaccion inflamatoria aguda causada por enterobacterias, preferentemente

Helicobacter pylori.
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MEMORIA DESCRIPTIVA

Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria Gram negativa, colonizadora del
sistema digestivo humano, particularmente del estdmago. Se estima que entre dos
tercios a tres cuartos de la poblacion mundial se encuentra infectada por esta
bacteria, siendo particularmente susceptible a la infeccion las poblaciones mas
vulnerables de los paises en vias de desarrollo econdmico.

La gran extension y expansion geografica de la infeccion por H. pylori se atribuye
a sus peculiares rasgos biologicos. Debido a su forma en espiral y a la presencia
de flagelos, ésta es capaz de penetrar la mucosa del epitelio gastrico,
adhiriéndose a la superficie celular dada la expresion de moléculas de adhesion.
Una vez adherida al epitelio, la bacteria produce ureasa, una enzima que cataliza
la reaccién de urea a amoniaco y didxido de carbono. El amoniaco no soélo
neutraliza la acidez natural del ambiente local gastrico, sino que incide sobre el
epitelio, destruyendo la mucosa, promoviendo su muerte celular y detonando un
proceso inflamatorio localizado. Una vez adherida al epitelio gastrico, la infeccion
por H. pylori puede extenderse gradualmente hacia otros puntos del estbmago.
Diversas patologias han sido asociadas a la infeccion por esta bacteria, entre ellas
ulceras pépticas, gastritis y dispepsia e incluso se la ha propuesto como agente
etiolégico del linfoma gastrico de tejido linfoide asociado a mucosas y del
desarrollo de cancer gastrico.

También diversas han sido las estrategias bioldgicas, clinicas y médicas llevadas
a cabo para la prevencion y el tratamiento de la infeccion humana. Se ha utilizado
una gran gama de antibidticos para su tratamiento; sin embargo se han
identificado cepas de H. pylori resistentes a ellos. Desde el punto de vista
farmacoldgico, la terapia considera el uso de metronidazol y amoxicilina o
claritromicina junto a omeprazol; sin embargo, esta estrategia es financieramente
costosa y temporalmente extensa, particularmente en los paises en vias de
desarrollo econémico y social.

Desde el punto de vista preventivo y de salud publica, las principales estrategias

recaen en los métodos de saneamiento publico, como el alcantarillado, el
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tratamiento de aguas, las campanas de alimentacién saludable y la alimentacion
con productos lavados y/o hervidos. Si bien estas actividades han mejorado las
condiciones sanitarias de la poblacion en general, aun la infeccion por H. pylori
persiste. Nuevas estrategias con diverso éxito, han concurrido entonces para
combatir al patégeno, destacandose una terapia multiple que incluye antibidticos,
hongos y plantas; ademas del uso de propdleos y polisacaridos para evitar la
colonizacion y la adherencia primaria al epitelio gastrico del huésped. También se
han desarrollado vacunas, aunque ellas no han logrado aun una inmunizacion
completa ni la erradicacién total del agente bacteriano. Las ultimas estrategias
preventivas recaen en el uso de agentes y alimentos probidticos, los cuales
también evitarian la adhesion primaria de H. pylori al epitelio gastrico, compitiendo
espacialmente por un lugar donde la bacteria pueda asirse y asentarse para
comenzar la infeccién.

Entre los agentes probidticos mas importantes utilizados para formular alimentos
con funciéon preventiva de la infeccion por H. pylori se encuentra el género
bacteriano Lactobacillus.

Lactobacillus es un género de bacterias Gram positivas anaerobias capaces de
producir acido lactico mediante el proceso de fermentacion lactica. Estas bacterias
son agentes que se encuentran naturalmente en diversos 6rganos y tejidos
humanos, como el tracto gastrointestinal y el vaginal. El acido lactico posibilita un
ambiente local acido, el cual inhibe el desarrollo de agentes potencialmente

daninos.

Diversas cepas de especies de Lactobacillus se han utilizado en formulaciones de
alimentos y medicamentos probidticos dadas sus propiedades bioldgicas.
Numerosos productos alimenticios como yogurt, helados, lacteos en general,
jugos, postres e incluso productos carnicos han aprovechado estas propiedades y
cualidades para formular alimentos que adquieran mayor valor agregado al
consumidor; valor que se traduce en efectos benéficos a la salud de los mismos.

Una especie ampliamente individualizada y utilizada como agente y alimento

probidtico para el tratamiento de desordenes gastrointestinales, incluyendo el
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tratamiento ante la infeccidén por H. pylori es Lactobacillus fermentum. Esta
especie es capaz de producir peréxido de hidrégeno en el medio local gastrico, es
capaz de adherirse a dicho epitelio, es capaz de ejercer actividad
inmunomoduladora, de resistir concentraciones de acidos biliares y de acidez
tipica del ambiente local gastrico; de colonizar eficientemente la superficie mucosa
gastrica y de disminuir la actividad ureasa del patégeno. Todas estas cualidades
se resumen en el concepto “actividad anti-H. pylori”.

A pesar de los avances realizados en la actualidad para distinguir funcionalmente
esta especie y de cepas de ésta en particular; de la distincién de la actividad anti
H. pylori y de sus beneficios en el tratamiento por la infeccion de éste y otros
patdgenos; estas consideraciones no han alcanzado un nivel de desarrollo
adecuado o suficiente para la prevencion satisfactoria de esta infeccién, siendo
aun un agente particularmente importante en el desarrollo de enfermedades
humanas evitables, cursando ademas con altos gastos médicos asociados,
especialmente en la poblacion con escaso acceso a condiciones sanitarias
minimas.

Considerando la extensidon geografica de H. pylori, y dada la prevalencia, por
ejemplo de cancer gastrico en Chile; el cual se configura como el segundo tipo de
cancer mas comun en el mundo y con una tasa cercana al veinte por cien mil
habitantes en nuestro pais y, afectando predominantemente a varones por sobre
mujeres (2,6:1,0) (Guia Clinica MINSAL de Cancer Gastrico, 2010. Ministerio de
Salud, Chile), es que la busqueda de nuevas y eficaces estrategias para la
profilaxis frente a la infeccion por H. pylori resulta de importancia superlativa. En
este sentido la exposicion de bacterias con actividad anti-H. pylori y provision de
éstas dada su capacidad probidtica, cumple dicho objetivo; aun mas dada la

resistencia comun a las terapias convencionales disponibles a la fecha.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente tecnologia comprende una cepa de Lactobacillus sp, especificamente

comprende la cepa L. fermentum, depositada en la Coleccion Chilena De
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Recursos Genéticos Microbianos, bajo el numero de acceso RGM 2341,
depositada el 15 de noviembre de 2016. La cepa, aislada de antro pilérico y/o
cuerpo gastrico humano de una biopsia de un paciente del Hospital Clinico
Regional de Concepcion, Guillermo Grant Benavente, es util en la prevencion y
tratamiento de la infeccion por el patégeno gastrico H. pylori, dada sus
propiedades bioldgicas, cuales en conjunto se presentan superiores a otras cepas
del género Lactobacillus disponibles en el mercado y utilizadas comercialmente;
ello observado y verificado en un modelo in vitro y confirmado en un modelo
animal in vivo.

La cepa RGM 2341 exhibe un amplio y cuantitativamente superior perfil de
actividad anti-H. pylori, siendo esta actividad mediada por el conjunto integro de
sus propiedades bioldgicas evidenciadas en estos modelos.

La propiedad de la actividad anti-H. pylori se conjuga mediante las siguientes
particularidades de la cepa:

RGM 2341 es capaz de formar biopeliculas in vitro tanto en el modelo celular
AGS, un modelo de adenocarcinoma gastrico estandar, como en el modelo celular
CACO-2, un modelo de adenocarcinoma colorrectal epitelial humano. La
formacion de biopeliculas en estos modelos respalda la capacidad que tiene RGM
2341 de proveer una barrera mecanica sustentable y adaptativa a la geografia del
tracto digestivo humano, asi como de su configuracion particular desde el
estbmago hasta el colon en su zona mas distal. Esta barrera mecanica dificulta la
adhesion inicial de H. pylori a la mucosa epitelial gastrica, entorpeciendo la
adhesion necesaria para desencadenar su mecanismo bioldgico patogénico. En
ambos modelos celulares in vitro, RGM 2341 es capaz de adherirse a las células
desde la adicion del inéculo, y formar una biopelicula de estructura densa entre las
cuatro y doce horas, hasta al menos las 24 horas.

La anterior capacidad de formacion de biopeliculas in vitro se observa de igual
forma en un modelo animal in vivo. Este modelo, gerbo de Mongolia, un modelo
roedor superior, presenta ventajas en su seleccibn pues presenta un
comportamiento similar epitelial gastrico en cuanto a las lesiones observadas en

humanos tras la infeccion por H. pylori. En este modelo se verifica la distribucién
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espacial de RGM 2341 en las zonas del estbmago, observando que la cepa a
pesar de organizarse en macro colonias puntuales, se extiende eficiente y
eficazmente sobre el antro, el cuerpo y el fondo del érgano, conformando un
verdadero tapiz en la extensién completa del epitelio gastrico animal. Al desafiar la
cepa en este modelo con la cepa patdgena, se coteja la disminucion cuantitativa
de H. pylori debido a la imposibilidad mecéanica de asirse al epitelio.

La inhibicidn de la adhesioén del patdégeno se verifica en el modelo in vitro mediante
uso de H. pylori ATCC 43504, un modelo patogénico estandar de investigacion en
este aspecto. La inhibicién observada mediante el uso de esta cepa patogénica
provee un piso comun de observacion in vitro, siendo verificada esta inhibicién por
cuanto el uso de la cepa H. pylori SS1 en el modelo in vivo. Esta ultima cepa
emula en el modelo in vivo las laceraciones patogénicas observadas en humanos.
Ademas de minimizar la adherencia in vitro y de eliminar la presencia del patdégeno
in vivo, RGM 2341 es capaz de inhibir la actividad ureasa de H. pylori ATCC
43504 en hasta un 80,4% en el modelo celular AGS y de hasta un 83,1% en el
modelo celular CACO-2. La provisién de este hallazgo respalda lo observado en el
modelo animal, donde tras co-infeccion no se detecta actividad ureasa cuyo
responsable fuera la presencia del patégeno, siendo atribuida esta actividad a la
presencia de bacterias que conforman el microbioma normal del huésped en el
tracto digestivo.

En aras de verificar la tolerancia a las condiciones normales del ambiente gastrico
animal, proyectandoles al ambiente normal de la condicion humana, RGM 2341 se
expone a una serie de escenarios de evaluacion. La cepa es tolerante a pH 3,0;
exhibiendo concentraciones de hasta 10° Unidades Formadoras de Colonias por
mililitro (UFC/mL) in vitro. También es capaz de tolerar la presencia de sales de
acidos biliares en una concentracion del 2-3%, presentando una concentracion de
entre 10° a 10’ UFC/mL in vitro, hasta por 24 horas de exposicién en ambos
casos. Estas propiedades reflejan la capacidad de RGM 2341 de tolerar eficiente y
eficazmente el ambiente normal estomacal, pudiendo desarrollar las demas

propiedades que le configuran sin inconvenientes fisiolégicos.
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Estas propiedades se resumen en que RGM 2341 exhibe agregacién en solucién
salina positiva e hidrofobicidad fuerte in vitro en comparacion a otras cepas
probidticas.

RGM 2341 exhibié un perfil de produccién de perdxido de hidrogeno de hasta mas
tres (+3) segun el criterio de Felten de 1999. Por otro lado, evidencia una
capacidad productora de acido lactico en el orden de 2,8 a 3,5 mg/mL. En otra
arista de las capacidades de RGM 2341, la cepa revela una amplia capacidad en
la produccién de exopolisacarido, de 270 mg/L a pH 5 y de hasta 1094,8 mg/L a
pH 7 y a 0,5 de densidad optica; siendo este polisacarido uno compuesto por dos
azucares, ramnosa y manosa, dos azucares ramificados que potencian las
propiedades conjuntas anti H. pylori asi como la formacién de una biopelicula
estable. Este perfil amplio de propiedades fisiolégicas de la cepa comulga al
unisono en una superior actividad anti microbiana sobre cepas patogénicas
entéricas; siendo incluso superior a cepas comerciales. La propiedad de producir
peréxido de hidrogeno en amplia cuantia explicita un mecanismo de defensa
basico a la presencia de patdgenos, utilizando radicales libres para impedir la
colonizacion gastrica. En cuanto a su capacidad antioxidante, RGM 2341
evidencia que es eficientemente capaz de retrasar la oxidacion de la biopelicula y
de la mucosa del tracto digestivo; posibilitando una proteccion primaria enérgica a
la presencia de patdégenos. En ultimo término la modulacién de la produccion de
exopolisacaridos dado el pH y la concentracion efectiva de RGM 2341, promueve
la construccion de un ambiente celular que no sélo suscita la proteccion de la
célula en particular, sino de la colonia y del tapiz o biopelicula generada por el
conjunto bacteriano sobre la mucosa del tracto digestivo. La promocién de la
produccion de exopolisacarido se expone, luego, como parte de la proteccion
mecanica hacia el mecanismo de patogenicidad de H. pylori, brindando ademas

amparo al ambiente natural del tracto digestivo en el tiempo y espacio.
RGM 2341 ostenta un significativo poder de minimizacion de la inflamacién aguda

localizada en el tracto digestivo donde construye la biopelicula dada la presencia

explicita de H. pylori. Ello configura un hallazgo importante por cuanto modula
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positivamente la reduccion del proceso inflamatorio agudo en conjunto al bloqueo
mecanico de su adhesién al epitelio y a la remocion celular de esta mediante un
mecanismo de radicales libres. Ello, en suma, conforma un mecanismo completo

de prevencioén y tratamiento a la infeccién por el patégeno.

Por ultimo, RGM 2341 presenta susceptibilidad a 18 antibiéticos de extendido uso
médico, pudiendo ser eliminada facilmente de la mucosa del tracto gastrico; ello
en linea a las normativas sanitarias de consumo humano y de definicién técnica y
de bioseguridad propuestas por la FAO y la Organizacion Mundial de la Salud para
el uso de cepas probidticas y de los requisitos minimos que los alimentos que les
componen deben tener. Por otro lado no evidencia produccion de histamina, la
principal amina biogénica, presentandose biosegura a su consumo en el tiempo.

Todas estas propiedades biolégicas se conjugan en que RGM 2341 ostenta
caracteristicas que en el unisono son superiores a otras cepas probidticas de la
especie L. fermentum, asi como frente a L. casei Shirota, una cepa ampliamente
utilizada en alimentos y productos probiéticos. Por lo mismo, RGM 2341 se perfila
como una alternativa de eleccién superior para ser utilizada en la prevencion vy

tratamiento de la infeccidon por H. pylori.

REIVINDICACIONES

1. Una cepa de Lactobacillus fermentum CARACTERIZADA porque corresponde a
la cepa codigo de acceso RGM 2341 depositada en la Coleccién Chilena de
Recursos Genéticos Microbianos.

2. La cepa, segun la reivindicacion 1, CARACTERIZADA porque presenta
capacidad anti enterobacterias.

3. La cepa, segun la reivindicacion 1, CARACTERIZADA porque presenta
capacidad anti Helicobacter pylori.

4. Uso de la cepa, segun la reivindicacion 1, CARACTERIZADO porque se utiliza
para contrarrestar la reaccidén inflamatoria aguda causada por enterobacterias,
preferentemente Helicobacter pylori.
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5. Uso de la cepa, segun la reivindicaciéon 3, CARACTERIZADO porque se utiliza
para inhibir la adhesién, crecimiento y desarrollo patogénico de Helicobacter pylori.

6. Uso de la cepa, segun la reivindicacion 3, CARACTERIZADO porque su
utilizacién es biosegura sanitaria y alimenticiamente.
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CAPITULO VI: UNA FORMULACION DE ENCAPSULACION PARA
LACTOBACILLOS QUE PERMITE PROLONGAR SU VIABILIDAD
Solicitud de registro de patentes 2017-03045, octubre de 2017 pasa la etapa

pericial.

Nombre Inventores:
Apolinaria Garcia; Marco Vega; Cristian Gutiérrez;
Enrique Sanhueza y Carlos Gonzélez
Direccion:
Barrio Universitario s/n, Empreudec, Concepcién
Nombre Solicitante:

Universidad de Concepcion

Direccion:

Barrio Universitario s/n, Empreudec, Concepcién
Representante:

Ximena Sepulveda Barrera
Direccion:

Barrio Universitario s/n, Empreudec, Concepcién
Resumen:

Se presenta una formulacion de encapsulacién para
lactobacilos que comprende biomasa de la cepa L. fermentum RGM 2341, a una
concentracion entre 1,0 x 10% — 1,0 x 10" UFC/mL; y 1-3% p/v de la matriz de
alginato-carragenina lambda, compuesta por proporciones variables de alginato
(30-50%) y carragenina lambda (50-70%). Ademas se presenta el proceso de
elaboracién de las capsulas y su uso para la potenciacion de la actividad anti-H.

pyloriy la prolongacion de la viabilidad del lactobacilo.
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MEMORIA DESCRIPTIVA

Los probidticos han demostrado su efecto beneficioso en el ser humano,
principalmente frente a enfermedades gastrointestinales causadas por bacterias
patdgenas, ya que ayudan al balance de la microbiota normal, promoviendo la
integridad y movilidad intestinal, e inhibiendo bacterias patégenas (Luc et al.,
2007; Kaushik et al., 2009). Este ultimo tiempo, se ha demostrado que diversas
especies de Lactobacillus son capaces de inhibir el crecimiento de H. pylori y
mejorar las tasas de erradicacion de esta bacteria cuando se administran antes o
después de la terapia estandar (Du et al., 2012; Efrati et al., 2012; Sunanliganon et
al., 2012).

H. pylori es una bacteria Gram negativa de forma espiralada que se encuentra en
el estbmago humano. Aunque la colonizacién gastrica por H. pylori induce gastritis
histoldgica en todos los individuos infectados, solo una minoria desarrolla signos
clinicos evidentes (Van Amsterdam et al., 2006). Entre las patologias asociadas se
encuentran la gastritis crénica, linfoma de MALT, ulcera duodenal y Ulcera
gastrica, e incluso es el principal factor de riego de desarrollar cancer gastrico
(Uemura et al., 2001).

H. pylori necesita al menos cuatro caracteristicas basicas para ser capaz de
colonizar y establecer una infecciébn en la mucosa gastrica: la enzima ureasa,
flagelos, presentar una forma de espiral y adhesinas. Es capaz de sobrevivir en pH
gastrico gracias a la sintesis de ureasa, enzima que utiliza para generar un micro-
entorno de pH neutro, ya que convierte la urea a iones de amoniaco, neutralizando
el acido jugo gastrico (Andersen, 2007). La infeccion por H. pylori afecta
aproximadamente al 50% de la poblacién mundial, llegando a valores de hasta un
90% en paises en vias de desarrollo (Van Amsterdam et al., 2006). La prevalencia
de H. pylori en Chile varia entre un 60% y 79% dependiendo de la condicion
socioecondmica, de la educacion y a las condiciones sanitarias de la poblacion
estudiada (Vallejos et al., 2007). La ultima guia de manejo de la infeccion por H.
pylori (Malfertheiner et al. 2017) recomienda en primera instancia la terapia de

erradicacion de primera linea: inhibidor de bomba de protones (PPI),
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claritromicina, y amoxicilina o metronidazol (terapia triple). Sin embargo, existe la
problematica del aumento de la resistencia de H. pylori, principalmente a
claritromicina (Aguilera-Correa et al., 2017) y la alta prevalencia de efectos
adversos que producen los antibidticos, ambas son las principales causas de las
fallas en el tratamiento contra H. pylori (Malfertheiner et al., 2017; Wirtz et al.,
2010).

Desde el punto de vista preventivo y de salud publica, las principales estrategias
recaen en los métodos de saneamiento publico, como el alcantarillado, el
tratamiento de aguas, las campanas de alimentacién saludable y la alimentacion
con productos lavados y/o hervidos. Si bien estas actividades han mejorado las
condiciones sanitarias de la poblacion en general, aun la infeccion por H. pylori
persiste. Nuevas estrategias han concurrido entonces para combatir al patégeno,
destacandose una terapia multiple que incluye antibiéticos, hongos y plantas;
ademas del uso de propdleos y polisacaridos para evitar la colonizacion vy la
adherencia primaria al epitelio gastrico del huésped. También se han desarrollado
vacunas, aunque ellas no han logrado aun una inmunizacion completa ni la
erradicacién total del agente bacteriano. Las ultimas estrategias preventivas
recaen en el uso de alimentos probidticos, la cual es una solucién alternativa de
bajo costo para prevenir o disminuir la colonizacion por H. pylori (Ayala et al.,
2014).

Por otro lado, es conocido algunos beneficios de la encapsulacién de bacterias en
la industria de los alimentos, las cuales son a) la proteccion de las células
bacterianas frente a procesos de liofilizacién; b) la distribucion homogénea de las
bacterias probidticas dentro del producto final; c) la liberacion controlada del
contenido capsular en el sitio blanco y d) la mantencion de la viabilidad de
bacterias probidticas en el tiempo (Kalasaphaty & Masondole, 2005; Mortazavian
et al., 2008). La encapsulaciéon es uno de los métodos mas eficientes para
mantener la viabilidad de cepas probidticas en el tiempo, y corresponde a una
tecnologia de envasado en pequefias capsulas selladas con un diametro que varia
entre 1-3 mm, capaces de liberar su contenido en el lugar indicado a velocidades

controladas, bajo la influencia de condiciones especificas (Anal and Stevens,
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2005; Kalasaphaty & Masondole, 2005). Ademas, la encapsulacién permite
mejorar la estabilidad y viabilidad de las cepas probidticas durante el proceso de
produccion de biomasa bacteriana a gran escala, asociado principalmente a
procesos de elaboraciéon de productos lacteos comerciales.

El Alginato en un polisacarido natural ampliamente utilizado en encapsulacion,
debido a su biocompatibilidad y bajo costo, contienen cantidades variables de
acido (1,4) B-D- manurdnico y de acido a-L-gulurénico. Es capaz de gelificar al
interactuar su carga negativa de COO- derivada de los acidos que la componen,
con las cargas positiva de Ca++ (Martin et al., 2009). En cuanto a la carragenina,
Doleyres et al. (2002 y 2004) han registrado un aumento en la tolerancia frente al
estrés por cambios en la temperatura y a condiciones gastrointestinales simuladas
de bifidobacterias probidticas inmovilizadas en un gel de carragenina y goma
arabica. Ademas, estudios realizados por Song et al. (2014) evidenciaron que al
sulfatar sintéticamente polisacaridos naturales tales como pectina, y quitosano, se
produce una disminucion estadisticamente significativa en la adherencia de H.
pylori a células AGS vy eritrocitos, o que muestra que existe una relacién positiva
entre la disminucién de la adherencia de H. pylori a células AGS y el grado de
sulfatacion de los polisacaridos. Por ello, otro polisacarido a usar es carragenina
lambda, formada por unidades alternadas de D-galactosa y 3,6-anhidro- galactosa
unidos por enlaces glicosidicos a-1,3 y p-1,4. La carragenina lambda posee entre
un 32% y un 40% de grupos sulfatos de forma natural, lo que ayudaria a inhibir a
H. pylori (Nanaki et al., 2010). La cantidad de sulfatos esta relacionada
inversamente al grado de polimerizacion de la carragenina y que menor porcentaje
de sulfatacion, muestra un menor grado de gelificacién y viceversa (Pavli et al.,
2011), por ello la matriz se complementa con alginato, que es el agente que forma

la capsula al unirse con Ca++.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente tecnologia corresponde a una formulacion que comprende
polisacaridos de alginato, carragenina y una cepa probidtica. Especificamente la
formulaciéon comprende los polisacaridos de alginato y carragenina lamda, para
encapsular la cepa probidtica L. fermentum RGM 2341, a fin de potenciar la
actividad anti-H. pylori y, ademas, prolongar la vida util de estos probidticos para
su posterior incorporacion en formulaciones alimenticias.
La formulacién comprende:

a) Biomasa de la cepa de L. fermentum RGM 2341, a una concentracion
entre 1,0x 108 — 1,0 x 1010 UFC/mL; y

b) 1-3% p/v de la matriz de alginato-carragenina lambda, compuesta por
proporciones variables de alginato (30-50%) y carragenina lambda (50- 70%).
La cepa de L. fermentum de fuente humana gastrica, tiene como nombre de
referencia UCO-979C, y se encuentra depositada desde el 15 de noviembre de
2016 en la Coleccién Chilena De Recursos Genéticos Microbianos, bajo el numero
de registro RGM 2341.
El alginato posee la cualidad de formar la capsula en contacto con una solucion de
cloruro de calcio, y por otro lado, tanto L. fermentum como carragenina poseen la
capacidad de inhibir al patégeno H. pylori observadas in vitro e in vivo (modelo
animal). Hay que mencionar que poseen distintos mecanismos para inhibir a la
bacteria patdgena de interés.
El proceso de encapsulacién de la cepa comprende las siguientes etapas:A)
Cultivar en un matraz con 200 mL de caldo MRS con 100 pL de la cepa una
probidtica anti-H. pylori, incubando por 18 h a 37°C, especificamente el probidtico
es L. fermentum UCQO-979C. B) El cultivo bacteriano obtenido en A) se centrifuga

a 1500-3000 G por 10 minutos a 4°C en tubos de reaccién, y se realizan dos
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lavados con suero fisiélogico, el pellet obtenido fue lavado 2 veces con agua
destilada estéril, para llevarse a una concentracion final de 1,0 x 108-10"° UFC/mL
en solucion salina. C) En paralelo se prepara una mezcla de alginato-carragenina
lambda, compuesta por proporciones variables de alginato (30-50%) y carragenina
lambda (50-70%), disolviendo ambos polisacaridos en 2% p/v de agua destilada
estéril, y utilizando un agitador magnetico a 150 rpm a 40°C por 40 minutos en un
volumen final de 100 ml. D) Mezclar todo el pellet bacteriano obtenido en B) que
contiene 1,0 x 10%-10"° UFC/mL de L. fermentum UCO-979C, con 1-3% p/v de la
matriz elaborada en C). La mezcla se realiza introduciendo el pellet bacteriano al
matraz que contiene la matriz polisacarida a temperatura ambiente (25°C),
Homogeneizandose en un agitador magnético a 150 rpm por 10 minutos
aproximadamente. E) Traspasar la mezcla obtenida en D) a un encapsulador
basado en el método gelificacion idnica, donde la mezcla forma pequefnas gotas
producto de la aspersion, las que caen en un recipiente que contiene CaCl2,
produciéndose el reticulado por la interaccion de el alginato con el calcio, F) Las
capsulas formadas, se retiran con un tamiz metalico estéril y se lavan con agua
destilada estéril para quitar el exceso de sal de calcio, y G) Finalmente, las
capsulas se depositan en placas Petri que contienen suero fisiolégico, y son
cerradas con parafilm. Se mantienen a 4°C hasta su utilizacion (mantienen su
viabilidad al menos 2 meses).
El equipo encapsulador posee la capacidad de producir una aspersion de la
mezcla (alginato+carragenina Lambda+prébioticos) en pequefias gotas, la cual
cae en un recipiente que contiene CaCl2, produciéndose la gelificacion iénica por
la interaccion de el alginato con el calcio, y a su vez el reticulado formado contiene
carragenina lambda y prébioticos en su interior.
Los parametros para lograr capsulas de alginato/carragenina lambda son:

Boquilla de 500-800 micrémetros

Frecuencia de 90-120 Hz

Amplitud 3-5, Velocidad de 150-250

Presién de 150-250 mbar Las capsulas obtenidas (figura 1) con este

proceso presentan las siguientes caracteristicas macroscopicas:
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Tamano: 2-4 milimetros

Relativamente esféricas, con ciertas irregularidades.

Blancas.

Son blandas al tacto, pero resisten la temperatura corporal al ser

manipuladas.

El uso del encapsulado permite una mayor inhibicién de H. pylori, en comparacion

a usar solamente la bacteria u otras matrices sin grupos sulfatos. Ademas la

capsula intrinsecamente posee la capacidad de aumentar la viabilidad a lo largo

del tiempo (al menos 2 meses) y proteger a la cepa de agentes externos.

Las capsulas de alginato/carragenina lambda que contienen L. fermentum RGM

2341, presentan las siguientes ventajas en comparacion al estado de la técnica:

1.

L. fermentum RGM 2341 es capaz de sobrevivir a pH gastrico y ser liberado
a dichas condiciones desde las capsulas de alginato/carragenina lambda.
La cepa al no ser encapsulada y ademas incorporada en un alimento puede
sufrir pérdida de la viabilidad al carecer de la proteccion de una capsula.
Las capsulas son capaces de mantener la viabilidad de L. fermentum RGM
2341 a lo largo del tiempo, manteniendo una concentracion mayor al
exigido segun el Reglamento Sanitario de los Alimentos de Chile, que indica
una concentracién minima de 10° UFC/g producto final.

Hay Produccion de acido lactico (0,191 mg/mL) y H2O, (+) segun el criterio
de Felten (1999), de las bacterias probidticas recuperadas desde las
capsulas.

Permite la encapsulacion de biomasa desde un bioreactor, demostrando
que el proceso de encapsulacion puede ser escalable para futuras
incorporaciones en alimentos funcionales.

Experimentalmente estda demostrado que la composicion de la capsula es
capaz de actuar y afectar negativamente a H. pylori en modelo celular AGS.
Ademas de no afectar la viabilidad de la cepa RGM 2341, tampoco a las

células de origen gastrico AGS.
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6. En modelo in vivo, la cepa RGM 2341 es capaz de liberarse a nivel gastrico
desde las capsulas, actuando de manera profilactica y terapéutica.
Todas estas caracteristicas bioldgicas se conjugan en que la cepa RGM 2341
ostenta una actividad anti H. pylori, y que la matriz de alginato y carragenina le
adiciona capacidad inhibitoria frente a este patégeno, ademas de la proteccion de
la viabilidad que le otorga una capsula de polisacaridos. Por ello, esta formulacion
innovadora se perfila para ser utilizada en un producto o alimento probidtico

funcional.
REIVINDICACIONES

1. Una formulacién de encapsulaciéon para lactobacilos CARACTERIZADA porque
comprende: Biomasa de la cepa de L. fermentum RGM 2341, a una concentraciéon
entre 1,0 x 10° — 1,0 x 10" UFC/mL; y 1-3% p/v de la matriz de alginato-
carragenina lambda, compuesta por proporciones variables de alginato (30-50%) y
carragenina lambda (50- 70%).

2. Una formulacion de encapsulacion para lactobacilos, segun reivindicaciéon 1,
CARACTERIZADA porque las capsulas presentan las siguientes caracteristicas
macroscopicas: tamano entre 2-4 milimetros; esferas blancas con ciertas
irregularidades; y blandas al tacto, pero resistentes a la temperatura corporal al ser
manipuladas.

3. Un proceso para la encapsulaciéon de la cepa, segun reivindicacién 1,
CARACTERIZADA porque comprende las siguientes etapas: (A) Cultivar en un
matraz con 200 ml de caldo MRS con 100 pyL de la cepa una probidtica anti-H.
pylori, incubando por 18 h a 37°C, especificamente el probidtico es L. fermentum
RGM 2341; (B) El cultivo bacteriano obtenido en A) se centrifuga a 1500-3000 G
por 10 minutos a 4°C en tubos de reaccion, y se realizan dos lavados con suero
fisidlogico, el pellet obtenido fue lavado 2 veces con agua destilada estéril, para
llevarse a una concentracién final de 1,0 x 108-10"® UFC/mL en solucién salina; (C)
En paralelo se prepara una mezcla de alginato-carragenina lambda, compuesta

por proporciones variables de alginato (30-50%) y carragenina lambda (50-70%),
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disolviendo ambos polisacaridos en 2% p/v de agua destilada estéril, y utilizando
un agitador magnético a 150 rpm a 40°C por 40 minutos en un volumen final de
100 ml; Mezclar todo el pellet bacteriano obtenido en B) que contiene 1,0x108-
10'° UFC/mL de L. fermentum RGM 2341, con 1-3% p/v de la matriz elaborada en
C). (D) La mezcla se realiza introduciendo el pellet bacteriano al matraz que
contiene la matriz polisacarida a temperatura ambiente (25°C), homogeneizandose
en un agitador magnético a 150 rpm por 10 minutos aproximadamente;

(E) Traspasar la mezcla obtenida en D) a un encapsulador basado en el método
de gelificaciéon idnica, donde de la mezcla forma pequefas gotas producto de la
aspersion, las que caen en un recipiente que contiene CaCl2, produciéndose el
reticulado por la interaccion del alginato con el calcio; Las capsulas formadas, se
retiran con un colador metélico estéril y se lavan con agua destilada estéril para
quitar el exceso de sal de calcio; y Finalmente, las capsulas se depositan en
placas Petri que contienen suero fisiolégico, y son cerradas con parafilm. Se

mantienen a 4°C hasta su utilizacion (mantienen su viabilidad al menos 2 meses).

4. Un proceso para la encapsulacion de la cepa, segun reivindicacion 3,
CARACTERIZADA porque los parametros para lograr las capsulas en el
encapsulador (etapa E) son: boquilla de 500-800 micrémetros; frecuencia de 90-
120 Hz; amplitud 3-5, Velocidad de 150-250; y presién de 150-250 mbar.

5. Uso de la formulacion de encapsulacion para lactobacilos, segun reivindicacion
1, CARACTERIZADA porque su utilizacién permite la potenciacion de la actividad
anti- H. pylori, ya que tanto L. fermentum RGM 2341como carragenina poseen la
capacidad de inhibir al patégeno H. pylori observadas in vitro e in vivo (modelo

animal).

6. Uso de la formulacion de encapsulacién para lactobacilos, segun reivindicacion
1, CARACTERIZADA porque su utilizaciéon permite prolongar la viabilidad del
lactobacilo a lo largo del tiempo (al menos 2 meses) y proteger a la cepa de

agentes externos, para su posterior incorporacion en formulaciones alimenticias.

101



CAPITULO VII: DISCUSION

Entre las bacterias patdgenas que pueden colonizar y afectar el estomago
humano, H. pylori es el patégeno de mayor interés, ya que coloniza
selectivamente el epitelio gastrico llegando a causar inflamacion gastrica cronica y
dafo tisular, que pueden progresar a patologias como la ulcera péptica o el
adenocarcinoma gastrico (Felten et al., 1999). Dado que el riesgo de cancer
asociado con este patdgeno es alto, la OMS incluy6 a H. pylori entre los factores

de riesgo de cancer gastrico tipo 1 (IARC, 1994).

La recomendacion mas reciente del Consenso de Maastricht indica que todas las
personas infectadas con H. pylori deben ser tratadas (Malfertheiner et al., 2017).
Sin embargo, los tratamientos con antibidticos no siempre son eficaces o la
reinfeccidbn puede seguir a un tratamiento exitoso. Ademas, la OMS incluyé H.
pylori en la lista de patégenos "Prioridad 2: alta" debido a su resistencia a los
antibidticos e indicd la necesidad de desarrollar nuevos antibidticos para tratar
este patogeno (Tacconelli et al., 2017). Se hace necesario desarrollar estrategias
alternativas para combatirle como son los probiéticos que comparten el nicho de

H. pylori.

Se han llevaron a cabo varios estudios sobre los efectos de las bacterias
probidticas sobre H. pylori. Estudios in vitro demostraron la inhibicion de H. pylori
por bacterias probidticas, posteriormente estudios preclinicos y clinicos indicaron

que la eficacia de los probidticos contra H. pylori es parcial cuando se administran
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solos, pero aumentaron la eficacia y/o la reducciéon de los efectos secundarios de
una terapia antibiética al administrarlos en conjunto con el tratamiento de

erradicacion (Garcia et al., 2017).

Una cepa, potencialmente probidtica, debe cumplir con una serie de
caracteristicas agrupadas en tres categorias principales: propiedades funcionales,
seguridad y propiedades tecnolégicas (Lee et al., 2009; Mizock, 2015; Patel et. al.,
2014). Estudios previos caracterizaron y determinaron que la cepa L. fermentum
UCO-979C posee propiedades probidticas, segura y con una potente actividad
anti-H. pylori (Garcia et al., 2017). Estos resultados indicaron que L. fermentum

UCO-979C podria usarse como un microorganismo probidtico seguro.

La tolerancia a sales biliares y al bajo pH son propiedades necesarias en las
cepas probidticas debido a las condiciones de estrés que se encuentran en el
tracto gastrointestinal de los humanos. En este sentido, los microorganismos
probioticos que se cree que colonizan la region del estbmago deben ser tolerantes
al menos a pH 3 (Vitor & Vale, 2014; Sanhueza et al., 2015). Otras especies
pertenecientes al género Lactobacillus. han sido aislados desde estémago
humano (Lactobacillus gastricus, Lactobacillus antri , Lactobacillus kalixensis y
Lactobacillus ultunensis) que muestran también resistencia a pH bajo
permitiéndoles habitar el estbmago (Schreiber et al., 2005; Roos et al., 2005). En
los resultados de este trabajo, la cepa L. fermentum UCO-979C sobrevivié a pH 3

y a las sales biliares.
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Sumado a lo anterior, la cepa L. fermentum UCQO-979C presenta una potente
actividad anti-H. pylori capaz de inhibir el crecimiento de este patégeno. Garcia et
al. (2017) describe la reduccion de la actividad de la ureasa de H. pylori, y
disminucién de la adhesién del patégeno a las células gastricas, y regulando de
manera beneficiosa la respuesta inflamatoria. Se han descrito cepas probidticas
con actividad anti-H. pylori a través de la produccion de compuestos
antimicrobianos como bacteriocinas, autolisinas y acidos organicos (Butel, 2014).
En este sentido, la produccion de acido lactico por la cepa L. fermentum UCO-
979C podria ser uno de los factores importantes en la inhibicion de H. pylori,
acidificando el medio o inhibiendo la enzima ureasa de H. pylori en el estbmago, al

momento de ser consumido por la poblacion.

La mejor forma de incorporar probiéticos al consumo humano es por medio de la
dieta, ingesta de alimentos ricos en bacterias probidticas o fermentados.
Lamentablemente no todos los alimentos generan el ambiente favorable para
mantener las cepas probidticas en condiciones adecuadas para mantener la
viabilidad y caracteristicas en el tiempo. Es por ello que aparece la necesidad de
proteger la cepa probidtica de estresores externos como el pH, cloruro de sodio o
etapas del proceso productivo, hasta que pueda alcanzar el sitio de acciéon en el
tracto gastrointestinal. En este sentido, el propdsito de encapsular bacterias es
asegurar su viabilidad cuando se exponen a condiciones ambientales adversas

(Cheow y Hadinoto, 2013).
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En este trabajo se escogidé la encapsulacién con carrageninas ya que estos
polisacaridos logran una gelificacion suficientemente fuerte que soporte la
manipulacion y temperatura ambiental, siendo deseable el porcentaje mas alto
posible de carragenina lambda debido a contiene mas grupos sulfato, los cuales
serian responsables de cierta actividad inhibitoria de H. pylori (Song et al., 2014).
Sin embargo es necesario que las capsulas se disuelvan bajo condiciones
fisiologicas para liberar su contenido en el sitio de accion seleccionado,

permitiendo estimar el tiempo de liberacidén del probiético en condiciones gastricas.

Los resultados indiracon que la capsula con la proporcidon de carrageninas
seleccionada protegid el probidtico de un pH bajo (pH 3) y de altas
concentraciones de sales biliares (3%) hasta por 2 meses. Los grupos sulfato de
carragenano podrian retener los protones presentes en el ambiente acido e
impiden su contacto con la cepa bacteriana (Servaty et al., 2001). La carragenina
hidratada impide también los cambios osmoéticos, como los causados por las sales
biliares (De Kruif & Tuinier, 2001). Estas propiedades de la carragenina pueden
explicar la contribucién de la encapsulacion para mantener la viabilidad de la cepa

de L. fermentum UCQO-979C.

Mediante estudio de imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido
(SEM) de la cepa L. fermentum UCO-979C encapsulada en carrageninas y
sometido, durante 60 dias a 4 °C a una solucion salina pH 6.4 o solucion salina
con 3% de sales biliares a pH 6.4, no se observd interaccion entre la cepa

probidtica y la carragenina, ya que la membrana bacteriana no se advertia
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dafiada. Luego de 60 dias, las capsulas en solucion salina a pH 6.4 o pH 3.0, no
mostraron diferencias en la superficie cuando se compararon con las
observaciones realizadas en el dia 0. Sin embargo, cuando se mantuvieron por 60
dias en presencia de sales biliares 3%, concentracidén casi diez veces la fisiologica
(Wu et al, 2016), se observd una alteracion de la membrana celular,

correlacionado con el bajo recuento que presentd la cepa en los mismos tiempos.

Presencia de amilasa o de urea no afectaron el crecimiento de la cepa L.
fermentum UCO-979 no encapsulada o encapsulada. Sin embargo, la bacteria
encapsulada como la no encapsulada se vieron afectadas por la accion
proteolitica de la pepsina, se puede sugerir que la actividad de esta enzima afecta
la cepa probidtica cuando se encuentra en una condicion plancténica. El efecto de
la pepsina puede ser la consecuencia de su actividad proteolitica contra los
enlaces peptidicos hidrofobos de las proteinas hidréfobas (Leszczynska et al.,
2009) y su activacion de una sustancia bacteriolitica secretada en el antro del

estdmago (Viallard & Raynaud, 1968).

En experimentos similares, Heidebach et al. (2009) mostraron una reduccién de 5
logs de los recuentos de Lactobacillus paracasei no encapsulados durante una
exposicion de 90 minutos al jugo gastrico simulado a un pH de 2.5. Nag et al.
(2011) informaron una reduccién logaritmica de 6.1 de Lactobacillus casei
plancténico y solo una reduccién logaritmica de 3.1 de la misma cepa cuando se
encapsula en caseinato de sodio y goma gellan en un lapso de tiempo de 120

minutos. Comparando estos resultados, la encapsulacion también protegié la cepa
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probidtica L. fermentum UCO-979C bajo condiciones gastricas ensayadas in vitro.
Una vez se comprobado que la cepa mantiene su viabilidad, fue necesario

corroborar que mantenia sus propiedades probidticas y actividad anti-H. pylori.

En este estudio la cepa fue ensayada en la produccion de acido L-lactico y la
formacion de biopeliculas, estas dos caracteristicas fueron evaluadas para
confirmar que fueran mantenidas por el probidtico liberado de las capsulas de
carrageninas. Ademas, el acido lactico puede inhibir la ureasa de H. pylori con un
efecto antimicrobiano debido a una disminucién del pH (Garcia et al., 2017). Dado
que el acido lactico producido por Lactobacillus salivarius, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus rhamnosus o Lactobacillus casei Shirota mostrd que in
vitro o in vivo inhibe H. pylori (Ryan et al., 2009), la capacidad de L. fermentum
UCO-979C para mantener la produccion de acido lactico después de ser liberado
de las capsulas es una caracteristica probidtica fundamental.

Otra propiedad deseable que mantuviera la cepa probidtica luego de la
encapsulacion, fue la formacion de biopelicula. En este sentido, L. fermentum
UCO-979C no encapsulado o liberado de las capsulas formaron biopelicula in vitro
sobre vidrio y poliestireno. Esto concuerda con lo reportado por Salas-Jara et al.
(2016) quienes observaron la produccion de biopelicula utilizando cepas de L.
casei Shirota y L. fermentum UCO-979C en vidrio, poliestireno y células AGS vy
Caco-2, los autores también informaron que un inéculo menos concentrado
produjo mas biopelicula y lo atribuyeron a la maduracion de la biopelicula formada
causando la dispersiéon de células que se eliminaron durante la etapa de lavado. L.

fermentum UCO-979C es una excelente cepa formadora de biopeliculas (Salas-
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Jara et al., 2016) y mantiene esta caracteristica después de liberarse de las
capsulas, facilitando la colonizaciéon en el epitelio gastrico (Terraf et al., 2012) y
con ello evitando la colonizacién por H. pylori.

La capacidad de la cepa probidtica L. fermentum UCQO-979C liberada de las
capsulas para inhibir el crecimiento de la cepa patégena H. pylori SS1 evaluada
mediante el método de difusidon radial y comparada con la del probiético no
encapsulado. Los resultados mostraron que la inhibicion del crecimiento de H.
pylori SS1 por el probiético no disminuy6 después de la encapsulacién y liberacion
de las capsulas. Teniendo en consideracion que se mantiene la actividad de la
cepa probiodtica, se espera que se sume el efecto anti-H. pylori de la carragenina
ya que Estudios previos como el de Hirmo et al. (1995) han estudiado el efecto
anti-H. pylori de diversos hidratos de carbono polisulfatados. Los autores indican
que la carragenina kappa redujo hasta un 95% la carga de H. pylori mientras que
la carragenina lambda la redujo aproximadamente en un 98-100%. Nuestros
resultados mostraron que una mezcla de carrageninas kappa y lambda (2%)
disminuy6 casi el 80%, la viabilidad de la cepa H. pylori SS1. Aunque la inhibicion
de H. pylori reportada por Hirmo et al. (1995) fue mas alto que el obtenido en
nuestras condiciones, el grado de inhibicion de la cepa patogena H. pylori SS1 fue
considerable. Las micrografias obtenidas por SEM mostraron un enlace entre la
mezcla de carrageninas y H. pylori, 1o que indica la posibilidad de una interaccién
entre el polisacarido sulfatado y la membrana externa del patégeno. En efecto,
Shibata et al. (1999) informaron que las proteinas de la membrana externa de H.
pylori eran el punto de afinidad de los grupos sulfatados de polisacaridos,

resultado concordante con nuestras observaciones.
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La carragenina y otros polisacaridos (como alginatos, pectina o fucoidanos)
poseen grupos acidos (sialilados o sulfatados) que se unen a los glucolipidos
presentes en las membranas celulares; compitiendo asi con H. pylori para unirse a
la mucina del epitelio gastrico, evitando la unién del patogeno (Song et al., 2014).
Chua et al. (2015) informaron que el fucoidano se une con mayor afinidad a H.
pylori que a células AGS; por lo tanto, los sitios de union del patdégeno no estarian
disponibles para unirse a las células epiteliales. En este sentido, las células de
AGS tratadas previamente con capsulas de carragenina sin probioticos mostraron
una disminucién de la adherencia de H. pylori SS1 en comparacion con las células
de AGS no tratadas.

Las células AGS tratadas previamente durante 1 h con el probidtico no
encapsulado o encapsulado disminuyeron la adherencia del patégeno incluso mas
que las capsulas sin probidticos. Por lo tanto, el probidtico, ya sea encapsulado o
no encapsulado, inhibié la adhesién del patégeno significativamente mas que la
mezcla de carrageninas por si sola, entonces la carragenina no contribuye en un
modelo celular in vitro a mejorar la actividad de antiadherencia contra H. pylori

SS1.

En los ensayos en modelo de gerbo de Mongolia, la adherencia al tracto
gastrointestinal superior de L. fermentum UCO-979C con carragenina lambda,
visualizada mediante equipo iBox, mostraron que el probiético marcado con FITC
encapsulado con carragenina presentd una alta adherencia del probidtico a la
boca y el estbmago. Sin embargo, se detecté en los animales una inflamacién

intestinal, causada por la carragenina kappa. Por lo tanto, los experimentos se
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continuaron utilizando solo carragenina lambda, con mas grupos sulfato que son

importantes para inhibir H. pylori (Necas & Bartosikova, 2013).

Las imagenes de iBox mostraron que el probidtico o H. pylori SS1 se adhirieron
principalmente al antro y al cuerpo del animal, formando parches. Por otro lado,
los recuentos bacterianos de las muestras obtenidas mostraron que el probidtico
se adhirié principalmente al cuerpo y al antro y en menor medida al fundus, el
patdgeno se adhirid principalmente al antro y menos al cuerpo y fundus. Por lo
tanto, las observaciones de iBox y los recuentos de bacterias indican una

tendencia similar.

En un experimento en ausencia de carragenina, Merino et al. (2018) también
informaron una disminucion de la colonizacion por H. pylori en el antro de los
gerbos tratados con L. fermentum UCO-979C. Sunanlignon et al. (2012)
informaron que L. rhamnosus redujo la colonizacion e infeccion por H. pylori en un
modelo de ratones. En el presente estudio, de acuerdo con los autores anteriores,
se observa que los estobmagos de todos los gerbos de Mongolia que recibieron L.
fermentum UCO-979C y luego se infectaron con H. pylori mostraron la ausencia
de gastritis o ulceras, mientras que los animales no tratados profilacticamente
mostraron ese tipo de lesiones. Delgado et al. (2015) informaron que ciertos
microorganismos, incluido Lactobacillus, colonizan selectivamente el estémago
humano o animal. Por lo tanto, la biopelicula producida por L. fermentum UCO-
979C puede ser un factor importante que participa en su adherencia in vivo al

estdmago de los gerbos de Mongolia informados en este trabajo.
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Estudios histologicos han informado que H. pylori y algunas cepas probidticas se
adhieren o colonizan los mismos sitios (de Klerk et al., 2016; Emara et al., 2016;
Oh et al., 2016). Segun Terayama et al. (2016), la proteccion gastrica puede ser el
resultado de la adhesion de probiodticos antes del patégeno. Por lo tanto, como lo
sugieren los resultados de Manfredi et al. (2012), el consumo de probidticos antes

de una infeccion puede tener un efecto profilactico en el huésped.

Dada la constante solicitud a nivel mundial de evitar la experimentacién con
animales, se estan desarrollando alternativas para poder eliminar metodologias
que los incluyan, o disminuir el numero de animales que se someten a ensayos,
que segun cifras aportadas por la Union Britanica para la Abolicién de la
Viviseccion y el Consejo en Bioética Nuffield asciende hasta unos 100 millones de
vertebrados en todo el planeta. Una herramienta que se ha desarrollado en
algunos centros de investigacion a nivel mundial, es la simulacién de tracto
digestivo humano. Esta herramienta es util para representar las condiciones
fisiolégicas mas cercanas a la del cuerpo humano y poder controlar los habitos
alimenticios que en un modelo animal ciertamente seran diferentes, por el tipo de
dieta y los regimenes de alimentacién. Por lo que basandose en el ensayo animal,
no hay respuestas concluyentes sobre la mejor hora del dia para consumir los
probioticos. Durante el ayuno, el pH del estdmago es demasiado acido, lo que
reduce la viabilidad del probidtico, pero puede alcanzar facilmente un epitelio al
que poder adherirse. Es posible especular que, si se consume con otros

alimentos, el pH del estbmago puede ser mas favorable, lo que aumenta la
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viabilidad del probidtico, pero al mezclarse con el alimento, su posibilidad de

adherirse al epitelio podria reducirse.

Los resultados de simulacion gastrica mostraron que en ayunas, el recuento de H.
pylori disminuy6 en todos los tiempos muestreados en comparacion con el control
de pH 7.0. Ademas, se muestra que una vez consumido el probidtico se debe
esperar al menos una hora antes de consumir alimentos.

La reduccién de los recuentos de H. pylori fue informada por Schreiber et al.
(2005) utilizando H. pylori y mucinas y lo atribuyeron al pH acido. Estos resultados
explican la observacion de Thorens et al. (1996) informaron que los nifios y ciertos
adultos, estos ultimos debido a sus habitos de alimentacion u otras razones, que
tienen un pH menos &acido en sus estdbmagos favorecen la viabilidad de los

microorganismos.

En resumen los resultados de esta tesis permitieron esclarecer si las propiedades
probidticas u otras actividades deseables de una cepa probidtica, en este caso L.
fermentum UCO-979C son conservadas al ser confinada para su proteccion en
una matriz polimérica que ademas aporta con actividad anti-H. pylori, capaz de ser
liberada y actuar frente al patégeno. Ademas, poner en en marcha por primera vez
una simulacion gastrica con una cepa probidtica con sitio de accion escogido el
estbmago humano y con la accién de una dieta chilena estandar. recomendando
que para este probidtico el mejor momento del dia para ser consumido es en

ayunas y luego no ingerir alimentos hasta una hora después, para que el romper el
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ayuno no afecte la accién anti-H. pylori de la capa y el polimero. Resultado que el

modelo animal no aporta.
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CONCLUSIONES

1. El efecto anti-H. pylori de la cepa L. fermentum UCO-979C en un sistema
gastrico simulado ratifica la actividad probidtica de esta cepa mostrada
previamente en estudios in vitro y en modelos animales. La cepa probidtica L.
fermentum UCO-979C es un buen candidato para su uso en humanos para la

proteccion gastrica contra H. pylori.

2. La encapsulacién de L. fermentum UCO-979C en 1:1 2% p/v de carrageninas
kappa y lambda proporciond una capsula apropiada para proteger la cepa
probidtica de un pH bajo, sales biliares y pepsina en comparacion con probidtico

no encapsulado mejorando su viabilidad.

3. Después de ser liberado de las capsulas de carragenina, el probiético mantuvo
su produccién de acido L-lactico y su capacidad de formacion de biopeliculas

manteniendo su actividad inhibitoria contra H. pylori.

4. La mezcla de kappa y lambda carragenina fue bactericida para H. pylori SS1
pero no afectd la viabilidad de la cepa probidtica. Se demostré que L. fermentum
UCO-979C liberado de desde las capsulas redujo la colonizacién por H. pylori del

estémago.

5. En la simulacion gastrica, el efecto anti-H. pylori se mejord cuando el probidtico
se encapsulé en carragenina. Los resultados también mostraron que consumir el

probidtico, en condiciones de ayuno proporciond un mejor efecto anti-H. pylori que
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consumirlo asociado a otros alimentos. Por lo tanto, se recomienda consumir este
probidtico u otros probidticos resistentes a pH bajo como primera comida después

del ayuno y esperar al menos 1 hora para ingerir otro alimento.

PROYECCION

Los resultados de este trabajo sugieren que la encapsulacién con al menos
carragenina lambda de la cepa probidtica L. fermentum UCO-979C, puede
aumentar la viabilidad de la cepa probidtica sometida a condiciones de estrés. La
actividad anti-H-pylori de la cepa como de carragenina lambda, pueden ser una
alternativa en la prevencion de la infeccion con este patégeno, de esta forma el
incorporar la cepa probidtica encapsulada a un alimento y hacerlo funcional, se

estaria mejorando la salud humana.
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