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1. INTRODUCCION
Los probidticos son aquellos microorganismos vivos que, al ser agregados como
suplemento en la dieta, afectan en forma benéfica al desarrollo de la microbiota en
el intestino.
El pozol es una bebida fermentada tradicional, acida, no alcohdlica hecha a base
de maiz, de origen maya. A esta bebida se le atribuyen ciertos beneficios como
son el control de diarreas y disminucion de fiebre, entre otros.
Se utilizaron 8 cepas de bacterias acido-lacticas aisladas del pozol, con el fin de
identificar su potencial probiotico. Para esto deben cumplir con ciertos requisitos
como son: resistir el paso a traves del tracto gastrointestinal, producir sustancias
antimicrobianas como H,O,, no poseer resistencia a antibiéticos y adherirse a las
células del epitelio intestinal, entre otras caracteristicas.
De las ocho cepas probadas se encontrdé que todas resisten un medio con fenol al
0.4%, la presencia de sales biliares y valores de pH bajos. De igual manera, todas
producen H,O, como agente antimicrobiano y son susceptibles al menos a un
antibiotico. Ademas se encontré que, en general las cepas resisten de manera
adecuada a las condiciones simuladas del tracto intestinal, sin embargo, no se
encontré el factor que determina su supervivencia. Finalmente, se evalud la
adherencia de las cepas a las células epiteliales, utilizando como modelo células
Hep-2, obteniendo como resultado la adherencia de todas las cepas a dichas
células.
De acuerdo con los resultados obtenidos se comprobd la hipétesis planteada,

pues se demostrd que existen bacterias potencialmente probidticas en el pozol.



1. ANTECEDENTES:
1.1POZOL
2.1.1Definicion
Es una bebida fermentada no alcoholica, acida y refrescante, preparada en
nuestro pais desde antes de la conquista, en algunos grupos étnicos es

considerado como alimento béasico (Cafias et al., 1993; Wacher, 1993).

2.1.2 Elaboracion y lugares de consumo
Se elabora a partir de maiz nixtamalizado y es consumida en el sur de nuestro
pais (Cafas et al., 1993), la figura 2.1.2.1 muestra los estados productores de esta

bebida.
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Figura 2.1.2.1 Zona de produccion del pozol en la Republica Mexicana.

El pozol tiene origen prehispanico pero también es consumido por los mestizos,

quienes a través de los afios han realizado modificaciones en su elaboracién. Por
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ejemplo, en los Altos de Chiapas, la modificacion consiste en la adicion de una
segunda coccion al maiz ya nixtamalizado (Wacher et al., 2000).

Su preparacion es relativamente facil, y en general se ejemplifica en la figura 2.
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Figura 2.1.2.2 Diagrama de elaboracion del pozol (Cafias et al., 1993).

Ademéas la bebida puede ser adicionada de sal, azucar, miel y chiles,
modificaciones que se realizan principalmente en el pozol mestizo. Para asegurar
la calidad del mismo, existe una opinidon unificada entre productores y
consumidores tanto indigenas como mestizos, de que el pozol descompuesto es
aquel que “hace hilos” y consideran que esto puede deberse a un agriado “no

natural”. Esto podria deberse al desarrollo de bacterias productoras de polimeros,
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entre las cuales se encuentran algunas bacterias lacticas de los géneros
Leuconostoc, Lactobacillus y Lactococcusy y otras del género Bacillus (Cafias et

al., 1993).

2.1.3 Beneficios que se le atribuyen
El pozol es utilizado no solo como bebida refrescante, sino que ademas se le
atribuyen diversos beneficios. Por ejemplo, algunas personas llevan bolas de
pozol como provision para largos viajes o bien es utilizado con fines medicinales:
se usa para controlar diarreas, adicionado con miel de abeja se usa para reducir la
fiebre. Los mayas preparaban cataplasmas de pozol enmohecido para curar
infecciones superficiales, de igual manera lo utlizaban como ofrenda en

ceremonias relacionadas con el cultivo y la cosecha del maiz ( Wacher, 1993).

2.1.4 Microbiota encontrada
Los estudios previos han demostrado que cuenta con una microbiota compleja, la
cual incluye hongos, levaduras y bacterias de diferentes tipos (Wacher et al.,
2000), encontrando principalmente bacterias acido lacticas (BAL) (Escalante et al.,
2001) que son las primeras en actuar, y que son responsables por lo tanto de la
acidez y el sabor caracteristico del pozol. También se ha encontrado la presencia
de Escherichia coli, bacteria patdégena resistente a la acidez (Sainz et al., 2001),
ademas de diferentes especies del genero Bacillus, tales como B. lentus, B.
circulans, B. cereus y B. mycoides, los cuales se cree que actian ayudando a
romper el almidon presente en el maiz debido a su capacidad amilolitica (Rivera,

2001).
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Se identificaron primero BAL mediante técnicas tradicionales de microbiologia y se
encontraron bacterias de los géneros Leuconostoc sp., Lactobacillus sp.,
Pediococcus sp., Lactococcus sp. Cuando se usaron métodos de ecologia
molecular (bibliotecas de clonas; Escalante et al. 2001; DGGE, Ampe et al. 1999),
se detectaron bacterias de los géneros Streptococcus, Enterococcus sp. Yy
Weissella sp., que predominan durante la fermentacion.

Ben Omar y Ampe (2000) en su estudio de la ecologia de alimentos fermentados,
encontraron la presencia de los siguientes microorganismos:

 Acetobacter aceti

« Bifidobacterium minimum

* Lactococcus lactis

* Lactobacillus plantarum

« Lactobacillus casei

« Lactobacillus alimentarium

* Lactobacillus delbruekii

« Lactobacillus fermentum

« Lactobacillus reuteri

* Leuconostoc mesenteroides
* Streptococcus suis

* Weissella confusa

» Weissella paramesenteroides

1.2BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL)
Las bacterias acido lacticas constituyen un amplio conjunto de microorganismos
capaces de producir acido lactico como producto final del proceso de fermentacion
de la glucosa. Estas bacterias tienen como principales caracteristicas (Carr et al.,
2002):

* Gram positivas
* No esporuladas
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» Morfologia de cocos o de bacilos

» Aerobios facultativos o anaerobios

» Catalasa, Oxidasa y Bencidina negativo, dada la ausencia de citocromos y
porfirinas

* No reducen nitratos a nitritos

* No utilizan como sustrato el lactato

» Formacion de isomeros D, L y DL del &cido lactico.

Las BAL se asocian generalmente a habitats ricos en nutrientes, como productos
alimenticios (leche, carne, vegetales, bebidas), pero algunas también son parte de
la microbiota normal de la boca, del intestino y de la vagina de mamiferos.

La clasificacion en diversos géneros de las bacterias acido lacticas, se basa en
gran medida en: la morfologia, en el tipo de fermentacion de la glucosa, el
crecimiento a diversas temperaturas, la configuracion del acido lactico producido,
la capacidad de crecer a altas concentraciones de sal y la tolerancia a la acidez o
alcalinidad (Salminen et al., 1998).

Orla-Jensen en 1919, clasifico a las bacterias acido lacticas en dos grupos segun
el tipo de fermentacion de glucosa: homofermentadoras y heterofermentadoras,
dependiendo del producto final de la fermentacion.

Las BAL homofermentadoras obtienen como producto principal el &cido lactico a
partir de la fermentacion de la glucosa. Dichos microorganismos tienen la enzima

aldolasa que permite la obtencion directa del &cido lactico (Figura 2.2.1).
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Glucosa

Fructosa-1,6-difosfato

gliceraldehido 3-fosfato # dihidroxi-acefona-fosfato

Acido pirivico

Acido lactico

Figura 2.2. 1 Fermentacién lactica homofermentativa (Cabeza, 2005).

Por otro lado, las BAL heterofermentadoras no solo producen &cido lactico, sino
también dioxido de carbono, etanol y acido acético. Estas bacterias no poseen la
enzima aldolasa, por lo que convierten a la molécula de glucosa (6 carbonos) en

una pentosa (5 carbonos) (Figura 2.2.2).

Glucosa
acido-G-fosfogluconico

CO, - ‘ »ribulosa-5-fosfato

gliceraldehido 3-fosfato acetil fosfato

Arido lactico etanol

Figura 2.2.2 Fermentacion lactica heterofermentativa (Cabeza, 2005)

Dentro del grupo de las BAL homofermentativas encontramos algunas especies de
Streptococcus y Pediococcus, y de las heterofermentativas algunas especies de

Lactobacillus y Leuconostoc (Carr et al, 2002).
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Las bacterias acido lacticas de importancia en alimentos pertenecen a los
géneros: Carnobaterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus Yy
Weissella (Carr et al., 2002).

En la tabla 2.2.1 se muestran las principales caracteristicas de las bacterias acido

lacticas:
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Tabla 2.2.1 Caracteristicas diferenciales de Bacterias Acido LActicas (Carr et al., 2002)

BACILOS COCO0s
CARACTERISTICAS Carnob. | Lactob. | Enteroc. | -3CtOC- | Leucon. | oo 4inc. Streptoc. | Tretragenoc. | Weissella
Vagoc. | Oenoc.

Fermentacion Homo Homo Homo Homo Hetero Homo Homo Homo Hetero
Crecimiento a 10C + + + + + + - + +
Crecimiento a 45 - + + - - + + - ;

Crecimiento a 6.5% NaCl ND? * + - * * - + +
Crecimiento a 18% NacCl - - - - - - - + -
Crecimiento a pH 4.4 ND * + + + + - - +
Crecimiento a pH 9.6 - - + - - - - + -

Acido lactico ° L D, L, DL® L L D L, DL® L L D, DL®

Formacion tétradas - - - - - + - + -

+ = positiva; - = negativa; + = varia entre especies.
#= No determinado

= Configuracién del acido lactico producido por glucosa
‘= Produccién de D, L, DL Acido lactico varia entre especie
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El principal uso de las bacterias acido lacticas, es como “cultivo iniciador” en la
elaboracion de productos lacteos y productos lacteos fermentados, tales como:
leche &cida, quesos, yogurt, kefir, etc.

Las bacterias acido lacticas son de gran importancia comercial, pues son
utilizadas en el procesado de carnes (salchichas), bebidas fermentadas, bebidas
alcohdlicas (vinos y cerveza), salmueras, vegetales, etc. (Carr et al, 2002).

Las BAL son usadas como probidticos ya que son microorganismos viables que
confieren un beneficio a la salud del hospedero cuando se ingieren (Mattila-

Sandholm et al., 1999).

1.3PROBIOTICOS
1.3.1 Concepto

Un probidtico es un suplemento de origen microbiano que afecta benéficamente la
fisiologia del huésped, modulando la inmunidad de la mucosa y sistémica,
mejorando ademas el balance nutricional y microbiano en el tracto gastrointestinal
(Iniguez et al., 2006). En general es definido como “un complemento alimenticio
gue a base de microorganismos vivos y vitales produce efectos benéficos en el
intestino animal, mejorando el equilibrio microbiano intestinal” (Ifiguez et al.,
2006).
De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la FAO la definicion
de probidtico dice que “son microorganismos vivos que al ser suministrados
en cantidades adecuadas promueven beneficios a la s  alud del organismo

huésped” (AAM, 2005).
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2.3.2 Caracteristicas que deben poseer
En la figura 2.3.2.1 se muestran las caracteristicas que deben ser consideradas
para seleccionar los microorganismos que pudieran poseer propiedades

probidticas y con esto garantizar de alguna manera aspectos como la seguridad y

funcionalidad del mismo:

."/
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Fig. 2.3.2.1 Propiedades deseables en una bacteria probiética (Puupponen-Pimia et al., 2002)
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2.3.3 Microorganismos considerados probioticos

Por su parte algunos de los microorganismos considerados con caracteristicas

probidticas se encuentran en la tabla 2.3.3.1

Tabla 2.3.3.1 Bacterias Acido Lacticas mas comunes en probidticos (Mejia et al., 2007)

MICROORGANISMO TIPO FUENTE
Productos fermentados,
Lactobacillus acidophilus BAL microbiota natural de la

vagina, saliva humana

Productos fermentados de

Lactobacillus plantarum BAL yuca, saliva humana
. Productos amilaceos
Lactobacillus fermentum BAL fermentados
Lactobacillus casei BAL Lechey prqd.uctos lacteos
tradicionales
Lactobacillus reuteri BAL Intestino humano

Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium longum

Bifidobacterium breve BAL Heces de Lactantes
Bifidobacterium animalis BAL AzUcares fermentados
Streptococcus faecium Queso panela
Streptococcus salivarius Saliva humana

Prado et al. (2007) menciona que los microorganismos probiético no son
exclusivamente cepas de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, sino que
también se encuentran especies como: Bacillus cereus, Clostridium botyricum,
Enterococcus faecalis, Pediococcus acidilactic y Saccharomyces boulardii, entre

otros.
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2.3.4 Beneficios atribuidos
Los efectos y beneficios atribuidos a los microorganismos potencialmente

probidticos son numerosos, algunos de los cuales se presentan en la tabla 2.3.4.1:

Tabla 2.3.4.1 Beneficios atribuidos a los microorganismos potencialmente probiéticos (Salminen et
al., 1998; Mattila et al., 1999).

BENEFICIOS ATRIBUIDO S OBSERVACIONES
Prevencion y tratamiento de infecciones Comprobado
Disminucién de los niveles de colesterol En estudio

Disminucién de diarreas, ya sea por virus,
. AR Comprobado
bacterias o parasitos
Tratamiento de la intolerancia a la lactosa,
) . - Comprobado
actla en su digestion
Estimulacion del sistema inmune En estudio
Exclusion o reduccion de la adherencia
. Comprobado
patégena
Integracién a la microbiota intestinal Comprobado
Poseen efectos antimicrobianos Comprobado
Poseen la habilidad de adherirse a las células
o Comprobado
del epitelio

Con esto se puede constatar la importancia que tiene el consumo de este tipo de
microorganismos, siendo los alimentos un vehiculo muy utilizado para su

administracion.

2.3.5 Métodos utilizados para definir el caracter  probidtico
Ademés de conocer los microorganismos probidticos y los beneficios que se les
atribuyen, también es importante considerar los meétodos utilizados para su
identificacidon, ya que estos deben cumplir con caracteristicas particulares, como
se ha venido mencionando a lo largo del presente trabajo. Estos métodos de igual
manera son muchos y diferentes, por ejemplo es importante y basico que los
microorganismos trabajados sean tolerantes a valores de pH bajos y a las sales
biliares (Mejia et al., 2007), pues la primera barrera que deben librar, es el paso a

través de la boca, el estomago y los intestinos. Otra prueba que se debe realizar
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es la adherencia al epitelio intestinal  (Salminen et al, 1998; Nousiainen et al.,
1998), esto con el fin de saber si estas cepas pueden ser capaces de colonizarlo y
de esta manera actuar como parte de la microbiota propia del organismo huésped

(organismo humano).

Tabla 2.3.5.1 Pruebas adicionales para definir caracteristicas probiéticas

PRUEBA

CARACTERISTICAS

Efecto antimicrobiano
(Nousiainen et al., 1998)

Para impedir la implantacion y propagacion de
microorganismos patdgenos Yy evitar infecciones

Resistencia a
antibidticos
(Mattila et al., 1999)

sean
tan esta

Se pretende que los microorganismos probiéticos no
resistentes para evitar que de alguna manera trasmi
resistencia a patdgenos, si fuera el caso.

Capacidad de coagulacion de
la leche (Mejia et al., 2007)

Importante si se pretende empl ear en la elaboracién de leches
fermentadas.

Reduccion del colesterol Como ayuda a personas con colesterol alto, o biene  vitar el
(Vijendra et al., 2005) aumento en su organismo
g;z%g'agfsigg?nngz'cgg?s Debido a que algunos lactobacilos requieren una ba  ja tensién
1998) " de oxigeno y otros como las bifidobacterias son ana erobias.
Acidez titulable (Mejia et al., Deben producir gran cantidad de acido para impedir el
2007) desarrollo de bacterias que provoquen enfermedades.
Resistencia al fenol (Vizoso La presencia de este compuesto dentro del tracto in  testinal
et al., 2006) puede tener un efecto bacteriostéatico contralosla  ctobacilos y
K otros microorganismos.
Produccion de H;O, Sustancia producida por lactobacilos y otros microo rganismos

(Pascual et al., 2005; Felten
et al., 1998)

gue tiene alta capacidad antimicrobiana.

La mayoria de los microorganismos probidticos actuales han sido aislados de
productos lacteos y se aplican en el mismo tipo de producto. Algunos
investigadores han estudiado las bacterias acido lacticas potencialmente
probidticas utilizando sustratos a base de cereales (cebada, m alta y trigo)
(Charalampopoulos et al., 2001); sin embargo, existe una gran variedad de
productos fermentados a base de cereales cuya microbiota no ha sido estudiada

con este objetivo y podria poseer caracteristicas interesantes.
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2.3.6 Productos en los que se encuentran
Los microorganismos probidticos se pueden encontrar generalmente en productos
fermentados. Se cuenta con estudios que indican que algunos de estos
microorganismos se han aislados de productos fermentados de distintos origenes,
como la leche, productos lacteos, yogurt de soya, etc. También existen reportes de
microorganismos encontrados en la produccion de brandy en el sur de Africa (Du
Plessis et al., 2004), yuca fermentada, producto ampliamente consumido en
paises en vias de desarrollo (Kostinek et al., 2007), leches fermentadas africanas
Kwerionik y Kule naoto (Vizoso et al., 2006) y bebidas bien conocidas como el
Yakult, LC1 (Nestlé) y Actimel (Danone). Se han aislado incluso microorganismos
probidticos de heces humanas (Vizoso et al., 2006), heces de nifios (Mejia et al.,

2007), queso Chedar, queso Feta e inclusive en la leche bronca de vaca.

1.4 ALIMENTOS FUNCIONALES

Los alimentos funcionales son aquellos que aportan al organismo componentes
gue ofrecen beneficios para la salud y reducen el riesgo de contraer enfermedades
(Prado et al., 2007).

El término alimento funcional, fue desarrollado durante la década de los 80's en
Japon y en 1991 se publicé la reglamentacion para los “Alimentos para uso
especifico de salud” (Foods for Specified Health Use” o FOSHU) que se refiere a
aguellos alimentos procesados que contienen ingredientes que desempefian una
funcion especifica en las funciones fisiologicas del organismo humano.

En los paises occidentales, la aparicion de este tipo de alimentos se remonta a las

primeras practicas de fortificacidn con vitaminas y minerales, asi como también a
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la practica de incluir ciertos componentes en los alimentos procesados con el
objeto de complementar alguna deficiencia de la poblacién (Alvidrez et al., 2002).

Entre algunos ejemplos de alimentos funcionales, destacan los alimentos que
contienen determinados minerales, vitaminas, acidos grasos o fibra dietética, los
alimentos a los que se ha afadido sustancias biologicamente activas, como son
las fotoquimicas u otras con caracter de antioxidante; asi como los probidticos,

gue tienen cultivos vivos de microorganismos benéficos.

Tabla 2.4.1 Ejemplos de Alimentos Funcionales (Alvidrez et al., 2002).

ALIMENTO FUNCIONAL COMPONENTE ACTIVO PROPIEDAD FUNCIONAL

Mejora el funcionamiento

Yogurt Probiotico . ;
intestinal
Esteres de esteroles de origen Reducen niveles de colesterol
Margarinas 9 LDL. Disminuyen el riesgo de

vegetal

padecer afecciones cardiacas

Huevos ricos en acidos grasos
esenciales Omega-3

Acidos grasos Omega-3

Control de hipertensién,
metabolismo de lipidos

Zanahoria

-Caroteno

Neutraliza los radicales libres

gue pueden dafar las células

En la actualidad, el desarrollo de nuevos productos para la industria alimenticia
esta enfocado a crear alimentos funcionales que confieran al consumidor una
propiedad extra que beneficie su salud. Entre ellas estan el buen funcionamiento

del intestino, proteccién contra algunas enfermedades, etc.

En el intestino humano se llevan a cabo numerosas reacciones con el alimento, ya
sea directamente con las células intestinales o con la microbiota presente tales el
caso de los carbohidratos y polifenoles que sufren una fermentacién dentro del
intestino liberando metabolitos como agliconas de compuestos fendlicos y acidos
grasos de cadena corta a partir de algunos carbohidratos complejos. Ademas,

constantemente se lleva a cabo un cambio en la microbiota presente y su
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actividad, lo que deriva en efectos fisioldégicos que finalmente ejercen un efecto
sobre la salud del hospedero (Puupponen-Pimid et al., 2002) como se

esquematiza en la fig. 2.4.1

Paolifencles Carbohidmatos CARACTERISTICAS PARA

o Flavanoides oFibradietétice ALIMENTOS
e cidos fendlicos «Oligosacarides FUNCIONALES
eLignanas ] -

PEE.V. /

Fermentacion

intestinal _
L | )'

Metabolitos de comp. fendlicos Metabolitos de carbohidrates Cambios en lamicrobiota
sAgliconas oA grasos de cadena cota e Actividad microbiana
e Ac. hidroxifenilpropidnicos *(Gases *Composicidndela
sAc. hidroxifenilacéticos «(Otros microbiota.

#Ac. hiplrico

/’\
Efectosfisiologicos
Efectos locales

{colon).
sEfectos sistérmicos

_// -

Efectosen
ka salud

Figura 2.4.1 Reaccion de varios ingredientes alimenticios con la microbiota del colon con respecto a sus
efectos sobre la salud (Puupponen-Pimia et al., 2002).

Los probidticos presentan entre otras funciones, aquellas que se encuentran
enfocadas a la salud del intestino; pues tienen efectos antagonistas, de
competencia e incluso actian sobre el sistema inmunoldgico por lo que en las
tltimas dos décadas se han incluido en férmulas de yogurt y alimentos lacteos

(Matilla-Sandholm et al., 1999).
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Con respecto al pozol, el conocer si las bacterias acido lacticas (BAL) presentes
tienen caracteristicas probidticas, se afiadiria a los beneficios que se le atribuyen a
la bebida y seria una razon adicional para comercializarla como una bebida
tradicional y funcional de México. En la region donde se consume regularmente el
pozol que es el sureste de México, los problemas de desnutricion y de diarreas
infantiles son mas graves que en otras regiones del pais (Encuesta Nacional de
Nutricion, 1999). Por lo que, el consumo de una bebida con estas caracteristicas,
pero producida en condiciones controladas, podria contribuir a disminuir los
problemas mencionados.

Asimismo, el contar con esta informacion acerca de las bacterias probiéticas del
pozol en un futuro, podria permitir usarlas en la elaboracién de nuevos productos

funcionales.



3. OBJETIVO

» Determinar el potencial probiético de las bacterias acido lacticas aisladas

del pozol.

4. HIPOTESIS

Si las bacterias lacticas de alimentos fermentados poseen caracteristicas de
probioticos, entonces dentro de las bacterias lacticas aisladas del pozol se

encontraran algunas con estas caracteristicas.



5. METODOLOGIA

Sembrado en agar
semisdlido APT

Reactivacionde
cepas en caldo
MRS por 24 hrs a
30°C

)

i 3

Prueba de tolerancia a
la acidez, utilizando pH
de 1, 2y 3 parac/cepa

., 7

%

Pruebade tolerancia a
sales biliares

b

Pruebas de resistencia
al fenol como
bactericida

g

Prueba de produccién
de perdxido de
hidrégeno

+ ™y

Prueba de resistencia a
antibidticos

Resistencia al paso
sucesivo a traves del
tracto intestinal

Adherencia a células
del epitelio

Determinacion de
factores que afectan la
resistencia al paso a
través del tracto
intestinal

Fig. 5.1 Metodologia para determinar el potencial probiético de cepas de BAL aisladas del pozol.
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* Cepas a evaluar
Las cepas con las que se trabajo fueron aisladas de pozol de Villahermosa,
Tabasco. Las cepas se encuentran conservadas en glicerol al 20% y a
temperatura de -70C, el cual es un método de cons ervacion a largo plazo.
Para su conservacién a corto plazo, se utiliz6 medio APT semisolido, con el fin de

evitar posibles contaminaciones de las cepas puras, siendo remplazado cada mes.

» Reactivacion de cepas
Se tomaron 100 pl de cultivo conservado en glicerol, posteriormente se sembro en

caldo MRS, incubando a 30C por 24 horas.

* Pruebas de pureza
En primer lugar se realizo una tincion de Gram, identificando la correcta morfologia
de cada una de las cepas a utilizar, y posteriormente se sembraron en placas con

agar MRS para observar la morfologia colonial.
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Tabla 5.1. Caracteristicas de cada ensayo que se va a realizar

PRUEBA

CARACTERISTICA

Tolerancia a la acidez
(Vijendra et al., 2005)

Se realiza con el fin de conocer las cepas que pueden sobrevivir a los
pH bajos que tiene el tracto gastrointestinal.

Tolerancia a sales
biliares (Vizoso et al.,
2006)

Determina si las cepas utilizadas pueden sobrevivir en presencia de
sales hiliares, las cuales entran en contacto con el alimento para
intervenir en el proceso de digestion (intestino).

Resistencia al fenol
(Vizoso et al., 2006)

En el organismo pueden producirse fenoles porque algunos
amino&cidos aromaticos derivados de la dieta pueden ser desaminados
por bacterias en el intestino, y estos pueden ejercer una accién
bacteriostatica contra los lactobacilos.

Produccion de
perdxido de hidrégeno
(Whittenbury, 1963)

Algunos microorganismos tienden a producir H,O, como agente
antimicrobiano, por lo que se identificara si estas cepas lo producen
como defensa en contra de microorganismos ajenos a ellos, incluidos

los patégenos.

Resistencia a
antibiéticos (NCCLS,
1984)

Los microorganismos que son considerados probidticos no deben
contar con resistencia a antibioticos, con el fin de evitar que trasmitan
dicha caracteristica por medio de plasmidos.

Resistencia al paso a
través del tracto
intestinal (Vizoso et al.,
2006)

Se determina de manera in vitro que las cepas en estudio sean viables
durante su paso por el tracto gastrointestinal, de tal manera que al
simular caracteristicas de los diferentes segmentos del aparato
digestivo como son enzimas, pH y tiempos; éstas puedan sobrevivir
adecuadamente.

Adhesion a células
epiteliales (Sainz et al.,
2001; Mendoza, 2006)

Esta es una de las pruebas méas importantes para considerar a un
microorganismo como probiético, ya que una vez al llegar a su destino
deben ser capaces de pegarse a las células de la mucosa intestinal y

evitar ser eliminadas por las secreciones y los movimientos
peristalticos.

5.1Tolerancia a la acidez

Las cepas se estudiaron a diferentes valores de pH, utilizando como control agua

destilada, siguiendo la metodologia de Vijendra et al. (2005). Se utilizaron 100 ml

de agua destilada para preparar cada solucion a pH 1, 2 y 3, que se ajustd con

HCI. Se colocaron 10 ml de esta agua ajustada al pH indicado, en tubos de ensaye

con rosca, se esterilizaron a 121 por 15 min y se mantuvieron a temperatura

ambiente hasta ser utilizados. Posteriormente se adicion6 una asada de las
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bacterias (cultivo de 48 hrs en caldo MRS) y se agitd. Se toma 1 mL de las
soluciones al tiempo 0 h, 1h, 2h y 3h y se realizdé una dilucién decimal utilizando
solucién salina estéril al 0.85 %. Por ultimo se sembré 100 pl de cultivo por
extension en placas de agar MRS (Difco) y se incubo a 30C por 72 h en
condiciones aerobias. El crecimiento de colonias en este medio, indica la

resistencia de los microorganismos a la acidez.

5.2 Tolerancia a sales biliares
Se tomaron 100 pL del cultivo de 24 hrs de bacterias en caldo MRS (Difco) y se
sembré6 por extension en placa en medio MRS con 0.5% de acido
taurodesoxicélico (Sigma) y 0.37mg/mL de cloruro de calcio. Se incubaron a 30C
por 24h. Las cepas que crecen en este medio son consideradas como resistentes

a las sales biliares (Vizoso et al., 2006).

5.3 Resistencia al fenol
Se inocularon 100 yL de un cultivo de 24 hrs de las bacterias lacticas en caldo
MRS (Difco) con 0.4% de fenol (J. K. Baker). Se realizaron dos diluciones
decimales en agua peptonada al 0.01%, se sembré en placas de agar MRS (Difco)
y se incubo por 24 hrs a 30C. Se realizo la cuenta en placa al momento de la
inoculacion (o) y después de 24 hrs (t4). Se evaluo la inhibicion mediante la
comparacion de la concentracibn de microorganismos presentes al iniciar y al
terminar la prueba. Para obtener el valor de inhibicion se utilizé la siguiente
formula (Vizoso et al., 2006):

Inhibicion = log UFC/mL al t, - log UFC/mL al t4
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5.4 Produccion de Peréxido de Hidrogeno como compue sto
antimicrobiano

Se prepararon placas de Agar didxido de manganeso siguiendo la metodologia
reportada por Whittenbury (1963). Se preparé un medio basal de agar glucosa
(Anexo 1) y fue vertido en cajas petri desechables, al solidificarse el agar glucosa
se vertid sobre él una capa muy delgada de agar glucosa con 0.4% de dioxido de
manganeso (J. K. Baker). Se inocularon las placas por estria a partir de un cultivo
de 24 h de las cepas de bacterias lacticas y se incubaron a 30T por 72h.

La formacion de peroxido de hidrégeno se observa por la aclaracion del dioxido
de manganeso alrededor y por debajo del crecimiento debido a la reaccion de
oxido-reduccion generada por el perdxido de hidrégeno producido por las

bacterias inoculadas.

5.5 Resistencia a antibioticos
Siguiendo el procedimiento reportado en el protocolo 23 de NCCLS (1984), con un
asa metalica se toco la superficie de 4 o 5 colonias bien aisladas de aspecto
similar en un cultivo en placa de la cepa en cuestion y se transfiri6 a un tubo de
ensaye que contenia de 4 a 5 mL de caldo MRS (Difco). Se incubaron a 30C
entre 18 y 24 horas, hasta alcanzar la turbidez del estandar (Tubo 5 de Mc
Farland). Cuando fue necesario se agregd solucion fisiologica estéril (Anexo 1)
para obtener una turbidez equiparable a la del estandar. Dentro de los 15 minutos
posteriores, se sumergié un hisopo de algodon estéril y se rotd varias veces con
una presion firme sobre las paredes laterales del tubo, para eliminar el exceso de

liquido. Se sembr¢ la superficie seca de las placas de agar MRS (Difco), estriando
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el hisopo tres veces sobre la totalidad de la superficie del agar y después de rotar
la placa aproximadamente 60° para asegurar la distribucién uniforme del in6culo.
Se dejo secar 3-5 minutos sin exceder 15 minutos antes de poner los discos de
antibidticos.

Se colocaron los discos sobre la superficie del agar con pinzas o aplicadores
multidiscos, presionando con suavidad cada disco sobre la superficie del agar
procurando que el contacto fuera uniforme. Es importante no mover el disco una
vez que se haya puesto en contacto con el agar debido a que una parte del
antibiotico se difunde casi inmediatamente. La distancia entre centro y centro de
cada disco no debe ser menor a 24 mm. Finalmente se invirtieron las placas y se
colocaron en una estufa a 29-30C durante toda la noche (16-18h). Al terminar el
tiempo de incubacién, con una regla se midi6é los halos de inhibicion generados
por cada antimicrobiano, midiendo el diametro de los mismos incluyendo el
diametro del disco y reportandolos en milimetros. Los antimicrobianos utilizados

se muestran en la tabla 5.3.

Tabla 5.3. Antibioticos utilizados para la prueba de resistencia a antibiéticos.

CLAVE NOMBRE CONCENTRACION

C Cloramfenicol [3ag]
CX Cloxacilina [1ug]
E Eritromicina [15u0]
GM Gentamicina [100]
K Kanamicina [304g]
N Neomicina [30g]
NET Netilmicina [3Qug]
P Penicilina [1Qug]
TE Tetraciclina [3ag]
VA Vancomicina [30ug]
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5.6 Resistencia al paso sucesivo a través del tract o intestinal

Se simul6 el paso de las bacterias lacticas encontradas en la muestra a través del
tracto gastrointestinal. Se imitaron las temperaturas y tiempos reales durante la
ingestion de los alimentos y se agregaron al medio las enzimas presentes en cada
paso de la digestion para asi conocer la resistencia de la bacteria a los distintos
ambientes a los que es sometido durante este proceso.

La metodologia seleccionada es la presentada por Vizoso et al. (2006). Se inoculd
un medio de leche descremada reconstituida al 15% (Oxoid) con un in6culo de 24
h de la cepa de la bacteria lactica a analizar. Con el fin de evaluar su resistencia,
se cuantifican los microorganismos sobrevivientes. Se tomo 0.5 mL para hacer
diluciones sucesivas y realizar una cuenta en placa para conocer la carga
microbiana inicial. Se diluy6é la leche descremada inoculada 1:1 con solucion
electrolitica estéril (Anexo 1), se adicionaron 100 ppm de lisozima (Sigma) y se
incubaron durante 5 min a 37C (simulacion del paso a través de la boca).
Transcurrido este tiempo, se diluyd la mezcla 3:5 con fluido géastrico artificial
(Anexo 1). Es importante mantener el pH a 2.5, por lo que si es necesario, sé
utiliza de nuevo HCI 5M y se incuba a 37<C durante una hora. Posteriormente se
realizd una cuenta en placa tomando 0.5 mL del fluido géstrico artificial inoculado y
se diluyo el restante 1:4 con secrecion duodenal artificial (Anexo 1) ajustado a pH
7.2 y se incub6 durante 2 y 3 horas. Realizando cuenta en placa transcurridos

ambos tiempos.



5.7 Determinacion de factores que afectan la resist

través del tracto intestinal
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encia al paso a

Se empleo el disefio de Plackett-Burman reportado en Vizoso et al. (2006) para

seleccionar los parametros que pueden afectar la sobrevivencia de los probidticos

durante el paso a través del tracto gastrointestinal.

La metodologia reportada por Vizoso et al. (2006) indica la preparacién de 8

corridas, las cuales se indican en la tabla 5.4:

Tabla 5.4. Corridas para el andlisis de la resistencia al tracto gastrointestinal de acuerdo con el método de PB
(Vizoso et al., 2006)

CORRIDA 1 2 3 4 5 6 7 8
Leche descremada
15% m/v * * i * i i i
1 * 1A * 1A * 1A * 1A
Medlo_d_e, MRS Soluc[o_n Soluc[o_n Soluc[o_n MRS Soluc[o_n MRS | MRS
composicion Electrolitica| electrolitica electrolitica electrolitica
Lisozima (100 ppm)| - - + + + - + -
pH 3 2.5 2.5 3 3 3 2.5 2.5

Pepsina (0.3%)

+

+

* Solucidn electrolitica (6.2g/L NaCl, 2.2g/L KCI, 0.22g/L CaCl,, 1.2 g/L NaHCO5)

Se diluyen las cepas hasta igualar al tubo 1 de Mc-Farland y se inocula cada una

de las corridas con 100 yL de un cultivo de 24 h de las bacterias lacticas en

estudio. Se realiza cuenta en placa al to y transcurrida 1 hora. Realizar el calculo

de la inhibicién utilizando la siguiente ecuacion:

Inhibicion = log UFC/mL al t, - log UFC/mL tyy,
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5.8 Adherencia a las células del epitelio:

La prueba de adherencia consta de tres etapas:

1) Preparacion de las células:
Se propagaron ceélulas HEp-2 en una botella para crecimiento celular de 250 mL
en presencia de medio minimo esencial (MEM) con 10% de suero fetal bovino
(SFB) y antibiéticos (penicilina, estreptomicina, anfotericina 8). Se incubo la botella
a 37T en atmosfera de CO , 5% y 85% de humedad durante 24 hr hasta tener una
confluencia practicamente del 100%. Ya crecidas las células se eliminé el medio y
se hicieron 2 lavados con PUKS (Anexo 1), incubando por 5 min para fomentar el
desprendimiento de las células. Una vez desprendidas se les agrego 25 mL de
medio MEM sin SFB ni antibidticos, pipeteando para homogenizar (Sainz et al.,
2001; Mendoza, 2006).

2) Crecimiento del cultivo bacteriano:
Se prepararon cultivos bacterianos de las 8 cepas de bacterias lacticas que se
quieren probar y 3 controles positivos de E. coli. (EPEC, 042 pet y 49766). De las
cepas usadas como controles se sembrd 1 asada en agua con Triptona al 1% y D-
Manosa 1%; de las cepas usadas para el ensayo se sembré 1 asada en caldo
MRS con D-Manosa 1%, se incubaron con agitacion a 200 rpm y 37T por 24
horas.
Después de 24 h se centrifugaron los tubos con los cultivos bacterianos a 2500
rom durante 15 min, decantando el sobrenadante y el paquete celular se
resuspendido en 1 mL de PBS utilizando vortex (Sainz et al., 2001; Mendoza,

2006).
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3) Ensayo de adherencia:

Se preparé una microplaca de propileno con 24 pozos, colocando una lenteja
(cubreobjetos redondo estéril) en cada uno, posteriormente se llenaron los pozos
con 1 mL del medio MEM con antibidticos y SFB al 10% y las células previamente
propagadas, dejando en incubacién por 24 horas en presencia de 5% de CO; a
37<C.

Se revisaron los pozos de la microplaca para conocer la confluencia, e
inmediatamente después se elimin6 el medio con una pipeta Pasteur.

Se agregaron a cada pozo 950 pL de MEM con D-Manosa al 1% y 50 pyL de

inoculo resuspendido, colocandolos de la siguiente manera en la microplaca:

Célula/
bacteria

Célula/
bacteria

Célula/
bacteria

Célula/

bacteria

56 49
. Célula/ Célula/
LocahzadaA@ @

Célula/
bacteria

7
Célula/
bacteria

80g

4
H Control Control
Localizada( positivo negativ

80g 54ch 1 3 / |
. Célula/ Célula/ Control Control Control Contro
LocalizadaD bacteria bacteria positivo positivo positivo negatv

Fig. 5.2 Disposicién de las cepas de BAL a ensayar y de los controles en la microplaca.

La placa se incubo a 37, por 3 horas. Pasado el tiempo de incubacion, se retird
el medio y se lavd 3 veces con 1 mL de buffer de fosfato salino (PBS) con la
finalidad de quitar el exceso de bacterias presentes. Se fijo la preparacion con 1

mL de metanol por 1 min, posteriormente se tifid con colorante GIEMSA por 20
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min, se lavo cada pozo 3 veces con 1 mL de PBS para eliminar el exceso de
colorante.

Se sumergieron las lentejas en acetona e inmediatamente después en xilol, para
eliminar exceso de colorante y deshidratar las células. Se fijaron las lentejas a un
portaobjetos con resina eliminando las burbujas presentes en la superficie, una
vez secas (permanecieron toda la noche, a temperatura ambiente) se observaron
en microscopio. Se capturaron las imagenes con una camara fotografica integrada

al microscopio (Sainz et al., 2001; Mendoza, 2006).



6. RESULTADOS Y DISCUSION:

Las caracteristicas de cada cepa se encuentran en la tabla 6.1:

Tabla 6.1. Caracterizacién de las cepas utilizadas.

CLAVE DE . MORFOLOGIA
LA CEPA ESPECIE MICROSCOPICA GRAM | CATALASA
6 Weissella paramesenteroides Cocos + -
11 Streptococcus sp. Cocos + -
21 Leuconostoc _ Cocos + )
pseudomesenteroides
49 Streptococcus sp. Cocos + -
54ch Lactococcus lactis subsp. lactis Cocos + -
56 Streptococcus sp Cocos + -
73 Leuconostoc _ Cocos + )
pseudomesenteroides
Lactobacillus
80g pentosus/Lactobacillus Bacilo corto + -
plantarum

* (Pilatasig, 2009; comunicacion personal).

6.1 Tolerancia a la acidez
La resistencia a la acidez, es una de las barreras a superar por los
microorganismos que actian como probioticos; debido a que deben pasar y
sobrevivir a través del tracto gastrointestinal el cual dependiendo la zona llega a
tener pH muy bajos. Por ejemplo, en el estbmago se tiene un pH de 1 a 3;
mientras que, el intestino delgado cuenta con un pH de 5 a 7; y el intestino grueso

con un pH de 8 (Ando et al., 1994).




RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 6.1.1 Tolerancia a la acidez de las bacterias lacticas del pozol a diferentes tiempos de
incubacion en medio MRS, pH ajustado HCI conc., a 30C.

TIEMPO (h)

CEPA pH 0 1 5 3

1 - - - -

56 2 + - - -

3 + - - .

1 - - - -

49 2 + + + +

3 +++ ++ ++ +

1 - - - -

11 2 + + + +
3 ++ ++ ++ ++

1 - - - -

6 2 + - - -
3 ++ ++ ++ ++

1 - - - -

21 2 + - - -

3 + + - -

1 - - - -

73 2 - - - -

3 + + + +

1 - - - -

80g 2 - - - -

3 ++ + + +

1 - - - -

54ch 2 - - - -

3 ++ + + +

+++ Crecimiento Abundantet+ Crecimiento moderadot Poco Crecimiento;- Sin Crecimiento
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En latabla 6.1.1 se muestran los resultados obtenidos de la prueba de tolerancia a
la acidez. Se puede observar que especificamente son 2 cepas (11 y 49) las que
muestran una mayor resistencia a un pH de 2, durante el tiempo total de
tratamiento (3 horas). Cabe sefialar que las cepas 6, 21 y 56 crecen a un pH de 2
solo al To. Por otro lado, también son 2 las cepas (56 y 21) que tienen la menor
resistencia, ya que solo sobreviven a un pH de 3 al Tp y un pH de 2 al T. Las
cepas 73, 80g y 54ch, presentan solo resistencia a pH de 3.

Las cepas 11y 49 pueden ser consideradas como las que cuentan con mejor perfil
de resistencia a la acidez, sin embargo, las otras cepas no se deben descartar, ya
gue son muchas las pruebas que se deben considerar para determinar el potencial
probidtico y esta no es determinante para ello. Por otro lado, se considera como
parametro de resistencia un pH de 3 y una duracion de 3 horas, que es el tiempo
promedio de permanencia a través del estomago (O”Sullivan et al., 2006).

En otras investigaciones se ha demostrado la resistencia a la acidez de bacterias
lacticas. Lactobacillus casei no sobrevive a un pH de 1 en ningun periodo de
tiempo (Mishra et al., 2004), mientras que algunas cepas de L. acidophilus
sobreviven hasta 60 min a pH de 25 y 30 min a pH 1.2. Por otro lado,
Bifidobacterium sp. solo sobrevive 5 min a pH 2.5 (Dunne et al., 2001). En
estudios similares, Goldin et al. (1992) reporté que Lactobacillus GG sobrevive a

pH 3.
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6.2 Tolerancia a sales biliares
Es fundamental que todas las cepas crezcan en un medio con sales biliares, ya
gue para ejercer accion probidtica sobre el intestino, deben sobrevivir a la accién

detergente de éstas.

Tabla 6.2.1 Tolerancia a las sales biliares de las BAL del pozol

CEPAS RESISTENCIA
56 +++
49 +++
11 +++
6 +++
73 +++
21 +++
80g +++
54ch +++

+++ Muy resistentes; ++ Moderada resistencia; + Poco resistentes

Como se puede observar en la tabla 6.2.1, las ocho cepas son capaces de crecer
en el medio con sales biliares. Es importante resaltar que la concentracion
fisiologica de &cidos biliares en el intestino delgado es muy variable y depende de
la zona. Por ejemplo, en el duodeno su concentracion es de 15000 uM; en el
jejuno es de 10000 uM, mientras que en el ileon es de 4000 uM (Marteau et al.,
1997) y la concentracion utilizada en esta prueba fue de 0.5% de sales biliares,
equivalente a 12, 255 uM (Vizoso et al., 2006).

Por otro lado, se sabe que algunas bacterias lacticas son capaces de hidrolizar el
enlace amida de las sales biliares, liberando sales biliares con una menor
capacidad detergente. Segun las investigaciones realizadas por Moser y Savage
(2001), se probaron algunas especies de lactobacilos como son L. acidophilus, L.

brevis, L. paracasei subsp. paracasei y L. reuteri, entre otros, en su actividad
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hidrolasa de las sales biliares, su resistencia a la toxicidad de éstas y se pudo
observar que las cepas capaces de crecer en presencia de sales biliares no
necesariamente producen la enzima hidrolasa de sales biliares. Aunque en otros
experimentos con otras cepas como L. plantarum, ambas caracteristicas estan
presentes y no se ha podido definir si una es independiente de otra, por lo que los
autores concluyeron que se requieren otro tipo de experimentos para definir este
cuestionamiento.

En la prueba que se realizo a las cepas del pozol, todas fueron capaces de crecer,
pero no fueron capaces de hidrolizar el acido taurodesoxicolico (TDCA), lo cual se
identificaria como un precipitado alrededor de las colonias en la placa de Agar
MRS+TDCA.

Se puede concluir entonces, que las cepas de este estudio son capaces de crecer
en un medio con sales biliares, resistiendo su toxicidad a pesar de no tener la
capacidad de hidrolizarlas. Gilliand y Speck (1976) explican que estas diferencias
pueden ocurrir por variaciones en las condiciones de crecimiento, el tipo de sales
biliares utilizadas en la prueba (taurocdlico o glicélico) o bien el método utilizado

para evaluar esta caracteristica.
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Esta caracteristica es importante evaluar debido a que algunos aminoacidos

aromaticos derivados de la dieta (producidos de manera enddégena a partir de las

proteinas), pueden ser desaminadas en el intestino por bacterias, formando

fenoles, los cuales pueden ejercer una accion bacteriostatica contra lactobacilos y

bacterias lacticas en general (Suskovic et al., 1997). También se ha visto que la

presencia de estos compuestos puede deberse al consumo de algunas bayas y

alimentos vegetales, que poseen entre sus componentes, compuestos de caracter

fendlico, como los flavonoides que pueden ser ingeridos al consumir dichos

alimentos (Puupponen-Pimas et al., 2002).

Tabla 6.3.1 Crecimiento de BAL del pozol en medio MRS con fenol al 0.4%

TIEMPO (h) | INHIBICION*

CEPAS 0 24 (log UFC/mL)
56 8*10°% | 3*10° 0.42
49 3*10% | 7107 0.63
11 2+10° | 10° 0.30
6 4*10% | 2*10° 2.30
73 9*10° | 8*10’ 1.05
21 2*10° | 8*10° 2.40
80g |2*10° | 9*10° 0.35
54ch 10° | 4*10° 2.40

*inhibiciolog UFC/mI § — log UFC/ml 4,4
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Fig. 6.3.1 Prueba de crecimiento en un medio con 0.4% de fenol de las cepas del pozol.

Como se puede observar en la figura 6.3.1 los resultados se expresan como
inhibicion, término que corresponde a la diferencia entre las unidades formadoras
de colonias al inicio (tp) y las unidades formadoras de colonias a las 24 horas (t24).
Se puede ver en la tabla 6.3.1, que cuatro cepas (11, 80g, 56 y 49) son las
resistentes a la presencia del fenol, pues su crecimiento a las 24 horas es
ligeramente modificado comparado con el inicial, ya que presenta una inhibicién
menor a 1. En cuanto a las otras cepas (73, 6, 21 y 54ch) su crecimiento es en
gran medida inhibido, por lo que se indica claramente su sensibilidad al fenol.
Algunos estudios recientes sobre actividad antimicrobiana de compuestos
fenodlicos como flavonoides o acidos fenolicos, tienen efectos en contra de
bacterias Gram-negativas incluida Salmonella y bacterias Gram-positivas incluidas

bacterias probioticas. Dichos efectos varian en sensibilidad dependiendo de la
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especie y el tipo de compuesto fendlico que se utilice, ademas cabe sefialar que
son mas marcados en contra de bacterias Gram-negativas, y en general no afecta

a las especies de Lactobacillus (Puupponen-Pimia et al., 2002).

6.4 Produccion de Perdxido de Hidrégeno como compu esto
antimicrobiano

Las ocho cepas probadas fueron capaces de producir peréxido de hidrégeno como
agente bactericida, aunque en diferentes niveles, figuras 6.4.1y 6.4.2.

La prueba de produccion de peréxido de hidrégeno arrojo los resultados indicados
en la tabla 6.4.1, en donde se indica la presencia de un halo, el cual fue formado
por aquellas cepas productoras de peroxido de hidrogeno, ya que al producir esta
sustancia ocurre una aclaracién alrededor y por debajo del crecimiento debido a

la reaccion de oxido-reduccién generada.

Tabla 6.4.1 Produccién de perdxido de hidrogeno de las BAL aisladas del pozol.

CEPAS | PRODUCCION DE H,0,

56 ++
49 +
11 +
6 +++
73 +++
21 ++

80g +

54ch ++

+++ Abundante; ++ Moderada; + Poca, indicandose el nivel de produccién de H20;
por aclaracién del medio alrededor y por debajo de la colonia.
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Fig. 6.4.1 Decoloracién de medio por produccién de perdxido de hidrégeno
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Fig. 6.4.2 Decoloracion de medio por produccion de peréxido de hidrégeno.
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El &cido lactico es uno de los principales compuestos antimicrobianos que producen
las bacterias lacticas, sin embargo la produccién de peréxido de hidrogeno como
forma de proteccidon, se presenta en algunas cepas de de estas bacterias,
principalmente en lactobacilos.

La produccién de peroxido de hidrogeno se debe a que poseen flavoproteinas que
catalizan la transformacion del oxigeno en peroxido de hidrégeno, llevando a cabo
una reaccion de oxido-reduccion entre los sustratos organicos (glucosa) y el
oxigeno, de la siguiente forma:

RH, + O —» R; + H0,,

R1. glucosa presente en el medio.

Aunado a lo anterior, es importante mencionar que las bacterias lacticas no poseen
la hemoproteina catalasa, por lo que no pueden degradar el perdxido de hidrogeno
generado (Callen et al., 2000).

Felten et al. (1999) indica que los lactobacilos presentes en la vagina son
productores de peroxido de hidrogeno. Se ha observado a nivel vaginal, que la
produccién de esta sustancia inhibe el crecimiento de Gardenia vaginallis y
Neisseria gonorrhoeae (Pascual et al., 2006).

Las cepas estudiadas y presentes en el pozol fueron capaces de producirlo, por lo
tanto, podrian ejercer actividad bactericida contra algunos microorganismos
patégenos en el intestino.

Si el perdéxido de hidrogeno ejerce una accion bactericida en las condiciones del
tracto gastrointestinal in vitro, existe una alta posibilidad de que durante la
fermentacion de la masa de maiz nixtamalizada (pozol) las BAL lo produzcan y éste

actle como antimicrobiano, en contra de microorganismos patdégenos y/o exdgenos
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que pueden estar presentes, debido a que durante el proceso de elaboracién no se

cuenta con todas las medidas de inocuidad necesarias.

6.5 Resistencia a antibioticos
En la tabla 6.5.3 se presentan los resultados de resistencia a los diez antibioticos
utilizados. Los resultados obtenidos en milimetros, correspondientes al didmetro
del halo de inhibicién fueron interpretados segun la tabla reportada por Charteris et
al. (1998), que indica segun el diametro de los halos de inhibicion si corresponde a
gue la cepa es resistente (R), moderadamente susceptible (MS) o susceptible (S)
al antibiotico probado. En tabla 6.5.1 se presentan los valores limite para la
interpretacion de los diametros generados por los distintos antibioticos, y en la
tabla 6.5.2 se encuentran los valores obtenidos en la medicion de los halos de
inhibicion expresados en milimetros para las bacterias lacticas del pozol

evaluadas.

Tabla 6.5.1 Valores limites para la interpretacion de los diametros generados por los distintos
antibidticos en la prueba de sensidiscos, en donde resistente (R), moderadamente susceptible
(MS) o susceptible (S) (Charteris et al.,1998).

- DIAMETROS DE ZONAS DE
ANTIMICROBIANO | CONCENTRACION INTERPRETACION (mm)
R MS S

Penicilina 10 yg <19 20-27 >28
Vancomicina 30 ug <14 15-16 >17
Gentamicina 10 ug <12 - >13
Kanamicina 30 ug <13 14-17 >18
Netilmicina 30 ug <12 13-14 >15
Tetraciclina 30 ug <14 15-18 >19
Cloramfenicol 30 ug <13 14-17 >18
Eritromicina 15 ug <13 14-17 >18
*Cloxacilina 1ug <18 19-20 >21
*Neomicina 30 ug <12 13-14 >15

* Se usaron valores similares a los reportados por Charteris et al. (1998), para antibioticos de la
misma familia, pues no se encontraron reportados valores para estos dos antibiéticos
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Tabla 6.5.2 Didmetro expresado en milimetros de los halos de inhibicién generados en la prueba
de sensidiscos para las bacterias lacticas aisladas del pozol.

CEPAS SENSIBILIDAD A ANTIB IOTICOS (mm)

VA GM NET N CX | C E K P [ TE

56 0 12 8 11 | 13 | 26 | 28 | O 0 22
49 21 11 15 11 | 17 | 26 [ 23 | 10 | 27 | 31
11 23 11 14 11 | 15 [ 29 (22 | O | 27 | 29

6 0 12 16 13 0 32 | 26 | 0 | 38 | 30

73 0 14 18 16 0 32 | 32 | 8 | 38 | 36
21 0 12 16 13 0 31 |1 33| 8 | 40 | 33
80g 0 0 8 0 0 25 |1 25| 0 |18 ] 19
54ch 21 8 8 0 12 130 {28 8 | 34| 35

Va= Vancomicina, GM=Gentamicina, NET= Netilmicina, N= Neomicina, CX= Cloxacilina, C= Cloramfenicol, E=
Eritromicina, K= Kanamicina, P=Penicilina, TE= Tetraciclina.

Tabla 6.5.3 Sensibilidad frente a antibiéticos de las bacterias lacticas del pozol.

SENSIBILIDAD A ANTIB I0TICOS

VA GM NET N CX | C E K P | TE

56 R R R R R S S R R S
49 S R S R R S S R |MS| S
11 S R MS R S S S R |MS| S
6 R R S MS| R S S R S S
73 R S S MS| R S S R S S
21 R R S MS| R S S R S S
80g R R R R R S S R R S
54ch S R R R R S S R S S

R= Resistente, MS= Medianamente susceptible, S= Susceptible. Antibidticos: VA= Vancomicina,
GM=Gentamicina, NET= Netilmicina, N= Neomicina, CX= Cloxacilina, C= Cloramfenicol, E= Eritromicina, K=
Kanamicina, P=Penicilina, TE= Tetraciclina.

Analizando los resultados de la tabla 6.5.3, se observa que todas las cepas
presentan un perfil de inhibicion distinto. De los antibioticos inhibidores de la
sintesis de la pared celular (penicilina y vancomicina), observamos que el 63% de
las cepas fue resistente a vancomicina y el 25% a penicilina, mientras que el 50%
fue susceptible a penicilina. Para los antibi6ticos inhibidores de la sintesis de
proteinas, 90% de las cepas fue resistente a cloxacilina, 90% a gentamicina, 40%
a netilmicina, 63% a neomicina, 100% a kanamicina y ninguno resistente a

cloranfenicol, eritromicina y tetraciclina.
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Las mayores frecuencias de resistencia se detectaron con la kanamicina,
cloxacilina y gentamicina y los demas antibioticos no presentaron una frecuencia
de resistencia mayor al 63%, que corresponde a tres cepas.

Una propiedad importante que debe tener un probidtico es no poseer resistencia a
antibioticos, ya que esta caracteristica puede ser transmitida a otros
microorganismos por medio de plasmidos, sin embargo, en algunos casos, la
resistencia de la cepa a algun antibiético deriva de la forma en que sintetiza su
pared celular o las enzimas que utiliza, casos en los cuales la resistencia no
puede ser transmitida.

Para poder observar con mayor claridad la importancia de que una cepa sea
resistente o no a ciertos antibioticos, es importante conocer la razon por la cual
tiene esta resistencia y en el caso de que la cepa no sea patdégena, si tiene la
posibilidad de transferir esta propiedad a un microorganismo patégeno.

La resistencia a antibidticos en la actualidad es un problema serio en el
tratamiento de infecciones debido al uso indiscriminado en el humano y en los
animales. La deteccion de cepas con un perfil de resistencia multiple a antibioticos
ha aumentado y es comun en las cepas pertenecientes al tracto gastrointestinal
(Horn et al., 1992). La resistencia adquirida deriva de mutaciones genéticas o
adquisicion de ADN extrafio de otra bacteria (Mattilla-Sandholm et al., 1999).
Aunque las bacterias lacticas algunas veces estan asociadas a infecciones,
existen antibidticos para su tratamiento, por ejemplo la vancomicina es
comunmente utilizada en paciente con infecciones severas causadas por

microorganismos gram positivos (Donohue et al., 1998).
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Como se observa en la tabla 6.5.3, las bacterias lacticas aisladas de pozol
consideradas como probidticas son susceptibles al menos a un antibiotico.

Existen estudios de la transferencia natural de genes entre bacteria lacticas.
Donohue et al. (1998) muestra que existe transferencia del plasmido pAMB1, que
codifica para la resistencia a los antibidticos macrolido lincosamisa Yy
estreptogramina B. Se observd que esto ocurria de Lactobacillus reuteri a
Enterococcus faecalis en ratones. Otros estudios reportan la transferencia del
plasmido que codifica para la resistencia a cloranfenicol de Lactococcus lactis a E.
faecalis y a otros estreptococos anaerobios no identificados en ratones. Sin
embargo, la transferencia de este plasmido a anaerobios estrictos como
Bacteroides, Bifidobacterium y Peptostreptococcus sp no fue observada (Igimi et
al., 1996).

En las figuras 6.5.1y 6.5.2 se muestran los resultados de la inhibicion de cada una

de las cepas con los antibioticos utilizados.



RESULTADOS Y DISCUSION

21-a 21-b 49-a 49-b

Fig. 6.5.1 Prueba de resistencia a antibioticos de las bacterias lacticas aisladas de pozol.
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Fig. 6.5.2 Prueba de resistencia a antibioticos de las bacterias lacticas aisladas de pozol.
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6.6 Resistencia al paso sucesivo a través del trac  to intestinal

Se uutilizaron las ocho cepas de bacterias lacticas aisladas del pozol para
someterlas a las pruebas de resistencia al paso sucesivo a traves del tracto

gastrointestinal.

Los resultados obtenidos se encuentran expresados en forma gréfica en funcion
del tiempo transcurrido durante la prueba. La cuentas en placa realizadas fueron
en cuatro tiempos: al inicio de la prueba en donde se utiliz6 leche descremada
inoculada con la cepa, la segunda se realiz6 después de transcurrir una hora en
un medio que simulaba las condiciones del estbmago (pH= 2.5 0 3, y pepsina),
mientras que las tercera y cuarta cuentas se realizaron a las dos y tres horas
transcurridas en un medio que representaba el paso a través del intestino

(secreciones duodenales, sales biliares y pancreatina).

Los datos finales se presentan en la figura 6.6.1 en donde se indican las cepas
trabajadas a pH 2.5y a pH 3, esta diferencia es debida a que el segundo grupo no
crece a un pH menor a 3 (ver resultados de acidez). Se puede observar que la
mayoria presentaron un porcentaje de sobrevivencia entre 73-75% (cepas 6, 11,
49, 54ch y 56), mientras que la cepa 80g se encuentra en un 68%. Respecto a las
cepas 21y 73 el porcentaje obtenido es el mas alto de grupo total de cepas, 89%
y 82% respectivamente, esto indica que son altamente resistentes a las

condiciones presentes a lo largo del tracto gastrointestinal.
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También se observa que la mayor reduccion en la cuenta de microorganismos
viables ocurre después de una hora de incubacion con el jugo gastrico artificial y
antes de la adicion de la secrecion duodenal. Esto indica que el pH bajo del
estdbmago junto con la pepsina presente son factores importantes que influyen
sobre la sobrevivencia de las cepas y su posterior paso al intestino, ya que al
incubarse con la secrecion duodenal artificial su reduccidn es menor e inclusive en
la tercera hora de incubacion en la mayoria de las cepas tiende a aumentar la

cuenta de microorganismos viables.
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Fig. 6.6.1 Resultados de la prueba de resistencia al paso sucesivo a través del tracto gastrointestinal de las bacterias lacticas aisladas del pozol.
(A) cepas trabajadas a pH=2.5. (B) cepas trabajadas a pH=3. En la primera hora se simula el paso a través del estbmago en presencia de pepsina
a pH=2.5 0 3, mientras que a las 2 y 3 horas se simula el paso a través del intestino en presencia de secreciéon duodenal y pancreatina.



RESULTADOS Y DISCUSION

En estudios previos realizados por Dunne et al. (2001) con cepas de Lactobacillos
y Bifidobacterium se ha observado que la principal barrera que les afecta, al ser
ingeridos, es el ambiente presente en el estomago, es decir las condiciones del
jugo gastrico como el pH bajo. De acuerdo a sus resultados observaron que las
bifidobacterias tenian una menor resistencia en comparacion con los lactobacilos.
En el caso de las cepas del pozol, se observo que existe relacion entre las
especies presentes y su comportamiento durante la prueba, como se observa en
la fig. 6.6.1(A), en donde las cepas 11, 49 y 54ch son mas resistentes en
comparacion con la cepa 56, por otro lado en la fig. 6.6.1 (B) se observo en
general menor resistencia, en donde las cepas 6 y 80g mostraron mayor

resistencia.
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6.7 Determinacion de factores que afectan la resis  tencia al paso a
través de tracto intestinal

La finalidad de esta prueba consiste en determinar los factores que afectan la
resistencia de las bacterias al paso del tracto intestinal, e identificar en la medida
de lo posible, su potencial probiético.
El célculo de inhibicion se realiza mediante la siguiente ecuacion:

Inhibicién=log UFC/mL t, - log UFC/mL tg
De acuerdo a los resultados obtenidos, las cepas presentan inhibicion en la
mayoria de las corridas realizadas; esto debido a la composicién y pH de las

mismas, lo cual se puede observar en la tabla 6.7.1.

Tabla 6.7.1 Corridas para el andlisis de la resistencia al tracto intestinal (Vizoso et al., 2006).

CORRIDA 1 2 3 4 5 6 7 8
Leche
descremada + + + - + - - -
al 15% m/v
Medio de Solucién Solucién Solucién Solucién
composicion MRS electrolitica | electrolitica | electrolitica MRS electrolitica MRS | MRS
Lisozima i i + + + i + i
(100 ppm)
pH 3 2.5 2.5 3 3 3 2.5 2.5
Pepsina + i + i i + + i
(0.3%)

(+) Presencia; (-) Ausencia

Graficando los resultados de la ecuacién anterior, se observa que los valores
positivos indican la inhibiciébn de los microorganismos, mientras que los valores
negativos se presentan al haber crecimiento.

Es importante mencionar que solo obtuvimos valores numéricos de 5 de las 8
cepas utilizadas, ya que en las cepas 6, 21 y 73 no obtuvimos reproducibilidad en
los valores obtenidos durante la prueba.

La cepa que presenta una mayor inhibicion es la 11 (fig. 6.7.1), principalmente en

la corrida 6, esto debido a que no cuenta con una fuente de nutrientes que
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favorezcan su crecimiento, sin embargo se debe resaltar que en la corrida 8 que
solo contiene MRS, se puede apreciar un leve aumento en la poblacién
microbiana, esto puede deberse a que este medio es el utlizado para la
reactivacion de estas bacterias.

En cuanto a las cepas 54ch (fig. 6.7.3) y 56 (fig. 6.7.4) en la corrida 4, se observo
gue no crecian después de permanecer una hora en incubacion, por lo tanto no se
pudo determinar el valor de inhibicion. Sin embargo la cepas 56 presento
crecimiento en la corrida 1.

Por su parte la cepa 49, como se puede observar en la figura 6.7.2, tiene en la
mayoria de las corridas una alta inhibicién, independientemente de la composicion
de estas.

La cepa 80g (fig. 6.7.5) presento los valores mas bajos de inhibicién, e inclusive en
3 de las 8 corridas hubo crecimiento (corridas 3, 5y 7), por lo cual esta cepa no
es afectada a pH bajos ni en presencia/ausencia de pepsina y/o lisozima.

En cuanto a la leche se esperaba que esta tuviera un efecto protector que
beneficiara a las cepas, sin embargo se observo que en general no ejerce dicho
efecto en estas cepas en particular, esto puede deberse al origen del las mismas,
ya que fueron aisladas del pozol y este no tiene componentes parecidos a los de

este alimento.
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Fig. 6.7.1 Resultados de determinacion de factores que afectan la resistencia al paso a través de
tracto intestinal en la cepa 11
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Fig. 6.7.2 Resultados de determinacidn de factores que afectan la resistencia al paso a través de
tracto intestinal en la cepa 49.
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Fig. 6.7.3 Resultados de determinacion de factores que afectan la resistencia al paso a través de

tracto intestinal en la cepa 54ch
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Fig. 6.7.4 Resultados de determinacion de factores que afectan la resistencia al paso a través de

tracto intestinal en la cepa 56
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Fig. 6.7.5 Resultados de determinacion de factores que afectan la resistencia al paso a través de
tracto intestinal en la cepa 80g
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6.8 Adherencia a las células del epitelio:

Esta es una de las pruebas mas importantes para considerar que algun
microorganismo tiene potencial probidtico, ya que ademas de llegar viva al
intestino, debe permanecer viable e implantarse en la mucosa intestinal para
formar parte de la microbiota normal y con esto poder proporcionar los beneficios
atribuidos en cuanto a la mejora de la salud del huésped. De igual manera deben
ser capaces de minimizar la proliferacion de agentes patégenos compitiendo por
un nicho o espacio fisico en las paredes intestinales (lfiiguez et al., 2006).

Las fotografias (fig. 6.8.2 a 6.8.9) muestran la adherencia obtenida al hacer
interactuar cada una de las 8 cepas de BAL aisladas del pozol con cultivos de
células Hep-2 (células epiteliales obtenidas de tumor laringeo y que han sido
utilizadas como modelo, ampliamente estudiado para adherencia de bacterias
como E.coli con resultados confiables).

Los controles positivos utilizados se muestran en la fig. 6.8.1, y son 2 cepas de E.

coli (042 y 49763).
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Fig. 6.8.1 Adherencia de E. coli como control + a células epiteliales Hep-2; cepas a) 49763; b) 042
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Flg 6.8.3 Adherenma de bacterlas aC|d0 Iactlcas del pozol a celulas epltellales Hep 2 Cepa 49.
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Fig. 6.8.4 Adherencia de bacterias acido-lacticas del pozol a células epiteliales Hep-2. Cepa 11.
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Fig. 6.8.5 Adherencia de t;acterias acido-lacticas del pdzol a células epitelialeg Hep-2. Cepa 6.
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Fig. 6.8.6 Adherencia de bacterias acido-lacticas del pozol a células epiteliales Hep-2. Cepa 73.
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Fig. 6.8.7 Adherencia de bacterias acido-lacticas del pozol a células epiteliales Hep-2. Cepa 21.
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En general esta prueba se puede utilizar para la identificacion de adherencia en
bacterias de cualquier tipo, sin embargo es ampliamente utilizada para E. coli. Se
busca tener como minimo 10 bacterias por cada célula presente para definirla
como prueba positiva. Ademas es importante mencionar que este tipo de bacterias
presentaron 3 clases de patrones, los cuales son adherencia agregativa (en
donde las bacterias se encuentran alrededor de la célula y/o nucleo), adherencia
difusa (se encuentran bacterias sobre toda la superficie de la célula) y
adherencia localizada (se observa adherencia en un polo de la célula
principalmente) (Sainz et al., 2001). La adherencia que presentaron los controles
positivos (fig. 6.8.1) fue del tipo agregativa, la cual era la esperada.

Como se puede observar en las fotos anteriores, practicamente todas las cepas
muestran adherencia francamente positiva, con excepcion de la cepa 56 (fig.
6.8.2), la cual tiene algunas bacterias unidas a las células, pero estas son muy
pocas y por lo tanto no cumple con el requerimiento de poseer por lo menos 10
bacterias por cada célula.

El posible patron de adherencia que se identificé en las BAL aisladas del pozol, es
diverso y se tiene patron difuso para las cepas 6, 73, 21 (fig. 6.8.5 a 6.8.7), un
patrén agregativo para las cepas 49 y 54ch (fig. 6.8.3 y 6.8.9) y un patron
localizado para las cepas 11 y 809 (fig. 6.8.4 y 6.8.8). En la cepa 56 no se puede
definir dicho patron ya que esta no muestra una cantidad de bacterias aceptable
(fig. 6.8.2).

En esta prueba en particular solo se observa y comprueba la adhesion de las
cepas de BAL utilizadas, caracteristica que como se mencion0 antes, es

importante para definir que posee propiedades probioticas.
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No se realiz6 prueba alguna para definir el tipo de mecanismo de adherencia, sin
embargo se considera importante conocer dicho mecanismo. En la literatura se
mencionan diferentes tipos de adherencias; entre los mas importantes son:
presencia de adhesinas, proteinas de membrana y produccion de polimeros, entre
otros (Ifiguez et al., 2006; Nousiainen et al., 1998; Salminen et al., 1998).

En estudios anteriores, se ha encontrado que bacterias del género Bifidobacterium
presentan adherencia que se atribuye a ciertos componentes de tipo proteico
(adhesinas), las cuales son capaces de reconocer carbohidratos de la mucosa y/o
epitelio intestinal (Ifniguez et al., 2006).

Por otro lado se han realizado pruebas de adherencia en intestino de cerdos, para
cepas del género Lactobacillus, en las cuales se encontré presencia de complejos
proteinicos ricos en &cidos lipoteicos, los cuales se asocian a la adherencia
(Nousiainen et al., 1998).

Otro estudio realizado por Kleeman et al. (1982) sobre diferentes especies de
Lactobacillus y utilizando a una linea celular de intestino fetal humano (HFI), indica
la presencia de dos mecanismos de adherencia, uno que no es especifico y
requiere iones calcio, el cual puede utilizarse para bacterias de intestino humano y
exogenas, utilizando EDTA como quelante para inducir “puentes” entre el
microorganismo Yy la carga de la superficie de las células epiteliales. El segundo
tipo de adherencia que sugiere es referente a que existe una posible absorciéon
entre el microorganismo y la superficie intestinal, sin embargo no muestra con

exactitud el mecanismo que se lleva a cabo.



7. CONCLUSIONES
Mediante la realizacion de este proyecto, se buscoé identificar si un conjunto de
cepas de bacterias lacticas aisladas del pozol cuentan con capacidad probiética.
En las pruebas realizadas para la determinacion de la capacidad probidtica se
encontro que el 50% de las cepas en estudio fueron inhibidas en diversas
magnitudes en un medio con fenol al 0.4%, la totalidad de las cepas probadas
crecieron en un medio con sales biliares, lo que las hace resistentes a ellas y con
respecto a la produccion de sustancias antimicrobianas como el peroxido de
hidrogeno, se observé que el 100% de las cepas fueron productoras de esta
sustancia, aunque en diferentes proporciones.
Las cepas se sometieron a la prueba de resistencia a antibidticos, obteniendo que
las mayores frecuencias de resistencia se detectaron con kanamicina, cloxacilina y
gentamicina, ya que los demas antimicrobianos no presentaron una frecuencia de
resistencia mayor al 63%, y esto corresponde solo a tres cepas. Esto indica que
los antibidticos inhibidores de proteinas (eritromicina, cloranfenicol y tetraciclina)
fueron los que mayormente inhibieron el crecimiento de las cepas estudiadas.
En la simulacion del tracto intestinal se pudo observar que la primera hora de
tratamiento (simulacién de jugo gastrico) en las 8 cepas, disminuyo6 drasticamente
la cuenta de microorganismos sobrevivientes, debido al pH bajo de 2.5 o 3;
mientras que, en la simulacion del intestino delgado (duodeno), habia un ligero
aumento del crecimiento en la mayoria de las cepas, excepto en la cepa 73
(Leuconostoc pseudomesenteroides), en la cual se observé un crecimiento en la

primera hora y una tendencia de decaimiento a partir de la segunda hora.



CONCLUSIONES

Con respecto a los factores que afectan el paso a través del tracto intestinal, cada
cepa mostré resultados diferentes, pero en general se puede atribuir al pH y a la
composicion del medio donde se inoculan, identificando ademéas que en este caso
la leche no ejerce efecto protector alguno, por lo que se podria modificar el factor
protector tomando en consideracion los componentes del pozol.

Finalmente se realiz6 el estudio para determinar la capacidad de adherencia de
las cepas a las células epiteliales, en el cual se encontr0 que todas son
francamente positivas, con excepcién de la cepa 56 (Streptococcus sp.), se
observd la adherencia de un numero bajo de células, que no cumple con el
requisito minimo de 10 bacterias por célula para considerar positiva la prueba.

De acuerdo con los resultados obtenidos en general las cepas 11 (Streptococcus
sp.) y 49 (Streptococcus sp.) son las que poseen un mayor potencial probidtico,
seguidas de las cepas 6 (Weissella paramesenteriodes) y 73 (Leuconostoc
pseudomesenteroides); sin embargo no se pueden dejar a un lado las otras cepas
ya que no son los unicos criterios de seleccion que se consideran para definir que
son probidticas.

En conjunto, los resultados obtenidos comprueban la hipotesis planteada, pues se
demostré que existen bacterias potencialmente probidticas dentro de la coleccion

de bacterias acido-lacticas obtenidas del pozol de Villahermosa, Tabasco.
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8. ANEXO 1

MEDIOS Y SOLUCIONES:

Agar MRS

El medio de cultivo permite un abundante desarrollo de todas las especies de
lactobacilos. La peptona y glucosa constituyen la fuente de nitrdgeno, carbono y
de otros elementos necesarios para el crecimiento bacteriano. EI monoleato de
sorbitdn, magnesio, manganeso y acetato, aportan cofactores y pueden inhibir el
desarrollo de algunos microorganismos. El citrato de amonio actia como agente

inhibitorio del crecimiento de bacterias Gram negativas.

10g/L Proteosa peptona N° 3
» 8g/L Extracto de carne

* 4g/L Extracto de levadura

* 2g/L Glucosa

* 1ml Monoleato de sorbitan

» 2g/L Fosfato dipotasico

» 5g/L Acetato de sodio

» 2g/L Citrato de amonio

* 0.2g/L Sulfato de magnesio

» 0.05g/L Sulfato de manganeso
e 13g/L Agar

 pHfinal: 6.4 £0.2
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Suspender 64 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 5 minutos y
mezclar calentando a ebullicién durante 1 6 2 minutos. Esterilizar en autoclave

durante 15 minutos a 121 °C.

Agar Glucosa

* 0.5¢g/100mL de extracto de carne

0.5¢g/100mL de peptona

* 0.5g/100mL de extracto de levadura

* 0.05mL/100mL de Tween 80

* 1.5%(m/v) de agar bacteriologico

* 0.009%(m/v) de sulfato de manganeso monohidratado

* 0.5% (m/v) de glucosa.

Se esteriliza el medio sin glucosa en autoclave (121TC por 15 min.),
posteriormente agregar la glucosa esterilizada por filtracion con sistema Millipore
(membrana de 0.45um) en el medio ya estéril y se verter en cajas Petri

desechables.
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Agar glucosa con diéxido de manganeso
Se prepara de la misma manera que el anterior, solo se le agrega 0.4% de diéxido

de manganeso, y se vierte una pequefia capa sobre el otro agar ya solidificado.

Agua peptonada al 0.1%:
* 0.01g de peptona bacteriologica

* 100 ml de agua destilada

Disolver la peptona en el agua, y esterilizar a 121C por 15 min.

Solucion electrolitica:

6.2g/L NaCl

2.2g/L KCl

0.22g/L CacCl,

1.2 g/L NaHCOs3

Disolver las sales en agua destilada. Esterilizar en autoclave a 121<C por 15 min, y

dejar enfriar.
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Jugo géastrico artificial:

* 6.2g/L NaCl

2.2g/L KCl

0.22g/L CaCl,

1.2 g/L NaHCO3

0.3% pepsina

Disolver las sales en agua destilada, esterilizar en autoclave a 121<C por 15 min,
dejar enfriar y ajustar el pH a 2.5 con HCI 5M. Agregar la pepsina, esterilizada por

filtracibn con membrana de poro 0.45 um.

Secrecion duodenal artificial:

. 1.28g/L NaCl

0.239g/L KCl

6.4g/L NaHCO3

0.5% de sales biliares

0.1% de pancreatina

Disolver las sales (incluidas las sales biliares) en agua destilada, esterilizar en
autoclave a 121 por 15 min, dejar enfriar y ajustar el pH a 7.2 con HCI 5M,

posteriormente agregar la pancreatina filtrada en membrana con poro 0.45 pum.



ANEXO 1

Medio MEM con Suero al 10% y Antibioticos
* 4.69 g de MEM sdlido
* 500 ml de agua desionizada estéril
* 5 ml de Glutamina 100x para que este al 1%
* 5 ml de mezcla de antibidticos a 100x para llegar al 1%
* 5 ml Bicarbonato de sodio pH 7.1, para que este al 1%
* Hepes poner 1 ml por cada 100 ml

* 50 ml de suero fetal bovino (SFB) para llegar al 10%

Disolver el medio MEM en el agua estéril, agregar el resto de los otros reactivos.

Esterilizar por filtracion (Millipore) y dejar 24 horas en prueba de esterilidad.

PBS
» 8gde NaCl
* 0.2 gdeKCl

» 1.15 g de Fosfato de sodio dibasico

* 0.2 g de Fosfato de potasio monobasico

Disolver los reactivos en 800 ml de agua desionizada en agitacion, ajustar a pH
7.2 y posteriormente aforar a 1000 ml. Coloca en frascos y esterilizar en autoclave

15 min a 121<C.



ANEXO 1

Colorante GIEMSA
* 1 gde colorante Giemsa
* 54 ml de glicerol

* 84 ml de metanol

Agregar el colorante al glicerol, agitar por 1 hora. Agregar el metanol a la mezcla

anterior y seguir agitando por 1 hora. Filtrar en frasco ambar y almacenar.

Triptona al 1%
* 1 gde triptona

* 100 ml de agua destilada

Disolver la triptona en el agua y colocar 3 ml en viales o tubos con rosca,
esterilizar a 121C por 15 min y dejar en prueba de esterilidad por 24 horas a

37<T.

Solucién salina 0.85%
 8.5gde NaCl

e 1L de agua destilada

Disolver el NaCl en el agua y colocar en viales, esterilizar a 121<C por 15 min.



ANEXO 1

PUKS

* 1L de agua desionizada estéril

8 g de NacCl

0.4 g de KCI

* 0.35gde NaHCO3;

0.336 g de EDTA

Disolver las sales en el agua, esterilizar por filtracibn por membrana con poro de
0.22 um y envasar en frascos estériles. Poner a prueba de esterilidad durante 24 h

a37C.
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