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1 Resumen

El atole agrio es una bebida fermentada no alcohdlica a base de maiz que se
produce en el sureste de México. Se elabora de manera tradicional sin afiadir ningun
indculo, por lo tanto, la microbiota que participa en el proceso de fermentacion es
compleja. Esta conformada por bacterias, hongos y levaduras. Se conoce poco
sobre ella, pero hasta el momento se han identificado algunas bacterias lacticas
(Valderrama, 2012), enterobacterias (Esquivel, 2012; Esquivel, 2016) y levaduras
presentes durante la fermentacion. Estas ultimas son principalmente Pichia
kudriavzevii y Clavispora lusitaniae y algunas especies de los géneros Trichosporon
y Candida (Cocconceli, 2013).

El objetivo de este proyecto es determinar el potencial probiético in vitro de las
levaduras que participan en la fermentacion del atole agrio. El primer paso fue
determinar viabilidad y pureza de los 44 aislados de muestreos de los afios 2010,
2011 y 2012 conservados a -70 °C. Se agruparon de acuerdo a sus caracteristicas
macroscopicas, microscopicas y a los resultados de los perfiles de sus
polimorfismos de fragmentos de restriccion de la region 5.8S-ITS. Se seleccion6
una cepa de cada perfil y se secuencié el dominio D1/D2 del ADNr 26S. La mayoria
fueron identificadas como Candida intermedia (9 aislados), Picchia kudriavzevii (5
aislados) y Clavispora lusitaniae (4 aislados). Ademas, se encontraron Candida
parapsilosis (1 aislado) y hongos saprofitos del maiz como Ustilago longissima, U.
esculenta, Pseudozyma paranctartica y Moesziomyces bullatus.

Posteriormente se evalud el crecimiento a 37 °C, que es una temperatura no éptima
para la mayoria de las levaduras y es un requisito indispensable para realizar las
pruebas posteriores. Todos los aislados excepto los hongos saprofitos fueron
capaces de crecer a esta temperatura. Las mayores cuentas se obtuvieron para P.
kudriavzevii con resultados de hasta 1x10' UFC/mL después de 72 h en caldo YPD.
Con base en los resultados obtenidos, se seleccionaron P. kudriavzevii (5 aislados)
y Clavispora lusitaniae (4 aislados) para la etapa de caracterizacion como
probioticos: resistencia a pH acido y sales biliares. Para todas las pruebas se utilizé
S. boulardii (Sb) como control aislada del suplemento alimenticio Floratil® (Merck)
por ser la Unica levadura probiotica comercial en la actualidad.

Los 9 aislados fueron capaces no sélo de resistir, sino de crecer en pH 2.5y en
presencia de 1.5 % (m/v) de sales biliares. Los resultados fueron analizados
mediante un analisis de varianza y la prueba de rangos de Duncan. Se observo que,
a las 24 horas de fermentacion, la cepa 39 es la que mejor crece en presencia de
1.5 % de sales biliares y la cepa 37 la que mejor crece a pH 2.5. Para complementar
los resultados, se realizé una prueba de hidrdlisis de las sales biliares y se encontro
gue ninguno de los aislados tiene esta habilidad. Por ser las que mejor crecieron,
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se seleccionaron las cepas 37 y 39 (C. lusitaniae) pero también se utilizaron las
cepas 8 y 41 (P. kudriavzevii) porque tuvieron las mayores cuentas de esa especie
para evaluar el potencial antimicrobiano.

Se probd la actividad antimicrobiana de las 4 cepas mencionadas anteriormente
contra algunos patogenos presentes en alimentos: E. coli O157:H10 (EHEC),
Salmonella enterica Typhimurium ATCC 14028, Listeria monocytogenes CFQ-103
(Facultad de de Quimica, UNAM), S. aureus ATCC 25923 y Bacillus cereus ATCC
11778; ademas se probaron contra Candida albicans ATCC 14053 por ser la
levadura patégena de mayor importancia clinica. No se encontrd inhibicion contra
ninguno de los microorganismos mencionados. Adicionalmente se evalud la
formacién de biopelicula. Para esta prueba se utiliz6 como control positivo Candida
albicans ATCC 14053, la cual se consider6 como el 100 % para comparar los
resultados de las levaduras de este estudio. Las cepas evaluadas formaron
biopelicula entre 5.62 % y 7.53 %, mientras que S. boulardii formé 11.85 %. Con
base en estos resultados, se seleccionaron las cepas 8 y 37 para la ultima prueba.

Finalmente se realiz6 una simulacion del transito por el tracto gastrointestinal, la
cual consiste en imitar las condiciones de tiempo, pH y enzimas presentes en el
tracto digestivo. En esta prueba se incluyeron las enzimas lisozima, pepsina y
pancreatina. Ademas, se imitaron los valores de pH estomacal (2.5) y duodenal (7.2)
y la presencia de sales biliares (0.5 % m/v). Se observo que los aislados resistieron
las condiciones, disminuyendo aproximadamente un ciclo logaritmico. No hubo
diferencia significativa (a=0.05) entre los aislados 8, 37 y el control (Sb), por lo tanto,
estos dos aislados fueron catalogados como potencialmente probidticos.



2 Introduccion

Los cereales son de gran importancia ya que constituyen una gran fuente de
nutrientes en todo el mundo. Al ser fermentados aumenta su aporte nutricional y
mejoran sus propiedades sensoriales y funcionales. De todos los alimentos
fermentados, los elaborados con cereales se producen en mayor volumen (Hammes
et al., 2005). En México, el maiz es la base de la alimentacion y con él se elabora el
atole agrio, una bebida fermentada no alcohdlica elaborada a base de maiz no
nixtamalizado. Se produce en el sureste del pais (Guyot, 2012), en los estados de
Chiapas, Tabasco y Veracruz (Valderrama, 2012). La microbiota nativa es
responsable de la fermentacion e incluye bacterias, hongos y levaduras. Se han
aislado una variedad de especies de bacterias lacticas, bacterias no lacticas como
Bacillus, enterobacterias y levaduras de diferentes etapas de fermentacién del atole
agrio de Villahermosa, Tabasco (Valderrama, 2012; Esquivel, 2012; Cocconceli,
2013). La importancia de las levaduras en la fermentacion es grande, ya que se
encuentran en cuentas altas durante toda la fermentacidn e imparten caracteristicas
sensoriales al producto.

Los probidticos son microorganismos vivos que, administrados en cantidades
adecuadas, pueden tener un beneficio en la salud del huésped. Han sido
consumidos por el hombre en los alimentos fermentados desde hace muchos afios,
pero hasta hace poco se comenz0 a estudiarlos. La mayoria de los probidticos se
han aislado de lacteos y son principalmente bacterias de los géneros Lactobacillus
y Bifidobacterium. La Unica levadura reconocida como probiética actualmente es
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii, que fue aislada de la fruta del lichi (Litchi
chinensis) en Indonesia. Esto se debe a la evidencia cientifica que se ha recabado
a través de estudios clinicos validos i.e. doble ciego, aleatorizados, controlados con
placebo (Czerucka et al., 2007; Rijkers et al., 2011; Lukaszewicz, 2012; Butel, 2014;
Fijan, 2014). Esta levadura se ha utilizado exitosamente como tratamiento contra
varias enfermedades estomacales en personas bajo tratamiento de antibiéticos.
Otros beneficios reportados incluyen modular la microbiota intestinal y el sistema
inmune (Palma et al.,, 2015). Es importante mencionar que los beneficios son
especificos para cada cepa y no es posible extrapolarlos incluso entre
microorganismos de la misma especie.

La busqueda de nuevos probidticos en la actualidad no se limita a lacteos
fermentados. Recientemente, se ha probado el potencial probiético de otros
géneros de levaduras como Candida, Pichia y Kluyveromyces aislados de diversos
alimentos fermentados, obteniéndose en la mayoria de los casos resultados
positivos para pruebas in vitro (Tiago et al., 2009; Li-Shui et al., 2010; Roostita et
al., 2011; Pedersen et al., 2012; Garcia-Hernandez et al., 2012., Diosma et al., 2014;
Perricone et al. 2014; Lohith & Appaiah, 2014; Greppi et al., 2015; Ogunremi et al.,



2015). La mayoria de éstos se laboran a base de cereales como sorgo, maiz y trigo.
Utilizar este tipo de sustratos puede tener ciertas ventajas. Desde el punto de vista
econdmico, producir cereales es mas economico que producir leche. Por otro lado,
estos alimentos pueden ser consumidos por personas intolerantes a la lactosa o
gue tienen dietas restringidas (e.g. vegetarianos); ademas de que, por ser de origen
vegetal, tienen generalmente menos contenido de colesterol que la leche (Prado et
al., 2008).

El atole agrio es consumido por las comunidades mazatecas cuando se padece de
diarrea. Por lo tanto, resulta interesante evaluar si las levaduras presentes durante
su fermentacion pudieran tener caracteristicas que las cataloguen como probiéticas.
Con el objeto de seleccionar levaduras potencialmente probidticas aisladas del atole
agrio, es necesario primero determinar si poseen ciertas caracteristicas que les
permitan persistir las condiciones del tracto gastrointestinal para después poder
ejercer su efecto benéfico. Deberan ser capaces de sobrevivir en valores bajos de
pH, en presencia de bilis, de colonizar el intestino, de inhibir microorganismos
patdgenos y de tener efectos positivos en la salud del huésped. El objetivo de este
trabajo es la caracterizacion probidtica in vitro de levaduras aisladas del atole agrio.
Los criterios de seleccion se basaran en crecimiento a 37 °C, resistencia a sales
biliares y pH &cido, formacion de biopelicula y actividad antimicrobiana. Con las
cepas que se seleccionen se hara una simulacion del transito a través del tracto
gastrointestinal.



3 Antecedentes

3.1 Alimentos fermentados de maiz

Existen diversos alimentos fermentados a base de maiz alrededor del mundo. Se
producen principalmente en paises en vias de desarrollo como en Latinoamérica y
Africa. Algunos ejemplos son: banku, busaa, chicha, kenkey, mahewu, mawe,
munkoyo, ogi, poto-poto y pozol. De éstos, mahewu (Sudafrica), mawe (Benin,
Congo), poto-poto (Congo) y pozol (México) son bebidas no alcohélicas similares al
atole agrio (Blandino et al., 2003; Nout et al., 2007; Guyot, 2012). A continuacion,
se hace una breve descripcion de algunos de estos alimentos.

Mahewu. Es una bebida tradicional acida no alcohdlica producida en el pueblo del
Bantu, Sudéfrica. Se elabora con harina de maiz y agua. La mezcla es fermentada
y hervida para formar un atole. EI microorganismo predominante durante la
fermentacion es Streptococcus lactis. No se han reportado levaduras que participen
en el proceso (Gadaga et al., 1999).

Mawe. Es una masa fermentada que se elabora a partir de maiz descascarillado
con la cual se pueden preparar diversos platillos, dentro de ellos una bebida tipo
atole. La levadura predominante en la fermentacion es Candida krusei, seguida de
Candida glabrata y Kluyveromyces marxianus (Greppi et al., 2013).

Pozol. Es una bebida fermentada elaborada a base de maiz, de origen maya, no
alcohdlica, 4cida y refrescante. La materia prima es el nixtamal, el cual es molido y
amasado en forma de bolas. Estas se cubren con hojas de platano y se fermentan
de manera espontanea de 1 a 30 dias. Posteriormente se mezclan las bolas con
agua en proporcién 1:2 6 1:3 para preparar la bebida, la cual puede ser mezclada
con sal, chile molido tostado, azlcar, miel o cacao. La microbiota responsable de la
fermentacién consta de bacterias, hongos y levaduras. De estas Ultimas se han
identificado Rodhotorula minuta, R. mucilaginosa, Debaryomyces hanseii,
Kluyveromyces lactis y Cladosporium cladosporioides (Wacher et al., 2000).
Ademas de ser consumido como bebida refrescante, el pozol se utiliza con fines
medicinales como controlar diarreas o reducir la fiebre (Wacher et al., 1993).

3.2 Atoles fermentados de maiz que se consumen en México

En México se consumen diversos alimentos fermentados elaborados a base de
maiz. Algunos ejemplos son el tesglino, atole agrio y pozol. El primero es una
bebida alcoholica, mientras que el atole agrio y el pozol son bebidas que se elaboran
mediante una fermentacion lactica. La principal diferencia entre estas dos es la
materia prima utilizada y el proceso de elaboracion. Mas adelante se describen los
detalles. Existen en México una variedad de atoles de maiz fermentados, dentro de
los cuales se pueden mencionar los atoles agrios de la Sierra Norte de Puebla,



especificamente en la comunidad de Cuetzalan (Valderrama-Rouy & Ramirez-
Suarez; 1993; Arce, 2007) y el que se produce en el estado de Tabasco
(Valderrama, 2013; Esquivel, 2013; Esquivel 2016). A este ultimo se le conoce como
Xocoatolli, que proviene del nahuatl Xococ: agrio y Atolli: atole.

3.3 Atole agrio de dobla

El atole agrio de dobla se elabora en el estado de Tabasco. Se elabora a partir de
maiz tierno, que es el maiz recién cosechado, de tal manera que conserva aun cierto
grado de humedad. “Cuando el maiz se encuentra en la etapa de madurez
fisiolégica se dobla dentro de la misma planta y se deja que pierda humedad
alrededor de treinta dias antes de cosechar. Esto se hace con el objetivo de proteger
a la planta contra el desarrollo de microorganismos, ya que si queda unido (doblado)
a la planta, ésta lo protege”. Debido a este proceso los habitantes de la zona le
llaman maiz de “dobla” (Valderrama, 2012).

Es consumido por los habitantes de la comunidad de Cerro Blanco, Tlacotapa,
Tabasco durante los meses de Mayo y Septiembre, que corresponden a las fechas
de cosecha del maiz. Esta bebida es consumida por mujeres que acaban de dar a
luz y se encuentran en periodo de lactancia, ya que se cree que ésta aumenta la
cantidad de leche que se produce. También es consumida cuando se padece de
diarrea y es preparada durante la celebracion de dia de muertos para colocarla en
las ofrendas dedicadas a los difuntos que disfrutaban de esta bebida (Valderrama,
2012). Antiguamente, las comunidades prehispanicas de esta zona, consumian el
atole agrio durante las festividades de Hueytozoztli (gran vigilia) del calendario
Azteca que era el periodo de adoracion de los dioses del maiz (Castro, 2006).

El proceso de elaboracion (Figura 1) comienza con la limpieza y desgranado del
maiz. Posteriormente se realiza una molienda para formar una masa, la cual puede
ser fermentada directamente (fermentacién sélida) o afadiéndole agua en
proporcién 1:1 (fermentacion liquida). El tiempo de fermentacion es diferente en
ambos casos: la mezcla se fermenta por un periodo de 6 horas y la masa por 12 h.
A esta Ultima se le agrega agua en la misma proporcién y se homogeniza. Ambas
se filtran con un colador casero y el liquido se lleva a ebullicién hasta formar una
consistencia espesa, proceso que puede tomar entre 5 y 30 minutos. El atole se
puede consumir solo o adicionandole azucar (Valderrama, 2012; Esquivel, 2012).

La microbiota consta de bacterias lacticas (BAL), bacterias lacticas amiloliticas
(BALA), coliformes, enterobacterias, mesofilos aerobios, hongos y levaduras
(Esquivel, 2012). Se han reportado cuentas al final de la fermentacion de hasta
54x108 UFC/mL, 37x10° UFC/mL, para BAL y BALA, respectivamente. Los
coliformes y enterobacterias se encuentran en cantidades de hasta 91x107 UFC/mL
y 20x108 UFC/mL al inicio de la fermentacion; sin embargo, estas cuentas tienden



a disminuir conforme avanza el tiempo. Los hongos y levaduras alcanzan cuentas
de 52x10° UFC/mL y 29x10* UFC/mL en la fermentacién liquida y solida,
respectivamente (Esquivel, 2012). Sin embargo, después de la coccion las cuentas
disminuyen hasta 13x10% UFC/mL (Valderrama, 2012), e incluso hasta <10 UFC/mL
(Esquivel, 2012), dependiendo del tiempo de calentamiento.

Valderrama (2012) identifico bacterias lacticas presentes en la fermentacion como
Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii, L. delbrueckii, L. plantarum y Lactococcus
lactis ssp. Lactis. Esquivel (2012) identifico las enterobacterias como Serratia
marcescens, Enterobacter cloacae, Morganella morganii ssp. sibonii y Kleibsiella
pneumoniae ssp. pneumoniae. Las levaduras aisladas se han identificado como
Pichia kudriavzevii y Clavispora lusitaniae principalmente, ademas se han
encontrado varias especies del género Candida (C. intermedia, C. parapsilosis, C.
pararugosa, C. quercitrusa, C. tropicalis), Pichia (P. fabianii, P. galeiformis, P.
manshurica) y Trichosporon (T. asahii, T. japonicum) (Cocconceli, 2013).

Existe una variedad de atole agrio que se elabora por la poblacién nahuatl y mestiza
de San Andrés Tzicuilan, Cuetzalan, en la sierra norte del estado de Puebla. Se
conoce como axokot. Este atole se elabora a partir de maiz nixtamalizado, el cual
se muele, se mezcla con agua y se hierve durante 15 min hasta obtener una
consistencia espesa. El atole es depositado en un céantaro de barro de boca ancha
(que solo se utiliza para este fin) que contiene en las paredes internas una pasta
hecha a base de “hierba dulce” (Lippia dulcis) y cal. Se agregan 4 brazas de carbén
hirviendo, se tapa con hojas verdes de platano y se fermenta durante 48 horas a
temperatura ambiente con una cubierta térmica hecha con hojas secas y costales.
En las localidades de San Miguel Tzinacapan, Zacatipan y Zapotitlan de Méndez
del estado de Puebla se preparan atoles similares, pero con pequefas variaciones
en el proceso (Arce, 2007).

En el atole de Cuetzalan se identificaron 5 especies de levaduras correspondientes
a 3 géneros: Cryptococcus sp., C. usbekistanensis, C. albidus, Candida parapsilosis
y Kloeckera apiculata.
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Figura 1. Proceso de elaboracion del atole agrio de Villahermosa, Tabasco. A: Fermentacion sélida.
B: Fermentacion liquida (Valderrama, 2012).

Las diferencias mas importantes en el proceso de elaboracion del atole agrio de
Villahermosa y Cuetzalan son: la nixtamalizacién del maiz, la presencia de la pasta
hecha con hierba y cal, y la etapa del proceso en la que se fermentan. La
nixtamalizacion es una coccion alcalina que se le da al grano de maiz que sirve para
remover el pericarpio mas facilmente y obtener una masa mas suave, pero también



genera cambios quimicos favorables en la composicion del grano, por ejemplo, la
disponibilidad de niacina. La pasta de Lippia dulcis se utiliza para endulzar la bebida.
El orden de fermentacion/coccion en ambos atoles es diferente. En el atole de
Cuetzalan la coccion es primero y posteriormente se agrega al cantaro de
fermentacion; mientras que en el atole de Villahermosa primero se fermenta y al
final se cuece. Estas diferencias repercuten en la microbiota que participa en la
fermentacion. En el caso particular de las levaduras, se han encontrado diferentes
géneros en ambos atoles, siendo el Unico en comudn Candida.

El atole agrio de Cuetzalan se consume como bebida refrescante, en sustitucion de
agua potable y en diversas festividades religiosas como semana santa (Arce, 2007).
En Villahermosa, Tabasco es consumido por mujeres lactantes debido a que se cree
gue aumenta la cantidad de leche que se produce; ademas se recomienda consumir
en caso de diarrea (Valderrama, 2012).

3.4 Probioticos

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) definieron en 2005 a los
probidticos como “microorganismos vivos que al ser suministrados en cantidades
adecuadas promueven beneficios en la salud del organismo huésped” (Palma et al.,
2015). Esta idea surgid desde hace mas de un siglo cuando el cientifico ruso llya
llyich Mechnikov (Elie Metchnikoff) propuso en su publicacién The prolongation of
life que la longevidad de personas de Bulgaria estaba asociada al consumo de leche
fermentada, especificamente a los lactobacilos. Al mismo tiempo, el pediatra francés
Henry Tissier observé que infantes enfermos de diarrea tenian pocas bacterias
Gram-positivas con forma de “Y”, mientras que los nifios sanos poseian una cuenta
mayor de estas bacterias “bifidas” en sus heces fecales, proponiendo que el
consumo de estas bifidobacterias servia como microbiota preventiva. Ambos
investigadores reportaron por primera vez el beneficio a la salud de las bacterias
Lactobacillus y Bifidobacterium, respectivamente. La palabra probiético fue acufiada
por Lilly y Stillwell en 1965 para referirse a una sustancia de origen microbiano que
es capaz de acelerar el crecimiento de otro microorganismo (Butel, 2014). Dicha
definicion esta obsoleta actualmente, pues los probidticos se definen como
microorganismos y no sustancias.

Un microorganismo debe tener ciertas caracteristicas para considerarse probiotico.
Deben ser cepas plenamente identificadas, pues los efectos sobre la salud que han
sido demostrados son especificos de cada cepa y no pueden ser extrapolados
incluso entre cepas de la misma especie. Deben ser seguras para el ser humano,
para lo cual la FDA se ha encargado de clasificar distintos aditivos alimentarios
(incluyendo los microorganismos) como generalmente reconocido como seguro o
GRAS, por sus siglas en inglés. Para ejercer su efecto, los probioticos deben llegar
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vivos al intestino, por lo que deben ser capaces de resistir las condiciones del tracto
gastrointestinal como el pH del estémago, la presencia de &cidos biliares y algunas
enzimas digestivas. Una vez que llegan a su sitio de accion deben ser capaces de
adherirse a la mucosa intestinal, sin embargo, no deben invadir el tejido y deben de
ser eliminados una vez que se dejan de consumir. Adicionalmente, no deben de ser
patdgenos oportunistas e idealmente deben de inhibir el crecimiento de patégenos.
Por dltimo, deben estimular el sistema inmune del huésped, para lo cual se han
descrito muchos mecanismos que se discutiran posteriormente (Puupponen-Pimia
et al., 2002; Perricone et al., 2014).

Los microorganismos reportados como probidticos son principalmente bacterias de
los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. Sin embargo, se han reportado otros
géneros como Bacillus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc,
Escherichia y Saccharomyces (Prado et al., 2008). Se han aislado de: alimentos
fermentados, principalmente lacteos; del tracto gastrointestinal de nifios y adultos
sanos, de heces fecales; del tracto gastrointestinal de animales (abejas, pescado,
camaron, etc.); y de alimentos no fermentados como carne, salchichas o vegetales
(Butel, 2014).

Dentro de los efectos benéficos para la salud, se han reportado: prevencion y
tratamiento de infecciones intestinales, disminucion de niveles de colesterol,
disminucién de diarreas provocadas por virus, bacterias o parasitos, estimulacion
del sistema inmune, tratamiento contra el sindrome de colon irritable e intolerancia
a la lactosa, y finalmente exclusion o reduccion de la adherencia de patdgenos
(Salminen et al., 1998; Mattila et al., 1999).

Se han descrito tres mecanismos principales de accion de los probidticos (Butel,
2014). El primero y mas importante es a través de la regulacion de la microbiota
intestinal, lo cual se puede lograr de distintas maneras. Una forma es el efecto
barrera, que consiste en prevenir o disminuir la colonizacion del intestino por
patégenos. Se han propuesto varias teorias sobre cémo se llega a esto, las cuales
incluyen la produccion de compuestos extracelulares (e.g. bacteriocinas o proteasas
que degradan toxinas), reduccion del pH intestinal mediante el aumento de acidos
grasos libres, competencia por nutrientes e inhibiciébn de la adherencia de los
patdgenos al intestino compitiendo por los sitios de unién. Al impedir que los
patdgenos se adhieran, también se impide la translocacion de éstos.

El segundo modo de accién consiste en mejorar la funcidén de barrera de la mucosa
intestinal. Esta funcion esta relacionada a las uniones entre las células epiteliales.
Los probidticos actian a nivel de las vias de sefializacién provocando un incremento
en la capa de la mucosa, estimulando la produccién de defensinas y proteinas que
ayudan a mejorar la funcion de barrera de la mucosa.
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El tercero y probablemente el mas complejo es la modulacion del sistema inmune.
Mas del 70 % de las células inmunes del cuerpo se encuentran en el intestino,
principalmente en el intestino delgado, donde forman parte del tejido linfoide
asociado a intestino (GALT, Gut Associated Lymphpoid Tissue). Los probiéticos
inducen la maduracion del GALT, manteniendo al sistema inmune en alerta. En este
tejido existen receptores especificos como los receptores tipo Toll (TLR, Toll Like
Receptor), los cuales son proteinas del sistema inmune innato que se expresan en
macrofagos y células dendriticas. Los TLR reconocen patrones moleculares
asociados a patdégenos (MAMPs, Microbial Associated Molecular Patterns),
interactuan con las células del epitelio intestinal y estimulan el sistema inmune a
nivel de lamina propia. Como consecuencia, se activan las células T y se diferencian
los linfocitos T, induciendo a respuestas anti inflamatorias (e.g. Interleucina 10).

Ademas de los tres mecanismos principales, los probiéticos también pueden conferir
un efecto benéfico en la salud del huésped de otras maneras, como ayudar a la
digestion de lactosa produciendo B-galactosidasa en el intestino y otras enzimas
que ayudan a la digestion. Otro beneficio indirecto es aumentar la absorcién de
calcio, lo cual se logra reduciendo el pH del lumen intestinal por la produccién de
acidos grasos libres.

La regulacion sobre los probidticos cambia de pais en pais. En EUA la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, Food and Drug Administration)
se encarga de regular, mientras que en Europa la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA, European Food Safety Authority) tiene esta tarea. La FDA y la
EFSA no aceptan ningn microorganismo como probiético debido a que no se ha
demostrado evidencia contundente de la relacion causa-efecto entre los beneficios
reportados y su consumo. Por otro lado, en Japon existe la definicion de FOSHU
(Foods for Specified Health Uses) desde 1991. En ella se incluyen diversos
alimentos funcionales, dentro de los cuales existe la categoria de alimentos que
promueven la salud intestinal. Aqui se incluyen las bacterias lacticas y
bifidobacterias, ademas de oligosacéridos, lactosa, fibra dietética, etc. (Fijan, 2014).

3.4.1 Levaduras probiéticas

Las levaduras son microorganismos unicelulares clasificados dentro del dominio
Eukarya. La palabra yeast proviene del aleman gist, que se refiere a la espuma que
se genera durante la fermentacion de la cerveza. Por otro lado, la palabra levure en
francés se refiere a la accion de fermentar la masa de trigo para hacer pan. Ambos
términos hacen referencia a la fermentacion de alimentos, proceso que ha sido
utilizado por el hombre desde hace muchos afos con el fin de conservar los
alimentos y mejorar sus propiedades organolépticas. Lo primero sugiere que
producen ciertas sustancias que inhiben el crecimiento de otros microorganismos,
ademas indica que es seguro consumirlas.
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Se conoce poco sobre las levaduras como probidticos. La mas estudiada por la
ciencia es Saccharomyces boulardii, la cual se discutira en la seccion 3.2.1.1. A
pesar de ser diferentes, se han propuesto mecanismos similares sobre la forma que
ejercen su beneficio i.e. modular la microbiota intestinal y el sistema inmune. Sin
embargo, las levaduras tienen ventajas sobre las bacterias como mayor tamafio, pH
optimo de crecimiento menor (4.5-6.5) y diferente composicion en la pared celular,
lo cual implica diferente modo de accion a nivel inmunolégico. Ademas, al ser
eucariontes son naturalmente resistentes a los antibidticos que actian contra
bacterias, pero esta caracteristica no es transmisible a las bacterias comensales del
intestino (Czerucka et al., 2007). Esto las hace ideales para suministrarse en
conjunto con antibidticos.

Existen reportes del efecto antagonista de las levaduras desde finales del siglo XIX
y principios del siglo XX (Pasteur, 1877; Hayduck, 1909). Esta caracteristica se le
atribuye principalmente a la competencia por nutrientes, acidificacion del medio por
metabolitos como &cidos organicos y secrecién de compuestos antimicrobianos
como las toxinas Killer: proteinas extracelulares letales para cepas sensibles de la
misma especie y especies de otros géneros, pero las levaduras que las producen
son inmunes (Hatoum et al., 2012). La toxina secretada tiene 3 posibles
mecanismos de accion: 1, formacion de poros en la membrana, lo cual causa
pérdida de iones; 2, inhibicion de la sintesis del $-1,3 glucano, componente esencial
de la pared celular; y 3, inhibicion de la sintesis del DNA. La produccién de toxinas
killer ha sido identificada en los géneros Saccharomyces, Candida, Cryptococcus,
Debaryomyces, Kluyveromyces, Pichia, Torulopsis, Williopsis y Zygosaccaromyces
(Hatoum et al., 2012). Las levaduras killer fueron descritas por primera vez en 1963
por Bevan y Makower.

Se conoce mucho sobre el efecto que tienen las toxinas killer sobre otras levaduras
y hongos, sin embargo, poco se ha estudiado sobre su efecto contra bacterias.
Ademas de proteinas, existen otros compuestos que inhiben el crecimiento de
bacterias como: 4cidos, péptidos, aminas, etc. (Tabla 1).

La actividad antagonista de las levaduras tiene diversas aplicaciones en los campos
de la industria alimenticia, agricultura, medicina y veterinaria. En la industria
alimenticia se ha utilizado en la produccion de diversos alimentos fermentados como
vino, cerveza y yogurt. En el caso de los vinos se ha utilizado para prevenir el
desarrollo de levaduras y bacterias indeseables en la fermentacién. Ademas,
también se han utilizado para el biocontrol de cultivos antes y después de la
cosecha. En medicina se ha utilizado exitosamente para el tratamiento de diversos
tipos de diarrea. Finalmente, en veterinaria se utilizan las levaduras para mejorar el
crecimiento y salud del ganado.

12



Tabla 1. Compuestos antibacterianos generados por levaduras (Hatoum et al; 2012).

Levadura productora

Microorganismo sensible

Compuesto

Referencia

NE*

E. coli
Estafilococos

Amina termolabil

Hayduck & Fernbach (1909)

Debaryomyces hanseii

Clostridium tyroburyticum
C. butyricum

Intracelulares y extracelulares

Fatichenti et al. (1983)

Kloeckera apiculata
Kluyveromyces thermotolerans

Bacillus megaterium
Lactobacillus plantarum

Forma activa de azul de metileno

Bilinski & Casey (1989)

Geotrichum candidum

Listeria sp.

Acido D-3-fenil lactico
Acido D-3-Indol lactico

Dieuleveux (1998)

Candida bombicola

Staphylococcus. aureus
Candida albicans

Soforésidos (glicolipidos extracelulares)

Cavalero & Cooper (2003)

Pichia sp.
Sacharomyces ludwigii
Candida pulcherrima

Lactobacillus hilgardii
L. brevis
Leuconostoc mesenteroides

Di6éxido de azufre

Fleet (2003)

Candida intermedia

K| . Listeria sp. NE Goerges et al. (2006)
uyveromyces marxianus
Pichia norvegensis WSYC 592 | L. monocytogenes NE Goerges et al. (2011)
Issatchenkia orientalis
Candida krusei Listeria sp. NE Goerges et al. (2011)
K. marxianus
Pseudomonas aeruginosa
Candida parapsilosis S. aureus NE Roostita et al. (2011)
E. coli
Debaryomyces hanseii
El;tn](lj? df:rtr:(;?)?é:ﬂz Listeria sp. Péptidos hidrofébicos termoestables Hatoum et al. (2012)
W. anomala
E. coli,
Enterococcus faecalis
Pichia kudriavzevii RY55 Klebsiella sp. Toxina killer Bajaj et al. (2013)
S. aureus

Pseudomonas aeruginosa
P. alcaligenes

S. cerevisiae

Oenococcus oeni

Péptidos antimicrobianos

Branco et al. (2015)

*NE= No se especifica
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3.4.1.1 Saccharomyces cerevisiae var. boulardii

Fue aislada de la fruta del lichi en Indochina en el afio 1926 por el cientifico francés
Henri Boulard. Fue patentada en 1947 y comercializada por primera vez en 1953.
Originalmente fue descrita como una especie, pero los avances en biologia
molecular revelaron que era parte de S. cerevisiae. McFarland y Bernasconi (1993)
describieron las diferencias entre S. cerevisiae (Sc) y S. boulardii (Sb):
Fenotipicamente, Sb tiene mejor crecimiento a 37 °C que a 30 °C, no forma
ascosporas y no utiliza galactosa. Genotipicamente el dominio D1/D2 del ADNr es
casi idéntico, con una diferencia entre 0-0.5 %, la region ITS-5.8S tiene un
porcentaje de identidad mayor al 99 %.El gen Il de la citocromo C oxidasa
mitocondrial varia en 3 nucleétidos (0.5 %) y el cariotipo de ambas tiene una
diferencia de 3.4 %. Como se puede observar el grado de variabilidad es minimo,
esta fue la razon por la cual Sb se incluy6é dentro de Sc como S. cerevisiae var.
boulardii. Sin embargo, Sb tiene poca capacidad de reproducirse sexualmente, lo
cual la podria separar nuevamente como una especie en el futuro (Lukaszewicz,
2012). Posterar et al. (2005) evaluaron varios métodos para identificar Sb y
concluyeron que la mejor opcién es el analisis de polimorfismos de los genes
YKL139w Yy YLR177w.

Cada vez hay mas publicaciones sobre estudios clinicos doble ciego en los que se
ha demostrado la eficiencia de Sb en comparacion con el placebo. Ha sido utilizada
para distintos fines: prevencion de diarrea asociada a antibitticos, diarrea recurrente
asociada a C. difficile, diarrea del viajero, diarrea aguda de origen bacteriano y viral,
diarrea asociada a alimentacion por sonda y para tratar diarrea en pacientes con
SIDA. Ademas, se ha empleado para el tratamiento de colitis ulcerativa, enfermedad
inflamatoria intestinal y sindrome de intestino irritable (Czerucka et al., 2007).

Los mecanismos que se han propuesto para su modo de accion son los siguientes:
efecto antimicrobiano, efecto nutritivo, inactivacion de toxinas bacterianas, quorum
sensing, efecto barrera, efectos inmunomodulatorios, efectos anti inflamatorios y
mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal (Lukaszewicz, 2012).

El efecto antimicrobiano se puede lograr de varias maneras. Se ha observado que
Sb puede prevenir que los patdgenos se adhieran a las paredes del intestino por
tres mecanismos: uniéndose directamente a las células de Sb, por actividad
proteolitica y por impedimento estérico. Ademas, pueden inhibir el crecimiento de
patdgenos compitiendo por nutrientes o acidificando el medio. Otro modo de accion
es la neutralizacion de toxinas bacterianas. Se ha observado que Sb secreta
proteasas extracelulares que eliminan las toxinas producidas por Clostridium difficile
y Vibrio cholerae. La primera es una serin proteasa de 54 kDa que actla de manera
proteolitica sobre la toxina A de C. difficile y su receptor, ademas de tener un efecto
antiinflamatorio. La segunda es una proteina de 120 kDa que inhibe la secrecion de
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cloruro por la toxina colérica a través de la reduccion de formacion de AMP ciclico.
También se ha visto que Sb produce una fosfatasa que desfosforila endotoxinas
como la LPS de E. coli 055B5 (Czerruca et al., 2007).

Algunos de los compuestos extracelulares que secreta Sb son moléculas que
participan en la percepcion del quorum sensing. Estas pueden inhibir la adhesion
de los microorganismos patdgenos en el intestino. Sb puede también regular
algunos factores de virulencia de patégenos. Por ejemplo, se ha observado que la
movilidad de Salmonella enterica Typhimurium en células de colon humanas es
reducida en presencia de Sh. Ademas, Sb inactiva toxinas bacterianas. Un ejemplo
es la fosfatasa de 63 kDa que es capaz de desfosforilar e inactivar parcialmente la
endotoxina LPS de E. coli.

La modulacion del sistema inmune se da principalmente a través de la produccion
de compuestos que modifican las vias de sefializacién del sistema inmune de la
mucosa Yy células epiteliales. Un ejemplo es la produccion de un factor soluble de
bajo peso molecular (< 1kDa) por Sb que inhibe la produccion de compuestos pro
inflamatorios como la Interleucina 8, el factor alfa de necrosis tumoral y el interferén
gama (Sougioultzis et al., 2006). También se ha visto que al administrar Sb hay un
aumento en la produccion de inmunoglobulina A (Buts et al., 1990). Fakruddin et al.
(2017) encontraron que S. cerevisiae IFST 062013, aislada de fruta, estimula la
produccion simultanea de citoquinas anti-inflamatorias (IL-10) y pro-inflamatorias
(IFN-a, IFN-y), ayudando a mantener un balance entre las citoquinas tipo Th1y Th2,
factor importante para regular el sistema inmune del huésped.

3.4.2 Métodos mas empleados para evaluar el potencial probidtico de
bacterias y levaduras

El primer paso para determinar si un microorganismo es probiotico es realizar
pruebas in vitro que demuestren que son capaces de resistir las barreras naturales
del tracto digestivo para que éstos puedan llegar a su sitio de accion. Para evaluar
esto, las pruebas mas comunes que se hacen son: resistencia a lisozima (paso a
través de la boca), resistencia a pH acido (paso a través del estbmago), resistencia
a sales biliares (paso a través del duodeno), resistencia a enzimas digestivas como
pepsina y pancreatina. También se realizan pruebas como formacién de biopelicula
y actividad antimicrobiana. La primera es un indicador de que los microorganismos
son capaces de adherirse a las paredes del intestino. La segunda indica que los
microorganismos son capaces de inhibir posibles patégenos que se encuentren en
el intestino, promoviendo la salud del huésped.

3.4.2.1 Biopeliculas
Las biopeliculas son ecosistemas microbianos conformados por uno o varios
microorganismos asociados a una superficie que puede ser viva o inerte. Tienen
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estructuras complejas y funciones especificas. Generalmente se componen de
células y una matriz extracelular que confiere adherencia y proteccion a la
comunidad microbiana. Dicha matriz esta compuesta de polisacéridos, proteinas y
ADN extracelular (Hall-Stoodley et al., 2004). Se encuentran en distintos habitats
naturales, implantes y ademas son de gran importancia en plantas procesadoras de
alimentos, pues son dificiles de remover. Las células que forman biopeliculas son
fisiologicamente diferentes a las células plantonicas de la misma especie, i.e.
células libres. La pelicula les permite interactuar de varias maneras: existe
transferencia horizontal de genes y comunicacién de tipo quorum sensing.
Generalmente les confiere resistencia a detergentes y antibioticos, pues la matriz
extracelular protege a las células (Molin & Tolker-Nielsen, 2003).

El proceso de formacién de biopeliculas se divide en 3 fases: adherencia,
maduracion y dispersion. Durante la primera etapa las células se adhieren a la
superficie; este proceso se da primero por interacciones débiles hidrofobicas y de
tipo van der Waals, posteriormente se pueden adherir fuertemente mediante
estructuras como el pili en el caso de bacterias. En la etapa de maduracion, las
células forman la matriz extracelular mencionada anteriormente. Para esto las
células son capaces de comunicarse via quorum sensing usando moléculas como
la N-Acil homoserina lactona (Donlan, 2002). La tercera etapa consiste en la
dispersién de células hacia el medio, lo cual les permite a las células formar
biopeliculas en otras superficies.

Las peliculas sirven para: mecanismo de defensa, son de importancia a nivel
industrial pues son dificiles de remover, también son un factor de virulencia y un
indicador de probioticos. En este caso nos interesa saber si las levaduras aisladas
del atole agrio son capaces de formar biopelicula para medir de manera indirecta si
pueden ser capaces de adherirse a las células del intestino.

3.4.2.2 Métodos de simulacion del tracto digestivo

Existen varios métodos reportados para simular in vitro el paso a través del intestino.
Se usan tanto para evaluar probidticos como prebidticos. Estos prueban si una
sustancia o microorganismo es capaz de resistir las barreras naturales del cuerpo
humano i.e. enzimas digestivas, pH &cido y sales biliares (Visozo et al., 2006;
Perricone et al., 2014). La mayoria coinciden en los mismos experimentos con
pequefias variaciones. La mas importante es que algunos hacen los experimentos
por separado y otros hacen experimentos sucesivos. Visozo et al. (2006) utilizo el
meétodo de Plackett-Burman (PB) para determinar los parametros que afectan la
supervivencia de probidticos durante una simulacion del transito gastrointestinal. El
experimento consiste en 8 corridas con diferentes variables: efecto protector de
leche descremada, composicion del medio, presencia de lisozima, pepsina y pH del
medio. A partir de estos resultados se disefid una prueba para simular el paso a
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través del estdbmago e intestino de los microorganismos, la cual fue utilizada durante
este estudio y se describe en la seccién 8.3.7.

En la literatura se reportan diferentes concentraciones de las diferentes enzimas y
sales biliares. La lisozima se utiliza generalmente a 100 ppm (Visozo et al., 2006;
Giles-Gomez et al 2016); la pepsina a 0.3 % (m/v) (Visozo et al., 2006; Castro-
Rodriguez et al., 2015) y la pancreatina varia entre 0.1 % (Visozo et al., 2006) y 0.19
% (m/v) (Castro-Rodriguez et al., 2015). Es importante mencionar que en ninguno
de los articulos mencionados se mencionan las unidades a las que equivalen estas
concentraciones de enzimas. Las concentraciones de sales biliares varian entre 0.3
% (Gilliand et al., 1984; Giles-Gomez et al. 2016) y 1.5 % (m/v) (Solieri et al., 2014)
0.3 % m/v.

Ademas de las metodologias mencionadas anteriormente, existen otras pruebas
gue se realizan para determinar el potencial probiético como actividad enziméatica
(proteasa, lipasa, fitasa), hidrofobicidad de la superficie celular, actividad
antioxidante, resistencia a antibidticos, autoagregacion, coagregacion con
patégenos, degradacion de colesterol, adherencia a células intestinales, entre otras
(Diosma et al., 2014; Perricone et al., 2014; Ogunremi et al., 2015; Giles-Gémez et
al., 2016).
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4 Justificacion

Los probidticos son de gran importancia en la actualidad, ya que su consumo ayuda
a prevenir enfermedades gastrointestinales y a mejorar el sistema inmune de quien
los consume. Existe controversia en cuanto a su eficacia, por lo que han despertado
un gran interés por parte de la ciencia. Ademas de estudiar los mecanismos de
accion de los microorganismos ya conocidos, recientemente se ha evaluado el
potencial probiotico de microorganismos aislados de distintas fuentes como los
alimentos fermentados. Al ser una bebida tradicional con una microbiota compleja,
es posible que en la fermentacidon del atole agrio participen microorganismos con
posibles efectos benéficos a la salud y también que su microbiota difiera de la de
otros atoles de maiz, ya que posee la particularidad de ser elaborado con maiz
tierno. Se ha reportado que las levaduras estan presentes en cuentas altas durante
la fermentacién y es consumido cuando se padece de diarrea, por lo tanto, resulta
interesante estudiar su potencial probiético. Este producto se calienta después de
la fermentacion para elaborar el atole. Aunque en este paso seguramente se
eliminan la mayoria de los microorganismos, se podria plantear posteriormente la
mezcla de este atole con otro que no haya sido calentado, la inoculacién de
levaduras probiéticas después del calentamiento o el uso de estas levaduras en
otros atoles de maiz.

5 Hipotesis

El atole agrio, al ser un alimento fermentado tradicional, cuenta con una microbiota
compleja en donde interaccionan una gran cantidad de microorganismos. Se ha
observado que la interaccion entre miembros de comunidades similares les confiere
capacidades que pueden convertirlos en probidticos. Entonces, dentro de las
levaduras aisladas del atole agrio de dobla, es posible que se encuentren algunas
con estas caracteristicas.
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6 Objetivos

6.1 Objetivo general
Determinar el potencial probiético in vitro de las levaduras aisladas del atole agrio
de dobla.

6.2 Objetivos particulares

Identificar las levaduras aisladas del atole agrio de dobla en los muestreos
realizados en poblaciones cercanas a Villahermosa, Tabasco, en los afios
2010, 2011y 2012.

Con el objeto de determinar su posible sobrevivencia en el cuerpo humano el
proyecto se dividio en 4 etapas:

1.
2.
3.

Evaluar el crecimiento de las cepas a 37 °C.

Determinar su resistencia a sales biliares y pH &cido.

Evaluar la formacion de biopelicula y probar su actividad antimicrobiana
contra patégenos encontrados en alimentos.

Seleccionar las cepas con el mejor potencial probidtico midiendo su
capacidad de resistir a las condiciones del aparato digestivo, mediante la
determinacidén de su sobrevivencia en medios de cultivo que simulen las
condiciones del estbmago y del intestino.
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7 Estrategia experimental

Reactivacion aislados

Identificacion
Crecimiento a 37 °C

Resistencia a
Sales Biliares y pH &cido

Actividad antimicrobiana
Formacion de biopelicula

Simulacion del
intestino

Figura 2. Estrategia experimental del proyecto. *Seleccion de aislados con base en los resultados
obtenidos.
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8 Materiales y métodos

Se trabajo con un total de 44 aislados de levaduras tanto de la fermentacion liquida
como de la sdlida y de varios tiempos de fermentacion de los afios 2010, 2011 y
2012 conservadas en tubos con glicerol al 15 % a -70 °C (Tabla 2). Se organizaron
de acuerdo con la fecha de aislamiento, con tipo y tiempo de fermentacién y se les
asigné una clave consecutiva del numero 1 al 44, las claves originales se
encuentran en el anexo 13.1. Como control se utilizé Saccharomyces cerevisiae var.
boulardii aislada del suplemento alimenticio Floratil® de la compafiia Merck,
proporcionado por el Maestro Alejandro Camacho, de la Coleccién del Cultivos del
Departamento de Biologia de la Facultad de Quimica, UNAM.

Tabla 2. Clasificacion de aislados del atole agrio de acuerdo con el afio de muestreo y el tipo de
fermentacion del cual fueron aisladas (sélida o liquida).

Afio Sdlida | Liquida | Total
2010 15 6 21
2011 7 8 15
2012 4 4 8
Total 26 18 44

8.1 Recuperacion y conservacion de aislados

Se descongelaron los tubos a temperatura ambiente con ayuda del vértex, se
transfirieron 50 pL a un vial con 5 mL de caldo YPD (Anexo 13.2) y se incubaron a
30 °C por 24 h o hasta que hubiera crecimiento. Posteriormente se estri6 cada
cultivo en placas con el mismo medio y se incubaron en las mismas condiciones.

Los aislados puros se conservaron a mediano plazo en tubos de rosca con medio
GELPA inclinado (Anexo 13.2), las tapas fueron cubiertas con parafiim® para evitar
la desecacion y la contaminacion de los cultivos. Se verifico la pureza de los cultivos
previo a cada experimento estriando en agar YPD (Anexo 13.2) y mediante
observaciones microscopicas. Los cultivos se resembraron cada 2 meses.

8.2 Clasificacion morfolégica

Se agruparon los aislados de acuerdo con sus caracteristicas macroscoépicas y
microscopicas. Se crecieron en medios YPD, Extracto de malta y WL (Anexo 13.2).
Las observaciones de morfologia de las colonias fueron registradas y se hicieron
preparaciones en fresco de cada una para observarlas al microscopio (Olympus
CX40). En medio liquido se registro6 el crecimiento (inferior, superior) y la produccion
de COz2; en sdlido se registré el tamafio, color, borde, textura y elevacion de las
colonias; en el microscopio se observo la forma, tamafio y agrupacion de las células,
para esto se tomo un portaobjetos limpio y desengrasado al cual se le agregaron 30
uL de agua destilada con micropipeta, posteriormente se picaron las colonias con
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un palillo estéril y se suspendieron en el portaobjetos uniformemente, se coloc6 un
cubreobjetos encima y se observaron en el microscopio (Olympus CX40) con un
aumento total de 400X.

8.3 Identificacion de los aislados

En resumen, se extrajo ADN de un cultivo de 24 h usando la metodologia de
Santiago-Urbina et al. (2015). Se amplifico la region 5.8S-ITS, que comprende el
gen ribosomal 5.8S y dos espaciadores de transcripcion no codificantes ITS1 e ITS2
(5.8S-ITS). Los productos de amplificacion fueron digeridos con las enzimas de
restriccion Hae Ill, Hinf 1 y Hha | y se agruparon los aislados con base en sus perfiles
de restriccién. Se seleccion6 un aislado de cada grupo, se amplifico el dominio
D1/D2 del ADNr 26S y se enviaron a secuenciar para su identificacion.

8.3.1 Extraccion de ADN

Se transfirié una asada del cultivo conservado en medio YPD (Anexo 13.2) inclinado
a un tubo con caldo YPD (Anexo 13.2) y se incubd a 30 °C durante toda la noche
(18-24 h). Se colocaron 1.5 mL de este cultivo en un tubo para micro centrifuga, se
centrifugaron a 10 000 rpm por 10 min, se descart6 el sobrenadante y se repiti6 el
proceso para obtener mas células. Estas se lavaron con agua destilada estéril y se
suspendieron en 200 pL de buffer de ruptura (Anexo 13.3). Se agregaron 0.3 g de
perlas de vidrio (diametro 0.42—0.6 mm) y 200 pL de PCI (Anexo 13.3). Se agito la
mezcla en vortex a maxima velocidad por un minuto, después se agregaron 200 pL
del buffer TE (Anexo 13.3) pH 8, se mezcld con ayuda del vortex y se centrifugo la
mezcla a 14 000 rpm por 10 min. Se recuperaron 350 uL de la fase acuosa (superior)
en un tubo nuevo y se agreg6 1 mL de etanol 96 % (v/v), se incubd la muestra en el
refrigerador (4 °C) durante media hora, se centrifugd a 14 000 rpm por 10 min, se
decant6 el sobrenadante, se lavd el ADN con 1 mL de etanol 70 % (v/v) y se dejé
secar a temperatura ambiente por 3 horas. Finalmente, se suspendié el ADN en 50
UL de agua desionizada estéril, se agregaron 2 Ul de RNAsa (1 uL) y se incub6 a
37 °C por 1 h. EI ADN se conservo a -20 °C hasta su posterior uso.

Se comprobd la calidad de la extraccién de ADN mediante una electroforesis en gel
de agarosa al 1 % (p/v) y buffer TBE [1X] (Anexo 13.3), revelada con una solucién
de bromuro de etidio [5 pg/uL] y observada a través del equipo Chemidoc imager y
el software Image Lab (Biorad). Para determinar la concentracion se tomaron 2 uL
de cada muestra y se colocaron en una placa de 16 pozos, se realiz6 un barrido de
200 a 300 nm utilizando el equipo Epoch (Biotek), se calculé la concentracion
usando la absorbancia a 260 nm y la pureza con la relacion 260/280 nm. Como
blanco se coloco6 agua desionizada estéril en los dos pozos superiores.
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8.3.2 Reaccién en Cadena de la Polimerasa

Se amplificaron los genes 5.8s-ITS y D1/D2 rDNA 26S. La reaccion de PCR se
realiz6 en un volumen de 50 uL, utilizando dos pares de primers descritos por
Esteve-Zarzoso et al. (1999) y White et al. (1990), respectivamente (Tabla 3)
utilizando un termociclador Tpersonal (Biometra). La mezcla de reaccion consistio
de buffer 1X, 2.25 mM de MgClz, 20 uM de cada dNTP, 1.25 U de Taq polimerasa
de alta fidelidad (Invitrogen) y agua desionizada estéril (Tabla 4). Se utilizaron 100
ng de templado en cada reaccion. Como control negativo se incluy6 un tubo con la
mezcla de reaccion sin ADN. Los tiempos, temperaturas y ciclos se muestran en la
Tabla 5. Después de la reaccion, los tubos se conservaron en congelacion a -18 °C.

Se visualizaron los productos de PCR mediante una electroforesis en gel de agarosa
al 2 % (p/v) bajo las mismas condiciones mencionadas en la seccién 8.3.1.

8.3.3 Amplificacion aleatoria de ADN polimérfico

Se realiz6 una reaccion de PCR utilizando el primer descrito por Fadda et al. (2004)
(Tabla 3) bajo las condiciones mencionadas anteriormente. La mezcla de reaccién
consistié de buffer 1X, 2.25 mM de MgClz, 40 uM de cada dNTP, 1.25 U de Taq
polimerasa de alta fidelidad (Invitrogen) y agua desionizada estéril (Tabla 4). Se
utilizaron 100 ng de templado en cada reaccién, como control negativo se incluy6
un tubo con la mezcla de reaccion sin ADN. Los tiempos, temperaturas y ciclos se
muestran en la Tabla 5. Después de la reaccion, los tubos se conservaron en
congelacion a -18 °C.

Se visualizaron los productos de PCR mediante una electroforesis en gel de agarosa
al 2 % (p/v) bajo las mismas condiciones mencionadas en la seccién 8.3.1
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Tabla 3. Cebadores utilizados en las reacciones de PCR.

Cebador Secuencia 5’-3’ Referencia

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG Esteve-Zarzoso et al. (1999)
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC )

NL1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG

White et al. (1990)

NL4 GGTCCGTG TTTCAAGACGG
M13 GAGGGTGGCGGTTCT Fadda et al. (2004)
Tabla 4. Concentracion de reactivos en las reacciones de PCR.
Reactivo 5.8s-ITS y D1/D2 rDNA 26S M13
Cantidad x tubo | Mezcla de reaccion. Cantidad x tubo Mezcla de reaccion.

Buffer (10X) 5 uL 1X 5 puL 1X

MgCI2 (50 mM) 4.5 pL 2.25mM 4.5 uL 2.25mM

dNTP’s (10 mM)* 0.5 pL 100 uM 1L 200 uM

Primer Forward (10 uM) | 2.5 L 0.5 uM 1pL 1uM

Primer Reverse (10 uM) | 2.5 uL 0.5 uM - -

Taqg (5U/uL)** 0.25 uL 0.025 U/uL 0.5 uL 0.050 U/uL

Templado (100 ng/uL) 1puL 100 ng 1L 100 ng

Agua Cbp 50 pL - Cbp 50 pL -

*Invitrogen **Platinum® Tag DNA polymerase high fidelity.
Tabla 5. Condiciones durante las reacciones de PCR.
5.8S-ITS D1/D2 M13
Periodo Temperatura/Tiempo | # Ciclos |Temperatura/Tiempo | # Ciclos |Temperatura/Tiempo |# Ciclos

Desnaturalizacién |95 °C/ 5 min 1 95 °C/ 5 min 1 95 °C/ 5 min 1
Desnaturalizacion |94 °C / 1 min 94 °C /1 min 93 °C/ 45 seg
Alineamiento 55.5°C /2 min 35 52 °C /45 seg 30 445°C /1 min 40
Extension 72 °C /2 min 72 °C /1 min 72 °C /1 min
Extension 72 °C /10 min 1 72 °C /10 min 1 72 °C /6 min 1
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8.3.4 Analisis de restriccion

Se tomaron 10 pL de cada producto de PCR sin purificar y se colocaron en tubos
de 100 pL. Aparte se prepar6 una mezcla con cada enzima de restriccion (2 U por
reaccion) con el buffer del mismo fabricante y agua. Se homogenizo la mezcla y se
agregaron 5 L a los tubos con el producto de PCR. Se incubaron a 37 °C por 3.5
h. Una vez finalizada la reaccion se visualizaron los productos de la restriccion
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2 % (p/v) bajo las mismas
condiciones mencionadas en la seccion 8.3.1.

8.3.5 Purificacion de productos de PCR

Los amplicones del dominio D1/D2 se purificaron utilizando el kit PCR Clean up
(Millipore®). Para esto se colocaron las columnas moradas con el filtro hacia abajo
sobre tubos eppendorf de 1.5 mL, se agregaron 355 L de agua desionizada esteéril
sobre cada una sin tocar el filtro con la punta. Posteriormente se agregaron 45 pL
de cada producto de PCR en cada columna, se cerraron los tubos y se centrifugaron
15 min a 3500 rpm. Se transfirieron las columnas de manera invertida sobre tubos
nuevos, se agregaron 25 pL de agua desionizada estéril y se centrifugaron a 3500
rpm por 2 min. Se evalud la concentracidén y pureza de los productos puros mediante
una electroforesis en gel de agarosa al 2 % (p/v) bajo las mismas condiciones
mencionadas en la seccion 8.3.1.

8.3.6 Secuenciacion

Los productos de PCR puros se enviaron a secuenciar a Laragen Inc. (Culver City,
California, USA). Se diluyeron a una concentracion de 10 ng/uL, para esto se
tomaron 10 uL de cada producto de PCR puro y se agregé la cantidad necesaria de
agua desionizada estéril para llegar a esta concentracion. Las secuencias obtenidas
se compararon con la base de datos del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnolodgica (NCBI) utilizando la herramienta BLAST.

8.4 Determinacion del potencial probidtico

8.4.1 Crecimiento a 37 °C

Se tomé una asada de los cultivos conservados en medio GELPA inclinado y se
transfirio a un vial con 5 mL de YPD (Anexo 13.2), se incubd 18-24 h a 30 °C. Se
tomd 1 mL de este cultivo y se inoculé en matraces con 50 mL del mismo medio. Se
cuantifico el crecimiento midiendo la densidad 6ptica (DO) a 600 nm en los tiempos
0, 24, 48 y 72 h. Se realizé un experimento por duplicado para cada muestra. Para
leer la DO se tomd 1 mL del matraz y se hicieron diluciones necesarias para que la
DO quedara dentro del intervalo estadisticamente confiable (0.1-1.0). Para el blanco
y las diluciones se utiliz6 medio YPD estéril. Se multiplicé el valor de absorbancia
por el factor de dilucién y se obtuvieron los resultados. Se determind el nUmero de
células viables mediante cuenta en placa al inicio (to) y al final (t72). Para esto se
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hicieron diluciones decimales seriadas tomando 5 mL del cultivo y se diluyeron en
45 mL de solucion salina estéril al 0.85 % (m/v), de aqui se tomaron 500 L para
hacer las siguientes diluciones en viales con 4.5 mL de la misma solucion salina. Se
sembraron 3 diluciones por duplicado en cajas con medio YPD (Anexo 13.2) y se
incubaron a 37 °C por 48 h. Para realizar el conteo se tomaron en cuenta aquellas
diluciones que contenian el nimero de colonias dentro del rango estadistico
correcto (15-150 colonias) (Ramirez et al., 2008). Las levaduras se observan como
colonias de color blanco a crema.

8.4.2 Curvas de crecimiento células vs. densidad Optica

Para relacionar los resultados de densidad optica con la concentracion de células
se realizaron curvas de calibracion de la siguiente manera: se tomoé una asada de
cada cultivo conservado en los tubos con GELPA (Anexo 13.2) inclinado y se
sembrd por estria en agar YPD (Anexo 13.2). Se incubaron 48 h a 30 °C.
Posteriormente se tomo abundante cantidad del cultivo y se suspendi6 en un vial
con 5 mL de PBS pH 7.4 (Anexo 13.3). De esta solucién concentrada se tomaron
distintos volumenes y se colocaron en viales con PBS. Se buscaron 5 tubos con
densidades opticas entre 0.1 y 1.0. Una vez se obtuvieron, se contaron las células
en una camara de Newbauer (hematocitdmetro). Para esto se tomaron 500 pL de
la suspensién celular y se mezclaron con el mismo volumen de azul de metileno al
0.1 % (m/v). Se mezclaron y se colocaron 10 yL en la camara. Se contaron 5 campos
en el microscopio (Olympus CX40) en diagonal. El nUmero de células contadas fue
multiplicado por 2 (factor de dilucién), por 5 (para obtener los 25 campos totales) y
por 10000, debido al volumen de la camara. De esta manera se obtuvieron el
namero de células por mililitro.

8.4.3 Crecimiento en pH &cido

Se tomo6 una asada de los cultivos conservados en medio GELPA (Anexo 13.2)
inclinado y se transfirié a un vial con 5 mL de YPD (Anexo 13.2), se incub6 72h a 30
°C. Se tomaron 0.1 mL de este cultivo y se inocularon en viales con 5 mL de YPD
(Anexo 13.2) acidificado a pH 2.5 con HCI 1N. Se inocularon los tubos con 2 % (v/v)
a partir de un cultivo en fase estacionaria (72 h), se midié la concentracion del
in6culo mediante cuenta en placa. Como control se realiz6 el mismo experimento
pero en medio sin acidificar (pH 6.5). Se midi6 la concentracion de indculo mediante
cuenta en placa. Se incubaron a 37 °C y se tomaron muestras al tiempo 0, 3y 24
horas; se realizo el conteo en placa, para lo cual se tomaron 0.5 mL de los cultivos
anteriores y se hicieron diluciones decimales seriadas con viales con 4.5 mL de
solucion salina estéril (0.85 % p/v) y se sembraron por extension en placas de medio
YM (Anexo 13.2), se incubaron 48 h a 30 °C y se tomaron las dentro del rango
estadistico correcto. Se realizaron 3 experimentos independientes, cada uno por
duplicado (n = 6).
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Para preparar el medio acidificado se prepararon 100 mL de YPD (Anexo 13.2) de
manera convencional y posteriormente se agregé HCI 1N hasta llegar al pH
deseado. Se colocaron 5 mL en viales y se esterilizaron en autoclave a 121 °C por
15 min. Se realiz6 una prueba de esterilidad incubando los medios a 30 °C durante
48 h y, debido a que se forma un precipitado, se sembraron placas de YM para
verificar que no se hubieran contaminado los medios acidificados. El pH final del
medio de cultivo vario entre 2.40 y 2.60.

8.4.4 Crecimiento en presencia de sales biliares

Se tomo una asada de los cultivos conservados en medio GELPA (Anexo 13.2)
inclinado, se transfirié a un vial con 5 mL de YPD (Anexo 13.2) y se incub6 72h a 30
°C. Se tomaron 0.1 mL de este cultivo y se inocularon en viales con 5 mL de medio
YNB (Anexo 13.2) adicionado con 0.5 % (m/v) de dextrosay con 0, 0.5y 1.5 % (m/v)
de sales biliares (Anexo 13.2). Se incubaron 48 h a 37 °C y se tomaron muestras
en los tiempos 0, 3y 24 h. Se midio6 el crecimiento mediante densidad Optica a 600
nm. Se realizaron dos experimentos independientes cada uno por duplicado (n = 4).

Para determinar si las levaduras son capaces de hidrolizar las sales biliares, se
sembraron por estria en placas de YPD (Anexo 13.2) con 0.5 % (m/v) de sales
biliares y se incubaron a 37 °C durante 48 h. Se observo la presencia o ausencia de
un halo alrededor de las colonias para saber si la prueba era positiva o negativa,
respectivamente. Ademas, se compardé la morfologia de las colonias crecidas en
este medio con colonias en YPD sin sales biliares (Dashkevicz & Feighner, 1989).

8.4.5 Actividad antimicrobiana

Se realizé la prueba mediante la técnica de difusién en agar. Se utilizaron como
microorganismos indicadores E. coli O157:H10 (EHEC), Salmonella enterica
Typhimurium ATCC 14028, Listeria monocytogenes CFQ-103 (Cepario de la
Facultad de Quimica), S. aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 11778 y
Candida albicans ATCC 14053. Para cada experimento se utiliz6 como control
positivo Clorhexidina 0.2 % (m/v) y agua destilada estéril como control negativo. Los
sobrenadantes para la prueba se obtuvieron a partir de cultivos de 72 h en medio
KTP (Killer Toxin Production) que es caldo YPD tamponado a pH 5 con buffer de
fostato-citrato 50 mM y adicionado con 50 g/L de glicerol (Bajaj et al., 2013). Para
esto se tomd una asada de los cultivos conservados en medio GELPA (Anexo 13.2)
inclinado y se transfirié a un vial con 5 mL de YPD (Anexo 13.2), se incub6 24 h a
30 °C, posteriormente se inocularon 500 pL de estos cultivos en viales con medio
KTP (Anexo 13.2) y se incubaron con agitacion a 30 °C durante 72 h. Una vez
transcurrido ese tiempo se centrifugaron los cultivos a 14000 rpm a 4 °C durante 10
min, se tomd el sobrenadante con micropipeta y se repitio el proceso. Los
sobrenadantes se conservaron por un periodo maximo de 5 dias en refrigeracion.
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Se prepararon placas con BHI (para bacterias) y YPD (para C. albicans) (Anexo
13.2), ambas con agar al 1.7 % (m/v). Se sometieron a prueba de esterilidad. Por
otro lado, se prepararon tubos con 10 mL de los mismos medios pero con menor
concentracion de los componentes para las sobrecapas, pero con 0.8 % (m/v) de
agar (Anexo 13.2). Los microorganismos patdgenos se reactivaron tomando 50 pL
de cultivos en ultracongelacion (-70 °C), se colocaron en viales con 5 mL de BHI o
YPD y se incubaron 18-24 h a 37 °C. Transcurrido este tiempo se inocularon 500
uL de estos cultivos en viales con 5 mL de medio estéril y se incubaron a 37 °C
durante 6 h (Tavera, 2010). Se inocularon 30 pL de la dilucion correspondiente de
los microorganismos indicadores en la sobrecapa de agar en sobrefusién (45 °C)
para después ser vertida en una placa de agar en cuya superficie se encontraban
sobrepuestos tubos de vidrio de 1 cm de diametro (externo) y 2 cm de altura. Una
vez que gelifico la sobrecapa se retiraron las torres de vidrio para formar los pozos,
en los cuales se colocaron los sobrenadantes o los controles. Las cajas se
incubaron con la tapa hacia arriba a 37 °C durante 18 h. Posteriormente se
inspeccionaron las cajas de manera visual. La inhibicibn del crecimiento es
evidenciada mediante un halo alrededor de los pozos.

8.4.6 Formacion de biopelicula

Se tomo una asada de los cultivos conservados en medio GELPA (Anexo 13.2)
inclinado y se transfirié a un vial con 5 mL de YPD (Anexo 13.2), se incubd 72 h a
30 °C. Se transfirieron 1.5 mL a un tubo eppendorf, se centrifugé el cultivo (10000
rpm, 4 °C, 10 min). Se lavaron las células con 1.5 mL de agua destilada estéril y se
resuspendieron en 1 mL de PBS (Anexo 13.3). Posteriormente se diluyeron con el
mismo buffer hasta obtener una densidad Optica de 0.5 a 600 nm (20-35x10°
UFC/mL), para esto se coloc6 1 mL de la suspension celular anterior en un vial con
5 mL de PBS, se ley6 la absorbancia y cuando fue necesario se agregaron mas
células en volimenes de 100 uL hasta obtener la densidad Optica deseada. Por otro
lado se prepararon placas de poliestireno estériles de 12 pozos (Thermo Scientific)
con 2 mL de caldo YPD (Anexo 13.2). Se inocularon 0.1 mL de la suspension celular
y se incubaron 48 h a 37 °C sin agitacion. Una vez transcurrido el tiempo se removié
el medio de cultivo con cuidado utilizando una micropipeta. Se agregaron 2 mL de
formaldehido al 10 % (v/v) para fijar las células y se incubé a temperatura ambiente
toda la noche. Se retir6 el formaldehido volteando cuidadosamente las placas sobre
una charola. Se agregaron 2 mL de agua destilada y se agit6 suavemente la placa
para remover las células no adheridas. Se retir6 el sobrenadante volteando
nuevamente la placa y se repitio el proceso 2 veces mas. Para tefiir las células se
agregaron 2 mL de cristal violeta 1 % (m/v) y se incubaron a temperatura ambiente
45 min. Se retir0 el colorante, se lavaron las células con 2 mL de agua destilada con
agitacion y finalmente se resuspendieron en 4 mL de isopropanol. La suspension se
leyd en el espectrofotdmetro a 490 nm. Se incluyé como control negativo el medio
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de cultivo sin indculo y como control positivo Candida albicans ATCC14053. Ambos
controles se trataron igual que las muestras y éstos representaron el 0 y 100 % de
la biopelicula formada para comparar los resultados, respectivamente. Para obtener
las fotografias se realiz6 el mismo procedimiento pero en lugar de agregar
isopropanol se cortd el fondo de los pozos con ayuda de un cuter flameado. Estos
se pegaron a portaobjetos y se observaron en un microscopio de campo claro
(Olympus CX40) con un aumento total de 1000X.

8.4.7 Resistencia al paso sucesivo a través del tracto gastrointestinal

Se realizé de acuerdo con la metodologia descrita por Visozo et al. (2006). Para
este experimento se prepararon soluciones de lisozima, jugo gastrico y jugo
pancreatico artificiales. La lisozima se prepard a una concentracion de 100 ppm en
solucion electrolitica estéril (6.2g/L NaCl, 2.2 g/L KCI, 0.22g/L CaCl2 and 1.2 g/L
NaHCOz3) y se esteriliz6 mediante filtracidbn con membrana de 0.22 um. Para el jugo
gastrico se disolvieron 3 g /L de pepsina (Sigma Aldrich) en la misma solucién
electrolitica y se ajusto el pH a 2.5 con HCI 5 M. Esta solucion se esteriliz6 mediante
filtracibn con membrana de 0.22 um. El jugo pancreético artificial se prepar6
disolviendo 1 g/L de pancreatina (Sigma Aldrich) en la siguiente solucién: 6.4 g/L
NaHCOs, 0.239¢g/L KCI, 1.28g/L NaCl y 0.5 % de sales biliares, ajustada a pH 7.2
con HCI 1N. Una vez disuelta la enzima se esterilizo la solucion sometiéndola a luz
UV durante 15 min ya que se forma un precipitado y era imposible de filtrar. Se
sometio a prueba de esterilidad sembrando en placas de BHI y YPD (anexo 13.2).
Todas las soluciones se prepararon el dia del experimento utilizando material
previamente esterilizado.

Se parti6 de cultivos de 72 h (fase estacionaria) crecidos en YPD (anexo 13.2). Se
tomaron 1.5 mL de cada cultivo, se colocaron en micro-tubos y se centrifugaron a
12 000 rpm durante 5 min. Se descart6 el sobrenadante y se agregaron nuevamente
1.5 mL de cultivo. Se repitié el proceso un total de 3 veces, se lavaron las células
con 1.5 mL de solucién salina 0.85 % (m/v) y finalmente se suspendieron las células
en la misma solucién hasta obtener una densidad 6ptica de 1.5, lo cual corresponde
a 1x107-1x108 células/mL. Se tomaron 1.5 mL de in6culo, se colocaron en un micro
tubo nuevo y se agregaron 1.5 mL de solucion de lisozima. Se incubaron los tubos
con agitacion durante 5 min. Se tomé una muestra de 500 pL, se hicieron diluciones
decimales seriadas con solucion salina 0.85 % (m/v) y se sembraron en placas de
YM (anexo 13.2). Posteriormente se colocaron los 2.5 mL restantes en un vial, se
agregaron 5 mL de solucion de pepsina y se incubaron las muestras durante 1 h. Al
transcurrir este tiempo se tomaron 500 L para el conteo de células. Finalmente, se
colocaron los 7 mL restantes del cultivo en un tubo Falcon de 50 mL, se agregaron
32 mL de la solucién de pancreatina con sales biliares y se incubaron las muestras
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durante 2 h a 37 °C. Se tomaron 500 pL para el conteo de células nuevamente. Para
el célculo de UFC/mL se multiplicaron los resultados por los factores de dilucion.

8.5 Andlisis estadistico

Se realizo el andlisis de los resultados de pH y sales biliares para cada tiempo de
fermentacioén (0, 3 y 24 horas) y cada una de las condiciones de cultivo (pH acido y
sales biliares) utilizando el programa IBM S.P.S.S. Statistics. Se realizaron 2 tipos
de analisis de varianza, uno de tipo aleatorio en donde solo se evalué el efecto de
las 10 cepas sobre la concentracion de UFC/células y otro de tipo en bloques en
donde se evaluaron los efectos de las cepas sobre la concentracion de UFC/células
y del nimero de réplicas realizado. Los valores de F para la variable cepas
obtenidos en cada uno de los 2 analisis de varianza realizados se compararon y en
el disefio donde se obtuvo el mayor valor de F calculada fue en donde se interpreto
el efecto de las cepas. Cuando en el andlisis de varianza al comparar el valor de F
calculada con el valor de F de tablas se obtiene como resultado diferencia de tipo
significativo o altamente significativa a continuacion se realizaron las pruebas de
rango multiple de SNKy Duncan y se interpreto la prueba donde se obtuvo un mayor
namero de grupos.

Para la prueba de formacion de biopelicula se realizé un andlisis de varianza de tipo
aleatorio con un nivel de significancia de a = 0.05 utilizando el programa
Statgraphics Centurion XV. Posteriormente se realizaron las pruebas de rangos
multiples de Diferencia Minima Significativa, Duncan y Tukey, todas con el mismo
nivel de significancia que la ANOVA. Esta ultima fue la que mejor separé los aislados
debido a que se obtuvo un mayor niumero de grupos homogéneos y por lo tanto los
resultados se interpretaron utilizando esta prueba.

Los resultados del paso sucesivo a través del tracto gastrointestinal fueron
realizados con un analisis de varianza de tipo aleatorio con un nivel de significancia
de a = 0.05. Debido a que no hubo diferencia significativa entre las cepas no fue
necesario realizar pruebas estadisticas posteriores.
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9 Resultados y discusion

9.1 Recuperacion de aislados y clasificacion morfolégica

Se recuperaron 44 aislados viables a partir de los muestreos de los afios 2010, 2011
y 2012. Algunos eran levaduras o bacterias puras y otros eran cultivos mixtos. Se
seleccionaron solo los que eran levaduras puras (24 aislados). Se crecieron en
diferentes medios y se agruparon de acuerdo con observaciones macroscoépicas y
microscoépicas (Tabla 6). De las 24 levaduras puras, 9 presentaron morfologia tipo
A; 5 tipo By 5, C; el resto fueron diferentes cada una. En medio YPD las colonias
tipo A son tamafio mediano, circulares, borde entero, convexas, cremosas, color
blanco opaco. Las colonias tipo B son similares pero mas chicas, butirosas y color
blanco brillante. Las C son grandes, circulares, borde entero, planas, butirosas, color
gris con el centro blanco elevado. En la tabla 6 se muestran fotos de las colonias
maduras de cada tipo.

Tras 48 h de incubacion en medio WL las colonias presentaron coloracién verde-
azul. Se observo aclaramiento del medio de color azul a verde-amarillo alrededor
de las colonias debido al vire del indicador azul de bromocresol por la disminucion
del pH. En este medio se observaron diferencias entre la colonia 9 y 37-40, que no
se distinguian en YPD, pero 24 y 28 se veian iguales. Después de la incubacion, se
guardaron las cajas en el cuarto frio por un mes y se realizaron nuevamente las
observaciones. En extracto de malta todas las colonias excepto las colonias tipo B
presentaron formacion de pseudo hifas, lo cual era evidenciado macroscopicamente
por el borde de las colonias (Tabla 6).

Las levaduras pueden vivir como células independientes o formar estructuras
llamadas hifas, las cuales son una red de filamentos que en conjunto se llaman
micelio (Kurtzman & Fell, 2011). El cambio fenotipico entre estas estructuras
depende de las condiciones ambientales, i.e. pH, humedad, disponibilidad de
nutrientes, etc. (Madigan & Martinko, 2005). La clasificaciéon de levaduras de
acuerdo a su morfologia ha sido util desde antes de que existiera la biologia
molecular. En el ambito clinico, las placas de dalmau han servido para identificar
levaduras en pacientes con micosis. Esta prueba sirve para determinar si las
levaduras son capaces de formar pseudohifas bajo ciertas condiciones. Junto con
pruebas bioquimicas, ayudan a identificar a Candida albicans y otras levaduras
patogenas (Koehler et al.,, 1999). Cabe mencionar que algunos de los genes de
virulencia de C. albicans son genes relacionados con el dimorfismo y cambio
fenotipico, e.g. phrl, hyrl, efgl (Navarro-Garcia et al., 2001). De los aislados
evaluados, todos excepto Clavispora lusitaniae formaron pseudo hifas, por lo que
seria interesante realizar pruebas posteriores para ver si poseen algun factor de
virulencia ademas del dimorfismo (e.g. adhesinas, aspartil proteinasas secretadas
o fosfolipasas) (Calderone & Fonzi, 2001).
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Tabla 6. Morfologia de las colonias de levaduras aisladas del atole agrio en diferentes medios de
cultivo: YPD, WL y Extracto de Malta (Anexo 13.2).

Clave | Aislados YPD
1! 4! 6! 7!

A 10, 12,
15, 18, 20

B 9, 37, 38,
39, 40
8,41, 42,

c 43, 44

D 24

E 25

F 28

G 32

H 36

32

WL

Extracto de malta




9.2 Identificacion de aislados

Se identificaron los aislados utilizando los perfiles de fragmentos de restriccion
(RFLP) del gen 5.8s-ITS y secuenciacion del dominio D1/D2 de la subunidad ADNr
26S. La amplificacion de los ITS mostré productos entre 370 y 515 pares de bases.
Las enzimas de restriccion cortaron los amplicones en productos de diferentes
tamafnos. De acuerdo con estos perfiles, los aislados se dividieron en 9 grupos y se
seleccion6 uno de cada perfil para identificarlo por secuenciacion (Tabla 7).

Tabla 7. Perfiles de polimorfismos de fragmentos de restriccion (RFLP) de la regién ITS-5.8S de las
levaduras usadas en este estudio. Los amplificados fueron digeridos con las enzimas Hae lll, Hinf |
y Hha l.

Gpo Aislados PA* Hae llI Hinf | Hha |
= [sb 830 | 320+230+180+140 | 370+370+120 | 370+340
| 1@3,4’12: ;blo' 12, 1305 |390 200+195 220+190
| |8, 41,42 43,44 | 510 |385+100 245+160+150 | 220+210+70
| 37, 38, 39, 40 380 | 380 220 230+110
v |9 510 | 400+110 260+240 285+220

*Tamafio del producto de amplificacién (pares de bases) de la regién 5.8S-ITS.

La mayoria de los aislados fueron identificados como Candida intermedia (Grupo I).
Los grupos Il y Il fueron identificados como Pichia kudriavzevii y Clavispora
lusitaniae, respectivamente. El aislado 9 se identific6 como Candida parapsilosis.
Los grupos V-IX se enviaron a secuenciar directamente sin hacer el analisis de
restriccion debido a que presentaban morfologias macroscépicas y microscépicas
diferentes entre si. La identificacion de los 24 aislados corresponde a 6 géneros
diferentes (Tabla 8). Coconcceli (2013) aisl6 343 levaduras de 17 especies
diferentes. La mas abundante fue Pichia kudriavzevii, seguido de Clavispora
lusitaniae. La mayoria de las 15 especies restantes pertenecieron al género Candida
(C. intermedia, C. parapsilosis, C. pararugosa, C. quercitrusa, C. tropicalis), Pichia
(P. fabianii, P. galeiformis, P. manshurica) y Trichosporon (T. asabhii, T. japonicum).
También encontraron S. cerevisiae y Wickerhamomyces anomalus. Las levaduras
identificadas en este estudio corresponden a algunas de las especies encontradas
por Coconcceli (2013) i.e. Pichia kudriavzevii, Clavispora lusitaniae, Candida
intermedia y C. parapsilosis. Sin embargo, los hongos saprdfitos del maiz no habian
sido reportados anteriormente. Estos se encontraron Unicamente en el muestreo de
2011, lo cual puede indicar contaminacion en la materia prima utilizada.
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % (m/v) (70 V, 90 min) de los perfiles de restriccion de los aislados. Carriles: Marcador de peso

molecular, 1, 6 y 10. Sh: 2, 11 y 15. Candida intermedia: 3, 7 y 12. Clavispora lusitaniae: 4, 8 y 13. Pichia kudrivzevii: 5, 9 y 14. Carriles 1-5: Hinf I,
carriles 6-9 y 15: Hae Ill; Carriles10-14: Hha I.
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Tabla 8. Identificacion de aislados de levaduras del atole agrio por secuenciacion del dominio D1/D2
del ADNr 26S (n=24).

—— .
Grupo Pmp(‘gg'on Aislados Identificacion? Ide?(;(l);jad
- - Sh Saccharomyces cerevisiae | 99

| 37.50 1,4,6,7, 10, 12, 15, 18, 20 | Candida intermedia 99

1 20.83 8,41, 42, 43, 44 Pichia kudriavzevii 99

Il 16.67 37, 38, 39, 40 Clavispora lusitaniae 99

\Y% 4.17 9 Candida parapsilosis 99

V 4.17 36 Pseudozyma parantarctica | 99

\ii 4.17 25 Ustilago esculenta 95

VII 4.17 28 Ustilago longissima 99

Vil 4.17 32 Moesziomyces bullatus 100

IX 4.17 24 ND? -

1Total de aislados de una especie divididos entre el total de aislados identificados (n=24).
2Comparando con la base de datos del NCBI. ND: No se determin6.

El género Candida tiene mas de 200 especies, incluye todas las especies que no
pueden ser clasificadas dentro de otros géneros de los ascomicetos asexuales,
COmo consecuencia es un género muy heterogéneo (Esteve-Zarzoso et al., 1999).
Se han aislado de diversos ambientes como suelo, vegetales, agua y alimentos.
Ademas forman parte de las membranas mucosas de mamiferos como el tracto
gastrointestinal, boca y vagina (Castafién, 2016). Sin embargo, pueden ser
patbgenos oportunistas especialmente en personas inmunocomprometidas o con
implantes o catéteres en el cuerpo. C. albicans es sin duda la de mayor importancia
clinica, pero algunas otras especies pueden llegar a causar infecciones, dentro de
las cuales se encuentran C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. kruzei, entre
otras (Papon et al., 2013).

Candida intermedia forma parte de la microbiota natural de la cavidad bucofaringea
humana y se ha encontrado en la superficie de quesos madurados. Ha sido aislada
de diversos alimentos como cerveza, frutas, salmuera (Barnett et al., 2000;
Kurtzman & Fell, 2011), leche cruda (Spanamberg et al., 2004) y de bebidas
fermentadas como el tepache (Moreno-Terrazas, 2005). Existen pocos reportes
sobre C. intermedia como el agente causal de enfermedades en humanos. Sheng-
Yuan et al. (2010), reportaron un caso de 2 pacientes con candidemia relacionada
al uso de catéter venoso central y alimentacién parenteral. Los pacientes fueron
eficientemente tratados con fluconazol y no presentaron dafio irreversible en sus
organos. Este es un caso aislado en el que la condicién de los pacientes aument6
el riesgo de infeccion, pero en casos similares se ha descrito a S. cerevisiae como
agente causal de fungemia, levadura generalmente reconocida como segura
(GRAS).
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Candida parapsilosis ha sido aislada de aceitunas, vegetales en estado de
descomposicion (Barnett et al., 2000), pulque (Lappe & Ulloa, 1993) y yogurt (Kosse
et al., 1997). También has sido aislada de piel sana, ufias infectadas y vejiga de
vaca con mastitis (CBS, 2006). C. parapsilosis es considerada como la segunda
levadura patdégena oportunista, después de C. albicans. Se ha encontrado
principalmente como agente causal de infeccion en pacientes de cirugia de cornea
(Bourcier et al., 2003).

El género Pichia es un género de la familia Saccharomycetaceae, actualmente se
aceptan 20 especies (Kurtzman & Fell, 2011). Se reproducen de forma sexual,
algunos anamorfos son especies del género Candida. P kudriavzevii (antes
Issatchenkia orientalis) se ha aislado de suelo, frutas y fermentaciones naturales
como masa agria, Towa y jugo de pifia fermentada; ademas es un aislado clinico
comun. Se ha estudiado su potencial biotecnolégico en la des acidificacién de vino
(Ménaco et al., 2014), como posible probiético para disminuir el contenido de
colesterol en lacteos fermentados (Li-Shui et al., 2010) y produccion de toxinas killer
con efecto antibacteriano (Bajaj et al., 2013). Adicionalmente, la secuenciacion del
genoma de P. kudriavzevii M12 revel6 la presencia de genes que codifican para
enzimas involucradas en la fermentacion de xilosa y fitasas que pudieran utilizarse
en la producciéon de bioetanol y en el procesamiento de alimentos y la agricultura
(Chan, 2012). Sin embargo, Kurtzman & Fell (2011) sugieren que P. kudriavzevii
sea clasificada como patdgena debido a que en su forma asexual (C. krusei) ha sido
aislada en muchos casos clinicos.

Clavispora lusitaniae es la forma sexual de Candida lusitaniae. Ha sido aislada del
tracto gastrointestinal de cerdos, leche de vaca con mastitis, tejido muerto de cactus,
de agave para la produccion de tequila y de diversos casos clinicos, aunque no es
considerada un patégeno verdadero, pues soOlo afecta a personas
inmunocomprometidas (Hurley et al., 1987). Por otro lado, se encuentra presente
en distintos alimentos fermentados tradicionales africanos como el Ogi, Mawe,
Gowe y Tchoukoutou; y de zumos de frutas como jugo de naranja y agua de coco
(Greppi et al., 2013; Maciel et al., 2013). Sahota et al. (2009) elaboraron una bebida
fermentada a base de zanahoria en India utilizando como inéculo C. lusitaniae, la
cual no se pasteurizaba al final de la fermentacion, lo que podria indicar que es
seguro consumir células vivas de la cepa que utilizaron en ese estudio.

El resto de los aislados corresponde a hongos saproéfitos del maiz de los géneros
Ustilago, Pseudozyma y Moesziomyces. El aislado 24 no pudo ser identificado
debido a que su ADN no se extrajo exitosamente. Cabe mencionar que el aislado
25 tiene 95 % de identidad con Ustilago esculenta por lo que es posible que se trate
de otra especie. Para esto se podria analizar la secuencia de bases de los
espaciadores internos de la transcripcion (ITS1 e ITS2) para corroborar su identidad.
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En el muestreo de 2010 se identificaron11 aislados: 9 de la fermentacion sélida y 2
de la liquida; los cuales fueron 9 aislados de Candida intermedia, 1 de Pichia
kudriavzevii y 1 de Candida parapsilosis. Estas Ultimas se encontraron en los
tiempos 24 h y tiempo O h de la fermentacion sélida, respectivamente. En el
muestreo de 2011 se encontraron Unicamente los hongos saprofitos mencionados
anteriormente. En la fermentacion del 2012 se aislaron unicamente levaduras del
tiempo 24 h, se encontré Clavispora lusitaniae en la fermentacion liquida y Pichia
kudriavzevii en la sélida. De las levaduras que se encontraron en mayor proporcion,
C. intermedia se encontrd Unicamente en el muestreo de 2010, mientras que P.
kudriavzevii y C. lusitaniae en el muestreo de 2012.

En el atole agrio de Cuetzalan (Arce, 2007) se aislaron e identificaron levaduras de
diferentes géneros durante la fermentacion: Cryptococcus usbekistanensis,
Cryptococcus, sp y Cryptococcus. albidus; Candida parapsilosis y Kloeckera
apiculata. Ademas se aislaron mohos de los géneros Penicillium, Aspergillus,
Fusarium y Cladosporium. La Unica levadura que se encontré en comun es Candida
parapsilosis, la cual ha sido aislada de varios alimentos elaborados a base de maiz.
Las diferencias en la microbiota de ambos atoles se deben a que son dos procesos
completamente diferentes. Cabe mencionar que C. parapsilosis se aislé Unicamente
en el tiempo 0 h del atole agrio de Villahermosa.

Los aislados de Pichia kudriavzevii y Clavispora lusitaniae se intentaron diferenciar
a nivel de cepa mediante una amplificacion aleatoria de ADN polimérfico (RAPD)
utilizando el cebador M13. Primero se realizaron las reacciones de PCR utilizando
DNA de diferentes concentraciones (Figura 4A). Se puede observar que la banda
marcada como A no aparece en el aislado 41 y la banda B no esta presente en los
aislados 8 y 41. Esto podria indicar que hay 3 cepas diferentes de Pichia
kudriavzevii. Sin embargo, al repetir el experimento utilizando la misma
concentracion de ADN (100 ng/uL) como templado (Figura 4B) no se obtuvieron los
mismos patrones de bandas. La reproducibilidad es una de las limitaciones de esta
técnica (van de Zande & Bijlsma, 1995). Estos resultados no fueron suficientes para
poder distinguir entre cepas de la misma especie. Para complementarlos se podria
utilizar otro cebador.
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Figura 4. Patrones electroforéticos de la amplificacién con el primer M13. A: Productos de
amplificacion con 1 uL de templado (concentraciones variables) 419, 337, 1323, 441, 1853, 1070,
428, 284, 463 ng/uL. B: Productos de amplificacion con misma concentracion de templado 100 ng/uL.
Los carriles estan etiguetados con el nombre de las cepas. M: marcador de peso molecular de 100
pb (invitrogen).

9.3 Crecimiento a 37 °C

Como un primer criterio de seleccion de levaduras potencialmente probiéticas se
crecieron las 24 levaduras puras en medio YPD a 37 °C, que es la temperatura
corporal humana y es a la temperatura a la cual se realizaron los experimentos
posteriores. El indculo varié entre (1x10857 * 059 UFC/mL). Los resultados se
muestran en la figura 5. Se puede observar que hay dos grupos que crecieron mejor
que Sb (Grupos Ay B). Candida intermedia presenté cuentas entre 10x102 y 25x10°
UFC/mL después de 72 h. Los aislados restantes presentaron cuentas similares o
mayores al control. Los aislados de Pichia kudriavzevii, correspondientes al grupo
A de la figura, presentaron un mejor crecimiento a 37 °C, obteniéndose cuentas de
hasta 1x10' UFC/mL a las 72 h (Tabla 12, anexo 13.4.3). Clavispora lusitaniae
(Grupo B) mostré una densidad 6ptica mayor al control, pero las cuentas fueron en
algunos casos menores con respecto a Sb. A pesar de ser una temperatura no
Optima para el crecimiento de levaduras, el hecho de que hayan sido capaces de
crecer en cuentas tan altas se puede atribuir a que se aislaron de una zona
geografica con clima calido himedo, donde la temperatura maxima promedio en el
mes de mayo es de 36 °C (INEGI, 2015). Los hongos sapréfitos del maiz
presentaron turbidez en el medio hasta después de 7 dias de incubacion.
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Crecimiento a 37 °C
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Figura 5. Crecimiento de los aislados de levaduras del atole agrio a 37 °C en medio YPD liquido. Se muestra el promedio de dos experimentos
independientes (n = 2). * Sb: S. boulardii.
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Con base en los resultados obtenidos, se seleccionaron los aislados identificados
como Pichia kudriavzevii (cepas 8, 41-44) y Clavispora lusitaniae (cepas 37-40) para
las siguientes pruebas.

9.4 Crecimiento en pH éacido

Se evaluo el crecimiento en medio liquido YPD acidificado a pH 2.5 con HCI 1N. El
acido clorhidrico secretado en el estbmago tiene pH de 0.9, pero los alimentos
hacen que aumente hasta 3.0 (Zubaidy & Khidhr, 2014). Se escogieron los tiempos
de 3 y 24 horas porque el primero simula el trdnsito a través del estébmago y el
segundo para evaluar condiciones de estrés prolongado (Perricone et al., 2014).
Todos los aislados fueron capaces de crecer bajo estas condiciones (Figura 6). Al
realizar el analisis de varianza se observa que no hay diferencia significativa
(a=0.05) entre las cepas en el tiempo 3, pero si hay en los tiempos 0 y 24 horas.
Posteriormente se realizd6 una prueba de rangos de Duncan para agrupar a los
aislados de acuerdo con las medias (Tablas 13-16). En el tiempo 24 horas la cepa
gue tiene estadisticamente mayor numero de UFC es la 37. De las cepas de Pichia
kudriavzevii todas fueron catalogadas dentro del mismo intervalo.

Como una prueba adicional, se inocularon los 9 aislados y Sb en medio YPD
ajustado a pH 1 con HCI 5 M. Se incubaron durante 72 h a 37 °C y se registro el
crecimiento observando presencia o ausencia de turbidez en el medio. Ninguna de
las levaduras fue capaz de crecer bajo estas condiciones.

El acido gastrico es producido por las células parietales en las glandulas géastricas.
El pH de éste en el lumen estomacal varia entre 1.5 y 3.5 (Marieb & Hoehn; 2010).
La acidez ayuda a desnaturalizar las proteinas par que puedan ser digeridas
posteriormente en el intestino. Ademas, inhibe el crecimiento de bacterias
patdgenas para prevenir infecciones. El pH 6ptimo de crecimiento de la mayoria de
las levaduras es mas acido que el de las bacterias, variando entre 3.5 y 5.0. De
hecho, los medios de cultivo acidificados son una manera de hacer selectivos los
medios para levaduras (Kurtzman & Fell., 2011). Esto explica por qué las levaduras
fueron capaces de resistir las condiciones del experimento, mientras que la
composicién del medio explica por qué fueron capaces de crecer, pues se trata de
un medio rico en nutrientes (Anexo 13.2).

La resistencia al pH acido en S. boulardii se debe a la sobreexpresion de proteinas
de genes relacionados a respuesta al estrés (Czeruca et al., 2007). Se ha observado
gue hay dos tipos principales de genes de respuesta a estrés ambiental en
levaduras. EIl primer grupo corresponde a genes que Se expresan siempre
independientemente del tipo de estrés. Se dividen en positivos y nhegativos,
dependiendo del tipo de regulacion genética. Para S. cerevisiae, los positivos estan
involucrados en procesos de oxidacion y vias de sefalizacion, incluyen genes
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regulados por la protein-cinasa A (PKA) y la red Msn2p/Msn4p. Los genes negativos
incluyen genes involucrados en el crecimiento 6ptimo de la célula, como biogénesis
de ribosomas y fermentacion (Brion et al., 2016). El segundo grupo corresponde a
condiciones ambientales especificas (e.g. pH, temperatura, etc.) (Brion et al., 2016).
Los mas estudiados son los genes de respuesta a choque térmico, que expresan
proteinas especificas, llamadas HSP (Heat Shock Protein) (Mager & Ferreira, 1993).

Algunos autores han reportado levaduras no Saccharomyces resistentes a pH acido
(Garcia-Hernandez et al., 2012; Lohith & Appaiah, 2014; Diosma et al., 2014;
Perricone et al., 2014) y otros han reportado crecimiento (Pedersen et al., 2012).

9.5 Crecimiento en presencia de sales biliares

Inicialmente se probd la concentracion minima inhibitoria que recomienda el
fabricante: 0.5 % (m/v) (Anexo 13.3). Al ver que todas las cepas crecian, se decidio
aumentar la concentracion al triple como fue probado por Solieri et al. (2014) para
intentar discriminar entre cepas, sin embargo todas crecieron aun con esta
concentracion de sales biliares. Los resultados obtenidos fueron graficados como
células/mL, para lo cual se realizaron las curvas de crecimiento de cada cepa
(Anexo 13.4.6). Como se puede observar en la figura 7 el crecimiento de las distintas
cepas fue similar en presencia de las sales biliares en comparaciéon con Sb. Sin
embargo, al realizar el analisis estadistico, se concluyé que en el tiempo O h, las de
mayores cuentas fueron las de las cepas 37, 39, 40 y Sb; en el tiempo 3 h, 37,39y
40; y en el tiempo 24 h, la de mayores cuentas fue la cepa 39. De las cepas de
Pichia kudriavzevii todas fueron catalogadas dentro del mismo rango excepto la
cepa 8 (Tablas 17-20, Anexo 13.4.4).

En comparacion con los resultados de pH 2.5, el crecimiento en presencia de sales
biliares fue menor. En las dos condiciones se partié de cuentas de 1x10% UFC/mL.
Después de 24 horas de incubacién se alcanzaron cuentas entre 1x101-1x10%?
UFC/mL para pH &cido y 1x107-1x10%8 UFC/mL para sales biliares. Esto se debe
probablemente al medio de cultivo que se utilizo, ya que el YPD utilizado para las
pruebas de pH tiene mayor cantidad de nutrientes que el YNB usado para las
pruebas de sales biliares (Anexo 13.2). Como perspectiva se propone realizar los
mismos experimentos pero en solucion salina ajustada al mismo pH y adicionada
de sales biliares. Esto con la finalidad de quitar el medio de cultivo y expresar los
resultados como porcentaje de sobrevivencia (Vijendra & Prasad, 2005). Cabe
mencionar que cuando se consumen probioticos dentro de una matriz, ésta tiene un
efecto protector; de modo que al ingerir atole agrio, los microorganismos se
encuentran protegidos por la matriz en la que se encuentran.
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Figura 6. Crecimiento en caldo YPD ajustado a pH 2.5 con HCI 1N de los nueve aislados de
levaduras y Sb. Promedios de 3 experimentos independientes (n=3). Letras diferentes indican
diferencia significativa en la concentracion de UFC/mL en el tiempo 24 h, segun la prueba de rangos
multiples de Duncan.
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Figura 7. Crecimiento de los 9 aislados de levaduras y Sb en caldo YNB con 0.5 % (m/v) de glucosa
y 1.5 % (m/v) de sales biliares. Promedio de 2 experimentos independientes cada uno por duplicado
(n=4). Letras diferentes indican diferencia significativa en la concentracion de Células/mL en el
tiempo 24, segun la prueba de rangos multiples de Duncan.
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La mayoria de las publicaciones sobre potencial probiotico utilizan como primer
criterio la resistencia a pH &cido y a sales biliares. Las condiciones varian un poco
pero el intervalo de pH probado oscila entre 2 y 3, mientras que la concentracion de
sales biliares evaluado va desde 0.3 hasta 1.5 % (m/v). Algunos autores reportan
resistencia y otros reportan crecimiento bajo estas condiciones. Se han reportado
como resistentes a Saccharomyces cerevisiae y Candida humilis (Perricone et al.
2014), S. cerevisiae e lIssatchenkia. orientalis (Lohith & Appaiah, 2014) y
Wickerhamomyces anomalus (Garcia-Hernandez et al., 2012). Por otro lado se han
reportado como capaces de crecer bajo estas condiciones a Kluyveromyces
marxianus, Issatchenkia occidentalis, S. cerevisiae y S. unisporus (Diosma et al.,
2014) y a K. marxianus, Candida. krusei, C. tropicalis, C. rugosa, C. norvegensis, C.
fabianii, Trichosporon asahii y Candida albicans (Pedersen et al., 2012). En este
trabajo se observo que todas las cepas de Clavispora lusitaniae y P. kudriavzevii
fueron capaces de crecer. La Ultima ya se habia reportado (es la forma sexual de
C. krusei y antes era llamada |. occidentalis) pero C. lusitaniae no habia sido
reportada. Es importante mencionar que estas caracteristicas son especificas
dependen de la cepa y no de la especie.

Como una prueba adicional, se evaluo la capacidad de los aislados de hidrolizar las
sales biliares. Se encontré que, a pesar de ser capaces de crecer en presencia de
las mismas, no pueden hidrolizarlas. Esto es porque no se observaron halos de
precipitacion alrededor de las colonias ni cambio de coloracion en éstas en
comparacién con los cultivos crecidos en el mismo medio sin las sales biliares
(Dashkevicz & Feighner, 1989). La presencia de la hidrolasa de sales biliares
(Cholylglycine hydrolase, E.C.3.5.1.24) es deseable en microorganismos
probiéticos debido a que la desconjugacién de las sales biliares estimula la
produccion de las mismas, jugando un papel regulatorio. Las sales biliares ayudan
a la digestion de lipidos (e.g. el colesterol) en el intestino.

Con base en los resultados obtenidos, se seleccionaron 2 aislados de C. lusitaniae
(37 y 39) y 3 aislados de P. kudriavzevii (8, 41 y 44) para experimentos posteriores.

9.6 Actividad antimicrobiana

Existe una variedad de compuestos generados por levaduras que se han reportado
como inhibitorias del crecimiento bacteriano. Dentro de éstas se encuentran los
acidos orgéanicos (hexanoico, octanoico, decandico), aminas, glicolipidos, péptidos
y proteinas (Tabla 1). Incluso la produccion de etanol inhibe el crecimiento de
bacterias. El objetivo de esta prueba era ver si las levaduras seleccionadas podian
inhibir bacterias patdogenas. No se encontré actividad antimicrobiana contra los
microorganismos probados (figuras 8 y 9).
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Perricone et al. (2014) probaron la actividad antimicrobiana de varios aislados de
Candida humilis y S. cerevisiae contra Listeria monocytogenes, Yersinia
enterocolitica, Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus y Candida albicans
con el método de doble capa. No encontraron actividad antimicrobiana contra
ninguno de los patégenos. Por otro lado, Roostita et al. (2011) reportaron actividad
de Candida parapsilosis contra Pseudomonas aeruginosa, S. aureus y E. coli. La
primera se considera como microorganismo de descomposicion al ser transmitida
por alimentos y es un patdgeno oportunista. Bajaj et al. (2013) reportaron actividad
antimicrobiana de Pichia kudriavzevii cepa RY55 contra E. coli, Enterococcus
faecalis, Klebsiella sp., S. aureus, Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas
alcaligenes; se trata de una toxina killer de naturaleza proteica que ademas de
inhibir otras levaduras también puede inhibir a las bacterias mencionadas. Los
investigadores aislaron la proteina y la caracterizaron, encontrando que se trataba
de una proteina de 39.8 KDa con actividad maxima a 30 °C y pH 5. Garcia-
Hernandez et al. (2012) reportaron a Pichia kudriavzevii LV-8 capaz de aglutinar y
adherirse a los patégenos E. coli, S. Typhimurium, L. monocytogenes y E. faecalis,
lo cual puede inhibir su crecimiento en el intestino. Sin embargo estas
caracteristicas son propias de cada cepa, por lo tanto, no se pueden extrapolar los
resultados a otras cepas de la misma especie. Finalmente, Tiago et al. (2009)
reportaron inhibicion in vitro de C. difficile por levaduras de los géneros
Metschnikowia, Geotrichum, Galactomyces, Issatchenkia, Kluyveromyces vy
Starmerella, aisladas de diversos ambientes naturales.

Es importante mencionar que no se encontré actividad antimicrobiana de S.
boulardii. Los reportes que existen sobre ella mencionan que puede inhibir el
crecimiento de patégenos de dos formas principalmente, el primero es la produccién
de factores que neutralizan las toxinas bacterianas y el segundo es a través de la
modulacién de las vias de sefializacion que implican la respuesta pro inflamatoria.
Se ha visto que Sb produce in vivo una proteasa extracelular de 54 kDa que es
capaz de degradar las toxinas Ay B producidas por Clostridium difficile (Castagliuolo
et al.,, 1999). También se ha visto que tanto E. coli O:157 como S. enterica
Typhimurium DT104 se unen de manera irreversible a residuos de manosa en la
superficie de Sb via receptores de lectina (adhesinas). Esto previene que se unan
al borde de cepillo de los enterocitos y permite que se eliminen con el movimiento
intestinal (Gedek, 1999). Ninguno de estos mecanismos se puede medir con el
meétodo de difusion en agar, el cual fue utilizado en el presente estudio (Balouiri et
al., 2016).
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Figura 8. Prueba de difusion en agar de las cepas Sh, 37 y 39 contra: ST: Salmonella enterica
Typhimurium, Bc: Bacillus cereus, Sa: Staphylococcus aureus, Ca: Candida albicans, Ec: E. coli, Lm:
Listeria monocytogenes. Control negativo (C-): agua destilada; Control positivo (C+): clorhexidina 0.2
% (m/v).

Figura 9. Prueba de difusion en agar de las cepas 8, 41 y 44 contra: ST: Salmonella enterica
Typhimurium, Bc: Bacillus cereus, Sa: Staphylococcus aureus, Ca: Candida albicans, Ec: E. coli, Lm:
Listeria monocytogenes. Control negativo (C-): agua destilada; Control positivo (C+): clorhexidina 0.2
% (m/v).

45



Fakruddin et al. (2017) realizaron diversos experimentos con S. cerevisiae
IFST062013 y observaron de que el lisado celular tiene mayor actividad
antimicrobiana que el sobrenadante, concluyendo que se trata de compuestos
ligados a la membrana y no son compuestos extracelulares. La cepa estudiada tuvo
mayor actividad antimicrobiana contra bacterias Gram (-) que contra Gram (+).

Se observo que en algunos casos las cepas de Pichia kudriavzevii crecen dentro y
alrededor de los pozos, a pesar de haber centrifugado los cultivos 3 veces. Esto
podria indicar que estas levaduras son capaces de competir con las bacterias de
prueba que se usaron y posiblemente crecen con mayor velocidad que ellas, aunque
es meramente una hipotesis. Generalmente las bacterias crecen mas rapido que las
levaduras, por ejemplo, el tiempo de duplicacion de E. coli en medio LB a 37 °C es
de hasta 20 min (Sezonov et al., 2007), mientras que el de S. cerevisiae en YPD es
~90 min (Boekhout & Robert, 2003). Ambos son medios de cultivo ricos para
bacterias y levaduras, respectivamente. El hecho de que en este caso las levaduras
hayan sobrepasado el crecimiento de las bacterias implica que fueron capaces de
competir por nutrientes, uno de los mecanismos por los cuales las levaduras pueden
ejercer un efecto probiético. No es una inhibicién del crecimiento como tal, pero
puede ser interesante estudiar este efecto posteriormente.

9.7 Formacién de biopelicula

Las biopeliculas se definen como una comunidad de microorganismos que estan
unidos entre si y sobre una superficie, embebidas en una matriz extracelular
protectora (Hall-Stoodley et al., 2004). El experimento realizado se basé en medir la
capacidad de las células de adherirse a una superficie de poliestireno. Esta
propiedad puede ser conveniente o indeseable, ya que, por una parte es un
indicador de que los probidticos pueden adherirse a las células del intestino
(caracteristica deseable); y por otra, la mayoria de las enfermedades nosocomiales
se dan porque las levaduras forman biopeliculas en catéteres e implantes. La
diferencia radica en que los probidticos se adhieren al intestino, pero no son
capaces de traslocarse y una vez que se dejan de consumir son eliminados en los
siguientes dias. Por ejemplo: Sb adquiere una concentracion determinada en ratas
después de 3 dias de ser administrada y se elimina de 2 a 5 dias después de
interrumpir su administracion (Czerruca et al., 2007). Las levaduras patbégenas por
otro lado, son capaces de invadir tejido e incluso causar enfermedades sistémicas.
Para complementar los resultados se podrian hacer ensayos de adherencia a lineas
celulares, ya que, si bien la formacion de biopelicula es una propiedad deseada,
también es un factor de virulencia, pues confiere mayor resistencia a sustancias anti
fungicas.

Para realizar la prueba, se selecciono primero el control positivo. Se decidio trabajar
con Candida albicans debido a que es una levadura ampliamente reportada en la
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literatura como formadora de biopelicula (Chandra et al., 2001; Desai J.V., & Mitchell
A.P., 2015; Tsui et al., 2016). Es causante de enfermedades nosocomiales y
ademas es capaz de formar biopelicula en algunos implantes u objetos médicos que
se introducen al cuerpo humano como catéteres, etc. (Tsui et al., 2016). El cepario
de la Facultad de Quimica proporcion6 amablemente 6 cepas de Candida albicans,
3 de origen clinico de la coleccion del Cepario (C1, C2y C3) y 3 del ATCC con las
claves: 10231, 14053 y 90028. La cepa C1 fue donada por el Dr. Rubén Lépez de
la Facultad de Medicina y las cepas C2 y C3 fueron donadas por el Hospital General.
La cepa ATCC 10231 fue aislada de un hombre con broncomicosis, las cepas 14053
y 90028 fueron aisladas de sangre humana. Se realiz6 un experimento utilizando
las 6 cepas y se encontré que la que formaba mayor cantidad de biopelicula bajo
las condiciones probadas fue la cepa de C. albicans ATCC 14053 pues forma una
monocapa densa en el fondo de la placa (Figura 10); ademas de que al suspenderla
en isopropanol fue la que obtuvo una mayor absorbancia en el espectrofotbmetro
(resultados no mostrados). Con base en estos resultados se seleccioné esta cepa
como control positivo para los experimentos posteriores.

Una vez seleccionado el control, se hicieron las pruebas con los aislados. En la tabla
9 se puede observar que la cepa o aislado que mejor forma biopelicula fue Sb,
seguida de 37 (C. lusitaniae) y 8 (Pichia kudriavzevii) (Tabla 9). Chi et al. (2015)
reportan a Pichia kudriavzevii como formadora de biopelicula, caracteristica que
aumenta significativamente su tolerancia a los estreses térmico y oxidativo, ademas
de aumentar su poder como agente de biocontrol sobre enfermedades post cosecha
de peras. También incrementa la cantidad de enzimas antioxidantes que produce
como catalasa y superoxido dismutasa. Clavispora lusitaniae no ha sido reportada
como formadora de biopelicula. Sin embargo, Candida lusitaniae, la forma asexual
de Clavispora lusitaniae, se ha reportado como formadora de biopelicula en placas
de poliestireno (Pannanusorn et al., 2012), silicon y resina de acrilico (Junqueira et
al., 2011). Perricone et al. (2014) reportaron algunas cepas de S. cerevisiae y de
Candida humilis como formadoras de biopelicula sobre una superficie de acero.
Evaluaron la formacion de biopelicula durante un periodo de 8 dias de incubacion.
Por otro lado, Silva-Diaz et al. (2015) reportaron a Candida kruzei, la forma asexual
de Pichia kudriavzevii, como formadora de biopelicula. Los investigadores
reportaron que esta levadura tiene actividad metabdlica similar a Candida albicans
y que incluso es capaz de formar mas biomasa que C. albicans.
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Tabla 9. Formacion de biopeliculas de 5
aislados, Sh y C. albicans ATCC 14053.

Aislado | % Biopelicula

Ca 100.00¢ | + | 3.97
Sb 11.85¢ | +|272
37 7.53¢ +|1.18
39 6.65%¢ | + | 2.84
8 6.38 | +]|271
41 6.91% | +]|1.23
44 5.622 +|1.79
Blanco | 0.00 + | 0.00

Cuantificacion por el método de cristal violeta.
Resultados expresados como media =+
desviacion estandar. Resultados expresados
como porcentaje respecto a los controles
positivo (C. albicans ATCC 14053) y negativo
(medio sin inéculo). Los superindices indican
los grupos homogéneos obtenidos mediante
la prueba de Tukey (a=0.05).

ATCC
10231 4053

83

C1 C2 Cc3

Figura 10. Formacion de biopelicula de 6
cepas de C. albicans. C1-C3: aislados clinicos
de la coleccion del cepario de la Facultad de
Quimica, UNAM. Cultivos en YPD incubados
a 37 °C durante 48 h. Células tefiidas con
cristal violeta.

Figura 11. Formacion de biopelicula. Columna 1: control negativo, 2: Sb, 3: Candida albicans ATCC
14053, 4: aislado 37; 5: aislado 39; 6: aislado 8; 7: aislado 41; 8: aislado 44. Cultivos en YPD
incubados a 37 °C durante 48 h. Células tefidas con cristal violeta.

Figura 12. Observaciones microscopicas de biopeliculas formadas por A: Sb; B: C. albicans ATCC
14053; C: Pichia kudriavzevii; D: Clavispora lusitaniae. Aumento total 1000X.



Como se puede observar en la figura 12, las biopeliculas formadas por P.
kudriavzevii y C. lusitaniae tienen una estructura definida y no tienen hifas o
pseudohifas, lo cual puede ser un buen indicio, ya que éste es otro factor de
virulencia asociado con C. albicans. Las biopeliculas de los controles tienen las
mismas caracteristicas, sin embargo en el caso de C. albicans ATCC 14053 el
crecimiento es muy abundante y no permite distinguir bien la estructura ni la
morfologia de las células.

Con base en los resultados obtenidos se puede concluir que los aislados 37 y 39
(Clavispora lusitaniae) y 8, 41 y 44 (Pichia kudriavzevii) son capaces de formar
biopelicula en superficies de poliestireno en menor proporcion que S. boulardii y C.
albicans. Ambos microorganismos ya habian sido reportados como formadores de
biopelicula ya sea en su forma sexual, asexual o ambas.

9.8 Simulacién del paso sucesivo a través del tracto gastrointestinal
El objetivo de esta prueba es simular las condiciones a las que se enfrenta un
probiético al ser ingerido. La primera barrera es la lisozima que se encuentra en la
saliva de la boca. Posteriormente se enfrenta a las condiciones del estomago: pH
acido y pepsina. Una vez superada esa barrera pasa al duodeno, donde aumenta
el pH y hay pancreatina (una mezcla de lipasas, amilasas y proteasas) y sales
biliares. Los resultados de la prueba se muestran en la figura 13, donde se grafican
las cuentas iniciales y después de cada tratamiento.

El tratamiento con lisozima disminuy0 las cuentas de Sb en 0.33 ciclos logaritmicos,
ylasde 8y 37 en 0.52 y 0.55 ciclos, respectivamente (Tabla 25, Anexo 13.4.8). Esta
enzima hidroliza las uniones B 1-4 entre los residuos de acido N-acetilmuramico y
N-acetil-D-glucosamina en un peptidoglicano, componente principal de la pared
celular de las bacterias (sobre todo de las bacterias Gram positivas). Las levaduras
por otro lado, no contienen este compuesto como parte de su pared. Esta se forma
principalmente de quitina, fosfopéptidomanano y fosfolipomanano. La diferencia en
la composicion de la pared celular puede explicar por qué las cuentas de las
levaduras no disminuyeron drasticamente, ademas de que el tiempo de exposicion
fue muy corto, pues sélo se imitaron las condiciones del paso por la boca.

Posteriormente, el jugo gastrico artificial redujo las cuentas 0.34, 0.06 y 0.19 ciclos
logaritmicos para Sh, 8 y 39, respectivamente en comparacion con las cuentas del
tratamiento con lisozima. La pepsina es una proteasa que se secreta en el
estbmago. Actua principalmente sobre enlaces peptidicos de naturaleza hidrofoba,
preferentemente aromaticos (Dunn, 2001). Esta enzima y el pH del estbmago son
la principal barrera del cuerpo humano para prevenir que los patégenos puedan
llegar al intestino, ademas de que se encarga de degradar los macro componentes
de los alimentos para que puedan ser absorbidos en el intestino. Las condiciones
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probadas redujeron de manera similar que la lisozima las cuentas de las levaduras
probadas. Previamente se observd que los aislados 8 y 37 son capaces de resistir
el pH del estbmago, por lo que la reduccién de cuentas se atribuye a la pepsina, la
cual probablemente degradod las proteinas de la pared celular.

Simulacion del paso sucesivo a través del tracto gastrointestinal

Tiempo 0 Lisozima Jugo Gastrico Jugo Pancredtico

9.00
8.00
7.00
6.00
5.00

mSb

4.00
m38

LOG UFC/mL

3.00 m37

2.00

1.00

0.00

Tratamiento

Figura 13. Concentracion de levaduras durante la simulacion del transito gastrointestinal. Resultados
promedio de tres experimentos independientes con dos réplicas cada uno (n = 6).

La mayor reduccién en cuentas se observé en el tratamiento con jugo pancreético
artificial. Este tratamiento incluyd pancreatina, una mezcla de amilasa, lipasa y
proteasa que se producen en el pancreas y se secretan en el duodeno; y sales
biliares, que son los acidos biliares producidos en el higado conjugados con taurina
o glicina. Las enzimas mencionadas degradan almidon, lipidos y proteinas. Las
sales biliares se componen principalmente de 3 acidos: desoxicolico, glicocolico y
tauricolico. Su funcion principal es permitir la digestion de grasas actuando como
emulsificantes. Todos estos factores fueron capaces de lisar las células causando
una disminucion en las cuentas microbianas de 0.59, 0.76 y 0.81 ciclos logaritmicos
para Sb, 8 y 39, respectivamente.

Los 3 tratamientos juntos disminuyeron las cuentas 1.26 ciclos logaritmicos para
Sh, 1.34, para la cepa 8 y 1.55 para la cepa 37. Esto representa una pérdida de
viabilidad de mas del 90 %; sin embargo, considerando que los probibticos
comerciales se administran en dosis de 1x10° UFC/porcién (Settani & Moschetti,
2010), esto implica gue mas de 1x10’ UFC o 10 millones de células por porcion
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llegarian viables al intestino. Cabe mencionar que no se encontré diferencia
estadisticamente significativa (a=0.05) entre las cuentas de los dos aislados y Sb al
final del experimento. A pesar de que el crecimiento en el intestino depende también
de la microbiota presente y hasta de las células intestinales humanas, con el método
usado fue posible determinar que los aislados seleccionados fueron capaces de
resistir las condiciones con cuentas estadisticamente similares al control: Sb. Esto
da pauta para seguir investigando el posible efecto probidtico que las levaduras
seleccionadas puedan tener.

Durante el proceso de elaboracion tradicional del atole agrio de dobla se lleva a
cabo una coccion al final, la cual elimina casi todas las levaduras viables en la
bebida (Esquivel 2012, Valderrama 2012). Para evitar esto, se podrian adicionar las
levaduras después de la coccion o se podria elaborar una bebida en condiciones
controladas para evitarla, pues se ha visto que durante la fermentacion espontanea
crecen coliformes y enterobacterias que también son eliminados durante este
proceso (Esquivel 2016). Sin embargo, eliminar la coccién podria afectar la
viscosidad del producto final, pues no ocurriria la gelatinizacién del almidén.

Ademas del efecto probidtico que pudieran ejercer las levaduras, también podrian
ejercer un efecto benéfico para la salud de quien consume el atole agrio de dos
maneras. La primera es a través de la producciéon de metabolitos como
carotenoides, vitaminas, enzimas, aminoacidos, entre otros. La segunda es
mediante el efecto prebidtico que pudieran tener los polisacaridos y oligosacéaridos
provenientes de la degradacion de la pared celular durante la coccion, los cuales no
son digeridos en la parte superior del tracto gastrointestinal y promueven el
crecimiento de la microbiota intestinal benéfica (Hutkins et al., 2016). A partir de los
afos 80’s se comenzaron a utilizar las levaduras como suplemento alimenticio para
ganado. Se pueden utilizar de diferentes maneras: Levaduras vivas liofilizadas;
extracto de levadura, que es la porcion soluble de cultivos auto lisados; o como
cultivos liquidos (llamados Yeast Culture en inglés) que son una mezcla de células
vivas y muertas (Roto et al., 2015). Estas Ultimas pueden ser el caso del atole agrio,
donde las levaduras se mueren durante la coccién, pero no son separadas del
producto final. Roto y colaboradores (2015) hicieron una revision sobre el efecto de
levaduras y sus derivados sobre la microbiota intestinal de aves de corral.
Encontraron que algunos de los componentes de la pared celular como
oligosacaridos de manosa se unen a bacterias patdgenas, previniendo que éstas se
adhieran al intestino. Otro compuesto proveniente de la degradacion de la pared
celular son los B-glucanos, los cuales tienen un efecto inmuno modulatorio, activan
fagocitos y células killer, activan la produccion de linfocitos B y T y aumentan la
produccion de citoquinas (Hoffman et al., 1993).

51



Perricone et al. (2014) encontraron 2 cepas de S. cerevisiae aisladas de masas
acidas capaces de resistir condiciones gastrointestinales simuladas en un
experimento similar al que se realiz6 en este trabajo. Utilizaron las mismas enzimas,
pero con pequefias variaciones de tiempo. Estas cepas fueron capaces también de
formar biopelicula. Li-Shui et al. (2010) reportaron 2 cepas de Pichia kudriavzevii
(Pk BY10 y Pk BY15) aisladas de leche cruda resistentes a sales biliares y jugo
gastrico, que ademas fueron mostraron adherencia a células HT-29 y fueron
capaces de asimilar colesterol. Lohith & Appaiah (2014) reportaron que P.
kudriavzevii P2 resiste condiciones simuladas de jugos géstrico y pancreético en
comparacion con Sbh. Pedersen et al. (2012) aislaron Candida krusei (forma asexual
de P. kudriavzevii) de Fura, una bebida fermentada de mijo hecha en Africa. La cepa
f10h4 de esta especie fue capaz de crecer en presencia de sales biliaresy a pH 2.5
en mayor proporcion que Sb.

Greppi et al., (2015) reportaron 5 cepas de P. kudriavzevii aisladas de diversos
alimentos fermentados en Africa capaces de producir fitasa, una enzima que
degrada el fitato, un agente quelante de cationes metalicos que reduce su
biodisponibilidad. Esta caracteristica les confiere propiedades probidticas a las
levaduras pues ayudan a que los metales Fe3*, Zn?*, Ca?* y Mg?* sean facilmente
absorbidos en el intestino. La nixtamalizacion del maiz también hace esta funcion;
sin embargo, el atole de dobla se elabora a base de maiz tierno, por lo que la
presencia de levaduras que produzcan fitasa aumentaria su aporte nutricional.
Ogunremi et al., 2015 reportaron también 2 cepas de P. kudriavzevii con actividad
de fitasa, resistentes a condiciones del estbmago y capaces de reducir colesterol.
Estas fueron aisladas de burukutu, kunun-zaki y ogi, tres alimentos fermentados
africanos elaborados a base de cereal (maiz, sorgo 0 mijo). Se encontré6 que
ademas tienen actividad de proteasa, lipasa y esterasa; fueron capaces de resistir
una simulacién del intestino utilizando pepsina y pancreatina; mostraron capacidad
de autoagregacion y coagregacion con patdgenos; adherencia a hidrocarburos,
actividad antioxidante y reduccion de colesterol. Tiago et al. (2009) estudiaron 103
levaduras no-Saccharomyces aisladas de diversos alimentos con pruebas in vitro
(crecimiento a 37 °C, actividad antimicrobiana) e in vivo (colonizacion del tracto Gl
de ratones y pruebas de reto contra C. difficile). Encontraron que P. kluyveri cepa
898 tienen potencial probiotico al obtener resultados favorables en todas las
pruebas.

Los alimentos fermentados son una buena fuente para buscar probioticos, pues la
microbiota que participa es compleja y a muchos de éstos se les atribuyen
beneficios a la salud de quien los consume. Los métodos in vitro son el primer paso
para buscar probidticos, ya que se pueden hacer con un gran numero de
microorganismos y nos dan una idea si pueden ser benéficos para la salud, aunque
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estos resultados no se pueden extrapolar a condiciones in vivo. Sélo Sb se ha
estudiado en casos clinicos, donde se ha demostrado su efectividad en
comparacién con placebo en pacientes con distintos tipos de diarrea vy
enfermedades de colon irritable (Czerucka et al., 2007; Lukaszewicz, 2012). No se
han hecho pruebas clinicas con levaduras que no sean Sb. Sin embargo, se han
hecho pruebas con ratones donde se observa que Pichia kluyveri puede colonizar
el intestino sin causar dafio patolégico y es capaz de prevenir infecciones in vivo
con C. difficile (Tiago et al., 2009).

Todas estas evidencias indican que las levaduras aisladas de diversos alimentos
fermentados tienen un gran potencial para ser utilizadas como probidticos. Los
resultados de este trabajo permitieron seleccionar 2 aislados: Pichia kudriavzevii 8
y Clavispora lusitaniae 37 que fueron catalogadas como potencialmente probidticas.
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10 Conclusiones

En el estudio microbiolégico de 3 lotes de atole agrio producidos en los afios de
2010, 2011 y 2012 se encontré la presencia de las 24 aislados de levadura
correspondientes a las especies Candida intermedia (37.5 %), Pichia kudriavzevii
(20.83 %), Clavispora lusitaniae (16.67 %), Candida parapsilosis (4.17 %),
Pseudozyma parantarctica (4.17 %), Ustilago esculenta (4.17 %), Ustilago
longissima (4.17 %) y Moesziomyces bullatus (4.17 %), siendo las primeras 3 los
microorganismos dominantes en la bebida.

Las especies Pichia kudriavzevii y Clavispora lusitainae crecieron en mayor
proporcién que Saccharomyces boulardii en medio liquido a 37 °C, a pH 2.5y en
presencia de sales biliares.

Los aislados 37 y 39 (Clavispora lusitaniae) y 8, 41 y 44 (Pichia kudriavzevii) fueron
capaces de formar biopelicula, aunque en menor proporcion que Sb. De los aislados
estudiados 8 y 37 formaron estadisticamente (a=0.05) la mayor cantidad de
biomasa, obteniéndose resultados de 6.38 % y 7.53 % con respecto a Candida
albicans, respectivamente.

Ninguno de los aislados exhibi6é actividad antimicrobiana contra los patégenos: E.
coli O157:H10 (EHEC), Salmonella enterica Typhimurium ATCC 14028, Listeria
monocytogenes CFQ-103 (FQ), S. aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC
11778 y Candida albicans ATCC 14053.

Los aislados 8 (Pichia kudriavzevii) y 37 (Clavispora lusitaniae) poseen propiedades
que las catalogan como potencialmente probiéticas i.e. crecimiento a 37 °C,
resistencia a pH 2.5, 1.5 % de sales biliares, enzimas digestivas y formacion de
biopelicula. Sin embargo, no inhibieron el crecimiento de ninguno de los patégenos
probados.
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11 Perspectivas
Para continuar evaluando el potencial probiotico de los aislados seleccionados se
propone hacer los siguientes experimentos:

e Identificar los aislados utilizando métodos moleculares con una resolucion
taxonomica a nivel de cepa.

e Realizar pruebas in vitro de autoagregacion, coagregacion con patégenos,
asimilacion de colesterol y ensayos de adherencia a lineas celulares (e.g.
CACO-2).

Si se obtienen resultados positivos para las pruebas anteriores, proceder con
pruebas in vivo:

e Verificar la seguridad de los aislados administrandolos a ratones y determinar
que no suceda ninguno de los siguientes casos (en comparacién con
placebo): diarrea, invasion de tejido o translocacion al torrente sanguineo.
Ademas, deben ser eliminadas una vez que se detiene su administracion.

e Hacer pruebas de reto en ratones inoculados con microorganismos
patogenos como Clotridum difficile o E. coli.

En caso de que los resultados de dichas pruebas sean favorables y que se haya
demostrado que las cepas seleccionadas no posean ninguna caracteristica que las
pueda catalogar como patdgenas, se podria proponer hacer pruebas clinicas con
humanos.
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13 Anexos

13.1 Claves originales de las cepas

Tabla 10. Claves originales de los aislados utilizados en este estudio. Muestreo: a: Valderrama,
2012. B: Esquivel, 2012. Pureza (+ positivo, - negativo).

Clave original Cdédigo | Muestreo Fermentacién (h) | Pureza
IS2H1 1 20102 2 +
1IS4H3 2 2010 4 -
IS6H3 3 2010 6 -
IS10H2 4 2010 10 +
IS10H3 5 2010 10 -
IS12H1 6 2010 12 +
1IS24H1 7 2010 24 +
1IS24H2 8 2010 24 +
IISOH2 9 2010 0 +
11IS6H2 10 2010 6 +
11S8H2 11 2010 8 -
11IS10H2 12 2010 10 +
11IS12H3 13 2010 12 -
11S24H1 14 2010 24 -
11S24H2 15 2010 24 +
ILAH1 16 2010 4 +
IL6H1 17 2010 6 +
IIL3H3 18 2010 3 +
IILSH1 19 2010 5 +
IIL5H3 20 2010 5 +
IIL6H3 21 2010 6 -
SOH3 22 2011° 0 +
SOH4 23 2011 0 -
S6H1 24 2011 6 +
S6H2 25 2011 6 -
S8H2 26 2011 8 +
S10H1 27 2011 10 -
S10H5 28 2011 10 +
LOH2 29 2011 0 +
L1H3 30 2011 1 +
L2H3 31 2011 2 +
L3H3 32 2011 3 +
L4H2 33 2011 4 +
L4H3 34 2011 4 -
L6H2 35 2011 6 +
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Clave original Cédigo | Muestreo | Fermentacion (h) | Pureza
L12H2 36 2011 12 +
ACP124L10-5C 37 Mayo 2012 24 -
ACPt24L10-5C* 38 2012 24 -
ACPt24L10-5E 39 2012 24 +
ACPt24L10-5E* 40 2012 24 -
t24Smiceliollsepl2 (2) 41 Sep 2012 24 +
t24510-511sep12(6) 42 2012 24 +
t24Smiceliollsepl2 (7) 43 2012 24 +
t24S10-511sepl12(11) 44 2012 24 +
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13.2 Medios de cultivo

BHI sobrecapa: BHI 15 % (m/v) (Oxoid CM1136), fosfato monobasico de
sodio 0.4 % (m/v) (JT Baker 3818), fosfato dibasico de sodio 1.0 % (m/v) (JT
Baker 4062), Agar 0.7 % (m/v) (Bacto™ Agar 214010). Esterilizar en
autoclave a 121 °C durante 15 min.

BHI tamponado: BHI 3.7 % (m/v) (Oxoid CM1136), fosfato monobésico de
sodio 0.43 % (m/v) (JT Baker 3818), fosfato dibasico de sodio 1.0 % (m/v)
(JT Baker 4062). Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min.

Extracto de Malta: Extracto de malta (Bioxon 180) 5 % (m/v), Agar 1.5 % (m/v)
(Bacto™ Agar 214010). Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min.
GELPA: Dextrosa 2 % (m/v) (Difco™ 215530), Extracto de levadura 0.5 %
(m/v) (Difco™ 212750), Peptona 1 % (m/v) (Difco™ 211677), Agar 1.5 %
(m/v) (Bacto™ Agar 214010). Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15
min.

KTP: Extracto de levadura 1 % (m/v) (Difco™ 212750), Peptona 2 % (m/v),
(Difco™ 211677) Dextrosa 2 % (m/v) (Difco™ 215530). Disolver los
componentes en 95 mL de Buffer de fosfato citrato pH 5 y agregar 5 mL de
glicerol. Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min.

WL nutrient medium (Difco™ 242420). Esterilizar en autoclave a 121 °C
durante 15 min.

YM: YM Broth (Difco™ 271120), Agar 1.5 % (m/v) (Bacto™ Agar 214010).
Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min.

YNB 1 X: Se prepararon viales con 4.5 mL de a) agua destilada estéril, b)
sales biliares (Oxoid LP 0055) 0.55 % (m/v) y c) sales biliares 1.65 % (m/v)
(Oxoid LP 0055), se esterilizaron en autoclave a 121 °C por 15 min y se les
agrego la solucién de YNB 10X en condiciones asépticas.

YNB 10X: (Difco™ 239210), Dextrosa 5 % (m/v) (Difco™ 215530). Esterilizar
por filtracion con membrana de 0.22 pm.

YPD acidificado: YPD adicionado de HCI 1 M. pH final 2.50 + 0.05. Esterilizar
en autoclave a 121 °C durante 15 min.

YPD sobrecapa: Extracto de levadura 1 % (m/v), Peptona (Difco™ 211677)
2 % (m/v), Dextrosa 2 % (m/v) (Difco™ 215530), Agar 0.7 % (m/v) (Bacto™
Agar 214010). Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min.

YPD: Extracto de levadura 1 % (m/v) (Difco™ 212750), Peptona 2 % (m/v)
(Difco™ 211677), Dextrosa 2 % (m/v) (Difco™ 215530). Esterilizar en
autoclave a 121 °C durante 15 min.
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13.3 Reactivos

Buffer de fosfatos 0.1 M pH 8: Para preparar esta solucién se tienen que
preparar primero 2 soluciones: A, Na:HPO4 0.2 M (JT Baker 4062); B,
NAH2PO4 0.2 M (JT Baker 3818). Para preparar 200 mL mezclar 94.7 mL de
la solucién Ay 5.3 mL de la solucion B y aforar con agua destilada.

Buffer de fostato-citrato 50 mM pH 5: Para preparar esta solucién se tienen
gue preparar primero 2 soluciones: A, acido citrico 0.1 M (JT Baker 0110); B,
fosfato de sodio dibasico 0.2 M (JT Baker 4062). Para preparar 100 mL
mezclar 24.3 mL de la solucién A y 25.7 mL de la solucién B y aforar con
agua destilada.

Buffer de ruptura para extraccion de ADN: 2 % (m/v) Triton X-100 (Sigma
Aldrich X100), SDS 1 % (m/v) (Sigma Aldrich L3771), 100 mM NaCl (JT Baker
3628), 10 mM Trizma® base (Sigma aldrich T1503), EDTA (JT Baker 8993)
pH 8.

Buffer TE: 10 mM Trizma® base (Sigma aldrich T1503), 1 mM EDTA (JT
Baker 8993).

Clorohexidina (Sigma Aldrich C-9394) 0.2 % (m/v).

Enzimas de restriccion: Hae Il Invitrogen (15205-016), Hinf I Invitrogen
(15223-019), Hha I Invitrogen (25212010).

Glicerol (JT Baker 2136-01) 15 % (m/v).

Jugo gastrico: Pepsina (Sigma P6887).

Jugo pancreatico Pancreatina (Sigma P7545).

PBS: NaCl 0.8 % (m/v) (JT Baker 7647), KCIl 0.02 % (m/v) (JT Baker 7447),
Na2HPO4 0.144 % (m/v) (JT Baker 7782), KH2PO4 0.024 % (m/v) (JT Baker
7778), pH 7.4.

PCI: Phenol:Chloroform:lsoamyl Alcohol (25:24:1) (Sigma Aldrich P3803).
RNAsa: RNAsa A (Sigma Aldrich R-4875)

Sales biliares: Oxoid (LP0055).

TBE 1X: Trizma® base (Sigma aldrich T1503 0.1 M, Acido bérico, 0.1 M,
EDTA 2 mM (JT Baker 8993), pH 8.
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13.4 Informacién complementaria

13.4.1 Observaciones levaduras

Tabla 11. Observaciones de las levaduras puras en medio YPD liquido y s¢lido, y observaciones microscopicas.
Crecimiento: inferior (I) o superior (S). Produccion de gas: - negativo, + positivo (intensidad). Tamarfio: Colonias
chicas (CH), medianas (M) o grandes (G). Textura: Butirosa (B), cremosa (CR) o membranosa (M). Color: Blanco
(B), cremoso (CR) o blanco grisaceo (B/G). Borde: Entero (E), Rizoide (RZ). Elevacién: Morfologia: clasificaciéon
arbitraria (A-G).

Liquido Sélido Microscoépicas

Clave | Crecimiento Gas | Tamafio | Textura | Color | Borde | Elevacion | Morfologia | Forma

1 | - M CR CR C A Redonda
4 | +++ M CR CR E C A Redonda
6 | +++ M CR CR E cC A Redonda
7 I/S +++ M CR CR E C A Redonda
8 | +++ M B/G E C C Alargada
9 | + CH B E C B Redonda
10 | +++ M CR CR E C A Redonda
12 I/S +++ M CR CR E C A Redonda
15 | +++ M CR CR E C A Redonda
18 | +++ CH B B E C A Redonda
20 I/S +++ | CH B B E C A Redonda
24 - - G B B E P D Alargada
25 - - M B A E C D Alargada
28 - - - M B Rz P E -

32 - - CH M CR E PU F Alargada
36 - - CH B R E P G Alargada
37 | ++ CH B B E C B Redonda
38 | + CH B B E C B Redonda
39 | + CH B B E C B Redonda
40 | + CH B B E C B Redonda
41 /S ++ M B B/G E C C Alargada
42 IS +++ M B B/G E C C Alargada
43 /S +++ M B B/G E C C Alargada
44 /S +++ M B B/G E C C Alargada
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13.4.2 Secuencias de ADN
>Aislado Sh: Saccharomyces cerevisiae

TAGTACGGCGAGTGAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTG
TAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATA
GAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGA
GTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAG
ACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAG
TACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCT
TGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCA
TAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAG
GACTGCGACGTAAGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAAACAC

>Aislado 7: Candida intermedia

GCCTCGTACGGCGAGTGAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCCTTCGGGAGTTGTAATTTGT
AGGTTGGGAGACCCCGCGGCTAGTGGCACCAAGTCCCTTGGAACAGGGCGCCTTAGAGGGT
GAGAGCCCCGTAGGTACCACAATACCGTCTTGTGTCTCCTCTCCAAAGAGTCGAGTTGTTTGG
GAATGCAGCTCAAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATACCGGCGAGAGACCGATAG
CGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTACGTGAA
ATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGCAAGCAGACACGGCCTTCGTGCCGGGCCAGCATCGGTTGC
TAGGGGTGGATAAGGAACAAGGAATGTAGCTCCTCGGAGTATTATAGCCTTGCGCGATACACC
CACTGGCGACCGAGGCCTGCGGTATTCCTACCTAGGATGCTGGCGTAATGGTTGCAAGCCGC
CCGTCTTGAANCACGGACCA

>Aislado 9: Clavispora lusitaniae

AGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCACTTTCAGTGTCCGAGTTGTA
ATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGTCTGGCTCTTGTCTATGTTTCTTGGAACAGAACGTCACAGAG
GGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGACCCAGACCTATGTAAAGTTCCTTCGAAGAGTCGAGTT
GTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGAC
CGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTA
CGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGTATGTTACTCTTTCGG
GGGTGGCCTCTACAGTTTACCGGGCCAGCATCAGTTTGGGCGGTAGGAGAATTGCAAAGAAA
TGTGGCACTGCCTCGGTAGTGTGTTATAGTCTTTGTCGATACTGCCAGCCTAGACTGAGGACT
GCGGCTTCGGCCTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAANTCGCCCGTCTTGAAACACGG

>Aislado 24: Ustilago esculenta

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTAGTACGGCGAGTGAAGAGGGAAGAGCCCAAGATTGAAAG
CTGGCGTCTTCGGCGTCCGCATTGTAATCTCAAGAAGTGTTTTCCGCTTCGGACCATGCCTAA
GTCCCTTGGAAAAGGGCATCATAGAGGGTGATAATCCCGTACATGGCATGGAGCGCCCGAAG
CTTTGTGATACGCTTTCTAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAATG
CCATCTAAGGCTAAATATTGGGGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAA
AAGAACTTTGAAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGCCAAAAGGGAAGGGTAGGAGGTCA
GAGATGCGGCCTGGGATTCAGCCTTGCTTTTGCTTGGTGTTTTTCCCAGATTGCAGGCCAACG
TCGGTTTTGGGCACTGGAGAAGGGTAGGAGGAACGTGGCACCTCTCGGGGTGTGTTATAGCC
TCCTACTGGATACAGCGACCGAGACCGAGGACAGCAGCGTACTCGCAAGAGCGGGCCTTCGG
GCACCTTTACGCTTANGGCGTTGGCATAATGGCCCTCTACCACCCGTCTTGAAACACGGNNN
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>Aislado 28: Ustilago longissima

NNNNNNNNNNNGNNNNNNNNANNTACGGCGAGTGAAGAGGGAAGAGCCCAAGATTGAAAGC
TGGCGTCTTCGGCGTCCGCATTGTAATCTCAAGAAGTGTTTTCCGCTTCGGACCATGCCTAAG
TCCCTTGGAAAAGGGCATCATAGAGGGTGATAATCCCGTACATGGCATGGAGCGCCCGAAGC
TTTGTGATACGCTTTCTAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAATGC
CATCTAAGGCTAAATATTGGGGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAA
AGAACTTTGAAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGCCAAAAGGGAAGGGTAGGAGGTCAG
AGATGCGGCCTGGGATTCAGCCTTGCTTTTGCTTGGTGTTTTTCCCAGATTGCAGGCCAACGT
CGGTTTTGGGCACTGGAGAAGGGTGGAAGGAATGTGGCACCCCTCGGGGTGTGTTATAGCCT
TCTACTGGATACAGCGACCGGGACCGAGGACAGCAGCGTACTCGCAAGAGCGGGCCTTCGG
GCACCTTTACGCTTAGGGCGTTGGCATAATGGCCCTCTANCNCCCGTCTTGNAAACACNNACC
ANNN

>Aislado 32: Moesziomyces bullatus

NNNNNNNNNNNNNNNNAGTACGGCGAGTGAGAGGGAAGAGCCCAAGATTGAAAGCTGGCGT
CTTCGGCGTCCGCATTGTAATCTCAAGAAGTGTTTTCCGCTTCGGACCAAGCCTAAGTCCCTT
GGAAAAGGGCATCATAGAGGGTGATAATCCCGTACATGGCTTGGAGCGCCCGAGGCTTTGTG
ATACGCTTTCTAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAATGCCATCTA
AGGCTAAATATTGGGGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACT
TTGAAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGCCAAAAGGGAAGGGTAGGAGGTCAGAGATGC
GGCCTGGGATTCAGCCTTGCTTTTGCTTGGTGTTTTTCCCAGATTGCAGGCCAACGTCGGTTTT
GGGCACTGGAGAAGGGTAGGAGGAACGTGGCACCCCTCGGGGTGTGTTATAGCCTCCTACTG
GATACAGCGACCGAGACCGAGGACAGCAGCGTACTCGCAAGAGCGGACCCTCGGGTACCTTT
ACGCTTAGGGCGTTGGCATAATGGCCCTCTACCACCCGTCTTGAANNACGGACCA

>Aislado 36: Pseudozyma paranctartica

NNNNNNNNNNNNTNCNNAGTACGGCGAGTGAGAGGGAAGAGCCCAAGATTGAAAGCTGGCG
TCTTCGGCGTCCGCATTGTAATCTCAAGAAGTGTTTTCCGCTTCGGACCATGCCTAAGTCCCTT
GGAAAAGGGCATCATAGAGGGTGATAATCCCGTACATGGCATGGAGCGCCCGAAGCTTTGTG
ATACGCTTTCTAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAATGCCATCTA
AGGCTAAATATTGGGGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACT
TTGAAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGCCAAAAGGGAAGGGTAGGAGGTCAGAGATGC
GGCCTGGGATTCAGCCTTGCTTTTGCTTGGTGTTTTTCCCAGATTGCAGGCCAACGTCGGTTTT
GGGCACTGGAGAAGGGTAGGAGGAACGTGGCACCTCTCGGGGTGTGTTATAGCCTCCTACTG
GATACAGCGACCGAGACCGAGGACAGCAGCGTACTCGCAAGAGCGGGCCTTCGGGCACCTTT
ACGCTTAGGGCGTTGGCATAATGGCCCTCTACCACCCGTCTTGAAACACGGACCA

>Aislado 37: Clavispora lusitaniae

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNTACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCCTGCG
GGAATTGTAATTTGAAGGTTTCGTGGTCTGAGTCGGCCGCGCCCAAGTCCATTGGAACATGGC
GCCTGGGAGGGTGAGAGCCCCGTATGGCGCACGCCGACTCTTTGCACCGCGGCTCCGACGA
GTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGC
GAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGA
AACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGCAAGCAGACACGGTTTTACCGGGCCAG
CGTCAAAAAGGGGGGGGGGAAAAGAAGGAAAGAATGTGGCGCGTGCCTTCGGGTTCGCGTG
TTATAGCTTTCTCTAATACCCCCATGTTTGTTTGAGGCCTGCGATTCTAGGACGCTGGCGTAAT
GGTTGCAAGCCGCCCGTCTTGAAACACGGACCAANA
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>Aislado 44: Pichia kudriavzevii

NNNNANNNNNNNNNNGCCTCNGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGATTTGAAATCG
TGCTTTGCGGCACGAGTTGTAGATTGCAGGTTGGAGTCTGTGTGGAAGGCGGTGTCCAAGTC
CCTTGGAACAGGGCGCCCAGGAGGGTGAGAGCCCCGTGGGATGCCGGCGGAAGCAGTGAG
GCCCTTCTGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTCCATCTAA
GGCTAAATACTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGCACTT
TGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTGCGCCCGACATGG
GGATTGCGCACCGCTGCCTCTCGTGGGCGGCGCTCTGGGCTTTCCCTGGGCCAGCATCGGTT
CTTGCTGCAGGAGAAGGGGTTCTGGAACGTGGCTCTTCGGAGTGTTATAGCCAGGGCCAGAT
GCTGCGTGCGGGGACCGAGGACTGCGGCCGTGTAGGTCACGGATGCTGGCAGAACGGCGCA
ACACCGCCCGTCTTGAAACCACGGACCA

13.4.3 Cuenta en placa 37 °C

Tabla 12. Resultados de cuenta en placa de los aislados crecidos en medio liquido YPD a 37 °C durante 72 h.
Resultados expresados en LOG UFC/mL, promedio de dos determinaciones independientes (n = 2).

Tiempo Tiempo

Aislado Oh 72h | Aislado Oh 72 h
Sb 6.18 9.26 25 *1.00 7.41

1 5.99 7.4 28 3.57 *5.00
4 5.86 6.53 32 *1.00 *1.00
6 5.95 5.53 36 4.45 6.46
7 5.91 6.56 37 5.15 9.74
8 5.53 1049 | 38 6.04 8.51
9 5.84 8.38 39 5.96 8.84
10 5.95 *3.00 | 40 6.11 8.81
12 5.97 6.62 41 5.54 8.64
15 5.9 *3.00 |42 5.59 8.86
18 5.89 *3.00 |43 6.15 *11.18
20 5.87 4.08 44 6.2 *11.18
24 5.04 6.23
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13.4.4 Analisis estadistico pHy SB

Tabla 13. Analisis de varianza a 2 vias de los resultados de crecimiento en medio liquido YPD ajustado a pH

2.5 (HCI) de 9 cepas y Sb en el tiempo 0 horas (n = 6).

Sumade cuadrados | GL Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 7574546666666.670 9 841616296296.296 4.849 .002
Dentro de grupos 3471333333333.330 20 173566666666.667
Total 11045880000000.000 | 29

Tabla 14. Analisis de varianza a 2 vias de los resultados de crecimiento en medio liquido YPD ajustado a pH

2.5 (HCI) de 9 cepas y Sb en el tiempo 3 horas (n = 6).

Origen Tipo lll de sumade cuadrados | GL | Cuadréatico promedio F Sig.
Modelo corregido | 15661000000000,008* 11 | 1423727272727.270 .682 739
Interceptacion 383776333333333.000 1 383776333333333.000 | 183.759 | .000
Cepas 15600333333333.300 9 1733370370370.370 .830 .598
Repeticiones 60666666666.667 2 30333333333.333 .015 .986
Error 37592666666666.700 18 | 2088481481481.480
Total 437030000000000.000 30
Total corregido 53253666666666.700 29

a. R al cuadrado = ,294 (R al cuadrado ajustada = -,137)

Tabla 15. Andlisis de varianza a 2 vias de los resultados de crecimiento en medio liquido YPD ajustado a pH

2.5 (HCI) de 9 cepas y Sb en el tiempo 24 horas (n = 6).

Suma de cuadrados GL Media cuadrética F Sig.
grnut;)is 152299874166667000000000000.000 | 9 16922208240740700000000000.000 | 6.585 | .000
Dentro
de 51398250000000000000000000.000 | 20 | 2569912500000000000000000.000
grupos
Total 203698124166667000000000000.000 | 29

Tabla 16. Clasificacion de los 9 aislados y Sb considerando la cantidad de UFC en medio liquido YPD ajustado
a pH 2.5 con HCI, incubado a 37 °C (UFC/mL) para los 3 tiempos de fermentacién segun la Prueba de Duncan.

) Tiempo de fermentacion (horas)
Aislado
0 3 24
43 500000,0 | + | 145258,4 | a | 500000,0 |+ | 145258,4 440000000000,0 | * | 2443358344574 | a
42 580000,0 | * | 1479865 | a | 580000,0 | + | 147986,5 783333333333,3 | + | 583466651432,1 | a
44 643333,3 | = | 4007909 | a | 643333,3 | + | 400790,9 370000000000,0 | * | 245560583156,2 | a
41 880000,0 | * | 283548,9 | ab | 880000,0 | + | 283548,9 520000000000,0 | + | 322335229225,7 | a
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8 910000,0 + | 329089,7 | ab 910000,0 + | 329089,7 | a | 340000000000,0 + | 232594066992,3
37 1266666,7 | = | 57735,0 abc | 1266666,7 | + | 57735,0 a | 7833333333333,3 | + | 4660829682935,6
Sb 1300000,0 | + | 100000,0 | abc | 1300000,0 | = | 100000,0 | a | 141666666666,7 + | 59651767227,2
38 1633333,3 | + | 404145,2 | bc 1633333,3 | = | 404145,2 | a | 2083333333333,3 | + | 1500277752062,4
39 1733333,3 | + | 650640,7 | c 1733333,3 | + | 650640,7 | a | 803333333333,3 + | 616143922580,9
40 2033333,3 | £ | 862167,8 | c 2033333,3 | £ | 862167,8 | a | 3233333333333,3 | + | 850490054811,5

* Letras diferentes en cada tiempo de fermentacion indican diferencia significativa en la cantidad de UFC a pH
acido entre los 9 aislados y Sh.

Tabla 17. Analisis de varianza a 2 vias de los resultados de crecimiento en medio liquido YNB adicionado de
0.5 % de glucosa y 1.5 % de sales biliares de 9 cepas y Sb en el tiempo 0 horas (n = 6).

Tipo lll de suma de

Origen cuadrados gl Cuadratico promedio F Sig.

Modelo
: 12574759999999,9962 12 1047896666666.670 3.558 .003

corregido
'n”terceptac'o 128737439999999.000 1 128737439999999.000 437.068 | .000
Cepas 9169659999999.990 1018851111111.110 3.459 .006
Repeticiones | 3405100000000.000 1135033333333.330 3.853 .020
Error 7952800000000.000 27 204548148148.148
Total 149265000000000.000 40
Total
corregido 20527560000000.000 39

a. Ralcuadrado =,613 (R al cuadrado ajustada = ,440)

Tabla 18. Andlisis de varianza a 2 vias de los resultados de crecimiento en medio liquido YNB adicionado de

0.5 % de glucosa y 1.5 % de sales biliares de 9 cepas y Sb en el tiempo 3 horas (n = 6).

Tipo lll de sumade

Origen cuadrados o] Cuadratico promedio F Sig.

Modelo
, 59314120000000,0102 12 4942843333333.330 2.869 011

corregido
L”terceptac'o 668061022499997.000 | 1 668061022499997.000 | 387.727 | .000
Cepas 51848652500000.000 5760961388888.890 3.344 .007
Repeticiones | 7465467500000.000 2488489166666.670 1.444 252
Error 46521557500000.000 27 1723020648148.150
Total 773896700000000.000 | 40
Total 105835677500000.000 | 39
corregido

a. Ral cuadrado =,560 (R al cuadrado ajustada = ,365)
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Tabla 19. Andlisis de varianza a 2 vias de los resultados de crecimiento en medio liquido YNB adicionado de
0.5 % de glucosa y 1.5 % de sales bhiliares de 9 cepas y Sb en el tiempo 24 horas (n = 6).

. Tipo Ill de suma de - . .
Origen cuadrados gl Cuadratico promedio F Sig.

Modelo

X 3710716440000000,0002 12 309226370000000.000 28.262 .000
corregido
Interceptacion | 119698916490000000.000 | 1 119698916490000000 10940.116 | .000
Cepas 3661700010000000.000 9 406855556666667.000 37.185 .000
Repeticiones 49016430000000.000 3 16338810000000.000 1.493 .239
Error 295414670000000.000 27 10941284074074.100
Total 123705047600000000.000 | 40
Total 4006131110000000.000 | 39
corregido

a. R al cuadrado =,926 (R al cuadrado ajustada = ,893)

Tabla 20. Clasificacion de los 9 aislados y Sb considerando la cantidad de células en caldo YNB con 0.5 %
(m/v) de glucosay 1.5 % (m/v) de sales biliares para los 3 tiempos de fermentacion segun la Prueba de Duncan.

Aislado Tiempo de fermentacion (horas)
0 3 24
44 12375000 | + [ 4802343 | a 2862500,0 | + | 801431,0 a 62500000,0 | + [ 2376271,6
43 12625000 | + | 2926175 | a 2825000,0 | + | 775134,4 a 60800000,0 | + | 3432200,5
42 1287500,0 | + | 8528140 | a 3837500,0 | + | 29457243 | a 58300000,0 | + | 2376271,6
8 1625000,0 | + | 5123475 | ab | 3000000,0 | + | 441588,0 a 55125000,0 | + | 2320021,6
38 1725000,0 | + | 9222256 | ab | 4020000,0 | + | 1320908,8 | ab | 50520000,0 | + | 36999459
41 1725000,0 | + | 829156,2 | ab | 3775000,0 | + | 17476174 | a 62500000,0 | + | 683130,1 e
Sh 1930000,0 | + | 164519,5 | abc | 3690000,0 | + | 5989992 a 33860000,0 | + | 31606750 | a
40 1950000,0 | + | 588784,1 | abc | 4700000,0 | + | 840634,7 abc | 44700000,0 | + | 23508864 | b
37 2415000,0 | + | 185741,8 | bc | 5910000,0 | + | 982852,9 bc | 507600000 | + | 6607632,0 | c
39 2782500,0 | + | 730542,0 | c 6247500,0 | + | 1024609,7 | c 67970000,0 | + | 36084530 | f
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13.4.5 0.5 % sales biliares

Tabla 21. Resultados sales biliares 0.5 % expresados en células/ mL. Promedio de 2 experimentos
independientes cada uno con 2 réplicas (n = 4).

Cepa Tiempo 0 h Tiempo 3 h Tiempo 24 h
Sh 2340000 | + | 346410.2 | 4710000 | + | 775886.6 | 33540000 | + | 1738505
8 1512500 | + | 209662.4 | 3337500 | + | 188745.9 | 53600000 | + | 2292015
37 2640000 | + | 642495.1 | 7140000 | + | 1220819 | 53310000 | + | 7010421
38 2805000 | + | 502891.6 | 6270000 | + | 270555 55860000 | + | 2761739
39 2970000 | + | 221810.7 | 6915000 | + | 657951.4 | 58230000 | + | 5387430
40 3270000 | + | 198997.5 | 7935000 | + | 637573.5 | 60270000 | + | 3189044
41 2225000 | + | 396862.7 | 3975000 | + | 434932.9 | 60825000 | + | 4521338
42 1875000 | + | 504149.4 | 3637500 | + | 249583 57150000 | £ | 2824299
43 2262500 | + | 957753.4 | 4412500 | + | 2238815 | 65175000 | + | 6845619
44 1925000 | + | 554526.8 | 3600000 | + | 362859 60700000 | £ | 4009988
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13.4.6 Curvas de crecimiento células vs. Densidad Optica
Figura 14. Curvas de calibracion células contra densidad optica de 9 aislados y Sb. Células contadas
con un hemacitémetro (Newbauer) y densidad 6ptica (600 nm).
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13.4.7 Anadlisis estadistico formacion de biopelicula

Tabla 22. Andlisis de varianza a 2 vias de los resultados de formacién de biopelicula de 5 cepas y Sb en el
tiempo 24 horas (n = 6).

Fuente Suma de Cuadrados | GL* | Cuadrado Medio | Raz6n-F | Valor-P
Entre grupos | 2.89288000 6 0.48214700 2985.08 |0
Intra grupos 0.00565317 35 | 0.00016152
Total (Corr.) 2.89853 41

*GL: Grados de libertad

Tabla 23. Resultados del andlisis estadistico de la prueba de formacién de biopelicula. Prueba de
rangos multiples de Tukey HSD (a=0.05). Resultados promedio de 2 pruebas independientes con 3

réplicas cada una (n=6).

Cepa Casos Media Grupos Homogéneos

44 6 0.0413333 | A

41 6 0.0433333 | AB

39 6 0.0505000 | ABC

8 6 0.0643333 | BC

37 6 0.0701667 | C

Sb 6 0.1010000 | D

Ca 6 0.8098330 | E

Tabla 24. Resultados de formacion de biopelicula en medio YPD con 8 % glucosa.

Cepa Absorbancia (490 nm) %
Ca 2.452 + | 0.278 100.00 |+ | 11.34
Sb 0.347 +|0.141 14.15 t | 575
37 2.304 0.2 93.96 + | 8.16
39 2.108 + | 0.267 85.97 + | 10.89
8 0.388 + | 0.267 15.82 + | 10.89
41 0.525 + | 0.06 21.41 + | 2.45
44 0.579 +]0.11 23.61 t | 4.49

Cuantificacion por el método de cristal violeta. Resultados expresados como media + desviacion
estandar. Resultados expresados como porcentaje respecto a los controles positivo (C. albicans
ATCC 14053) y negativo (medio sin indculo). Los superindices indican los grupos homogéneos
obtenidos mediante la prueba de Tukey (a=0.05).
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13.4.8 Simulacion del paso sucesivo a través del tracto gastrointestinal

Tabla 25. Resultados de cuenta en placa de la simulacién del paso sucesivo a través del tracto
gastrointestinal de 2 aislados y Sb.

Cepa | TO | Lisozima | Jugo gastrico | Jugo pancreatico
Sb 7.65 | 7.26 6.81 6.77
Sh 753 | 7.26 7.04 6.11
Sb 7.58 |7.28 6.93 6.11
8 7.78 | 7.00 6.61 6.64
8 7.20 |6.84 7.40 5.83
8 7.30 | 6.88 6.53 5.79
37 7.72 | 7.36 6.76 6.38
37 8.08 | 7.04 7.23 6.04
37 7.20 | 6.95 6.79 5.93

Tabla 26. Andlisis de varianza a 2 vias de los resultados de del paso sucesivo a través del tracto
gastrointestinal de 2 aislados y Sbh (n = 3).

variaoion | cuadrados | % | “medi | F | Palue | Fori
Muestras 0.236196 2 0.118098 1.329864 | 0.289289 | 3.554557
Columnas 4.199898 2 2.099949 23.64688 | 9.2E-06 3.554557
Entre grupos 0.080637 4 0.020159 0.227007 | 0.919694 | 2.927744
Intra grupos 1.598481 18 0.088804
Total 6.115211 26
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