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RESUMEN

El pulgue es una bebida alcohdlica tradicional mexicana no destilada a la que se le atribuyen
diversas funciones benéficas, principalmente asociadas con la salud gastrointestinal, lo que
puede explicarse por la presencia de microorganismos probiéticos en su microbiota. Por lo
tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la inocuidad, actividad probittica y
caracteristicas funcionales de siete cepas de bacterias acido lacticas (BAL) aisladas del
pulque, utilizando como control la cepa probidtica Lactobacillus acidophilus NCFM. Las BAL
aisladas se identificaron mediante la secuenciacion del gen 16S ARNr y espectrometria de
masas MALDI Biotyper® como pertenecientes a tres géneros y especies diferentes de
Lactobacillaceae: Lactiplantibacillus plantarum, Levilactobacillus brevis y Lacticaseibacillus
paracasei. La mayoria de las cepas mostraron resistencia a condiciones simuladas de jugo
gastrico, jugo intestinal y a la presencia de lisozima (10 mg/L). Ademas, todas las cepas
mostraron actividad hidrolasa de sales biliares (BSH) y actividad antibacteriana frente a la
cepa patodgena Listeria monocytogenes. Ademas, se evaluaron las caracteristicas de la
superficie celular de las BAL, y la mayoria de las cepas mostraron buena hidrofobicidad,
autoagregaciéon y coagregacion con Escherichia coli enteropatégena, Listeria
monocytogenes y Salmonella enterica serovar Typhi. En términos de seguridad, la mayoria
de las cepas fueron sensibles a los antibidticos ensayados y sélo la cepa Lact. paracasei
UTMB4 amplificd un gen relacionado con la resistencia a los antibidticos (mecA). Las cepas
Lact. plantarum RVG2 y Lact. plantarum UTMB1 presentaron actividad y-hemolitica, y la
presencia del gen agg relacionado con la virulencia sélo se identific6 en la cepa Lact.
plantarum UTMB1. Basandose en el analisis de componentes principales (ACP) y el mapa
de calor, y considerando la cepa Lact. acidophilus NCFM como referencia probiética, las
cepas Lacticaseibacillus paracasei UTMB4, Lactiplantibacillus plantarum RVG4 vy
Levilactobacillus brevis UTMB2 fueron seleccionadas como las cepas con potencial
probiético mas prometedoras. Los resultados de este estudio destacaron los rasgos
probidticos, funcionales y de seguridad de las BAL aisladas del pulque, apoyando asi los

beneficios para la salud atribuidos a esta bebida ancestral.
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ABSTRACT

Pulgue is a traditional Mexican non-distilled alcoholic beverage to which several beneficial
functions are attributed, mainly associated with gastrointestinal health, which can be
explained by the presence of probiotic microorganisms in its microbiota. Therefore, the
objective of this work was to evaluate the safety, probiotic activity, and functional
characteristics of seven strains of lactic acid bacteria (LAB) isolated from pulque using the
probiotic strain Lactobacillus acidophilus NCFM as control. The LAB isolates were identified
by 16S rRNA gen sequencing and MALDI Biotyper® MS as belonging to three different
Lactobacillaceae genera and species: Lactiplantibacillus plantarum, Levilactobacillus brevis
and Lacticaseibacillus paracasei. Most strains showed resistance to gastric juice, intestinal
juice and lysozyme (10 mg/L). In addition, all strains exhibited bile salt hydrolase (BSH)
activity and antibacterial activity against the pathogenic strain Listeria monocytogenes.
Additionally, cell surface characteristics of LAB were evaluated, with most strains showing
good hydrophobicity, auto-aggregation, and co-aggregation with enteropathogenic
Escherichia coli, L. monocytogenes and Salmonella enterica serovar Typhi. In terms of
safety, most of the strains were sensitive to the tested antibiotics and only the Lact.
paracasei UTMB4 strain amplified a gene related to antibiotic resistance (mecA). The strains
Lact. plantarum RVG2 and Lact. plantarum UTMBL1 presented y-hemolytic activity, and the
presence of the virulence-related gene agg was identified only in UTMBL1 strain. Regarding
the functional characterization, the tested bacteria showed good [-galactosidase activity,
antioxidant activity and cholesterol reduction based on principal component analysis (PCA)
and heat mapping, and considering the strain Lact. acidophilus NCFM as the probiotic
reference, the strains Lacticaseibacillus paracasei UTMB4, Lactiplantibacillus plantarum
RVG4 and Levilactobacillus brevis UTMB2 were selected as the most promising probiotic
potential strains. The results of this study highlighted the probiotic, functional and safety
traits of LAB strains isolated from pulque thus supporting the health benefits attributed to

this ancestral beverage.

XVl



1. INTRODUCCION

Un gran namero de bacterias acido lacticas (BAL) se han empleado para la fabricacion de
una amplia variedad de alimentos y bebidas fermentadas, basandose en su capacidad para
mejorar sus atributos de conservacion, sensoriales, nutricionales y funcionales [1, 2].
Actualmente, las BAL son ampliamente reconocidas por su capacidad de producir varias
sustancias antimicrobianas, tales como &cidos organicos, peréxido de hidrégeno,
bacteriocinas y otras [3]. Recientemente, ha sido de gran interés la capacidad de algunas
BAL, como Lacticaseibacillus paracasei, para reducir los niveles de colesterol en sangre en

personas con hipercolesterolemia y su accion para prevenir la aterosclerosis [4].

Los mecanismos para la reduccién de la hipercolesterolemia pueden estar asociados con
la actividad antioxidante que induce una actividad antiinflamatoria y modula el metabolismo
del colesterol. Teniendo en cuenta que la hipercolesterolemia es un importante factor de
riesgo asociado a las enfermedades cardiovasculares, que a su vez son una de las
principales causas de muerte en todo el mundo, el descubrimiento de nuevos farmacos o
agentes terapéuticos reductores del colesterol es de suma importancia en la medicina
actual [5]. En este sentido, a través de diversos estudios realizados a BAL se ha confirmado
como cepas especificas poseen propiedades probidticas e imparten caracteristicas
sensoriales Unicas a los productos alimenticios, lo que ha aumentado el interés cientifico y

tecnoldgico en estos microorganismos [6].

Los probidticos se definen como "microorganismos vivos que, administrados en cantidades
adecuadas, confieren un beneficio para la salud del huésped"”, entre los cuales uno de los
mas importantes es la regulacién de la microbiota gastrointestinal [7]. En este sentido, esta
bien documentada la capacidad de los probiéticos para aliviar o prevenir algunas
enfermedades humanas con base en diferentes mecanismos fisiol6gicos como la tolerancia
alalactosay la mejora del sistema inmune, actividades antimicrobianas y anticancerigenas,

entre otras [8, 9].

Una caracteristica importante en la evaluacion de nuevos probiéticos son las propiedades
de seguridad, como la resistencia de las cepas de estudio a antibitticos y la presencia de
factores de virulencia en dichas cepas. En la actualidad, se sabe que tanto las propiedades
probidticas como de seguridad son altamente especificas de cada cepa, por lo que una de
ellas debe ser evaluada a fondo de manera particular [10, 11]. La resistencia a los

antibiéticos por parte de cepas microbianas se considera un problema de salud mundial y
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ha ido en rapido aumento. EI mecanismo principal que se ha asociado con este problema
es la transferencia de genes de un microorganismo a otro. De acuerdo a esto, los
microorganismos probidticos no deben contener marcadores transferibles de resistencia a
los antibi6ticos [10, 12].

Por otro lado, la actividad hemolitica es un factor de virulencia comun presente en
microorganismos patdgenos que les facilita a estas cepas la adquisicion de hierro y causa
anemia en el hospedador [12]. Otros factores de virulencia influyen en la adherencia del
patogeno al tejido del hospedador, la invasion de éste, la formacion de abscesos, la
resistencia a los mecanismos de defensa del hospedador, asi como la modulacién de ésta,
la secrecion de citolisinas y la produccion de feromonas codificadas por plasmidos [13]. Los
métodos in vitro e in silico son los mas rapidos para la evaluacion de la seguridad de las
cepas microbianas con potencial probiotico y son considerados los mas adecuados antes

de pasar a las evaluaciones in vivo.

El pulgue es una bebida ancestral mexicana obtenida de la fermentacion de la savia
extraida de varias especies de agave (aguamiel). Se caracteriza por ser una bebida no
destilada, blanca, viscosa y de baja graduacion alcohélica [14, 15]. En la década de 1910
la produccion de pulque sufrié un drastico desplome que estuvo asociado a la inestabilidad
social y econdémica durante la guerra de la Revoluciéon Mexicana y a la creciente demanda
de otras bebidas alcohdlicas, como la cerveza, lo que se agravé por una fuerte campafia
comercial de desprestigio de las técnicas utilizadas para la elaboracién del pulque.
Actualmente, este producto ha recobrado un gran interés cientifico y publico, no sé6lo debido
a los hallazgos de sus beneficios nutricionales y funcionales, sino también como fuente de

una gran variedad de cepas microbianas que estan asociadas a su fermentacién [15].

Numerosos estudios sobre la microbiota del pulgue han destacado la notable abundancia
de BAL durante la etapa de fermentacion y en el producto final [15]. Estas bacterias son
responsables de la fermentacion lactica en el pulque y contribuyen de manera importante a
las caracteristicas sensoriales de la bebida. Adicionalmente, varios informes han
demostrado que los microorganismos del pulgque son responsables de una serie de
beneficios tradicionalmente asociados a este producto, en particular los relacionados con
la prevencion o tratamiento de enfermedades gastrointestinales [16]. En este sentido, se
han realizado numerosos estudios in vitro que demuestran el destacado potencial probiético
de las BAL del pulque, particularmente de cepas pertenecientes al género Leuconostoc y a

la familia Lactobacillaceae [17, 18]. Las pruebas de actividad probiética in vitro realizadas
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a las cepas BAL del pulgue incluyen las siguientes: resistencia a las condiciones del tracto
gastrointestinal (pH acido, sales biliares y lisozima), actividad inhibitoria contra patdégenos
transmitidos por alimentos, hidrofobicidad, resistencia a antibiéticos y actividad hemolitica
[17, 18, 19]. Asimismo, Castro-Rodriguez et al. [17] realizaron pruebas in vivo, en las que
evaluaron la adhesién de 4 cepas de Leuconostoc mesenteroides aisladas de aguamiel a
la pared intestinal de ratas Wistar macho de 3 meses de edad, reportando valores de
adhesion de 79 a 83%. Sin embargo, hasta la fecha, no hay informes en la literatura sobre

los beneficios potenciales en la salud humana de las cepas de pulque.

En un trabajo previo a la presente tesis, evaluamos el potencial probiético de 11 BAL
aisladas del pulgue obtenido de diferentes localidades de los estados de Oaxaca y Puebla,
utilizando la cepa probi6tica ampliamente caracterizada Lactobacillus acidophilus NCFM
como control positivo [20]. Las cepas fueron identificadas mediante secuenciacion del gen
16S ARNr como correspondientes a las especies Lactiplantibacillus plantarum,
Levilactobacillus brevis, Lacticaseibacillus paracasei y Liquorilactobacillus ghanensis. Las
cepas ensayadas se caracterizaron por una notable resistencia a pH 2.0, 0.5% de sales
biliares y prominente actividad antimicrobiana frente a las cepas patdégenas Listeria
monocytogenes, Escherichia coli (EPEC) y Salmonella enterica serovar Typhi.
Considerando lo anterior, el objetivo de este trabajo fue realizar un estudio integral de los
rasgos probiéticos, funcionales y de seguridad de BAL aisladas del pulgue, contribuyendo

asi a la revalorizacion de esta bebida ancestral mexicana.
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2. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

2.1. Bacterias acido lacticas (BAL)

Luis Pasteur inici6 el estudio de la fermentacién &cido lactica entre 1857 y 1863. Sin
embargo, fue Joseph Lister en 1873 quien obtuvo la primera cepa pura de una bacteria
acido lactica (BAL) ("Bacterium lactis"). Los cultivos iniciadores para la produccion de queso
y leche agria se introdujeron de manera tecnificada y controlada en 1890; sin embargo, los
alimentos fermentados han sido utilizados por el hombre desde hace mas de 5000 afios
[21]. Las BAL cultivadas en condiciones estandar se caracterizan por ser Gram-positivas,
no esporuladas, catalasa negativa, aerotolerantes, acido tolerantes y organotréficas. Este
grupo de bacterias se distingue por la produccion de &cido lactico como un importante
producto final de la fermentacion de carbohidratos y pueden ser cocos o bacilos [22]. Estos
microorganismos se localizan en entornos ricos en nutrientes, como carbohidratos solubles

y productos de la degradacion de proteinas y vitaminas [23].

2.1.1. Clasificacion taxondmica

Orla Jensen (1919) [24] publicé por primera vez un reporte que sento las bases para la
clasificacion de las bacterias del acido lactico. Este sistema de clasificacion estuvo ligado a
ciertos factores que implicaban las siguientes caracteristicas: fermentacion de glucosa,
morfologia celular, capacidad para utilizar aztcares y rango de temperatura de crecimiento
optimo. Por lo tanto, este sistema de clasificacién reconocia sélo cuatro géneros de BAL:
Lactobacillus, Pediococcus, Leucononstoc y Streptococcus [25]. Las BAL también se han
clasificado en diferentes géneros/especies segln sus caracteristicas de produccion de
acido mediante la fermentacion de azucares y su crecimiento a temperaturas especificas
[26].

Las BAL se pueden clasificar como organismos homofermentativos o heterofermentativos
de acuerdo con su capacidad para fermentar carbohidratos [26]. Las bacterias
homofermentativas, como Lactococcus y Streptococcus, producen dos moléculas de lactato
a partir de una molécula de glucosa, mientras que las bacterias heterofermentativas, como
Leuconostoc, Wiessella y algunos lactobacilos, generan lactato, etanol y diéxido de carbono
a partir de una molécula de glucosa [26]. Este enfoque convencional para la clasificacion
de las BAL se basd en caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas; sin embargo,

recientemente, la caracterizacion molecular se ha convertido en una herramienta importante
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para la clasificacion e identificacion de estas bacterias. La caracterizacion molecular incluye
perfiles de ADN polimérfico amplificado al azar, secuenciacién del gen 16S ARNr, huellas
dactilares basadas en PCR y patrones de proteinas solubles y diferenciacién de especies
mediante ensayo de PCR multiple mediante el uso de cebadores derivados de genes recA
especificos [26]. Aunque las bacterias del 4cido lactico incluyen mas de 60 géneros, los
géneros que ocurren con frecuencia en la fermentacién de alimentos incluyen Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus, Weissella, etc.
[27].

2.1.1.1. Familia Lactobacillaceae

Esta familia de bacterias incluye al género que anteriormente era denominado como
Lactobacillus, propuesto por Beijerinck en 1901, el cual es era el género mas grande dentro
de las BAL: al 2020 comprendia 261 especies y subespecies, y pertenecia a los Firmicutes,
clase Bacilos, orden Il “Lactobacillales” y familia Lactobacillaceae, [28]. Los lactobacilos son
bacilos rectos Gram-positivos que pueden llegar a agruparse en cadenas, no moviles o
raramente moviles, en ocasiones pueden encontrarse en forma de cocobacilos. Estas
bacterias tienen un pH maximo para su crecimiento de aproximadamente 7.2, son
fermentadoras estrictas, pueden tolerar el oxigeno o vivir en ambientes anaerdbicos, crecen
a temperaturas entre 37 y 45 °C, y tienen un contenido de G+C en su ADN en el rango de
32 al 53% [29, 30].

La clasificacion inicial de los lactobacilos se basé en rasgos fenotipicos como la temperatura
Optima de crecimiento, la utilizacion de carbohidratos y el espectro de metabolitos
producidos [24]. Posteriormente, en el siglo XX se utilizaron criterios genotipicos y
quimiotaxondmicos, que incluyen pardmetros de hibridacion ADN-ADN, el contenido de
G+C y la estructura quimica del peptidoglucano (PG). A partir de 1983, se ha utilizado la
similitud de los genes 16S ARNTr para proporcionar esquemas filogenéticos como columna
vertebral de la clasificacion y nomenclatura taxondmica [31]. En la actualidad, las
secuencias de genomas completos de algunas bacterias estan disponibles y la
comparacion de los genes compartidos se utiliza como un método para la delimitacién de

especies bacterianas [32, 33].

Recientemente, Wittouck et al. [34] evaluaron los genomas de especies publicadas de las
familias Lactobacillaceae y Leuconostocaceae basandose en genes centrales y un limite
fijo de similitud genoma-genoma, reportando que cada especie era exclusiva y discontinua.

Por otra parte, Zheng et al. [28] realizaron analisis filogenéticos y gendmicos comparativos
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de las familias Lactobacillaceae y Leuconostocaceae. Los autores reportaron que estas
familias estan estrechamente relacionadas y entrelazadas. Ademas, dos conjuntos de datos
diferentes y enfoques bioinforméticos ubicaron a las Leuconostocaceae como un grupo
monofilético dentro de las Lactobacillaceae. Inicialmente, la familia Lactobacillaceae
comprendia los géneros Lactobacillus, Paralactobacillus y Pediococcus; por su parte, la
familia Leuconostocaceae comprendia los géneros Convivina, Fructobacillus, Leuconostoc,
Oenococcus y Weissella. Sin embargo, debido a los resultados del estudio y a los ultimos

reportes en la literatura se propuso fusionar ambas en la familia Lactobacillaceae [28].

Asimismo, Zheng et al. [28] evaluaron todos los genomas disponibles del anterior género
Lactobacillus. Los parametros que se evaluaron fueron la filogenia del genoma central, la
identidad promedio de amino&cidos por pares, los genes caracteristicos especificos de este
grupo de microorganismos, los criterios fisioldgicos y la ecologia de los organismos. De
acuerdo a estos estudios, actualmente se sabe que el género anteriormente conocido como
Lactobacillus, presenta un nivel de diversidad genética que excede lo que cominmente se
encuentra en otros géneros bacterianos e incluso en lo que podria encontrarse en algunas
familias bacterianas [28]. Con base en este estudio, los autores propusieron reclasificar el
género Lactobacillus en 25 géneros. Se incluyen los géneros ya existentes Lactobacillus y
Paralactobacillus, ademas de 23 nuevos géneros que incluyen Holzapfelia,
Amylolactobacillus, Bombilactobacillus, Companilactobacillus, Lapidilactobacillus,
Agrilactobacillus, Schleiferilactobacillus, Loigolactobacilus, Lacticaseibacillus,
Latilactobacillus, Dellaglioa, Liquorilactobacillus, Ligilactobacillus, Lactiplantibacillus,
Furfurilactobacillus, Paucilactobacillus, Limosilactobacillus, Fructilactobacillus,
Acetilactobacillus, Apilactobacillus, Levilactobacillus, Secundilactobacillus y

Lentilactobacillus [28].

La familia Lactobacillaceae constituye uno de los grupos microbianos mas involucrados en
la microbiologia de los alimentos y la nutricion humana, por su papel en la produccién y
conservacion de alimentos, asi como por sus propiedades probiéticas. Tradicionalmente,
mircoorganismos pertenecientes a esta familia se emplean en la fabricacion de productos
fermentados, tales como lacteos, carnes, y vegetales, asi como para la produccion de
alimentos funcionales probioticos. Por otra parte, estas bacterias también son utilizadas

para sintetizar compuestos bioactivos y antimicrobianos [21, 23].
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2.1.2. Habitat y aplicaciones de las BAL

Las BAL son un grupo de microorganismos muy extensos que se encuentran en diversos
nichos, como en productos lacteos, carnicos y vegetales, asi como en el tracto
gastrointestinal y urogenital de humanos y animales, y también en el suelo y el agua [35].
En este sentido, el intestino de los mamiferos es uno de los mayores depoésitos de
diversidad bacteriana con alrededor de 100 billones. Al conjunto de microorganismos que
habitan en este érgano se le conoce como microbiota intestinal, siendo las BAL uno de los
grupos predominantes [36]. Las BAL son esenciales en muchas aplicaciones de

fermentacion de alimentos, como bioconservadores y como probi6ticos.

2.1.2.1. Bacterias 4cido lacticas en la fermentacion de alimentos

El consumo de productos fermentados por parte de los seres humanos posiblemente
comenzo de forma involuntaria, debido a que la fermentacion ocurre en la naturaleza como
un proceso natural [37]. Los alimentos y bebidas fermentados se han utilizado desde mucho
antes de que se tuvieran conocimientos cientificos en las areas de la microbiologia y la
bioguimica. En la actualidad, estas ciencias proporcionan las herramientas de investigacion
que permiten identificar el papel que desempefian los microorganismos en la fermentacion,
asi como las técnicas para mejorar la fermentacion de acuerdo con los objetivos especificos
de un determinado proceso. Algunos microrganismos se encuentran presentes en los
sustratos de fermentacion; sin embargo, éstos también pueden ser agregados como
consorcios de cepas microbianas conocidas como cultivos iniciadores [38]. Los iniciadores
pueden ser pequefios lotes de fermentaciones previas, que se almacenan y posteriormente
se agregan a nuevos sustratos para producir una fermentacion mas rapida y homogénea

que proporcione atributos sensoriales especificos [39, 40]

Diversos alimentos tradicionales se han desarrollado utilizando BAL. Estos
microorganismos contribuyen a mejorar las caracteristicas del producto e imparten ciertos
atributos que podrian mejorar la aceptacion del consumidor. Algunos ejemplos de alimentos
fermentados a partir de BAL son kéfir, queso, mantequilla, yogur, chucrut, verduras en
salmuera, masa madre, carne y bebidas fermentadas [41]. Las bebidas fermentadas se
encuentran entre los alimentos fermentados mas simbdlicos del mundo; muchos de estos
son esenciales en las dietas locales de muchas culturas y principalmente se preparan a
partir de sustratos vegetales regionales [38]. En México, los pueblos de las diferentes
regiones producen una gran cantidad de alimentos fermentados tradicionales, que incluyen

bebidas alcohdlicas y no alcohdlicas a partir de diversas materias primas. Los productos
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cambian entre regiones, localidades y productores, debido a los diferentes métodos de
procesamiento empleados y a los distintos microorganimsmaos usados para la fermentacion
[42, 43, 44]. De forma general, se destaca la investigacién realizada principalmente a
bebidas fermentadas mexicanas, entre las que se encuentran las siguientes: el mezcal,
pulgue, tejuino, pozol, chorote, colonche, saka, sendecho, balché, atole agrio, pox,
sambudia, tesgtino, tepache, tuba y taberna. En la Tabla 1 se presentan las principales
bebidas fermentadas tradicionales mexicanas en las cuales se ha reportado la presencia

de BAL asociadas a su fermentacion.
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Tabla 1. Principales bebidas fermentadas mexicanas con reportes de presencia de BAL

Bebida

Fuente principal

Principales géneros de BAL
reportadas

Referencias

Pozol

Atole
agrio

Tejuino

Tesguino

Pulgue

Tuba

Taberna

Tepache

Colonche

Mezcal

Chorote

Maiz (Zea mays)

Maiz (Zea mays)

Maiz (Zea mays)

Maiz (Zea mays)

Maguey (Agave spp.)

Coco (Cocos nucifera)

Corozo (Acrocomia acuelata)

Pifla (Ananas comosus)

Cactaceas (Opuntia,
Pacchycerus, Stenocereus)

Maguey (Agave)

Maiz (Zea mays) y cacao
(Theobroma cacao)

Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Streptococcus,
Weisella.

Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Streptococcus,
Weisella.

Lactobacillus, Leuconostoc,
Streptococcus, Weisella.

Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus, Streptococcus.

Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus, Weisella.

Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc.

Enterococcus, Fructobacillus,
Lactobacillus, Lactococcus.

Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Weisella.

Enterococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus,
Weisella.

Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Weisella.

Fructobacillus, Lactobacillus,
Leuconostoc.

[45-51]

[52]

[53]

[54, 55]

[56, 57]

[58-60]

[61]

[62, 63]

[64]

[65-67]

[68]
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2.1.2.2. Bacterias &cido lacticas empleadas como bioconservadores

La transmisién de infecciones por alimentos es actualmente uno de los mayores problemas
de salud mundial; por lo tanto, la seguridad alimentaria es una prioridad en la industria de
los alimentos [69]. Una alternativa eficaz para resolver esta problematica es la utilizacion
de técnicas de conservacién de alimentos, sobre todo aquellas que garanticen el menor
dafio posible a los nutrientes del producto. La tecnologia de obstaculos (“hurdle technology”
en inglés) es la combinacién de factores de conservacion, tales como actividad de agua,
pH, tratamiento térmico, compuestos antimicrobianos, etc. Actualmente esta tecnologia se
ha convertido en la alternativa mas idénea para la conservacion de diversos alimentos [70].
Por otra parte, se sabe que el tratamiento mas utilizado para el control de enfermedades
infecciosas ha sido y sigue siendo el empleo de antibidticos. Sin embargo, la resistencia a
los antibiéticos se ha considerado como un problema de salud publica a nivel mundial. Por
otro lado, los alimentos pueden ser un vector importante para la introduccion de

microorganismos resistentes a los antibiéticos en el trato gastrointestinal [71].

Aunado a lo anterior, en la actualidad los consumidores buscan productos con la menor
cantidad de aditivos alimentarios, y el menor empleo de operaciones de procesamiento, con
una tendencia de consumo actual de productos “frescos” y minimo procesamiento. La
denominada “Clean Label” o etiqueta limpia es una tendencia actual que ha obligado a la
industria de alimentos a buscar nuevas opciones de conservacion, entre las gue mas se ha
estudiado es la utilizacion de bacterias bioprotectoras [72]. La utilizacion de cultivos
bacterianos para la conservacién de alimentos no es nueva: diversos cultivos ya son
utilizados en la actualidad para extender la vida util y mejorar la seguridad de los alimentos
[73]. Sin embargo, las bacterias a utilizar deben contar con los estudios de seguridad
pertinentes para poder ser aplicados en los alimentos, porque estos podrian ser una fuente

potencial de transferencia de genes de resistencia a antibi6ticos [74].

Por lo tanto, para que un cultivo se pueda considerar bioprotector, este debe de cumplir
preferentemente los siguientes requisitos: identificacion a nivel de género y especie, tener
el grado GRAS (generalmente reconocido como seguro) o QPS (presuncion calificada de
seguridad), permanecer activa en condiciones de almacenamiento, inhibir el crecimiento de
microorganismos patdgenos o de deterioro, probar el efecto tecnoldgico buscado, definir la
cantidad a utilizar y ser efectiva a concentraciones celulares seguras [72]. Las BAL son los
cultivos mas estudiados y comercializados por su capacidad bioprotectora contra patégenos

como L. monocytogenes, entre otros, como se muestra en la Tabla 2.
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A partir del concepto de bacterias bioprotectoras, surgi6 el término bioconservacion, la cual
se puede lograr no sélo con la utilizacién de los cultivos vivos, sino también mediante el uso
de sus metabolitos antimicrobianos [72]. En este sentido, las BAL han sido ampliamente
estudiadas por su capacidad de producir compuestos antimicrobianos como los acidos
organicos, diacetilo, peroxido de hidrogeno, enzimas y péptidos antimicrobianos (AMP, por
sus siglas en inglés) [75]. Como se comenté anteriormente, la resistencia a antibiéticos se
esta volviendo un problema cada vez mas serio, por lo que es necesario buscar alternativas
mas seguras y efectivas de conservacion de los alimentos, dado que los microorganismos
empleados como iniciadores de fermentaciones de alimentos podrian convertirse en

vectores para la transmision de resistencia a microorganismos patdgenos o de deterioro.
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Tabla 2. Bacterias acido lacticas utilizadas como bioconservadores en las diversas

industrias de alimentos.

Productos Bacterias Microorganismo .
. . L Referencias
incorporados bioprotectoras objetivo
Productos lacteos
Iniciadores de . Patdégenos
Lactococcus lactsis g. [76, 77]
guesos bacterianos
Queso para Lactobacillus sakei y Listeria
P Lactiplantibacillus [28, 78]
untar monocytogenes
plantarum
Staphylococcus Listeria
Queso PRy [79]
equorum, monocytogenes
Listeria
Queso fresco Lactococcus lactis monocytogenes [80, 81]
y Bacillus cereus
ueso tipo . Listeria
Q P Enterococcus faecalis [82]
fresco monocytogenes
Suero de . Listeria
Enterococcus faecium [83]
gueso fresco monocytogenes
Enterococcus durans .
. Listeria
Jben y Lactococcus lactis [84, 85]
. monocytogenes
subsp. Lactis
Leche cruda . Listeria
. y Enterococcus faecium [86]
esterilizada monocytogenes
Leche Listeria
desnatada y Lactococcus lactis [87]
monocytogenes
UHT
Leche UHT Leuconostoc Listeria
y . [88, 89, 90]
entera mesenteroides monocytogenes
ueso . Listeria
Q Lactococcus lactis [91]
gorgonzola monocytogenes
Lactobacillus
ueso feta . . Aspergilus niger 92
Q acidophilus perg g [92]
. Lactiplantibacillus Penicillium
Crema agria P [73, 93]
plantarum and commune
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Lactobacillus

harbidense
Leche Lactobacillus Yarrowia [94]
fermentada harbinensis lipolytica
Carne
. . Lactiplantibacillus .
Jamon cocido P Bacillus cerum [95]
plantarum
Jamon cocido Pidiococcus Clostridium s [95]
acidilactici PP-
Salchicha
frescay Latilactobacillus Listeria [96, 97]
salchicha curvatus monocytogenes ’
fermentada
Pechuga de Enterococcus lactis Listeria [98]
pollo monocytogenes
. Pediococcus Escherichia coli
Albondigas acidilactici 0157:H57 [99]
Carne de Leuconostoc Listeria [100]
cordero lechal pseudomesenteroides monocytogenes
Productos de panaderia
Limosilactobacillus
Pani I . A ill i 101
an integra reuteri spergillus niger  [101]
Panettones Limosilactobacillus Hongos y [102]
fermentum levaduras
Pan de masa Lacticaseibacillus .
: Bacillus spp. [103]
madre paracasei
L. reuteri and Cladosporium
Pastel Levilactobacillus P [104]
. . sphaerospermum
spicheri
P ill : . , ,
anecillos de Lactobacillus citreum Aspergillus niger  [104]

leche
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Frutas y vegetales

Aceitunas de

Lactiplantibacillus Listeria
mesa, coles 'y P [105, 106, 107]
plantarum monocytogenes
manzanas
Lactiplantibacillus I .
Manzanas P Escherichia coli [107]
plantarum
Leuconostoc Listeria
Manzanas . [108]
mesentoroides monocytogenes
. Lactiplantibacillus . :
Pepinillos P Candida albicans  [109]
plantarum
Weissella
paramesenteroides Penicillium
Naranja and digitatum [110]
Liguorilactobacillus g
sucicola
. . Aspergillus niger
Racimo de Pediococcus perg . g
y Aspergillus [108]
uvas pentosaceus .
carbonarius
Leuconostoc Listeria
Lechuga . [111]
mesenteroides monocytogenes
Productos marinos
. Lactilactobacillus
Salmon curvatus Listeria
ahumado en y : [112]
frio Carnobacterium monocytogenes
maltaromaticum
Paté de Lactococcus lactis I
. Vibrio sp. [113]
pescado subsp. Lactis
Hamburguesas Lacticaseibacillus Pseudomonas [114]
de atun paracasei spp.
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2.1.2.3. Bacterias &cido lacticas probioticas

El uso de microorganismo benéficos se remonta a los tiempos de las civilizaciones
ancestrales; por ejemplo, la leche agria se recetaba desde la antigliedad para curar
trastornos relacionados con el estbmago y el intestino [115]. Sin embargo, no fue sino hasta
1908, en que Eli Metchnikoff, un cientifico ruso que trabajoé en el Instituto Pasteur de Paris,
realizé la primera observacion de la funcidn positiva desempefada por algunas bacterias
acido lacticas en la leche fermentada. Este cientifico atribuyé la buena salud y longevidad
de la gente de Bulgaria al alto consumo de leche fermentada a la que llamaban “yahourth”.
Metchnikoff también confirmé que el acido lactico y otros productos secretados por las BAL
en la leche agria inhibian el crecimiento y toxicidad de bacterias anaerobias y formadoras
de esporas que se encuentran en el intestino grueso. Adicionalmente, antes de las
observaciones realizadas por Metchnikoff, Henry Tissier ya habia observado que los nifios
con diarrea tenian en sus heces un escaso nimero de bacterias caracterizadas por una
morfologia peculiar en forma de “Y” (bacterias “bifidas”); por el contrario, estas bacterias
eran abundantes en nifios sanos [116, 117]. A partir de estos reportes se empezaron a
conocer los beneficios de las BAL como probitticos. Actualmente, se conoce que los

probidticos mas utilizados provienen generalmente de la familia Lactobacillaceae.

2.2. Probidticos

Actualmente sabemos que el cuerpo humano es un ambiente favorable para el desarrollo
de una gran diversidad de microorganismos: tan solo en el aparato digestivo habitan
normalmente mas de 400 especies bacterianas. Por otro lado, el estbmago es uno de los
érganos con menor cantidad de bacterias (10° UFC/mL), debido a la presencia de jugo
gastrico. A lo largo del intestino la concentracién bacteriana aumenta hasta llegar a una
concentracion final en el colon de 10'-10** UFC/mL. La microbiota intestinal se ha
relacionado con diversas actividades metabdlicas, que incluyen la extraccion de energia y
nutrientes de los alimentos, la biosintesis de vitaminas, la transformacion de sales biliares,
el desarrollo de inmunidad innata y adaptativa. De esta manera, esta microbiota ayuda a
mantener la integridad del epitelio intestinal, funcionando como una barrera para la
colonizacion por patégenos microbianos y participando en el metabolismo de los

medicamentos [23, 118].

El término probidtico es relativamente nuevo y significa “a favor de la vida”. Muchas han

sido las definiciones propuestas; Fuller definié el término probidtico como “un suplemento
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dietético a base de microbios vivos que afecta beneficiosamente al animal huésped
mejorando su equilibrio intestinal”’. Por su parte, Havenaar y Huis in‘t Veld lo definieron
como “un monocultivo o cultivo mixto de bacterias viables que, cuando se aplica a animales
0 seres humanos, afecta beneficiosamente al huésped mejorando las propiedades de la
flora autdctona”. Una de las definiciones mas adoptadas y aceptadas en todo el mundo es
la propuesta por la FAO/OMS que define a los probidticos como “Microorganismos vivos
que, cuando se administran en cantidades apropiadas, confieren al huésped un beneficio

para la salud” [117].

En el afio 2013, la Asociacion Cientifica Internacional de Probioticos y Prebiéticos (ACIPP)
organizd un encuentro de expertos clinicos y cientificos en probiéticos, que incluian
especialistas en gastroenterologia, pediatria, medicina familiar, microbiota intestinal,
microbiologia de bacterias probidticas, genética microbiana, inmunologia y ciencia de los
alimentos, para discutir los temas mas actuales relacionados con probidticos. En este
encuentro, también participaron los miembros del Panel de Expertos de la FAO/OMS,
miembros del Grupo de Trabajo de la FAO/OMS y otros expertos en el tema con
reconocimiento internacional. ElI panel determiné que la definicion aprobada por la
FAO/OMS sigue siendo relevante y util para que los cientificos y reguladores definan mas
ampliamente las categorias de probioticos. El Unico sefialamiento fue que una definicién
gramaticalmente correcta seria “microorganismos vivos que, administrados en cantidades
adecuadas, confieren un beneficio para la salud del huésped” y apoyan el uso de esta
redaccién en el futuro. Esta definicién captura la esencia de los probiéticos como agentes
microbianos, viables y beneficiosos a la salud, en la que se incluye una amplia gama de

microorganismos [7].

2.2.1. Criterios de evaluacion para seleccionar microorganismos como probiéticos

Antes del 2002 no existian criterios acordados para el estudio de los probidticos.
Posteriormente, el Grupo de Trabajo Conjunto FAO/OMS establecieron las directrices para
la evaluacién y declaracion de probidticos para uso alimentario. El objetivo de contar con
criterios de evaluacion fue el agilizar el proceso y garantizar no sélo la seguridad de los
probidticos sino también la veracidad de las declaraciones de los beneficios para la salud
asociados con cada organismo [117]. Sin embargo, las directrices de la FAO/OMS no
recomiendan técnicas especificas in vitro e in vivo para la evaluacion de los productos

probidticos. Desafortunadamente, en la practica estas directrices no se regulan y no
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siempre se cumplen estrictamente, por lo que el mercado se ha visto inundado de

numerosos productos supuestamente probidticos cuya autenticidad es dudosa [119].

De acuerdo con la definicion vigente del término probidtico, para concluir si cepas
especificas califican como probioticos se utilizan 4 criterios principales: i) las cepas deben
estar suficientemente caracterizadas; ii) la aplicacion de las cepas debe ser segura para el
uso previsto; iii) el estudio debe estar respaldado por al menos un ensayo clinico positivo
en humanos; vy iv) las cepas en el producto deben estar vivas en las cantidades suficientes
durante toda su vida util [120]. La seleccién de microorganismos probiéticos requiere un
enfoque sisteméatico, debido a que el transito de los probiéticos en el sistema digestivo
conlleva un enfoque paso a paso (Figura 1). Este enfoque consiste en una secuencia de
pruebas para reducir progresivamente el numero de candidatos probiéticos. Al final de este
procedimiento se seleccionan las cepas que presentan por una parte mayor resistencia a
las condiciones del tracto gastrointestinal y por otro lado, aquellas que tienen el mayor
namero de propiedades funcionales. Adicionalmente, se busca que las cepas sino tengan

ningun rasgo negativo que pueda afectar la salud del consumidor [121].

Cepas con potencial

—~ probiético (CPP)
/ Cavidad bucal
, Las CPP sufren reacciones

- hidroliticas por las
enzimas salivales.

Esdfago
Los muasculos impulsan a
las CPP hacia el

estdmago, provocando un g, ESt%I'SPEQO |
choque térmico por la as se mezclan con

temperatura interna del jugo gastrico y enzimas
_—" gastricas. El bajo pH

CUerpo. A o
—T promueve condiciones

Intestinos extremas para la viabilidad

Las CPP se mezclan con celular.

sales biliares y

pancreatina. Las CPP - Colon

resistentes con capacidad
de adherirse a las células
epiteliales, ejercen una
funcion beneficiosa para
la salud.

. Seconocen las
cepas probioticas.

Figura 1. Proceso de selecciébn de microorganismos probibticos a través del sistema
digestivo (Basado en: [121]).
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De acuerdo con la FAO y la OMS los requisitos obligatorios a evaluar en microorganismos
con posible potencial probiético se dividen en cinco categorias: tolerancia al estrés,
capacidad de adhesion, actividad antipatogénica, evaluacion de seguridad y ensayos
clinicos (Tabla 3). Sin embargo, alternativamente se pueden evaluar otros requisitos como
son: propiedades funcionales asociadas al huésped, requerimientos industriales vy

caracterizacion émica (Tabla 3).
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Tabla 3. Criterios de evaluacion para seleccionar microorganismos como probiéticos [Basado en:121].

Requisitos de la FAO y la OMS

Tolerancia al estrés

Capacidad de adhesién ~ Actividad antipatogénica Evaluacion de seguridad

e Identificacién

e Enzimas 5 taxonémica

salivales « Ensayos de . Producc.lon de e Ausencia de
e Enzimas autoagregacion me;apohtg; virulencig

gastricas * Gradode . ?:Z:TTF;Z:(;”E;OS ’ Producc@n de Ensayos clinicos
e Temperatura hidrofobicidad _ enterotoxinas

corporal « Adhesion a CO?,e' organismo. o Actividad
e pH bajo células epiteliales E:isgreegzcion hemolitica
e Sales biliares de mamiferos con patdgencs . Genes. transfenbles
e Jugo gastrico de resistencia a los

antibiéticos
Propiedades alternativas
Propiedades funcionales asociadas al huésped Requerimiento industrial Caracterizacion 6mica

e Anticancer
¢ Anticolesterol
e Antidepresivo e Calidad sensorial e Gendmica
¢ Antiansiedad ¢ Ensayos de viabilidad celular e Metabolémica
e Antiobesidad e Estrés por el procesamiento de alimentos e Proteémica
e Antidiabético e Estrés relacionado con el almacenamiento e Transcriptémica

e |nmunoestimulante
e Secrecion de moléculas funcionales
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2.2.1.1. Tolerancia al estrés gastrointestinal

Las cepas con potencial probidtico (CPP) se enfrentan a diversas condiciones de estrés
gue estan presentes a lo largo de su recorrido a través del tracto gastrointestinal. La cavidad
bucal es el primer contacto de las CPP con el huésped, y es donde se encontraran con
enzimas como la amilasa y la lisozima. Las bacterias Gram-positivas son generalmente
sensibles a la lisozima; sin embargo, particularmente las BAL son mas resistentes a estas
condiciones que otras bacterias Gram-positivas, por lo que algunas BAL forman parte de la
microbiota residente en la cavidad oral de los humanos [121]. De acuerdo con la literatura,
la lisozima esta presente en fluidos biol6gicos humanos como la saliva, la leche humana y
el moco nasal en un intervalo de concentraciones de 1-13 mg/mL [122]. La evaluacion de
diferentes BAL con potencial probiético aisladas de diferentes fuentes, en particular de la
familia Lactobacillaceae, ha demostrado que la resistencia a la lisozima de este grupo
bacteriano es una propiedad generalizada, que muestra una resistencia de moderada a alta
(3.24 - 99.97%) a concentraciones de 0.1 a 10 mg/mL de lisozima en diversos lactobacilos

aislados de saliva y sitios subgingivales [123] y de varios tipos de queso [124, 125].

Posterior a la ingesta, los probiéticos se enfrentan a un leve choque térmico provocado por
la temperatura interna del cuerpo, asi como a factores antimicrobianos en el estbmago (pH
bajo, pepsina y jugo gastrico) y en los intestinos (pancreatina y sales biliares) (Figura 1)
[121]. En el estbmago, el pH varia desde 1.5 hasta 4 durante el ayuno y después de ingerir
alimentos, respectivamente [18]. La resistencia a condiciones del tracto gastrointestinal
varia de acuerdo con la especie; por ejemplo, a pH 2 y pH 3 las bacterias de la familia
Lactobacillaceae son en general ampliamente resistentes, mientras que las Bifidobacterias
son extremadamente sensibles. Por lo tanto, la tolerancia al estrés gastrico es una de las
condiciones mas criticas que deben cumplir las cepas probidticas, dado que el paso por el
estbmago es el sistema de defensa mas importante del cuerpo humano contra los
microorganismos externos introducidos via oral [126]. Por otra parte, a su llegada al
intestino, las BAL se encuentran con otra condicién adversa: la presencia de sales biliares
gue puede variar de 0.2 a 2%. Sin embargo, diversos reportes coinciden en una alta
tolerancia a sales biliares por parte de las BAL; lo que se ha atribuido principalmente a la

produccion de la enzima hidrolasa de sales biliares (HSB) por parte de las BAL [20].

Comunmente, la tolerancia in vitro de resistencia a la acidez gastrica y a las sales biliares
se evalla en ensayos independientes. En la mayoria de los estudios, las células se exponen

a un pH constante, que oscila entre 1.5y 3, y en el caso de sales biliares entre 0.3 y 1%.
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Sin embargo, in vivo, el pH del estbmago muestra un aumento gradual de la acidez durante
todo el proceso digestivo, y no todas las células estan expuestas al mismo pH durante el
mismo periodo de tiempo. En este sentido, los experimentos estaticos in vitro podrian ser
mucho mas inhibitorios que un proceso de digestion gastrica real [127]. Adicionalmente, las
condiciones de estrés en el sistema digestivo antes mencionadas se pueden probar
cultivando las cepas de interés a pH diferentes en presencia de enzimas, como la pepsina,
lisozima, pancreatina y amilasa, cloruro de sodio (NaCl) y sales biliares [121]. La tolerancia
a estas condiciones se evalla principalmente por conteo en placa y se reporta como

porcentaje.

2.2.1.2. Capacidad de adhesion

Se ha observado que las bacterias prefieren desarrollarse en comunidades sedentarias,
preferentemente adheridas a una superficie. La tendencia de adherirse representa una
ventaja que permite a los microorganismos el poder iniciar una relacién simbiética con su
hospedador. Un ejemplo es el que se observa en la microbiota que habita en el tracto
digestivo de rumiantes [128, 129]. La adhesién bacteriana favorece la localizacion de una
superficie del hospedero que le provea a la bacteria de nutrientes y que le brinde proteccién
del medio hostil circundante. La adhesién de los microorganismos en las superficies del
epitelio intestinal puede prevenir que estos sean excretados del cuerpo debido al continuo

paso de fluidos a través de la superficie epitelial [129].

Por lo tanto, uno de los aspectos mas importantes a evaluar en las cepas candidatas a
probidticos es la colonizacién de las células en el epitelio del tracto gastrointestinal (TGI).
La adhesion de los microrganismos a las células consiste en procesos de superficie
complejos que involucran dos membranas, las de las células microbianas y humanas, en
los que las interacciones célula-célula dependen de la composicidn quimica y fisicoquimica
de la superficie celular de la cepa probidtica. Diversos estudios sugieren que los
componentes extracelulares bacterianos, asi como la composicién del medio circundante
pueden influir en la adhesion. La adhesion de los microrganismos a las células epiteliales
esta relacionada con la capacidad de autoagregacion y con las propiedades hidrofébicas
de la superficie de las células bacterianas. La capacidad de autoagregarse de estas células
garantiza que la cepa probidtica pueda alcanzar una alta densidad celular en el intestino, y
por otra parte, la hidrofobicidad de la superficie celular ayuda a mejorar la interaccion entre

los microorganismos y las células epiteliales humanas [121].
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La prueba para determinar la capacidad de autoagregacion consiste en un método en el
que se mide, en varios intervalos de tiempo, la absorbancia de una suspension de solucién
salina inoculada con la cepa de interés [130]. La hidrofobicidad de la superficie celular se
puede medir mediante el método de adhesién microbiana a disolventes (MATS, por sus
siglas en inglés), el cual consiste en mezclar la cepa bacteriana con un hidrocarburo. La
hidrofobicidad se mide por densidad o6ptica a 600 nm (DOsg), por medio de un
espectrofotdmetro [17, 131]. Una prueba mas directa de la capacidad de adhesién se realiza

utilizando células epiteliales de mamiferos, como Caco-2, HT-29 y 1-407 fetal [121].

2.2.1.3. Actividad antimicrobiana

Una de las caracteristicas mas importantes de los microorganismos probioticos es su
capacidad de eliminar competidores, lo que se atribuye principalmente a que estos
microorganismos pueden adherirse eficazmente a la mucosa intestinal compitiendo de esta
manera con los patégenos por un nicho en el epitelio intestinal [18]. Después de la adhesion
en el intestino, los probidticos producen compuestos antimicrobianos extracelulares
mediante la conversién de carbohidratos, proteinas y otros metabolitos en sustancias que
provocan la muerte de las bacterias patdgenas. Los compuestos antimicrobianos
principalmente secretados por las cepas probidticas son acidos organicos, enzimas
hidroliticas, perdxido de hidrogeno, bacteriocinas y otros compuestos de naturaleza
proteica. Otros mecanismos de actividad antagénica relevante que han sido reportados son
la competencia por nutrientes, la coagregacion con patégenos y la estimulacion del sistema
inmune [132]. La actividad antag6nica y el mecanismo empleado para esta varia de acuerdo

a la cepa microbiana especifica.

Inicialmente, la prueba para determinar la produccién de compuestos antimicrobianos se
realiza en placas de agar por el ensayo de difusién, que consiste en enfrentar a las células
de los microorganismos patdgenos con sobrenadantes libres de células de la cepa de
estudio [133]. Por otra parte, la competencia por nutrientes se evalla mediante la inhibicién
de la adhesion de patdgenos a lineas celulares debido a la competencia de la cepa
probidtica [121]. La coagregacion se considera otra actividad probidtica antagénica que
proporciona aglomeracion de las células patdgenas con células probidticas, lo que facilita
la eliminacién de las primeras a través de las heces. La actividad de coagregacion se puede
evaluar mediante pruebas en soluciones salinas que contengan tanto la célula patégena
como la probidtica. Los patdgenos generalmente utilizados son Escherichia coli, S. aureus,

Candida spp., Listeria monocytogenes y Salmonella choleraesuis [134].
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2.2.1.4. Evaluacién de seguridad

Las empresas dedicadas a la produccion y comercializacion de probiéticos deben
asegurarse de que los alimentos y suplementos dietéticos que producen cumplan con los
estandares de seguridad aplicables a estos productos. Adicionalmente, es necesario
evaluar el posible riesgo que conlleva el introducir microorganismos vivos en la dieta, no
dando por hecho que por sus cualidades probiéticas éstos son seguros. De acuerdo con la
FAO/OMS, se han establecido criterios importantes para evaluar la seguridad de los
probidticos para su uso en humanos. Los criterios principales incluyen registro del historial
de aislamiento, identificacion taxonémica, ausencia de genes de virulencia, infectividad,

toxicidad y presencia de genes transferibles de resistencia [120, 121].

La mayoria de los microorganismos probiéticos disponibles han sido aislados de humanos.
Sin embargo, actualmente se estan estudiando nuevas fuentes para aislar cepas
probidticas. Después del aislamiento, el primer paso para determinar la seguridad de los
microorganismos probidticos es una identificacion adecuada, lo que proporciona un
conocimiento preliminar sobre el potencial de patogenicidad de las bacterias de estudio.
Adicionalmente, es importante considerar que los efectos de los probidticos son especificos
para cada cepa, por lo tanto, es fundamental conocer la identidad de éstas. La identificacion
a nivel de especie se logra combinando diversas técnicas bioquimicas (crecimiento en
diferentes fuentes de carbono, tincién de Gram, catalasa, nitrato reductasa y pruebas de
ureasa) y genotipicas (secuenciacion del gen 16S ARNTr). Otro método utilizado para la

identificacion rapida es la técnica de espectrometria de masas MALDI-TOF [121, 135].

Después de tener plenamente identificada a la cepa de estudio, se deben realizar pruebas
de produccion de enterotoxinas, actividad hemolitica, produccion de D(-)-lactato y otros
factores de virulencia (actividad gelatinasa, hemolisina o ADNasas, etc.) y se debe
considerar si estas caracteristicas cumplen con los estandares emitidos por las autoridades
internacionales. Para evaluar estos factores de virulencia/toxicidad genética se utiliza
principalmente la técnica de PCR y algunos ensayos in vitro de toxicidad como el uso de
medio de cultivo sangre para determinar la actividad hemolitica. Ademas, se realizan

pruebas in vivo [121].

Otro rasgo importante de seguridad de las cepas probidticas es la resistencia a antibiéticos,
especificamente se busca la ausencia de genes adquiridos en estas cepas. En el afio 2007,
la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, por sus siglas en inglés) introdujo

por primera vez la resistencia a antibiéticos como un problema de salud que podria
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asociarse con el consumo de probiéticos [120, 121]. Desde entonces, se han realizado una
gran cantidad de estudios independientes en relacién a la presencia de genes asociados
con la resistencia a los antibiéticos en los microorganismos probiéticos, debido a la posible
transmisiébn genética de resistencia entre diferentes bacterias. La susceptibilidad o
resistencia a antibioticos se puede evaluar mediante diversos métodos como la difusion en
disco de agary la difusién superpuesta de agar, la prueba E, la dilucién en agar o la dilucién
en caldo. La prueba E y de diluciébn se basan en el ensayo de concentracion minima
inhibitoria (MIC) [121].

Sin embargo, aunque este tipo de pruebas se consideran adecuadas, pueden tener una
baja reproducibilidad entre laboratorios. Por lo cual, la técnica de PCR se convirtio en la
mas importante para detectar la presencia de genes de resistencia en bacterias probioticas
debido a su alta sensibilidad y conveniencia. El ensayo de PCR consiste en amplificar con
cebadores especificos los genes de resistencia a los antibioticos de ADN aislado de cepas
de estudio. Posteriormente, los amplicones esperados se analizan mediante electroforesis

en gel [13].

La resistencia a los antibioticos de las cepas probidticas se considera un problema de
seguridad cuando existe el riesgo de que éstos ultimos transfieran genes de resistencia a
microorganismos patdgenos. Los microorganismos pueden realizar la transferencia
horizontal de genes mediante elementos mdviles como plasmidos, transposones
conjugativos, integrones y bacteriofagos, lo que acelera el desarrollo de cepas resistentes
a los antibioticos. Por otra parte, cuando la resistencia es intrinseca, es decir, adquirida
como resultado de una mutacion cromosémica, las bacterias probidticas no constituyen un
problema de seguridad, porque la resistencia a los antibiéticos s6lo se transmite a la
siguiente generacion a través del material genético de la bacteria. Por el contrario, las cepas
con resistencia intrinseca pueden ayudar a restaurar la microbiota intestinal de individuos
gue fueron sujetos a tratamientos con antibiéticos. Por otra parte, los probiéticos resistentes
a los antibiéticos también podrian tener un papel importante en la prevencion de la diarrea
inducida por antibiéticos [119, 121].

2.2.1.5. Propiedades funcionales

Ademas de todos los criterios anteriormente mencionados, también se pueden considerar
varios asociados con los beneficios a la salud que aportan los productos probioticos. Los
microorganismos probidticos pueden funcionar como agentes anticancerigenos,

anticolesterol, antidepresivos, antiansioliticos, antiobesidad, antidiabéticos,
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inmunoestimuladores y como biosintetizadores de moléculas funcionales [121]. El efecto
anticancerigeno se puede ejercer mediante mdltiples mecanismos, que incluyen los
siguientes: i) la produccién de compuestos con esta actividad (ej. acidos grasos de cadena
corta); ii) la union y degradaciéon de mutagenos potenciales; iii) la reduccion de la actividad
de las enzimas involucradas en la formacion de carcindgenos; iv) la reduccién de
micotoxinas genotéxicas, inmunosupresoras y nefrotdxicas; v) la inhibicion de la
proliferacién de células tumorales; y vi) la induccion de la apoptosis en células cancerosas
[136, 137]. La reduccién de compuestos cancerigenos puede ocurrir mediante la union
fisica de dichos compuestos con el peptidoglucano presente en las paredes celulares de
algunos microorganismos probiéticos. En este sentido, estudios in vivo han demostrado la
eliminacion de compuestos cancerigenos junto con las bacterias a través de las heces. La
capacidad de union generalmente se evalla cultivando las cepas de estudio en un medio
sintético que contenga mutdgenos, como nitritos, amoniaco, micotoxinas y sales biliares
secundarias, y posteriormente evaluando la adsorcion de estos compuestos por parte de
las células. Adicionalmente, la actividad anticancerigena de los agentes probioticos se
puede evaluar in vitro con lineas celulares de carcinoma y ensayos de antimutagenicidad
[121, 138].

Por otro lado, recientemente se ha asociado a los agentes probidticos con la prevencién de
enfermedades cardiacas al reducir los niveles séricos del colesterol. Las pruebas de
reduccién de colesterol se pueden realizar mediante ensayos in vitro, utilizando micelas de
colesterol-fosfatidilcolina, caldo MRS suministrado con colesterol o con colesterol soluble,
después de lo cual se evalua la cantidad de colesterol residual en el medio [139]. El principal
mecanismo que se ha asociado a la reduccion de colesterol mediada por microogranismos
probidticos es la desconjugacion enzimatica de los acidos biliares en el intestino humano.
La mayoria de los probioticos producen enzimas HSB, las cuales convierten las sales
biliares conjugadas en sales biliares desconjugadas, las cuales son mas facilmente
liberadas por el organismo humano a través de las heces. La actividad HSB se puede
evaluar mediante ensayos in vitro en placas de agar con sales biliares, 0 mediante PCR
utilizando cebadores especificos basados en regiones conservadas de ADN que codifican
para enzimas HSB. Por otra parte, los estudios in vivo se realizan mediante el suministro
de cepas probidticas por determinado tiempo, para posteriormente realizar pruebas de

deteccion de colesterol en sangre, orina y heces [140].
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En 1974, Tannock y Savage [141] realizaron el primer reporte de la influencia de la
microbiota en la depresion y ansiedad. En esta investigacion se demostré que en ratones
estresados las poblaciones del anterior género Lactobacillus se redujeron drasticamente.
Es probable que el tratamiento con probiéticos ayudé a mejorar el estado de animo de los
ratones, quizas debido al efecto de los probidticos en la mejora del sistema inmunolégico o
en las concentraciones de serotonina. La seleccion de cepas probidticas con actividad
antidepresiva se ha realizado mediante pruebas in vivo en modelos de ratas, evaluando la
actividad inmune y neuroendocrina, asi como sobre las neuronas monoaminérgicas
centrales. Las cepas con mayor potencial en las pruebas en modelos de ratas se pueden

investigar mas a fondo en estudios clinicos [142].

Otra actividad relacionada a los probioticos es la actividad antiobesidad y antidiabética,
debido a que éstos pueden suprimir el aumento de peso corporal y la resistencia a la
insulina. EI mecanismo asociado a estas actividades por parte de los probidticos es la
modulacion de la composicion de la flora intestinal y la induccién de la sintesis de hormonas
intestinales, tales como el péptido-1, similar al glucagon, y el polipéptido inhibidor gastrico
[143]. Estudios in vivo han demostrado el potencial de algunas cepas probiéticas para
prevenir la diabetes tipo 2 y el aumento de peso [144]. Las actividades antiobesidad y
antidiabéticas se pueden evaluar mediante diferentes criterios de seleccién in vitro, tales
como la capacidad de descomponer los lipopolisacéaridos, la modulacién de la produccion
de citocinas por las células mononucleares de sangre periférica, y la inhibicion de la
activacion de los mastocitos. Las cepas de estudio con mayor actividad in vitro se pueden
analizar mas a fondo en estudios con animales y ensayos clinicos en pacientes con diabetes
u obesidad [121].

Adicionalmente, los probioticos pueden tener actividad inmunoestimuladora. Entre los
mecanismos relacionados a esta actividad estan los siguientes: el aumento de las
inmunoglobulinas secretoras, la fagocitosis de patdgenos y la produccién de citocinas. La
supresion inmune inducida se puede evaluar a través de la produccion de células secretoras
de inmunoglobulina A (IgA) e inmunoglobulina M (IgM) [121, 145]. Por dltimo, se ha
reportado que los probidticos también son capaces de secretar diversas moléculas
funcionales como antioxidantes, enzimas, &acidos grasos de cadena corta, péptidos,

vitaminas esenciales y minerales, que confieren beneficios a la salud del huésped [121].
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2.2.1.6. Requerimientos industriales

Los probidticos generalmente son utilizados como ingredientes fortificantes en alimentos o
como suplementos dietéticos [119]. Por lo tanto, estos productos no deben tener efectos
adversos en el sabor o en el aroma del producto, y tampoco aumentar la acidez a lo largo
de la vida util del producto. Entre los factores industriales y tecnoldgicos que se deben tomar
en cuenta para el desarrollo y comercializacién de estos productos estan los siguientes:
sobrevivencia a los factores de estrés del procesamiento de alimentos, como la
fermentacion, la liofilizacién o la encapsulacién, y las variaciones de temperatura, pH, asi

como el estrés oxidativo y osmotico durante el almacenamiento [121].

2.2.1.7. Caracterizacion 6mica

Actualmente se cuentan nuevas tecnologias de alto rendimiento como son las técnicas
Omicas (gendmica, transcriptémica, protedmica y metaboloémica). Estas nuevas técnicas
permiten el desarrollo de modelos predictivos para la seleccion precisa y eficiente de
microorganismos con actividad probiética efectiva [119]. Por otra parte, la secuenciacién de
los genomas de los microorganismos probidticos ha permitido tener mayor informacion
genética no solo del potencial probiético de cepas bacterianas especificas, sino también de
sus caracteristicas funcionales y de seguridad. Por medio del estudio y mapeo de los
genomas de microorganismos probidticos se han reportado genes relacionados al estrés
por acidos organicos y sales biliares, la capacidad de adhesién y la secrecion de sustancias
antimicrobianas. De acuerdo con lo anterior, la informacién obtenida con las técnicas
Omicas se puede utilizar como evidencia cientifica sélida para la evaluacion objetiva de los
microorganismos con potencial probiotico. Estas herramientas también pueden mejorar la
evaluacion de los aspectos de seguridad de las cepas probiéticas. En este sentido, se han
reportado genes relacionados con la resistencia a los antibiéticos y a la produccion de

metabolitos toxicos para el huésped [121, 146].

2.2.2. Probiéticos comerciales

Diversos microorganismos probiéticos se producen actualmente a escala comercial; entre
estos se destacan los productos a base de Bifidobacterias y de BAL pertenecientes a la
familia Lactobacillaceae [147]. Adicionalmente, se han lanzado al mercado otros
microorganismos probidticos menos comunes que incluyen bacterias de los géneros
Streptococcus, Propionibacterium, Bacillus, Enteroccoccus y Escherichia y la levadura del

género Saccharomyces [148, 149]. Las cepas pertenecientes a la familia Lactobacillaceae
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constituyen el grupo microbiano més amplio de los probiéticos comerciales. En la Tabla 4

se presentan algunos ejemplos de probibticos comerciales pertenecientes a esta familia,

los beneficios asociados a ellos, asi como la informacién del producto comercial.

Tabla 4. Ejemplos de probiéticos comerciales pertenecientes a la familia Lactobacillaceae

[149]).

Bacteria probidtica  Beneficios a la salud Producto Compania
Alivio de la diarrea por
rotavirus, prevencion de

Lact. rhamnosus la diarrea del viajero, NR Chr. Hansen

GG colitis por Clostridum Holding A/S
difficile y la dermatitis
atopica.
Mejora los sintomas del

Lact. plantarum sindrome del intestino Probio Digestis® y Probi AB

299v

Lact. casei Shirota

Lact. casei
rhamnosus Lcr 35

Lact. johnsonii Lal

Lact. casei defensis
DN-114001

Lact. acidophilus
LA-5

irritable, aumenta la
absorcion de hierro.

Restaura la microbiota
intestinal, mejora la
digestion.

Restaura la microbiota
vaginal después de un
tratamiento con
antibidticos que son la
para la vaginosis
bacteriana, tratamiento
en el estrefiimiento
cronico.

Controla la infeccion por
Helicobacter pylori y
molestias estomacales.

Reduccién de la
prevalencia de diarrea
asociada a antibiéticos.

Previene infecciones
gastrointestinales y del

Probi Ferrosorb®

Yakult®

Ginophilus®

SVELTY® Gastro
protecty LC1
Yogurt®

Actimel®

PROBIO-TEC®

Yakult Honsha
Co. Ltd

Probionov

Nestlé

Danone

Chr. Hansen
Holding A/S
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tracto respiratorio
inferior, ayuda a
recolonizar la microbiota
intestinal.

Mejora los sintomas de
los trastornos HOWARU® Danisco A/S
intestinales.

Lact. acidophilus
NCFM

NR. No reportado

2.3. Pulque

El pulgue es una bebida alcohdlica no destilada producida por la fermentacién espontanea
del aguamiel, el cual se extrae de diferentes especies del género Agave (Agave americana,
A. atrovirens, A. mapisaga y A. salmiana), que también son conocidos como “magueyes
pulquero”. Este producto se caracteriza por ser una bebida blanca, con un contenido de

alcohol entre 4 y 7°, no clarificada, &cida y de aspecto viscoso [14, 15].

El pulque es considerado un icono gastrondmico y cultural mexicano: de acuerdo con
vestigios arqueoldgicos es probablemente la bebida alcohdlica mas antigua. Los aztecas lo
llamaron vino metoctil o viono de agave (del nahuatl metl = agave o maguey + octli = vino),
asi como iztacoctlli o vino blanco (de izac, blanco y octli, vino). Diferentes leyendas
atribuyen el origen del pulque a la civilizacion Tolteca establecida en la ciudad de Tula. Sin
embargo, fueron los aztecas quienes desarrollaron un pleno dominio de las técnicas de
produccién de aguamiel y pulgue y establecieron las pautas morales para el consumo y el

uso religioso del pulque [150].

Desde el afio 1779, la produccién y comercializaciéon de pulque se convirtié en una de las
actividades econémicas mas importantes de la Nueva Espafia. Sin embargo, el pulque paso
por dos etapas criticas, durante el movimiento de independencia (1810-1821) y al inicio del
movimiento revolucionario (1910). Después del movimiento de independencia, la
agroindustria pulquera florecié y alcanz6 su mejor momento al comienzo del siglo XX, con
una produccion anual de 500 millones de litros de pulque obtenidos de alrededor de 140
millones de plantas de agave. Sin embargo, al inicio del movimiento revolucionario, factores
como la inestabilidad social, la introduccién de compafias cerveceras y una fuerte campafa

comercial de desprestigio causaron el declive de la industria pulquera [15].
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En México la mayor produccion de pulque se lleva a cabo de manera artesanal. La
fermentacion del aguamiel inicia de manera muy lenta desde la cavidad de la planta, donde
se pueden encontrar diversos microorganismos hativos, como son levaduras, bacterias
acido lacticas, bacterias productoras de etanol y bacterias productoras de exopolisacaridos.
Las variables principales que determinan el tiempo de fermentacién son la temperatura del
ambiente, los tipos de microorganismos presentes y la concentracion del indculo iniciador

usado para fermentar el aguamiel [14].

El aguamiel se extrae de agaves maduros que han alcanzado entre 8 y 10 afios de edad, y
que estan a punto de producir su inflorescencia (quiote). La maduracién varia en funcién de
diversos factores, como son la especie, las condiciones climatoldgicas y la presencia de
nutrientes en el suelo. El proceso de produccion comprende cuatro etapas principales: 1)
castracion, 2) raspado de cajete y extraccion de aguamiel, 3) preparacion de indculo, y 4)

fermentacion [14, 15].

Actualmente, la mayoria de las plantaciones de maguey pulquero se encuentran en los
estados de Hidalgo, México, Tlaxcala y Puebla; sin embargo, también se pueden encontrar
produccién de pulgue en menor cantidad en estados como Ciudad de México, Coahuila,
Oaxaca, Veracruz y Morelos [151]. En el afio 2013, la produccién de pulque present6 su
segundo mayor pico de produccion (~504 millones de litros, producidos en Hidalgo)
después de la obtenida en 1987 (550 millones de litros, producidos en el Estado de México).
De acuerdo con el Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), en el afio
2017 la produccion de maguey pulquero fue de 217.7 millones de litros, destacando el
estado de Hidalgo que aportd un 69.6% de esta produccion [152]. Asimismo, en el afio 2016
los principales estados productores de aguamiel fueron los siguientes: Hidalgo, con una
produccion de 194,579 toneladas (78.1%); Tlaxcala con una produccion de 38,328
toneladas (15.4%); Puebla que registré una produccion de 10,349 toneladas (4.2%); y el
Estado de México con 4.13 toneladas (1.7%) [153]. Sin embargo, en el afio 2019 se reportd
una disminucion del 66% (~171 millones de litros) en comparacion con la produccion del
2013. Durante los ultimos 10 afios el estado de Hidalgo se ha constituido como la principal
zona de produccion de pulgue, aportando en promedio un 73% de la produccién nacional
(SIAP, 2021) [154].
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2.3.1. Microbiologia del pulque

El aguamiel es un medio que favorece el crecimiento de microorganismos provenientes del
ambiente que rodea la planta de maguey: las paredes del cajete, el aire, el polvo, los
insectos, la cubierta del cajete y las herramientas utilizadas durante el proceso de
produccién. A través de estas interacciones se favorece la inoculacién espontanea del
aguamiel y el comienzo de los diversos procesos fermentativos que conducen a la
produccién del pulque. La produccion de pulgue implica tres tipos de fermentacion: acida,
alcohdlica y viscosa. Por lo tanto, la diversidad de microorganismos asociados es compleja
[15].

Sanchez-Marroquin y Hope realizaron los primeros estudios sobre la microbiota del pulque
e informaron la presencia de BAL homo y heterofermentativas, identificadas como
Lactobacillus sp., Leuconostoc mesenteroides y L. dextranicum, y de la levadura
Saccharomyces cerevisiae (identificada como S. carbajali) y la a-Proteobacteria
Zymomonas mobilis (identificada como Pseudomonas lindneri) [155]. Los investigadores
propusieron gue estos microorganismos son esenciales en el proceso de fermentacion del
pulgue. Estos microorganismos producen los metabolitos distintivos durante la
fermentacion del pulque: &cido lactico por Lactobacillus sp. y Leuconostoc sp.; etanol como
resultado de la fermentacién alcohdlica y principalmente asociado a S. cerevisiae y Z.
mobilis; y exopolisacaridos (EPS) producidos a partir de sacarosa por Leuconostoc sp. y Z.
mobilis [155, 156].

La microbiologia del pulque es compleja que como se ha comentado anteriormente produce
diferentes tipos de fermentaciones; alcohdlica, acido lactica y viscosa. Sdnchez-Marroquin
et al. [157] utilizaron cepas aisladas de las especies mencionadas anteriormente como un
indculo mixto para la fermentacion controlada del aguamiel. Los investigadores reportaron
que la fermentacién combinada de estos microorganismos en aguamiel estéril producia un
producto final comparable en contenido de alcohol, viscosidad y acidez al pulque tradicional.
Sin embargo, en estudios posteriores sobre la microbiologia del pulque se ha podido
identificar una diversidad de bacterias y levaduras mucho mas amplia de la planteada por
estos autores. De acuerdo con las principales caracteristicas metabdlicas de los
microorganismos del pulque, éstos se han categorizado como: i) bacterias productoras de
acido, como BAL y bacterias del acido acético (BAA); ii) microorganismos productores de
alcohol, donde se incluyen S. cerevisiae y Z. mobilis; iii) bacterias productoras de dextrano,

como L. mesenteroides; y iv) microorganismos asociados a la descomposicion.
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Escalante et al. [158] estudiaron la diversidad bacteriana de tres muestras diferentes de
pulgue mediante el analisis de secuencias del gen 16S ARNr. Las muestras fueron
provenientes de Aculco en el Estado de México, Huitzilac en Morelos y Tizayuca en Hidalgo.
Los autores informaron que el grupo predominante de microorganismos fue el de las
bacterias acido lacticas (BAL), presentes en un 81%. Con este estudio se demostrd la
presencia de especies comunes y especies Unicas en cada una de las tres muestras de
pulgue analizadas. En otro estudio, Escalante et al. [159] estudiaron la dindmica de
crecimiento microbiano durante la fermentacion. Los investigadores reportaron que al final
de la fermentacién, la poblacion bacteriana estuvo principalmente compuesta por Lact.
acidophilus, L. mesenteroides, Lactococcus lactis subsp. Lactis y por la proteobacteria
Acetobacter malorum. Con este estudio se puede inferir que la poblacién durante el proceso
de fermentacién cambia drasticamente debido a los cambios en el ambiente que estos
microorganismos producen en el aguamiel, asi como por las condiciones de la fermentacion

y de la microbiota inicial.

En la actualidad, la microbiologia del pulque ha sido estudiada por diversos investigadores
utilizando técnicas de secuenciacion masiva. Chacon Vargas et al. [16] realizaron la
secuenciacién metagendmica masiva de cinco muestras de diferentes etapas del proceso
de fermentacién del pulque. En este estudio los autores caracterizaron la diversidad
microbiana y funcional de las diferentes etapas del proceso. Los investigadores reportaron
gue los géneros predominantes en las diferentes etapas del proceso fueron: Acinetobacter,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Saccharomyces y Zymomonas. Por otra parte,
las especies predominantes fueron: Acinetobacter boissieri, Acinetobacter nectaris,
Lactobacillus sanfranciscensis, Lactococcus lactis, Lactococcus piscium, Lactococcus
plantarum, Leuconostoc citreum, Leuconostoc gelidum, Zymomonas mobilis vy
Saccharomyces cerevisiae. Los autores también reportaron la variacion en la abundancia
de los géneros y especies a medida que avanzoé la fermentacion, sefialando que dichos
cambios podrian estar asociados a la disminucién de la sacarosa y al aumento del etanol y

del &cido lactico a lo largo del proceso.

2.3.2. Beneficios del pulque
De acuerdo con la farmacopea tradicional, tanto el consumo del aguamiel como el de pulque
se han relacionado con diversos beneficios nutricionales desde tiempos prehispanicos, a

pesar del contenido de alcohol de la bebida fermentada [15]. El primer estudio de los
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beneficios nutricionales asociados al consumo de pulque fue realizado en la poblacion
indigena Otomi del Valle del Mezquital (Estado de Hidalgo) en 1946. Los investigadores
analizaron a 100 consumidores adultos, en un intervalo de estudio de 7 dias. Con los
resultados obtenidos en dicho estudio los autores concluyeron que el consumo diario de
pulgue aporta calorias (12%), proteina (6%), tiamina (10%), riboflavina (24%), niacina
(23%), vitamina C (48%), calcio (8%) y hierro (51%). Estos resultados indican que, para
este grupo étnico, el consumo de pulque constituye el segundo alimento mas importante en
su dieta basica después de la tortilla. Se destaca de este estudio el aporte de vitamina C a
través del pulque, considerando principalmente el caracter marginal de la dieta de esta

poblacién indigena [160].

En otro estudio, Sanchez-Marroquin y Hope [155] determinaron los contenidos de algunas
vitaminas en el pulque (ug/100 mL): 65.2 de acido pantoténico, 30.7 de tiamina, 21.6 de
acido p-amino benzoico, 23 de piridoxina; incluyendo también 19.6 ng/100 mL de pulque de
biotina. Diversos estudios han demostrado los beneficios nutricionales del pulque, entre los
gue se destaca este producto como una buena fuente de energia, vitaminas y aminoacidos
esenciales. Por otro lado, otros estudios demostraron que después de la tortilla de maiz y
las legumbres, el pulgue era la tercera fuente mas importante de hierro, acido ascoérbico,
riboflavina y otras vitaminas del complejo B. Adicionalmente, el pulque aporta cantidades
importantes de folato y saponinas esteroides, compuestos que tienen propiedades
bioactivas [161].

Backstrand et al. [161] estudiaron la relacion del pulque con el nivel de hierro en una
poblacion rural de la sierra central de México (Valle de Solis). En el estudio se evalué la
ingesta de alimentos durante 12 meses de 125 mujeres no embarazadas con edades entre
16 y 44 afos. Los autores reportaron que el nivel de hierro determinado después del analisis
de sangre mostr6 concentraciones plasmaticas mas altas de ferritina asociadas con
ingestas significativas de hierro no hemo y acido ascérbico. Con este estudio se demostrd

que un nivel mas alto de hierro se correlacionaba con una ingesta significativa de pulque.

En un trabajo similar estudiaron el consumo de pulque en 70 mujeres embarazadas de Valle
de Solis, el 72.9% de las mujeres consumieron pulque durante todo el embarazo y el 75%
continu6 consumiendo durante el posparto [162]. En este estudio se reporté que el consumo
de 0.5 L de pulque, cantidad que comUnmente es la que consumen las mujeres de esta
localidad, aport6 24 g de etanol, 9% de energia, 42.9% de acido ascorbico, 6.7% de tiamina,

5.9% de riboflavina y 14.6% de hierro de la ingesta dietética recomendada (IDR) mexicana
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durante el embarazo. Estos autores demostraron una asociacion entre el consumo de
pulgue durante la lactancia y el crecimiento robusto del recién nacido, sugiriendo que existio
un efecto benéfico del consumo moderado de pulque asociado probablemente al contenido
de micronutrientes de la bebida. Sin embargo, los autores también concluyeron que la
ingesta temprana de pulque durante el embarazo y la lactancia resulté en una reduccién en

la altura y peso de los infantes [163].

Desde la época prehispanica, se ha asociado el consumo de pulque no sélo a los beneficios
nutricionales que aportan en la alimentacion, sino también a sus usos en la medicina
tradicional. En este sentido, el pulque se ha usado ampliamente en el tratamiento de
enfermedades gastrointestinales. Actualmente, con el auge de los estudios de alimentos
funcionales, estos efectos benéficos pueden explicarse por la actividad probidtica y

prebidtica de los componentes del pulque [15].

2.3.3. Bacterias del pulque con potencial probiético

Actualmente, el aislamiento y caracterizacion de BAL con potencial probiético a partir de
productos no lacteos ha cobrado importancia para la formulaciéon de alimentos funcionales
que promuevan la salud [164]. Los productos probidticos no lacteos ofrecen importantes
ventajas como alternativa a sus homdlogos de naturaleza lactea como son la ausencia de
colesterol y de sustancias alergénicas propias de los lacteos [165]. La resistencia natural
de las BAL del pulgue al pH final y al contenido de alcohol de este producto fermentado,
sugieren que estas bacterias son candidatas potenciales a probiéticos [15]. De acuerdo a
esto, diversos investigadores han evaluado el potencial probiético de las bacterias acido

lacticas del pulque (Tabla 5).

De acuerdo con lo reportado en la literatura, Castro-Rodriguez et al. [17] publicaron un
estudio relacionado con el potencial probiético de BAL de aguamiel, sustrato que se utiliza
para la producciéon de pulque. Los investigadores estudiaron 4 BAL del aguamiel
identificadas por el gen 16S ARNr como L. mesenteroides subsp. mesenteroides (SD23,
SD1, SF2 y SF3), y evaluaron estas cepas por su capacidad de resistir a condiciones de
estrés del tracto gastrointestinal como pH acido, sales biliares (SB) y jugos gastricos e
intestinales. Asimismo, en el estudio también se realizaron pruebas de adhesién como
hidrofobicidad, adhesién a pared intestinal y adhesiébn a mucina, asi como ensayos de

resistencia a antibidticos, actividad hemolitica y actividad antimicrobiana. Los autores
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reportaron sobrevivencia del 40% al 50% a pH 2 y del 88% al 89% a 0.5% de SB. Sin
embargo, los sucesivos pasajes a través de jugos gastricos e intestinales causaron una
reduccién muy drastica de las cepas de estudio: la cepa identificada como SD23 obtuvo el
mayor porcentaje de sobrevivencia con 27% después de 30 min y 16% después de 90 min.
Por otra parte, los autores evaluaron la adhesion de las cepas a la pared intestinal utilizando
como modelo el intestino de ratas Wistar macho de 3 meses, dando como resultado
porcentajes de adhesion de 79 a 83%, superiores a los presentados por el control probidtico

Lact. plantarum 299v.

En el mismo estudio, Castro-Rodriguez et al. [17] evaluaron la hidrofobicidad de las células
BAL mediante ensayos con cloroformo y n-hexadecano, reportando valores entre 13% y
85% y 25% y 84%, respectivamente. Las cepas estudiadas presentaron porcentajes de
adhesién a mucina significativamente similares a la cepa probi6tica Lact. plantarum 299v.
Adicionalmente, las cepas estudiadas mostraron actividad antagdnica contra los patégenos
Escherichia coli, Salmonella entéricay Listeria monocytogenes. Por otra parte, los aislados
presentaron resistencia contra dicloxacilina, pefloxacina, trimetoprima y ceftazidima; que
constituyen sélo 4 de los 12 antibidticos probados. Ademas de esto, como prueba de
seguridad adicional, las cepas BAL fueron estudiadas por su actividad hemolitica dando un

resultado negativo.

En otro estudio, Gonzalez-Vazquez et al. [166] aislaron, identificaron y caracterizaron de
forma parcial la cepa BAL Lact. casei 157 y probaron la capacidad de la cepa para resistir a
condiciones simuladas de estrés del tracto gastrointestinal utilizando la cepa Lact. casei
Shirota como control probidtico. Los investigadores evaluaron la capacidad de la cepa para
resistir a pH 1.5, 0.3% de SB y jugo gastrico; asimismo, en el estudio se evalud la resistencia
de la cepa a antibidticos, la actividad hemolitica y la actividad de la enzima HSB. La cepa de
estudio present6 alrededor de 60% de resistencia a pH acido, 55% de tolerancia a jugo
gastrico y entre 50% y 70% de sobrevivencia en presencia de sales biliares. En el estudio,
los autores reportaron que la cepa no presentd actividad hemolitica y s6lo mostro resistencia
a un antibidtico (cefepima). Adicionalmente, la cepa estudiada mostro actividad de la enzima
hidrolasa de sales biliares. Como resultado relevante del estudio, los autores concluyeron la
cepa de estudio fue superior en todas las pruebas realizadas a la cepa probiodtica comercial

Lact. casei Shirota.
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Tabla 5. Estudios del potencial probi6tico de bacterias &cido lacticas aisladas de aguamiel

y pulque
BAL estudiadas Origen Pruebas realizadas Referencias
4 cepas de Aguamiel e Resistencia a pH 2 [17]
Leuconostoc e Resistencia a 0.5% de SB
mesenteroides e Tolerancia a jugo gastrico e
intestinal
e Adhesién a mucosa intestinal
¢ Hidrofobicidad (cloroformo y n-
hexadecano)
e Adhesioén al ensayo de mucina
¢ Actividad antimicrobiana
e Resistencia a antibioticos
¢ Actividad hemolitica
Lact. casei J57 Pulque e ResistenciaapH 1.5 [166]
¢ Resistencia a 0.3% de SB
e Tolerancia a jugo gastrico
e Resistencia a antibioticos
¢ Actividad hemolitica
e Actividad hidrolasa de sales
biliares
14 cepas: Pulque e Resistencia a lisozima (10 [19]
Lact. brevis (4) mg/L)
Lact. plantarum (4) ¢ ResistenciaapH 2
Lact. paracasei spp. e Resistencia a 0.3% de SB
paracasei (3)  Hidrofobicidad (cloroformo y
Lactobacillus acetato de etilo)
composti (2) e Adhesién a células HT-29 y
Lact. HT-29-MTX
sanfranciscensis (1) e Actividad antiinflamatoria in
Vivo en ratones
14 cepas: Aguamiel e Resistencia a un modelo in [167]

Lact. collinoides (9)
Lact. brevis (5)

vitro de simulacién del tracto
gastrointestinal

Resistencia a antibidticos
Actividad hidrolasa de sales
biliares

Evaluacioén in vivo sobre
colesterol
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L. mesenteroides Pulque e Resistencia a lisozima (100 [18]
P45 mg/mL)

e Resistencia a pH 2.5

e Resistenciaa 0.3% y 1% de SB

e Actividad antimicrobiana in vitro

e invivo
11 cepas: Pulque e Resistencia a pH 2 [20]
Lact. brevis (1) e Resistenciaa 0.3% y 0.5% de
Lact. plantarum (3) SB
Lact. paracasei (5) e Actividad antimicrobiana
Lact. ghanensis (2) e Produccién de péptidos

antimicrobianos

Por otra parte, Torres-Maravilla et al. [19] aislaron e identificaron BAL de pulque de tres
pueblos del centro de México: Nanacamilpa, Santiago Villalta y Milpa Alta. Los investigadores
identificaron 14 cepas BAL en total, las cuales identificaron como Lact. brevis (4), Lact.
plantarum (4), Lact. paracasei spp. paracasei (3), Lact. composti (2), y Lact.
sanfranciscensis (1). Adicionalmente, en el mismo estudio los autores caracterizaron el
potencial probidtico de las cepas aisladas mediante la evaluacion de su capacidad de
supervivencia en presencia de lisozima, alta acidez (pH = 2) y con la adiciéon de 0.3% sales
biliares, obteniendo los siguientes resultados: entre 1 y 97%, 41 y 89% y 4 y 87%,
respectivamente para los diferentes ensayos. Por su parte, las cepas presentaron
porcentajes de hidrofobicidad entre 1 y 95% y 5 y 80% con acetato de etilo y hexano,
respectivamente. De forma general, las BAL de estudio presentaron baja capacidad de union
a células HT-29 (~0.3%, como mejor resultado) y a células HT-29-MTX (10.8%, como mejor
resultado). En ambos ensayos, la capacidad de union de las BAL aisladas fue mayor que la

de la cepa control (Lact. casei BL23).

Adicionalmente, estos autores seleccionaron tres de las cepas aisladas para evaluar sus
efectos protectores en un modelo de colitis murina inducida: Lact. plantarum LBH1064 y
Lact. sanfranciscensis LBH1068 (Santiago Villalta), que fueron las cepas antiinflamatorias /n
vitro de mejor rendimiento, y la cepa Lact. composti LBH1072 (Nanacamilpa), que tuvo un
rendimiento intermedio, pero que se considerd interesante probar ya que es la primera vez
que se aisld dicha cepa del pulque. Los investigadores reportaron que en el experimento /in

vivo las cepas estudiadas disminuyeron significativamente (P< 0.05) la hiperpermeabilidad
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intestinal. La cepa Lact. sanfranciscensis LBH1068 mejord la salud de los ratones, como se
observé mediante una reduccidn de la pérdida de peso, disminuciones significativas en la
permeabilidad intestinal y la modulacién de citoquinas.

En otro estudio, Reyes-Nava et al. [167] aislaron 14 cepas BAL a partir de muestras de
aguamiel provenientes de Huitzilac (Morelos), Jocotitlan (Estado de México) y Singuilucan
(Hidalgo), ademas evaluaron el uso de acidos biliares como estrategia de seleccion de las
cepas con potencial probidtico. Las BAL fueron identificadas como Lact. collinoides (9) y
Lact. brevis (5). Los investigadores sometieron a las cepas de estudio a condiciones
simuladas del tracto gastrointestinal, reportando que sélo 2 BAL de la muestra proveniente
de Huitzilac fueron resistentes a las condiciones de simulacion del tracto gastrointestinal.
De acuerdo a los autores, las cepas seleccionadas fueron capaces de disociar sales biliares
conjugadas por la presencia de diversas hidrolasas de sales biliares. En este estudio,
también se evalud la resistencia de las bacterias de estudio a diversos antibiéticos, con
algunos aislados presentando resistencia a los antibidticos dicloxacilina, pefloxacina y
ceftazidima. Adicionalmente, los autores reportaron que la cepa aislada Lact. brevis Lb9H
mostré in vivo un efecto protector del dafio hepético, asi como actividad preventiva de

intoxicacion por LPS+D-GalN, que es un indicador de peroxidacion lipidica.

Por su parte, Giles-Gémez et al. [18] evaluaron el potencial probi6tico in vitro e in vivo de la
cepa Leuconostoc mesenteroides P45 aislada de pulque. Los autores realizaron ensayos
in vitro de resistencia a condiciones del tracto gastrointestinal (lisozima, pH acido y sales
biliares) y actividad antimicrobiana contra patégenos. La cepa de estudio fue expuesta a
100 mg/mL de lisozima durante 30 y 120 min, con una sobrevivencia de 90 y 71%,
respectivamente. Adicionalmente, la cepa fue sometida a un pH de 2.5 por 24 h a 37 °C,
presentando una sobrevivencia del 75%, que fue mayor a la presentada por la cepa control
Lact. casei Shirota (48%). Por otra parte, la cepa fue evaluada a 0.3% y 1% de sales biliares
por 24 h a 37 °C, resultando en una sobrevivencia del 100% en ambos casos.
Adicionalmente, la cepa presentd actividad antimicrobiana in vitro contra E. coli
enteropatodgena, Listeria monocytogenes y Salmonella Typhi y Thyphimurium. Por ultimo,
los autores realizaron un ensayo in vivo en 18 ratones hembra y machos de 8 semanas de
edad; a los cuales se les administré una dosis de la cepa L. mesenteroides P45 de 2 x 10°
UFC/dia durante 7 dias. En el dia 8, se les administr6 a los ratones la cepa patdégena S.
Typhimurium L133 en una concentracién de 1 x 10’ UFC/dia por medio de una sonda

gastrica. Los autores reportaron que la administracion de la cepa L. mesenteroides P45 fue
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capaz de disminuir la infeccion del patégeno en al menos un ciclo logaritmico durante un

periodo de 3 dias.

Ruiz-Ramirez et al. [20] evaluaron el potencial probiético y la produccién de péptidos
antimicrobianos in vitro de 11 cepas 4cido lacticas aisladas de pulque, ademas de la cepa
probittica ampliamente caracterizada Lact. acidophilus NCFM como control positivo. Las
once cepas mostraron resistencia a condiciones de acidez (pH 2) y sales biliares (0.3 y
0.5%), presentando porcentajes de sobrevivencia de 61 a 88% y de 66 a 97%, en dichas
pruebas, respectivamente. Ademas de esto, las 11 cepas mostraron actividad
antimicrobiana por el ensayo de difusion en agar contra los patdgenos: Listeria
monocytogenes, Escherichia coli y Salmonella enterica serovar Typhi. Por otra parte,
mediante el método de mancha en el césped y pruebas de hidrolisis con extractos
enzimaticos semipurificados se determin6 que ocho de las cepas con actividad
antimicrobiana debian dicha actividad a la produccién de péptidos antimicrobianos:

pudiendo tratarse de bacteriocinas o de peptidoglucano hidrolasas.
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3. JUSTIFICACION

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo diverso de microorganismos, cuya
caracteristica principal es la produccién de acido lactico como un importante producto final
de la fermentacion de carbohidratos. Este grupo de microorganismo se pueden encontrar
en diversos habitats, tales como productos lacteos, carnicos y vegetales, asi como en el
tracto gastrointestinal y urogenital de humanos y animales. Actualmente, las BAL se
emplean en la elaboracion de una diversa variedad de alimentos y bebidas fermentadas,
gracias a que estas bacterias tienen la capacidad de mejorar algunos atributos de estos
productos tales como la vida de anaquel, asi como las caracteristicas sensoriales,
nutricionales y funcionales. Ademas, se sabe que algunas cepas de este grupo bacteriano
proporcionan beneficios al huésped cuando se administran en cantidades adecuadas, lo

gque actualmente se conoce como probiéticos.

Los probidticos son de gran interés cientifico y biotecnol6gico, debido a las propiedades
benéficas a la salud que se han documentado en la literatura cientifica y tecnolégica actual,
entre las que destacan la restauracion de la microbiota intestinal y vaginal. Adicionalmente,
se han reportado otros beneficios de estas cepas como su efecto anticancerigeno,
anticolesterol, antidepresivo, antiobesidad, antidiabético, entre otros. Las caracteristicas
funcionales de los probiéticos se han asociado con la secrecion de moléculas bioactivas;
por ejemplo, con algunos péptidos antimicrobianos. El grupo de microorganismos que
mayormente se ha reportado como probiéticos son las BAL, principalmente las
pertenecientes a la familia Lactobacillaceae. En general, la mayoria de los microorganismos
probidticos comerciales se han aislado de la microbiota de humanos o de productos lacteos.
Sin embargo, el aislamiento y evaluacién del potencial probidtico de cepas bacterianas
provenientes de productos no lacteos ha cobrado gran interés en la actualidad, debido a
que estas cepas podrian tener la ventaja de disminuir el colesterol y de no contener

sustancias alergénicas propias de los productos lacteos.

Por otro lado, el pulque es una bebida ancestral mexicana que se ha asociado con la
prevencion y tratamiento de enfermedades gastrointestinales, lo que actualmente se ha
probado que se debe a la presencia de una gran variedad de BAL en la bebida. Debido a
esto, diversos estudios en la literatura cientifica han reportado un alto potencial probiético
de cepas BAL provenientes del pulque y del aguamiel. Sin embargo, en estos estudios auln

no se han realizado todas las pruebas in vitro requeridas para una evaluacién completa del
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potencial probiotico de las cepas de estudio; adicionalmente, los estudios completos de
actividad probidtica se han realizado principalmente en cepas aisladas del aguamiel. De
acuerdo con lo anterior, es de gran interés cientifico y tecnoldgico actual, el evaluar el
potencial probiético de cepas BAL aisladas a partir del pulque y caracterizarlas por sus
propiedades funcionales como actividad antioxidante, actividad B-galactosidasa y de
reduccién de colesterol. En este sentido, este trabajo pretende contribuir al estado del arte
y de la técnica actual seleccionando cepas con alto potencial probiético y que ademas
proporcionen beneficios a la salud mas all4 del de la restauracién de la microbiota intestinal.
Considerando lo anterior, en el presente trabajo se tiene la premisa de que la
caracterizacion de las cepas BAL aisladas de pulque en funcion de su perfil probiético y sus
propiedades funcionales, ademas del estudio de la seguridad de su uso, proporcionara una
alternativa para la produccion de alimentos probidticos, a los cuéles no so6lo se pueda
garantizar la seguridad de su uso, sino que también proporcionen diversos beneficios a la

salud del consumidor, adicionales a la regulacion de la microbiota intestinal.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1. Hipotesis
Las cepas &cido lacticas del pulgue estudiadas en el presente trabajo presentan potencial
probidtico y algunas caracteristicas funcionales de importancia como lo son actividad

antioxidante, digestién de lactosa y reduccion de colesterol.

4.2. Objetivo general
Evaluar las cepas BAL de la familia Lactobacillacea aisladas del pulque de acuerdo a su

inocuidad, potencial probiotico y funcional, mediante pruebas in vitro e in silico.

4.3. Objetivos particulares

e Realizar la identificacion a nivel especie por técnicas de biologia molecular y
espectrometria de masas de las cepas BAL del pulque.

e Evaluar el potencial probidtico in vitro de las cepas de estudio: resistencia a
condiciones simuladas del tracto gastrointestinal, seguridad y propiedades de
superficie celular.

e Evaluar in vitro la actividad antagonica y antimicrobiana de las cepas del pulque
contra microorganismos patégenos.

e Evaluar in vitro las caracteristicas funcionales de las cepas de estudio: actividad

antioxidante, digestién de lactosa y reduccion de colesterol.
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5. DIAGRAMA EXPERIMENTAL

Resistencia a
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6. METODOLOGIA

6.1. Material biolégico y condiciones de cultivo

En este trabajo se estudiaron 7 bacterias &cido lacticas (BAL)previamente aisladas de
pulque y evaluadas de acuerdo a su resistencia a condiciones de acidez (pH 2) y sales
biliares (0.3% y 0.5%), asi como actividad antimicrobiana [20]. La cepa probiotica
Lactobacillus acidophilus NCFM, cedida amablemente por Danisco USA, se utiliz6 como
control positivo en todas las pruebas realizadas en este trabajo. Todas las BAL fueron
reactivadas en medio liquido Man-Rogosa-Sharpe (MRS) (Difco, EE.UU.) y posteriormente
sembradas por estriado en agar MRS, después de lo cual se corrobor6 morfologia

macroscopica y microscoépica.

Los siguientes microorganismos fueron utilizados como controles en las pruebas de
seguridad y potencial probiético: Escherichia coli enteropatdgena (EPEC) 2348/69,
Salmonella enterica serovar Typhi ATCC 9992 y Enterococcus faecalis ATCC 29212 de la
Coleccidn de Cultivos de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de
México; Pediococcus acidilactici MXVK133 (GenBank: JQ783346), Enterococcus faecium
SF68, Listeria monocytogenes LM-W207 (GenBank: OQ733281) y Staphylococcus aureus
SA-W207 (GenBank: 0OQ733284) de la Coleccion de Cultivos del Laboratorio de Biologia
Molecular y Bioquimica de Macromoléculas, Universidad Autonoma Metropolitana-Unidad
Iztapalapa, México. Los microorganismos control utilizados para las pruebas de seguridad
y potencial probiético fueron reactivadas en medio liquido soya tripticaseina (TSB, por sus
siglas en inglés) y subsecuentemente sembradas por estriado en agar soya tripticaseina

(TSA, por sus siglas en inglés).

6.2. ldentificacion de las bacterias acido lacticas del pulque

6.2.1. ldentificacidon por el gen 16S ARNr

Para la identificacion de las cepas mediante la secuenciacién del gen 16S ARNr de las
muestras bacterianas se realizd la extraccion de ADN con el kit de aislamiento de ADN
microbiano Ultra Clean™ (Mo Bio Laboratories Inc., EE. UU.). Para realizar la extraccion,
se coloco 1.8 mL de cultivo bacteriano de 24 h de crecimiento en un tubo colector de 2 mL.
A continuacion, se recupero el pellet celular por centrifugacion a 10,000 x g durante 30 s a
temperatura ambiente, después de lo cual se adicioné 300 pL de solucién Microbead al tubo

gue contenia el pellet, que a continuacion se homogeneiz6 en vortex. Posteriormente, la
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mezcla anterior se transfirié a un tubo Microbead y se adicioné 50 pL de solucion MD1. El
tubo Microbead se agité con un vortex por 10 min a velocidad maxima para asegurar una
lisis adecuada de las células. Después, el tubo se centrifugd a 10,000 x g durante 30 s a

temperatura ambiente.

En seguida de esto, el sobrenadante se transfiri6 a un tubo colector de 2 mL y se agreg6
100 pL de solucion MD2, el tubo se agit6 en vortex durante 5 s. La mezcla se incub6 a 4 °C
durante 5 min. Posteriormente, el tubo se centrifugé a 10,000 x g durante 1 min a
temperatura ambiente, y el sobrenadante se transfirid a un nuevo tubo colector. Se adicioné
900 pL de la solucion MD3 al sobrenadante y la mezcla se agit6 con el vortex durante 5 s.
De la mezcla anterior se tomé 700 pL y se colocaron en el filtro de membrana y el tubo se
centrifugd a 10,000 x g durante 30 s a temperatura ambiente. Subsecuentemente, se retird
el sobrenadante y se cargo el resto de la mezcla. El tubo se centrifugé nuevamente y el

sobrenadante fue descartado.

Después de esto, se agregd 300 pL de la solucion MD4 a la columna y se centrifugé a
10,000 x g durante 30 s a temperatura ambiente. Se retiré el sobrenadante del proceso
anterior y se realiz6 una segunda centrifugacion para retirar completamente la solucion MD4
del filtro de membrana. El filtro de membrana se colocé en un nuevo tubo colector de 2 mL
y se agreg6 50 uL de solucién MD5 en el centro del filtro. El tubo se llevé a centrifugacion
a 10,000 x g durante 30 s. Finalmente, el filtro fue desechado y se recuper6 el ADN. La
integridad del ADN se verifico en un gel de agarosa al 1% y se visualizo en el sistema de
documentacién de geles Biotop Fluor Shot EVO (BIOTOP, China).

Posteriormente, se amplificé el gen 16S ARNr a partir del ADN obtenido utilizando la
solucion Tag PCR Master Mix (QIAGEN, Alemania) y los cebadores universales 27F
(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y 1492R (TACGGYTACCTTGTTACGACTT). La mezcla
de reaccion se preparé como se indica en la Tabla 6. Las condiciones utilizadas para la
reaccion de PCR fueron las siguientes: desnaturalizacién (94 °C, 3 min), amplificacion (94
°C, 45 ;52 °C, 30 s; 72 °C, 1 min x 30 ciclos) y una amplificacion final a 72 °C durante 10

min.

62



Tabla 6. Mezcla de reaccion para PCR con la solucion Tag PCR Master Mix (QIAGEN,
Alemania)

Reactivo Volumen (pL)
Taqg PCR Master Mix 25
Primer 27F 5
Primer 1492R 5
H-0 libre de RNA 14
Muestra de ADN 1
Total 50

Después del proceso de PCR, los productos de amplificacion fueron purificados con el kit
de purificacion GeneJet PCR (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lituania) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Los amplificados se mezclaron en vortex 1:1 con la
solucién Binding buffer para su homogenizacion. Posteriormente, la mezcla se transfirio a
una columna de purificacion GeneJet, después de los cual, se centrifugé a 10,000 x g
durante 1 min a temperatura ambiente, y a continuacion se desechd el sobrenadante. En
seguida, se agreg6 700 uL del buffer de lavado a la columna y se centrifugé a 10,000 x g
durante 1 min a temperatura ambiente, seguido de los cual, se desech¢ el sobrenadante.
Finalmente, la columna se colocé en un tubo nuevo de 2 mL, al cual se le agregé 50 uL del
buffer de elucién previamente calentado a 65 °C. La columna se centrifugé a 10,000 x g
durante 1 min a temperatura ambiente, después de lo cual se colecto el sobrenadante con
el gen 16S ARNr purificado. Los productos purificados se enviaron a secuenciar a los
laboratorios de Macrogen Inc. (Republica de Corea). Las secuencias obtenidas se
compararon en la base de datos Refseq del Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica
(NCBI por sus siglas en inglés) utilizando la herramienta de alineacion BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

6.2.2. Identificacion de aislados bacterianos mediante espectrometria de masas
MALDI Biotyper®

Para la confirmacion de la identificacion a nivel especie, se utilizo el andlisis del perfil

proteico o huella digital proteémica mediante espectrometria de masas [168]. Este analisis

se realiz6 en el Laboratorio Divisional de Espectrometria de Masas de la UAM-Iztapalapa.
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La extraccion de proteinas se realizé mediante la técnica secuencial de extraccion con
etanol, acido férmico y acetonitrilo. Se colocaron colonias bacterianas perfectamente
aisladas en 300 pL de agua ultrapura y se mezclé en un agitador tipo vortex (hasta observar
turbidez). Posteriormente, a la mezcla se le adicion6 900 uL de etanol, después de lo cual,
se agité en un agitador tipo vortex y se dejo reposar 5 min a temperatura ambiente. A
continuacion, los viales se centrifugaron durante 2 min a 14,000 rpm, lo que fue seguido por
el retiro del sobrenadante. Al pellet se le afiadié acido férmico al 70% mezclandolo por
pipeteo. A la mezcla anterior, se le afiadioé acetonitrilo y se centrifugé por 2 min a velocidad
maxima. Finalmente, se colocd 1 uL del sobrenadante en una placa de acero (Bruker,
Alemania) con 1 uL de la matriz acido a-ciano-4-hidroxicindmico (Sigma-Aldrich, Burlington,
MA, EE. UU.). El andlisis se realizé con el espectrometro de masas MALDI Biotyper® MS
Autoflex (Bruker Daltonics, Alemania) utilizando la herramienta MALDI Biotyper®. Los datos
resultantes se compararon con la base de datos MBT Compass para asignar los géneros y
las especies de las cepas de BAL. Los resultados se expresan en una gama de valores que
va de 0 a 3 (Figura 2).

Gama de valores Descripcién Simbolos Color
2.00-3.00 (+++) verde
0.00-1.69 (=) rojo

Figura 2. Valores de similitud entre las muestras analizadas y la base de datos MBT
Compass para la identificacién microbiana por espectrometria de masas MALDI Biotyper®.

6.3. Resistencia a condiciones gastrointestinales simuladas

Con la finalidad de corroborar la capacidad de las BAL de sobrevivir su paso por el tracto
gastrointestinal, las cepas estudiadas fueron sometidas in vitro a condiciones que simulan
el sistema digestivo humano: presencia de lisozima, jugo géstrico (JG), jugo intestinal (JI) y
una exposicion secuencial a JG y JI (JG/JI). Adicionalmente, en este trabajo se evaluaron

la actividad hidrolasa de sales biliares y la actividad antimicrobiana de las cepas de estudio.
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6.3.1. Resistencia alisozima

La resistencia a lisozima (Sigma-Aldrich, PAIS) se determind de acuerdo con Torres-
Maravilla et al. [19], con algunas modificaciones. De cajas recién sembradas de las cepas
acido lacticas (24 h), se tomé una colonia de inéculo y se sembré en caldo MRS. Los tubos
se incubaron a 37 °C durante 20 h en condiciones de microaerofilia. Posteriormente, se
centrifugd 2 mL del cultivo a 4,500 x g durante 6 min a 4 °C, después de lo cual el pellet se
sometié a dos lavados con PBS. A continuacién, el cultivo se ajustdé a una DOegy de 1
utilizando solucién de Ringer. Por ultimo, se inoculé la cepa al 10% en una solucion
electrolitica estéril que contenia 10 mg/L de lisozima, tras lo cual la suspensién se incubé a
37 °C durante 3 h. La resistencia de las BAL a la presencia de lisozima se determiné por el

método de recuento por extensién en placa por duplicado [20].

6.3.2. Resistencia ajugo gastrico (JG) y jugo intestinal (J1)

La resistencia in vitro de las BAL a los JG y JI se realizé tanto por separado como de forma
secuencial. Se inocularon colonias frescas de 24 h de las cepas de estudio en 10 mL de
caldo MRS y se incubaron a 37 °C durante 20 h en condiciones microaerofilas.
Posteriormente, el cultivo bacteriano se centrifugd a 4,500 x g durante 6 min a 4 °C, tras lo
cual se recupero el pellet celular. A continuacién, las células se sometieron a dos lavados
con PBS y se ajusté su concentracion a 108-10° UFC/mL. A continuacion, el cultivo celular
se inoculé por separado al 10% en jugo gastrico (PBS con 0.3% de pepsina y ajustado a
pH 2 con HCI) [169, 170], y en jugo intestinal (PBS con 0.3% de sales biliares, 0.1% de
pancreatina y ajustado a pH 8.0 con NaOH) [171]. Los cultivos se incubaron a 37 °C durante
3 h en condiciones de microaerofilia. Por ultimo, en la prueba secuencial, el cultivo
proveniente de JG se inoculd al 10% en el JI (JG/JI), después de lo cual se incub6 a 37 °C
durante 3 h [170]. Como control de la prueba, el cultivo celular se inoculé en PBS a pH 7.
La resistencia celular a estas condiciones se determind por conteo en placa y se expreso

como porcentaje logaritmico [20].

6.3.3. Actividad de la enzima hidrolasa de sales biliares (HSB)

La actividad HSB de las cepas de BAL estudiadas se determin6 mediante el método de
difusion en agar [172]. Discos de papel filtro de 6 mm fueron impregnados con los cultivos

bacterianos de estudio y se superpusieron en placas Petri de agar MRS suplementada con
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0.5% (p/v) de sales biliares y 0.375 g/L CaCl.. A continuacion, las placas Petri se incubaron
en condiciones de microaerofilia a 37 °C durante 48 h. La actividad HSB se evalué midiendo

el diametro del halo formado alrededor del disco.
6.3.4. Evaluacién de actividad antagénica [168]

La evaluacion de la actividad antimicrobiana se llevo a cabo en cajas de Petri empleando
el medio de crecimiento TSA. La cepa de estudio se inocul6 de forma vertical con un hisopo
estéril. Después de esto, los microorganismos patégenos o alterantes (microorganismos
prueba) cultivados previamente en caldo TSB durante 24 h, se inocularon de forma
perpendicular a 2 mm de la cepa de estudio con un hisopo estéril, sin tocar el crecimiento
vertical (Figura 3). Las placas Petri se incubaron durante 18 h a 37 °C. Los microorganismos
de prueba que mostraron inhibicién en su crecimiento se consideraron sensibles a la cepa

de estudio.

BAL

Figura 3. Diagrama del ensayo de actividad antagénica de las BAL del pulque contra
microorganismos patégenos. EC, Escherichia coli. ST, Salmonella enterica serovar Typhi.

LI, Listeria innocua. LM, Listeria monocytogenes.

6.3.5. Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana de las cepas ensayadas se evalué mediante el método de
difusién en agar de acuerdo con lo reportado por da Silva et al. [133]. Previo al ensayo, se
obtuvieron extractos crudos bacterianos (EC) a partir de cultivos de 20 h de BAL. El cultivo

se transfirié a tubos de centrifuga de 15 mL y se llevo a centrifugacion a 6,500 x g durante
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15 min en condiciones de refrigeracion (4 °C). Posteriormente, se recupero el sobrenadante
y se ajustoé a pH 7 para eliminar la influencia de los acidos orgénicos. A continuacion, el
extracto se filtr6 a través de membranas estériles de 0.22 um de tamafio de poro y se
almacend a -80 °C. Para la prueba de difusién en agar, se superpusieron discos de papel
filtro de 6 mm impregnados con EC sobre placas de TSA previamente inoculadas con 140
uL de suspension de L. monocytogenes LM-W207 (10°-107 UFC/mL). Como controles
positivos se utilizé nisina y lisozima al 10% de concentracion. La actividad antibacteriana se
evalué midiendo el didmetro de la zona de inhibicion formada alrededor del disco después

de incubar la placa a 37 °C durante 24 h.

6.4. Propiedades de superficie celular
Las caracteristicas de superficie celular evaluadas en este trabajo fueron la hidrofobicidad,
la autoagregacion, y la coagregacion, debido a que estas propiedades se han asociado con

la capacidad de las bacterias para adherirse al epitelio intestinal [17, 130].

6.4.1. Hidrofobicidad

El ensayo de hidrofobicidad se realizé por el método de adhesion microbiana a solventes
(MATS, por sus siglas en inglés) [17, 131]. Los cultivos de BAL en fase exponencial se
sedimentaron mediante centrifugacion a 5,000 x g durante 30 min, lo que fue seguido por
dos lavados con PBS (pH 7.2), después de lo cual el pellet se resuspendié en el mismo
buffer a una DOsgo 1. A continuacion, la suspension se mezclé por separado con diferentes
disolventes organicos (cloroformo y hexano) en una proporcién 1:1, seguido de agitacion
en vortex durante 30 s. Posteriormente, la mezcla se incubé por 1 h a temperatura
ambiente, tras lo cual se midio la absorbancia de la fase acuosa a 600 nm. La hidrofobicidad

se calculé con la siguiente ecuacion:

Ag—A

i) = (2

)* 100,

0

donde Agy A, corresponden con la absorbancia antes y después de la extraccion con

disolventes organicos, respectivamente.
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6.4.2. Autoagregacién

La capacidad de autoagregacion de las BAL se evalu6 utilizando el método propuesto por
Slizewska et al. [130], con algunas modificaciones. Se partié de las cepas BAL en su fase
exponencial. Posteriormente, el cultivo celular se centrifug6 a 5,000 x g durante 10 min a 4
°C, y a continuacioén se recuperd el sedimento celular. Subsecuentemente, las células se
lavaron dos veces con PBS pH 7.2, después de lo cual el pellet se resuspendié en PBS
hasta una DOego de 0.5. Después de esto, la suspension se dejo reposar 10 min y enseguida
se incubd a 25 °C. A continuacion, se ley6 la DOsoo de la suspension celular a diferentes
tiempos: 0, 2, 4, 6, 20 y 24 h, para estimar el porcentaje de autoagregacion (A) haciendo

uso de la siguiente ecuacion:

Ag—A

b1 = (5

)* 100;

0

donde Ay es la absorbancia inicial y A la absorbancia a los diferentes tiempos.

6.4.3. Coagregacion

Se prepararon suspensiones bacterianas de las BAL y los patégenos (L. monocytogenes
LM-W207, Salmonella enterica serovar Typhi ATCC 9992 y EPEC) como se describi6 en el
ensayo de autoagregacion [130]. Posteriormente, las BAL se mezclaron por separado con
los patdgenos en volumenes iguales y se incubaron a 25 °C [134]. La coagregacion se
monitored leyendo la DOeno a diferentes tiempos: 2, 4, 6, 20 y 24 h. A continuacién. Se
calculo el grado de coagregacién con la siguiente ecuacion:

— [(Ax+ABAL)_(Amix)] .
Cl%) === faan)* 100;

donde Ay es la absorbancia inicial de L. monocytogenes LM-W207, S. enterica serovar Typhi
ATCC 9992 0 EPEC; AsaL es la absorbancia inicial de la cepa BAL; y Amix €s la absorbancia

de la mezcla a los diferentes tiempos del ensayo.

6.5. Aspectos de seguridad de las BAL

Los aspectos de seguridad de las cepas BAL de estudio que se evaluaron en este trabajo

incluyeron la resistencia a antibiéticos comunes por difusion en disco y expresion de
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genes relacionados a resistencia, actividad hemolitica y el estudio de la expresion de

genes asociados a factores de virulencia.

6.5.1. Resistencia a antibioticos

6.5.1.1. Método de difusion en agar

La resistencia a antibiéticos de las cepas de estudio por el método de difusion en agar se
realizé utilizando el antibiograma bacteriano Combi Disc Multidiscos para Gram Positivos
GP1 (Accutrack, Ciudad de México, México) y con vancomicina (30 pg) (PiSA, Ciudad de
México, México) [173, 174]. Para este analisis se tomaron colonias de las BAL de estudio
de una caja petri con medio MRS con 36 h de crecimiento y se transfirieron a un tubo que
contenia de 4 a 5 mL de suero fisiolégico, tras lo cual el cultivo se incubé a 37 °C hasta
alcanzar una turbidez comparable al estandar de 0.5 de McFarland. Después de esto, se
sumergié en la suspensién un hisopo estéril, el cual se extendié por toda la superficie de
una caja petri con agar Muller Hinton. Las cajas se dejaron secar durante 3-5 min, tras lo
cual los discos con antibiéticos (6 mm) se colocaron sobre la superficie del agar.
Posteriormente, las placas se incubaron a 37 °C durante 18-24 h. Pasado el tiempo de
incubacién, se midid la zona de inhibicién. Los resultados se reportaron como sensibles
(230 mm), intermedios (16-29 mm) o resistentes (<15 mm), de acuerdo con la zona de

inhibicién obtenida [174]. En el estudio se utilizé la cepa EPEC como ensayo control.

6.5.1.2. Ensayo por PCR

La resistencia a antibioticos también se determiné por PCR, mediante la amplificacion de
genes asociado a resistencia de las cepas BAL de prueba del pulque y el control probiotico
(Lact. acidophilus NCFM) [13, 175]. La extraccién de ADN gendmico se realizé utilizando el
kit de aislamiento de ADN microbiano Ultra CleanTM (Mo Bio Laboratories Inc., Carlsbad,
CA, EE. UU.) como se describid en la Seccion 6.2.1. Las reacciones de PCR se realizaron
con la polimerasa Phusion™ High-Fidelity DNA (Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius,
Lithuania) y los primers utilizados se presentan en la Tabla 7. La mezcla de reacciéon se
preparé como se indica en la Tabla 8. Las reacciones de PCR se realizaron en un
termociclador Mastercycler EP Gradient (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) programado
para cada gen con las siguientes condiciones: vanA (95 °C, 7 min; 35 x[95 °C, 30 s; 58 °C,
30 s; 72 °C, 2 min]; 72 °C, 10 min); mecA (95 °C, 7 min; 35 x [95 °C, 30 s; 55 °C, 30s; 72
°C, 2 min]; 72 °C, 10 min); tetM (94 °C, 5 min; 35x[94 °C, 30 s; 55 °C, 30 s; 72 °C, 2 min];
72 °C, 10 min); y tetS (94 °C, 5 min; 35 x[94 °C, 30 s; 50 °C, 30 s; 72 °C, 2 min] ; 72 °C, 10

min). Como controles positivos se utilizaron las siguientes cepas: Pediococcus acidilactici
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MXVK133 (vanA), Staphylococcus aureus SA-W207 (mecA, tetM y tetS), Listeria
monocytogenes LM-W207 (mecA), Enterococcus faecalis ATCC 29212 (tetM) y EPEC

(mecA). Los productos de las reacciones de PCR se verificaron en un gel de agarosa al

1.5% utilizando un marcador de ADN de 100 pb (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.).

Tabla 7. Cebadores utilizados para la deteccion de resistencia a antibioticos y factores de

virulencia [13, 175].

Gen Descripcion

Primer (sequence 5°-3")

Tamario del

producto (pb)

mecA Penicilina

tetM Tetraciclina (factor M)

tetS Tetraciclina (factor S)

vanA  Vancomicina type A

cylM Modificacion postraduccional de
la citolisina

Esp Proteina de superficie

enterocoécica

Cpd Feromona cPD1 lipoproteina
Ace Adhesina de colageno
gelE  Gelatinasa

cylA Activacion de la citolisina

Ccf Lipoproteina precursora de la
feromona cCF10

Agg Pared celular de wunion al

colageno

Adhesion especifica de
efaAis  Enterococcus faecalis a la pared

celular

Adhesién especifica de
efaAm Enterococcus faecium a la pared

celular

CTTTGCTAGAGTAGCACTCG
GCTAGCCATTCCTTTATCTTG

ACAGAAAGCTTATTATATAAC
TGGCGTGTCTATGATGTTCAC

GAAAGCTTACTATACAGTAGC
AGGAGTATCTACAATATTTAC

GGCTGCGATATTCAAAGCTC
CCGGCTTAACAAAAACAGGA

CTGATGGAAAGAAGATAGTAT
TGAGTTGGTCTGATTACATTT

TTGCTAATGCTAGTCCACGACC
GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA

TGGTGGGTTATTTTTCAATTC
TACGGCTCTGGCTTACTA

AAAGTAGAATTAGATCCACAC
TCTATCACATTCGGTTGCG

ACCCCGTATCATTGGTTT
ACGCATTGCTTTTCCATC

TGGATGATAGTGATAGGAAGT
TCTACAGTAAATCTTTCGTCA

GGGAATTGAGTAGTGAAGAAG
AGCCGCTAAAATCGGTAAAAT

AAGAAAAAGAAGTAGACCAAC
AAACGGCAAGACAAGTAAATA

GACAGACCCTCACGAATA
AGTTCATCATGCTGTAGTA

AACAGATCCGCATGAATA
CATTTCATCATCTGATAGTA

500

171

169

157

742

933

782

350

419

517

543

1553

705

735
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6.5.2. Deteccion de factores de virulencia

Para determinar la presencia de genes asociados a factores de virulencia en las cepas de
estudio y el control probidtico, también se realizaron experimentos de PCR [13]. Las
reacciones se realizaron con la enzima polimerasa Phusion™ High-Fidelity DNA (Thermo
Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Lithuania) y los primers utilizados se presentan en la Tabla
7. Las mezclas de reaccion se prepararon como se indica en la Tabla 8. Las reacciones se
realizaron en un termociclador Mastercycler EP Gradient (Eppendorf, Hamburgo, Alemania)
programado con las siguientes condiciones: 94 °C, 2 min; 30 x [94 °C, 1 min; 54 °C, 1 min;
72 °C, 1 min]; 72 °C, 5 min. Se utilizaron las siguientes cepas como controles positivos:
EPEC (efaAfs), Enterococcus faecium MXVK29 (efaAfm) y Enterococcus faecalis MXVK133
para el resto de los genes. Los productos de PCR se verificaron en un gel de agarosa al

1% utilizando el marcador de ADN de 1 kb (Thermo Fisher Scientific Baltics).

Tabla 8. Mezcla de reaccién para PCR con la enzima polimeasa Phusion™ High-Fidelity
DNA (Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Lithuania).

Reactivo Volumen (L)
Buffer 5x HF 10
MgCl, 50 uM 2
dNTP’s 1
Polimeasa Phusion™ High-Fidelity DNA 1
Primer F (10 uM) 5
Primer R (10 pM) 5
H.O libre de RNA 14
ADN (0.5 pg/pL) 1
Total 50

6.5.3. Actividad hemolitica

La actividad hemolitica se realiz6 de acuerdo con el método reportado por Castro-
Rodriguez et al. [17]. Para este ensayo se tomé una colonia a partir de cultivos frescos (24
h) provenientes de medio agar MRS se tomd una colonia y se inocul6 por estriado en medio
agar Columbia adicionado con sangre desfibrilada al 5%. Las cajas Petri se incubaron a 37

°C durante 24 h. La aparicién y el color de los halos son indicativo del tipo de actividad
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hemolitica: i) transparente, actividad p-hemolitica; ii) verde, a-hemolitica; iii) sin halo, y-
hemolitica [7, 176]. Para esta prueba, la cepa L. monocytogenes LM-W207 se utilizé6 como

control positivo.

6.6. Caracterizacion funcional

La evaluacion del potencial funcional de las BAL de estudio se llevé a cabo determinando
in vitro las actividades antioxidante y B-galactosidasa, asi como la capacidad para reducir
el colesterol. Estas caracteristicas funcionales son las mas ampliamente reportadas en la

literatura para cepas probidticas.

6.6.1. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante se determiné de acuerdo con lo reportado por Rezaei et al. [177]
y Kaur et al. [178], con algunas modificaciones. Se inocularon colonias de las BAL de
estudio con 36 h de crecimiento en caldo MRS, las cuales se incubaron durante 20 h a 37
°C. Pasado el tiempo de incubacion, los cultivos bacterianos se centrifugaron a 6,000 x g
durante 10 min a 4 °C, después de lo cual se recuperé el sedimento celular. Posteriormente,
las células se lavaron con agua y se resuspendieron en agua bidestilada estéril. La
suspension celular se ajusté a 10° UFC/mL de acuerdo con el estdndar de McFarland. A
continuacién, la suspensién celular se mezclé 1:1 con una solucién etandlica de DPPH al
0.004% (p/v). La mezcla se agitd6 vigorosamente en un agitador tipo vortex y
subsecuentemente se incubd a temperatura ambiente en la oscuridad durante 30 min.
Como blanco de la prueba, se preparé la mezcla de reaccién anterior utilizando agua
bidestilada estéril en lugar de la suspensién celular. Finalmente, las mezclas de reaccion
se centrifugaron a 8,000 x g durante 10 min y la absorbancia del sobrenadante se ley6 a

517 nm. El porcentaje de actividad antioxidante (AA) se calcul6 con la siguiente ecuacion:

%AA = 100 * [1 - (i—m)]

b

donde Ay es la absorbancia del blanco y An la absorbancia de la muestra.

6.6.2. Actividad B-galactosidasa
La prueba de actividad B-galactosidasa se realiz6 de acuerdo con lo reportado por Kaur et

al. [178] y Gheytanchi et al. [179], con algunas modificaciones. Se tom6 una colonia a partir
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de cultivos frescos de 36 h provenientes de agar MRS, y ésta se inoculd por estriado en
medio agar de lactosa (0.5% de lactosa, 0.5% de peptona, 0.3% de extracto de carne y
1.5% de agar bacteriolégico) adicionado con 50 pg/mL del compuesto cromogénico 5-
bromo-4-choro-3-idolyl-B-galactopyranoside (X-gal; Sigma-Aldrich). Los cultivos se
incubaron a 37 °C durante 24-48 h. La presencia de colonias tefiidas de azul fue

considerada como un indicativo de actividad B-galactosidasa.

6.6.3. Reduccion del colesterol

El ensayo de reduccién de colesterol se realizé de acuerdo con lo reportado por Das et al.
[180], con ligeras modificaciones. Las cepas BAL de estudio se cultivaron en caldo MRS y
se incubaron a 37 °C durante 20 h. Adicionalmente, se preparé caldo MRS adicionado con
0.5% de sales biliares y 100 pg/mL de colesterol previamente disuelto en etanol. Las
bacterias de estudio se inocularon al 1% en el caldo MRS-colesterol, seguido de lo cual, el
cultivo se incub6 durante 24 h a 37 °C. Como blanco se utilizé caldo MRS-colesterol afiadido
al 1% con caldo MRS sin inocular. Posteriormente, las suspensiones se centrifugaron a
3,000 x g durante 10 min. Finalmente, los sobrenadantes se recuperaron y se leyo la
absorbancia a 570 nm. El porcentaje de reduccion del colesterol (RC) se calcul6é con la

siguiente ecuacion:

A, — A
RC [%] = %xmo;
b

donde A, y AsaL corresponden a la absorbancia del blanco y de la suspension con las

bacterias BAL, respectivamente.

6.7. Analisis estadistico y multivariable

Se realizaron analisis ANOVA de una via con un nivel de significancia del 95% para evaluar
si existia diferencias significativas entre las distintas condiciones evaluadas. Ademas, para
el andlisis de comparacion de medias, se realizaron pruebas de Tukey considerando un
nivel de significancia del 95% (p <0.05). Se utilizé el software Minitab 17 (Minitab Inc.,
EE.UU.) para los andlisis anteriores. Adicionalmente, se realizaron analisis de componentes

principales (ACP), mapa de calor y gréficos de dispersion para visualizar y estudiar la
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agrupacion de datos multivariantes en RStudio v.1.4.1106, utilizando las funciones plot,

biplot, heatmap, respectivamente.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. ldentificacion de BAL

Considerando que en este trabajo uno de los objetivos principales es evaluar el potencial
probit6tico de un numero de aislados bacterianos obtenidos a partir del pulque, resulta
importante caracterizar genotipicamente dichos aislados, si es posible a nivel de género y
especie. La identificacion de las BAL de estudio se realizé por secuenciacion del gen 16S
ARN, la cual se corrobor6 por espectrometria de masas MALDI Biotyper®. A partir de la
secuenciacién del gen 16S ARNr, se determind que las cepas de estudio pertenecen a la
familia Lactobacillaceae presentando porcentajes de homologia con secuencias de
microorganismos depositadas en la base de datos GenBank del NCBI que van del 97 al
99%. Las BAL del pulque de este estudio fueron identificadas como pertenecientes a las
siguientes  especies: Lacticaseibacillus paracasei, Levilactobacillus brevis, vy
Lactiplantibacillus plantarum (Tabla 9). Asimismo, en la Figura 4 se muestra el arbol

filogenético que se construyo a partir de las secuencias obtenidas.

Los resultados de identificacion fueron corroborados por espectrometria de masas MALDI
Biotyper® (Tabla 9). Los resultados obtenidos con espectrometria de masas coinciden con
lo obtenido por la secuenciacién del gen 16S ARNr, en los que las puntuaciones de
identificacion resultaron en un rango entre 2.10 a 2.45, lo cual indica que se trata de
identificaciones de alta confianza. Diversos estudios realizados sobre la microbiota del
pulgue han reportado una presencia significativa de las especies de la familia

Lactobacillaceae reportadas en el presente trabajo [15, 181].
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Tabla 9. Resultados de la identificacion de las cepas de bacterias lacticas del pulque

mediante secuenciacidén del gen 16S ARNr y espectrometria de masas MALDI Byotiper.

MALDI
Bl\% éSIT Biotyper®

Cepa Taxoén Numero de acceso MS

% Valores

identidad

RVG1  Lacticaseibacillus paracasei  MN480472.1 97.02 2.20
RVG2 Lactiplantibacillus plantarum  MN480473.1 99.05 2.26
RVG4  Lactiplantibacillus plantarum  MN480475.1 97.9 2.47
UTMB1 Lactiplantibacillus plantarum  MW772233 98.64 2.44
UTMB2 Levilactobacillus brevis MW772234 98.84 2.29
UTMB4 Lacticaseibacillus paracasei MW772235 98.43 2.46
UTMB7 Lacticaseibacillus paracasei MW772236 99.72 2.46

@ WMWTT72233 Lactiplantibacillus plantarum strain UTMB1
MT597692 1 Lactobacillus plantarum strain 1865
MT464224 1 Lactobacillus plantarum strain 8040
MKE84775.1 Lactobacillus plantarum strain KS17
MTT798595.1 Lactobacillus plantarum strain LpAv
@ 1N480475.1 Lactobacillus plantarum strain RVG4
@ MN480473.1 Lactobacillus plantarum strain RVG2
MTB04648.1 Lactobacillus brevis strain 2099
@ WMWT72234 Levilactobacillus brevis strain UTMB2
FJ227309.1 Lactobacillus brevis strain bh1
@ MN480472 1 Lactobacillus paracasei strain RVG1
KY287768.1 Lactobacillus paracasei strain DI3SAc
@ WMWT772235 Lacticaseibacillus paracasei strain UTMB4
MT515984 1 Lactobacillus paracasei strain 6665
MTB26061.1 Lacticaseibacillus paracasei
MKT7T74590.1 Lactobacillus paracasei strain 54Y
@ WWT72236 Lacticaseibacillus paracasei strain UTMB7
MT538427 1 Lactobacillus paracasei strain 3534
MR_043410.1 Metallosphaera sedula DSM 5348

—_—

0.050

Figura 4. Arbol filogenético de las secuencias identificadas de BAL del pulque y secuencias
de referencia obtenidas de la base de datos GenBank. Las BAL del pulque estan marcadas
con un circulo azul y cada una tiene sus propios nimeros de acceso. Metallosphaera sedula

ARS120-2 se utilizé como cepa de referencia de grupo externo.
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Ademas, varias especies de bacterias &cido lacticas (BAL) pertenecientes a la familia
Lactobacillaceae se han empleado comercialmente como cepas probibticas con diversos
beneficios confirmados para la salud, lo que confiere a este grupo bacteriano un gran
protagonismo en las industrias alimentaria y farmacéutica [177]. Sin embargo, es importante
destacar que los efectos biologicos de los probibticos son especificos de cada cepa y que
el éxito o el fracaso de una cepa no se puede extrapolar a otra cepa. Por lo tanto, es
imperativa la identificacibn adecuada de las cepas utilizando las diversas techologias
disponibles. La identificacion de especies se puede realizar mediante andlisis de secuencia
del gen 16S ARNr y espectrometria de masas. La identificacion de cepas se puede realizar
ademas mediante varios métodos moleculares reproducibles o utilizando rasgos fenotipicos
Gnicos [182].

7.2. Resistencia a condiciones gastrointestinales

7.2.1. Condiciones simuladas del tracto gastrointestinal

La principal caracteristica de los microorganismos probiéticos la constituye su capacidad
para resistir condiciones adversas en el tracto gastrointestinal. Por lo tanto, en este trabajo
se abord6 con mayor detalle la caracterizacion probiotica de las BAL de estudio. Las cepas
de estudio fueron sometidas a las siguientes condiciones de estrés que simulan el tracto
gastrointestinal: i) presencia de lisozima; ii) jugo gastrico; iii)) jugo intestinal; y iv)
tratamientos combinados de jugo gastrico y jugo intestinal. Uno de los primeros contactos
de las bacterias probiéticas con el sistema digestivo humano se da en la boca a través de
la saliva; en este fluido se encuentran varias enzimas como la lisozima, misma que podria
tener un efecto litico sobre estas bacterias. De acuerdo a esto, en este trabajo se evalué la

capacidad de resistencia de las cepas acido lacticas a 10 mg/L de lisozima.

Después de exponer las BAL de estudio a lisozima, las cepas presentaron porcentajes de
supervivencia entre el 51 y el 91% (Tabla 10), que fueron en todos los casos superiores al
de la cepa control Lact. acidophilus NCFM (47.5%). En particular, las cepas Lact. paracasei
RVG1 y Lact. plantarum RVG2 presentaron un porcentaje de resistencia del 91% a la
lisozima, valor significativamente mayor al del resto de las cepas. Torres-Maravilla et al. [19]
evaluaron la resistencia a lisozima (10 mg/L) de 14 cepas BAL aisladas de pulque. Los
autores reportaron porcentajes de supervivencia a esta condicion de estrés que van del 76
al 99.9%. En dicho estudio, las cepas Lact. plantarum LBH1062 (99.7%) y Lact. brevis

LBH1069 (99.9%) mostraron los mayores porcentajes de supervivencia en presencia de
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lisozima. En el presente estudio, también se observd una mayor resistencia a lisozima por
parte de una cepa de Lact. plantarum. En general, los resultados de los investigadores son

comparables con los del presente trabajo.

Adicionalmente, en el ambiente abdominal se encuentran algunas de las condiciones mas
agresivas del proceso de digestion de los alimentos, como son pH acido y presencia de
enzimas como la pepsina. En este sentido, se conoce que el paso por el estbmago puede
tardar aproximadamente hasta 3 h [169]. Por lo tanto, resulta importante garantizar la
sobrevivencia de las bacterias probidticas en esas condiciones y asegurar que éstas no
sean inactivadas. En este trabajo se evalué la resistencia de las BAL de estudio a jugo
gastrico (JG) compuesto por PBS con 0.3% de pepsina y ajustado a pH 2 con HCI. Las
cepas estudiadas presentaron porcentajes de supervivencia al jugo gastrico que oscilo
entre el 26 y el 49.3%, mientras que la cepa probidtica comercial Lact. acidophilus NCFM
tuvo una supervivencia del 56% (Tabla 10).

Las BAL del pulgue presentaron porcentajes de supervivencia a JG significativamente
inferiores (p < 0.05) en comparacion con la cepa probiética comercial Lact. acidophilus
NCFM, siendo las cepas Lact. plantarum RVG2 y Lact. paracasei UTMB7 las que
presentaron los mayores porcentajes de supervivencia: 48 y 49%, respectivamente.
Previamente, Ruiz-Ramirez et al. [20] evaluamos la resistencia de estas cepas a pH 2.0,
obteniendo porcentajes de supervivencia entre el 61 al 81%. De acuerdo a esto, los
resultados de este estudio indican que ademas del bajo pH, la enzima proteolitica tuvo una
contribucidn sustancial en la reduccién del porcentaje de supervivencia de las cepas, por lo
gue se considera importante considerar la combinacién de ambas condiciones para la
evaluacién adecuada de cepas probidticas candidatas. Sin embargo, incluso si una cepa
no fueraresistente a los jugos gastricos, pero tuviera caracteristicas interesantes, es posible
utilizar tecnologias como la microencapsulacion bacteriana como medio para proteger a los
microorganismos probidticos de fatores ambientales adversos, como las condiciones del

jugo géstrico [183].

Por otra parte, en el intestino se tiene la presencia de sales biliares y enzimas como la
pancreatina. Los alimentos pueden durar entre 3 y 8 h en el intestino. Por lo cual, los
farmacos son sometidos a mas condiciones adversas. Considerando lo anterior, en este
estudio se evalud in vitro la resistencia de las bacterias de prueba a jugo intestinal (JI),

obteniendo porcentajes de supervivencia de entre el 91 y el 99%, que fueron comparables
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al resultado obtenido con la cepa probidtica Lact. acidophilus NCFM (93.9%) (Tabla 10). En
general, las BAL de estudio mostraron una alta resistencia a JI. Las cepas Lact. paracasei
RVG4 (99.4%), Lact. brevis UTMB2 (99.5%) y Lact. paracasei UTMB7 (99.9%) mostraron
los mayores porcentajes de resistencia al jugo intestinal. Por otra parte, sélo la cepa Lact.
plantarum RVG2 presentd un menor porcentaje de resistencia a J| en comparacién con la

cepa probidtica comercial Lact. acidophilus NCFM (93.9%).

Adicionalmente, se realizé una prueba secuencial que simula in vitro el paso del probiotico
por el estbmago y el intestino (JG/JI). En esta prueba (JG/JI), las cepas de estudio
presentaron porcentajes de supervivencia entre el 25 y el 44%, mientras que la cepa
probidtica Lact. acidophilus NCFM tuvo un porcentaje de supervivencia del 40% (Tabla 10).
Con esta simulacion se pudo corroborar que la condicién méas estresante para las BAL de
estudio fue el jugo gastrico, considerando que la mayoria de las cepas mantuvieron el
porcentaje de supervivencia que tenian después de pasar por las condiciones simuladas
del estbmago (JG).

Zhang et al. [170] evaluaron cepas BAL con potencial probiotico aisladas de leche cruda
local Holstein. En este estudio los autores evaluaron condiciones simuladas del tracto
gastrointestinal similares a las evaluadas en el presente trabajo. Los investigadores
reportaron el aislamiento de 14 de cepas acido lacticas que de manera general presentaron
un alto porcentaje de sobrevivencia al jugo gastrico (74-99%). Los resultados de
sobrevivencia celular reportados en ese estudio fueron superiores a los obtenidos en este
trabajo; sin embargo, esto se puede deber a que los autores evaluaron la condicion de jugo
gastrico con un pH menos 4cido (pH 3) al que se evalud en las cepas del pulque (pH 2) en
este trabajo. Por otra parte, en la prueba secuencial de paso por el estbmago y el intestino,
los autores reportaron una disminucién considerable del porcentaje de supervivencia en
todas las cepas (64 - 84%): incluso una de las cepas (Lactococcus lactis L2) disminuy6 en
un 50% en el proceso combinado, pasando del 88 al 33% de resistencia celular. Estos
resultados indican que, a diferencia de nuestro estudio, las cepas probadas por los
investigadores presentaron una mayor sensibilidad al jugo intestinal. Estos resultados
corroboran la importancia de la simulaciéon secuencial del paso por el estbmago y el
intestino. Los porcentajes de supervivencia obtenidos con las BAL del pulque en el presente

trabajo son comparables con lo reportado por estos autores.
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7.2.2. Actividad hidrolasa de sales biliares

Uno de los principales mecanismos relacionados con la resistencia a las sales biliares por
parte de los microorganismos acido lacticos es la produccion de enzimas hidrolasas de
sales biliares (HSB) [184]. Por lo anterior, se evalué la actividad HSB de las BAL de estudio
y el control probiético. Todas las cepas ensayadas presentaron actividad HSB, incluyendo
el control, resultando en zonas de actividad entre 15.5 y 28.7 mm (Tabla 10). Como
resultado de la prueba, se observé una mayor lisis de sales biliares con las cepas
Lactiplantibacillus plantarum RVG2, Lactiplantibacillus plantarum RVG4, Lactiplantibacillus
plantarum UTMB1 y Levilactobacillus brevis UTMB2, resultados que fueron comparables al
obtenido con la cepa probidtica comercial Lact. acidophilus NCFM. De manera similar,
Vijayalakshmi et al. [1] evaluaron la actividad HSB de 9 cepas BAL utilizando un medio con
0.3% de sales biliares, reportando que las cepas Lact. rhamnosus, Lact. plantarum y Lact.

casei presentaron actividad HSB.

La actividad HSB puede facilitar el paso y colonizacién de las BAL en el tracto
gastrointestinal del huésped. Adicionalmente, la desconjugacion de las sales biliares
conjugadas resulta en la produccién de glicina y taurina, aminoacidos que desempefian un
papel nutricional en el organismo y que pueden ser un medio utilizado para algunos
probidticos para obtener carbono, nitrégeno y azufre. Recientemente se ha reportado que
la HSB y los acidos biliares libres participan en diversos procesos metabdlicos, como la
regulacién de la absorcién de lipidos en la dieta, el metabolismo del colesterol y la

homeostasis energética y de la inflamacion [185].
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Tabla 10. Caracterizacion in vitro del potencial probiético de las bacterias lacticas del pulque. Resistencia a las barreras del

tracto gastrointestinal: Jugo gastrico (JG), jugo intestinal (J1), tratamiento secuencial JG/JI y presencia de lisozima; actividad

antibacteriana frente a Listeria monocytogenes; y actividad hidrolasa de sales biliares (HSB) (0.5% BS).

Porcentaje logaritmico de sobrevivencia (3 h)

Actividad

R Actividad
antimcirobiana (L.
Cepa o HSB (0.5%
JG Ji JG/JI Lisozima monocytogenes,
BS, mm)
mm)?
Lact. paracasei RVG1 269+0.1° 94.12+059 25.0+1.2f 91.0+142% 9.8+0.82abc 155+1.3¢
Lact. plantarum RVG2 48.4+0.2° 91.1+0.0° 39.0+£0.2>¢ 90.9+0.1% 9.7+x06">¢ 20.7+2.1bc¢
Lact. plantarum RVG4 43.4+06° 99.4+03%P 442+04°2 83.4+05¢ 75+05¢ 21.1+1.0%¢
Lact. plantarum UTMB1  36.8+0.6¢ 98.8+0.0° 29.1+£0.3¢ 88.1+0.8° 9.2+0.8"Pcd 22.0+1.0°
Lact. brevis UTMB2 36.7+0.29 995+042° 31.2+0.0¢ 73.9+04° 95+05b¢ 27.7+1.2°2
Lact. paracasei UTMB4  26.1+0.2¢ 97.3+0.1° 30.1+044%¢ 825+0.2¢ 82+0.3¢d 18.7+ 0.6 ©¢
Lact. paracasei UTMB7  49.3+0.1® 99.9+0.0°% 38.2+0.2° 65.8+0.6" 10.0+1.0a° 17.0+1.0¢9
LA? 56.1+0.3% 93.9+0.2¢ 40.3+1.1° 475+0.4°9 11.5+052¢ 28.7+£06°2

Los resultados se expresan como la media + DE (n = 2).

Las letras corresponden a los resultados de la prueba de Tukey (p < 0.05); letras distintas en cada columna indican diferencias

significativas en la prueba de Tukey.

ILisozima 12.0 = 1.0 mm; nisina 18.3 + 1.5 mm.

2LA, cepa probiética de control Lactobacillus acidophilus NCFM.
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7.2.3. Actividad antagénica

Una de las caracteristicas mas importantes de los microorganismos probidticos es su
actividad antagonica contra microorganismos competidores, la cual se atribuye
principalmente a que estos microorganismos pueden adherirse eficazmente a la mucosa
intestinal. Otro mecanismo que le confiere actividad antagdnica a los microorganismos
probidticos es la producciébn de diversos metabolitos con actividad bactericida o

bacteriostatica.

Como resultado de la prueba, las BAL de estudio mostraron actividad antagénica contra los
4 microorganismos patodgenos estudiados, los cuales son considerados nocivos e incluso
mortales para las personas. De entre las cepas estudiadas, destaco la actividad de las
cepas identificadas como Lacticaseibacillus paracasei, por observarse mayor antagonismo
contra los cuatro patégenos (Figura 5).

Figura 5. Actividad antagonica de la cepa UTMB4 (Lacticaseibacillus paracasei) en TSA
contra microorganismos patégenos: EC, Escherichia coli. ST, Salmonella enterica serovar
Typhi. LI, Listeria innocua. LM, Listeria monocytogenes.
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7.2.4. Actividad antibacteriana

En el tracto gastrointestinal, las cepas BAL se enfrentan a un nicho competitivo por sitios
de unién en el epitelio intestinal, por lo que su capacidad antibacteriana proporciona un
medio eficaz de colonizacion epitelial [133]. La actividad antibacteriana que presentan las
BAL puede deberse a la produccién de diversos compuestos como los acidos, peréxido de
hidrogeno, diacetilo, péptidos antimicrobianos y enzimas como la peptidoglucano hidrolasa
(PGH). Actualmente, los compuestos antimicrobianos de naturaleza proteica han cobrado
gran relevancia por su importancia cientifica y comercial, particularmente las bacteriocinas
y las PGH [20].

En este trabajo, se probd la actividad antibacteriana de las cepas de estudio mediante el
uso de los sobrenadantes de las cepas libres de células neutralizados e incubados en
microaerofilia para descartar la actividad por compuestos diferentes a los de naturaleza
proteica. Las cepas de estudio presentaron zonas de inhibiciéon un rango entre 6.9y 9.1 mm
(Tabla 10). La cepa Lacticaseibacillus paracasei UTMB7 presentd la mayor zona de
inhibicién (9.1 mm) entre las cepas de estudio, correspondiendo estadisticamente al mismo
nivel de actividad antibacteriana que el control Lact. acidophilus NCFM (8.8 mm). Las
actividades antibacterianas de los controles positivos lisozima y nisina fueron de 13.4 mm

y 11.3 mm, respectivamente.

Castro-Rodriguez et al. [17] evaluaron 4 cepas acido lacticas provenientes del aguamiel,
identificando todas las cepas como L. mesenteroides (SD1, SD23, SF2 y SF3). Los autores
evaluaron la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes libres de células de las 4 cepas.
Una de las cepas patégenas objetivo fue L. monocytogenes y como control positivo
utilizaron la cepa probiética Lact. plantarum 299v. Los investigadores reportaron que las 4
cepas presentaron actividad antimicrobiana contra L. monocytogenes con diametros de
inhibicion de entre 9 y 13 mm. La actividad antimicrobiana de las BAL probadas en el
presente trabajo contra L. monocytogenes LM-W207 es comparable con las reportadas en

dicho estudio.

7.3. Propiedades de la superficie celular
7.3.1. Hidrofobicidad
La hidrofobicidad se ha considerado un criterio importante para seleccionar una cepa

probidtica porque este atributo esté relacionado con la capacidad de autoagregacion de las
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bacterias LAB, que a su vez puede estar asociada con la habilidad de los microorganismos
para adherirse al epitelio intestinal [131, 1]. La hidrofobicidad se evalué utilizando dos
solventes orgéanicos: cloroformo (Cl) y hexano (Hex) (Tabla 11), con porcentajes de
hidrofobicidad comprendidos entre 16 y 91%, y entre 3 y 53%, respectivamente.
Levilactobacillus brevis UTMB2 fue la cepa que presentd las mayores hidrofobicidades
entre las bacterias ensayadas (Chl: 91.5%, Hex: 53.0%), con valores comparables a los
presentados por la cepa control Lact. acidophilus NCFM (Chl: 95.7%, Hex: 55.2%), pero
estadisticamente diferentes (p <0.05). Las cepas de estudio presentaron valores de
adhesion mas altos en comparacién con otros estudios realizados en bacterias aisladas del

pulgue [19].

Torres-Maravilla et al. [19] estudiaron bacterias &cido lacticas aisladas del pulque
considerando su potencial probiético y su actividad antiinflamatoria. En este estudio los
investigadores evaluaron la hidrofobicidad de las BAL en presencia de hexano, que es uno
de los solventes que se evaluaron en el presente trabajo. Los autores reportaron
porcentajes de hidrofobicidad entre el 5 y el 80%, con la cepa Lact. composti LBH1074
presentando la mayor hidrofobicidad. A pesar de la gran variacion en los valores de
hidrofobicidad en el estudio de estos investigadores, algunas de las cepas estudiadas en la

presente tesis presentaron un mayor porcentaje de hidrofobicidad.

7.3.2. Autoagregacion

La autoagregacion se ha asociado con la capacidad de las cepas acido lacticas para inhibir
microorganismos patdgenos, que depende de la concentracion de microorganismos
beneficiosos en la mucosa del tracto gastrointestinal. Asimismo, esta caracteristica también
se ha relacionado con la capacidad de las BAL para adherirse al epitelio intestinal [130]. La
autoagregacion se evalué a las 2, 4, 6, 20 y 24 h de incubacion (Anexo 1). La capacidad de
autoagregacion de las bacterias de estudio a las 24 h de incubacién result6 entre el 15y el
34% (Tabla 11), con la cepa Levilactobacillus brevis UTMB2 (34.3%) presentando la mayor
capacidad entre las cepas de pulque evaluadas. Por otro lado, el valor de autoagregacion

de la cepa control, Lact. acidophilus, fue muy superior (94%) al de las cepas de estudio.

En un estudio similar, Slizewska et al. [130] evaluaron las propiedades probidticas de
bacterias de la familia Lactobacillaceae aisladas de diferentes fuentes (plantas y aves). En
ese estudio se evalu6 la capacidad de autoagregacion de 5 cepas acido lacticas

identificadas como Lact. paracasei, Lact. plantarum, Lact. pentosus, Lact. reuteri y Lact.
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rhamnosus. Los autores reportaron porcentajes de autoagregacion del 54 al 95%,
obteniendo el mayor porcentaje con la cepa de Lact. plantarum (95%). En la presente tesis,
la cepa de estudio Lact. brevis UTMB2 es la que obtuvo el porcentaje mas cercano a lo

reportado por estos autores.

7.3.3. Coagregacion

La capacidad de coagregacién constituye un buen indicador de la capacidad antimicrobiana
de los microorganismos probidticos, dado que esta caracteristica favorece la capacidad de
adhesion al epitelio intestinal de los mismos [130, 134]. La capacidad de coagregacion de
las BAL de estudio se evalud utilizando tres microorganismos de ensayo: S. enterica
serovar Typhi ATCC 9992, L. monocytogenes LM-W207 y EPEC 2348/69. Los resultados
de la coagregaciéon se muestran en la Tabla 11. Las cepas ensayadas mostraron una alta
capacidad de coagregacion con todas las cepas coagregadas. Las capacidades de
coagregacion de las BAL con las cepas S. Typhi, L. monocytogenes y EPEC a las 24 h se
encontraron en los siguientes intervalos: 83.4% a 88.2%, 83.6% a 87.6%, y 58.5% a 64.9%,
respectivamente. Por su parte, el control probidtico Lact. acidophilus NCFM present6
porcentajes de coagregacion del 88.2% 87.6% y 64%, con S. Typhi, L. monocytogenes y
EPEC, respectivamente.
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Tabla 11. Caracteristicas de superficie celular de las bacterias lacticas del pulque: hidrofobicidad (cloroformo y hexano),

autoagregaciéon y coagregacioén (EPEC, Listeria monocytogenes y S. enterica serovar Typhi).

%Hidrofobicidad %Coagregacion?
Cepa %Autoagregacion? _
Cloroformo  Hexano EPEC S. Typhi
monocytogenes
Lact. paracasei RVG1 22.0+0.29 6.1+0.3" 17.0+0.3¢ 58.6+0.1" 83.7+0.5¢ 87.3+0.4%"
Lact. plantarum RVG2 29.4+0.3° 2903 27.0+£0.1°¢ 64.9+0.1% 85.8+0.2"¢ 83.6+0.2f
Lact. plantarum RVG4 36.1+039 19.7+0.3¢ 21.9%0.2¢ 61.4+0.19 85.3+0.3¢ 86.5+0.2"¢
Lact. plantarum UTMB1 16.6+0.1" 8.1+0.29 15.5+0.3" 62.3+0.1¢ 83.6+0.1¢ 83.4+0.1"
Lact. brevis UTMB2 91.5+04° 53.0+0.3° 343%0.5° 59.5+0.1¢®° 83.8+0.31 85.4+0.1¢%¢
Lact. paracasei UTMB4 269+02" 126+0.3°¢ 20.3+0.1f 64.4+0.1° 86.6+0.0®" 85.9+0.2¢4
Lact. paracasei UTMB7 258+10" 21.6+0.3°¢ 19.5+0.0f 62.2+0.1¢ 84.7+0.0%¢ 84.7+£0.3¢
LA? 95.7+0.12% 552+03?2 941+0.1° 64.1+0.0° 87.6+0.42 88.2+0.42

Los resultados se expresan como la media = DE (n = 2).

Las letras corresponden a los resultados de la prueba de Tukey (p < 0.05); letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas en la

prueba

de Tukey.

1LA, cepa de control de Lactobacillus acidophilus NCFM.

224 h de incubacion
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En general, en esta prueba se observaron porcentajes de coagregacién mas elevados con
los cultivos de L. monocytogenes y S. Typhi. Por otra parte, algunas de las cepas acido
lacticas estudiadas mostraron valores de coagregacién iguales a los del control Lact.
acidophilus NCFM. La cepa Lactiplantibacillus plantarum RVG2 presentd el mayor valor de
coagregacion con EPEC, mismo que fue incluso superior al de la cepa probidtica control.
Adicionalmente, las cepas Lacticaseibacillus paracasei UTMB4 vy Lacticaseibacillus
paracasei RVG1 presentaron los valores de coagregacion mas altos para L.
monocytogenes y S. Typhi, que fueron estadisticamente similares (p < 0.05) a los del control

probidtico.

En un trabajo similar, Slizewska et al. [130] evaluaron la capacidad de coagregacion de 5
cepas acido lacticas identificadas como Lact. paracasei, Lact. plantarum, Lact. pentosus,
Lact. reuteri y Lact. rhamnosus y bacterias patégenas como L. monocytogenes y S.
Typhimurium. Los autores reportaron porcentajes de autoagregacion del 58% al 82% y del
12% al 65% con L. monocytogenes y S. Typhimurium, respectivamente. La cepa Lact.
pentosus presenté el mayor porcentaje de coagregacién con L. monocytogenes (82%),
mientras que la cepa Lact. paracasei presentd el mayor porcentaje de coagregacion con
Salmonella. Estos resultados son inferiores, en la mayoria de los casos, a los obtenidos con

las cepas del presente estudio con bacterias de pulque.

7.4. Evaluacion de seguridad

7.4.1. Resistencia a antibiéticos

La resistencia a los antibiéticos ha aumentado considerablemente en las sociedades
modernas y actualmente se considera un problema de salud publica mundial. Esta
resistencia se ha atribuido principalmente a mecanismos de transferencia de genes [10, 12].
Considerando lo anterior, las cepas de BAL del pulgue fueron evaluadas por el método de
difusiéon en agar contra 15 antibioticos de interés para la salud humana. Los resultados de
la resistencia a antibiéticos de las cepas de estudio se presentan en la Tabla 12. Las BAL
de estudio presentaron en su mayoria sensibilidad (S) y sensibilidad intermedia (I) a los

antibiéticos utilizados en el ensayo de difusion en agar.

En general, las cepas mostraron resistencia a no mas de 3 de los antibiéticos probados. La
mayoria de las BAL del pulque mostraron resistencia a ciprofloxacina y ofloxacina, que
pertenecen al grupo de las quinolonas. Sin embargo, esto esta de acuerdo con informes

anteriores que han reportado una alta resistencia a las quinolonas [74, 186]. Sharma et al.
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[186] evaluaron la resistencia a los antibioticos de cepas de Lactobacillus spp. de productos
probidticos comerciales, observando una alta resistencia de las cepas a las quinolonas,
principalmente al acido nalidixico. Los mecanismos que se han asociado con la resistencia
a las quinolonas son: (i) mutaciones puntuales en las regiones determinantes de la
resistencia a quinolonas (QRDRSs) de los genes que codifican la girasa (gyrA y gyrB) y la
topoisomerasa (parC y parE); (i) disminucién de la acumulacion en el interior de las
bacterias debido a la sobreexpresion de sistemas de bombas de eflujo; y (iii) resistencia a

quinolonas mediada por plasmidos [187].

En este sentido, estudios previos han demostrado que la resistencia a quinolonas por BAL
podria ser causada por mas de un mecanismo. Los mecanismos mas estrechamente
relacionados con estas bacterias son: mutaciones puntuales en los QRDR y disminucién de
la acumulacién dentro de las bacterias debido a la sobreexpresién de sistemas de bombas
de eflujo [188]. De acuerdo a esto, la resistencia a quinolonas se asocia principalmente a
mecanismos de resistencia intrinseca, ya que no es transferible; lo que se considera una
caracteristica positiva en una bacteria probiética [74]. En general, los resultados obtenidos
en el presente estudio son favorables comparados con los reportados por Colombo et al.
[173] quienes evaluaron la resistencia de varias bacterias de la familia Lactobacillaceae a
12 antibiéticos, reportando que las cepas de BAL no fueron resistentes a mas de 7

antibioticos.
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Tabla 12. Resistencia a antibi6ticos por el método de difusion en agar y actividad hemolitica de las bacterias lacticas del pulque.

Resistencia a Antibiéticos® ;C»U

Cepa g %
S

: 2 v E B 25 o 5% 5 ooz e £ 5B
Lact. paracasei RVG1 I S S R I I R I I S I I S S I y
Lact. plantarum RVG2 S S S S I S R S | S R S S I S a
Lact. plantarum RVG4 I S I I I I R I I I R I I I S Y
Lact. plantarum UTMB1 S S I I I I R I S I R I I I I a
Lact. brevis UTMB2 I S I I I I R I I I R I I I S Y
Lact. paracasei UTMB4 S S S R I I | I | S | I S S S Y
Lact. paracasei UTMB7 S S I R R I I S I I R I S S I Y
LAY S S S I I S I S I S S S S I S Y
EPEC ¢© I I R I I I I I S R I R I S I nd

Cabdigos de antibiéticos: AMX = amoxicilina; AMC = amoxicilina/acido clavulanico; AZ = azitromicina; CFM = cefalexina; CFZ = cefazolina; XM =
cefuroxima; CI = ciprofloxacino; C = cloranfenicol; SXT = cotrimoxazol; EM = eritromicina; OF = ofloxacina; P = penicilina; Pl = piperacilina; TE =
tetraciclina; VAN = vancomicina.

nd, no determinado.

aCdbdigos de sensibilidad a los antibiéticos: S = Sensible ((230 mm); | = Intermedia (16-29 mm); R = Resistente (<15).

bHalo transparente, actividad B-hemolitica; ii) halo verde, a-hemolitica; iii) sin halo, y-hemolitica.

¢Actividad B-hemolitica con L. monocytogenes (control positivo)

dLA, Lactobacillus acidophilus NCFM cepa probiética de control

eEPEC, Escherichia coli enteropatégena
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Adicionalmente, para corroborar ain mas la seguridad de las BAL de estudio, se determind
mediante PCR la expresién de genes relacionados con la resistencia a los antibiéticos. En
el ensayo de PCR, las cepas probadas no presentaron genes relacionados con resistencia
a antibidticos, con excepcion de Lact. paracasei UTMB4 que mostré la presencia del gen
asociado con la resistencia a los betalactamicos (mecA) (Tabla 13). Adicionalmente, los
genes mecA, tetM, tetS y vanA se amplificaron con éxito en sus respectivos controles
positivos. De acuerdo con la literatura, la resistencia a los betalactamicos esta asociada a
los genes mecA, blaz, bla e int-Tn (Tn916/Tn1545) [74]. Debido a que este trabajo sbélo se
evalud el gen mecA, para obtener resultados concluyentes en cuanto a la resistencia de las
cepas de estudio a los betalactamicos es necesario evaluar los demas genes asociados a

esta resistencia.

7.4.2. Deteccion de factores de virulencia

En la literatura cientifica se han descrito una serie de factores de virulencia que influyen en
varios mecanismos celulares de patogenicidad, entre los que se encuentran los siguientes:
la adherencia al tejido hospedador, la invasién celular, la formacién de abscesos, la
resistencia y modulacion de los mecanismos de defensa del hospedador, la secrecion de
citolisinas y la produccion de feromonas codificadas en plasmidos. De acuerdo con lo
anterior, en el presente trabajo se evaluaron 10 genes asociados a factores de virulencia.
De los genes evaluados, sélo el gen agg se amplificé en la cepa Lact. plantarum UTMB1
(Tabla 13). Este gen codifica para la sintesis de adhesina, una proteina de superficie, y sélo
puede ser inducido por feromonas implicadas en la unién de la célula donante a las células
aceptoras libres de plasmidos, promoviendo asi la agregacion celular [189]. Sin embargo,
a partir del analisis de PCR se pudo observar que los genes asociados a la produccion de
feromonas no fueron expresados en la cepa UTMBL1. Los genes relacionados con factores
de virulencia ensayados en este trabajo se amplificaron con éxito en sus respectivos

controles positivos.
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Tabla 13. Aspectos de seguridad de las bacterias lacticas del pulque: genes asociados a la susceptibilidad a los antibiéticos y genes
de factores de virulencia

Resistencia a antibiéticos Factores de virulencia

Cepa

§ > ) = = o e o L < — ) ﬁ f

e ¢ & ¢ B 8 & & & & 8 & © w©
Lact. paracasei RVG1 - - - - - - - - - - - - - -
Lact. plantarum RVG2 - - - - - - - - - - - - - -
Lact. plantarum RVG4 - - - - - - - - - - - - - -
Lact. plantarum UTMB1 - - - - - - - - - - - + - -
Lact. brevis UTMB2 - - - - - - - - - - - - - -
Lact. paracasei UTMB4 + - - - - - - - - - - - - -
Lact. paracasei UTMB7 - - - - - - - - - - - - - -
LA - - - - - - - - - - - - - -
EPEC + - - - nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
L. monocytogenes + nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
S. aureus + + + nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
E. faecalis nd + nd nd + + + + + + + + + nd
P. acidilactici nd nd nd + nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
E. faecium nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd +

+, amplificacion positiva; -, amplificacién negativa; nd, no determinado.
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7.4.3. Actividad hemolitica

Ciertos tipos de actividad hemolitica (B-hemolitica y a-hemolitica) se consideran factores
de virulencia relevantes en la evaluacién de seguridad de cepas con potencial probidtico,
ya que estos mecanismos de virulencia estdn presentes principalmente en
microorganismos patdgenos [176]. De acuerdo con esto, en este trabajo se evalud la
actividad hemolitica de las cepas de estudio en un medio de cultivo de sangre (Tabla 12).
Como resultados del ensayo, no se observaron halos alrededor de las estrias bacterianas
de la mayoria de las cepas ensayadas, incluido el control negativo Lact. acidophilus NCFM,
lo que indica un comportamiento y-hemolitico (Figura 6a). Sélo las cepas Lact. plantarum
UTMB1 y Lact. plantarum RVG2 presentaron actividad a-hemolitica, mientras que L.
monocytogenes LM-W207, el control positivo, presenté actividad $-hemolitica (Figura 6b).
Por lo tanto, a partir de estos resultados, se puede inferir que la mayoria de las cepas de
BAL ensayadas pueden considerarse seguras en términos de su actividad hemolitica.

a) b)

Figura 6. Ejemplo de la prueba de actividad hemolitica: a) BAL (y-hemolitico) y b) L.
monocytogenes (3-hemolitico).

7.5. Caracterizacion funcional

Para una evaluacion completa de la capacidad benéfica de una cepa BAL, ademas de la
actividad probidtica y la caracterizacion de la seguridad, es deseable que la cepa
proporcione una contribucién benéfica adicional para la salud humana, es decir, una

actividad funcional [178]. Por lo anterior, se evaluaron las siguientes caracteristicas
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funcionales: actividad antioxidante (AA), actividad 3-galactosidasa y reduccion de colesterol
(RC).

7.5.1. Actividad antioxidante

Se evalug la actividad antioxidante de las cepas estudiadas mediante el ensayo del radical
DPPH (Tabla 14). Todas las BAL de estudio presentaron actividad antioxidante que
resultaron entre el 24 y el 35%, siendo superiores en todos los casos a la cepa probidtica
control Lact. acidophilus NCFM. La actividad antioxidante fue superior al 20% en todas las
BAL estudiadas, lo que concuerda con reportes similares en la literatura para cepas acido
lacticas [177, 178]. La actividad antioxidante de los probiéticos esta asociada a la regulacion
de las condiciones del tracto gastrointestinal, actuando, asi como barrera protectora frente

a microorganismos patoégenos [178].

7.5.2. Actividad B-galactosidasa

La digestion de la lactosa en el ser humano ocurre por la accién hidrolitica de la enzima B-
galactosidasa, por lo que la deficiencia de esta enzima en el organismo se asocia al
padecimiento de intolerancia a la lactosa. Esta deficiencia provoca molestias gastricas
como dolor abdominal, diarrea, flatulencia, nduseas, etc., en quien la padece [178, 179]. En
el ensayo de actividad 3-galactosidasa realizado en este trabajo, todas las cepas BAL de
estudio, incluido el control Lact. acidophilus NCFM, dieron lugar al desarrollo de colonias
azules en el medio de deteccion (Tabla 14), lo que es indicativo de la hidrélisis de lactosa
(Figura 7). Por su parte, la cepa control, Lact. acidophilus NCFM, presenté una notable
actividad [-galactosidasa comparable con las cepas acido lacticas de estudio.
Considerando que todas las cepas de BAL del pulgue y el control positivo presentaron
actividad B-galactosidasa, el consumo de estos microorganismos puede ser recomendado

para aliviar el padecimiento de intolerancia a la lactosa [178].
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Figura 7. Fotografia ejemplificativa de la prueba de actividad hemolitica con actividad
positiva B-galactosidasa.

Tabla 14. Rasgos funcionales de las bacterias lacticas del pulque: actividad antioxidante;

actividad B-galactosidasa; y reduccién del colesterol.

Cepa Actividad Actividad 8- Reduccién de
antioxidante (%)  galactosidasa® colesterol (%)
Lact. paracasei RVG1 26.1+05¢ + 16.7 £ 0.3'
Lact. plantarum RVG2 247+06° + 37.2+0.3¢
Lact. plantarum RVG4 26.3+0.7¢ + 43.3+0.4"
Lact. plantarum UTMB1  28.6 £+ 0.3°¢ + 36.2+0.2¢
Lact. brevis UTMB2 356+06°2 + 39.5+0.3¢
Lact. paracasei UTMB4  32.6 +0.2° + 23.8 £ 0.4"
Lact. paracasei UTMB7 33.0+06°" + 30.8+0.39
LA2? 6.6+0.2f + 48.5+0.02

* Los resultados se expresan como la media £ DE (n = 3). Las letras corresponden a los resultados
de la prueba de Tukey (p < 0.05), letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas
en la prueba de Tukey

1(-) sin actividad; (+) actividad

2LA, cepa control Lactobacillus acidophilus NCFM
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7.5.3. Reduccion de colesterol

La hipercolesterolemia es una de las principales causas de enfermedades cardiovasculares
en todo el mundo [190]. En estudios recientes, se ha informado que algunas cepas acido
lacticas pueden reducir el nivel de colesterol en el intestino, por lo que en este trabajo se
evaluo la capacidad de reduccidn de colesterol de las BAL de estudio y el control probiético.
Las BAL de estudio redujeron el colesterol con valores que variaron entre el 16.7 y el 43.3%
(Tabla 14). Entre las cepas de estudio ensayadas, Lactiplantibacillus plantarum RVG4
produjo la mayor reduccién de colesterol con un 43.3%, un valor que fue estadisticamente

inferior (p < 0,05) al causado por la cepa control Lact. acidophilus NCFM (48.5%).

De acuerdo con la literatura, una disminucién del 1% del colesterol podria reducir el riesgo
de enfermedad coronaria entre un 2% y un 3% [190]. Por lo tanto, las BAL del pulque
estudiadas en este trabajo, pueden tener una influencia considerable en la disminucion del
colesterol en sistemas in vivo. En relacion con esto, otros autores han reportado porcentajes
de reduccion de colesterol entre el 50% y el 59% por cepas marinas de Lact. casei [180]. Li
et al. [185] realizaron estudios in vitro e in vivo de las propiedades probiéticas de BAL
aisladas de masa madre tradicional china. Los autores realizaron un ensayo de reduccion
del colesterol y reportaron valores del 20 al 30% para las cepas de Lact. plantarum, mismos
que estan dentro del rango de los resultados obtenidos en el presente estudio. En otro
estudio, se estudiaron las propiedades hipocolesterolémicas de dos cepas de
Levilactobacillus brevis tanto in vitro como in vivo. Las cepas redujeron el contenido de
colesterol, aumentaron la excrecion fecal de colesterol y convirtieron la bilis en acido célico
libre [191].

7.6. Anélisis multivariable

7.6.1. Andlisis de componentes principales (ACP) y mapa de calor

Para una seleccidn sistematica de los mejores candidatos probiéticos, se realiz6 un analisis
multivariante mediante ACP y la evaluacion de mapas de calor de los datos obtenidos a
partir de la caracterizacion probiética de las cepas de BAL ensayadas y el control Lact.
acidophilus NCFM. Los parametros considerados fueron los siguientes: resistencia a
lisozima, jugo gastrico, jugo intestinal y jugo gastrico/jugo intestinal, asi como
hidrofobicidad, autoagregacion y coagregacion. A partir del analisis ACP se obtuvieron dos
componentes principales (PC1 y PC2) con una cobertura de la varianza total del 70.8%

(Figura 8). El componente PC1 cubre la varianza maxima de los datos (48.7%), mientras
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que el componente PC2 cubre el resto de la varianza (22.1%). Las cepas se agruparon en
cuatro cuadrantes teniendo en cuenta su rendimiento en las pruebas de actividad probiética:
I: NCFMy UTMB4; Il: UTMBZ,; llIl: RVG1y RVG2; IV: UTMB2, UTMB7 y RVGA4. Los atributos
de hidrofobicidad, autoagregacion, jugo gastrico y jugo gastrico/intestinal fueron
determinantes para la categorizacion de las BAL, ya que estos parametros explican en
mayor medida la variabilidad de las bacterias probadas. De acuerdo con el andlisis de ACP
(Figura 8), las cepas Lact. acidophilus NCFM y Lact. paracasei UTMB4 se sitlan en el
cuadrante |, presentando los mejores resultados en cuanto a caracteristicas de superficie
celular, y en general, resultados favorables en el resto de las caracteristicas de actividad

probidtica.

-0.8 0.6 0.4 0.2 0.0 02 0.4

o~ - H -Hex
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PC2 (22.1%)
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1 1 T 1
-4 2 0 2
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Figura 8. Andlisis de componentes principales (ACP) para las bacterias lacticas del pulque
y el control positivo Lactobacillus acidophilus NCFM, considerando los atributos para la
determinacion de la actividad probiotica in vitro: resistencia al jugo géstrico (JG), jugo
intestinal (JI), jugo gastrico/jugo intestinal (JG/JI), lisozima (LIS), asi como hidrofobicidad
(H; -Hex: hexano; -Clo: cloroformo), autoagregacion (A) y coagregacion (C; -LM: Listeria

monocytogenes; EC: EPEC; ST: Salmonella enterica serovar Typhi).
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Adicionalmente, los datos de caracterizacidn probidtica también se representaron en
términos de variaciones de intensidad de color mediante un mapa de calor (Figura 9). El
mapa de calor proporciond la categorizacion de las cepas &cido lacticas en relacién a sus
atributos probioticos, en el que las cepas bacterianas se agruparon en 6 clusters: NCFM,
UTMB4, RVG4, RVG1-RVG2, UTMB2-UTMB7 y UTMBL1. Considerando el ACP y el mapa
de calor, la cepa RVG4 es la bacteria mas cercana a la cepa UTMB4; por lo tanto, la cepa
RVG4 puede ser considerada como el segundo mejor candidato probiético de las cepas del
pulgue probadas en este estudio. Adicionalmente, las cepas RVG1 y RVG2 constituyen el
tercer grupo mas cercano a la cepa probibtica comercial Lact. acidophilus NCFM. En
consecuencia, las cepas RVG1l y RVG2 pueden considerarse buenas candidatas
probidticas. Un factor muy decisivo para el posicionamiento final de las cepas lacticas en
relacion a su potencial probiético fue su resistencia al jugo géastrico; sin embargo, para
mejorar la resistencia bacteriana a esta condicion estresante, es posible aplicar la
tecnologia de microencapsulacion celular [183]. Teniendo esto en cuenta, la cepa UTMB2
(cuadrante V) también puede considerarse un buen candidato probiético, especialmente
debido a sus notables propiedades de superficie celular.
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Figura 9. Mapa de calor para las bacterias lacticas del pulque y el control positivo
Lactobacillus acidophilus NCFM, considerando los atributos para la determinacion de la
actividad probidtica in vitro: resistencia al jugo gastrico (JG), jugo intestinal (J1), jugo
gastrico/jugo intestinal (JG/JI), lisozima (LIS), asi como hidrofobicidad (H; -Hex: hexano; -
Clo: cloroformo), autoagregacion (A) y coagregacion (C; -LM: Listeria monocytogenes; EC:
EPEC; ST: Salmonella enterica serovar Typhi).

7.6.2. Anélisis de correlacion

De acuerdo a la literatura cientifica, la resistencia a sales biliares y la reduccion del
colesterol estan relacionadas con la produccion de HSB. Como se ha mencionado
anteriormente, el principal mecanismo de resistencia a las sales biliares es la sintesis de
enzimas hidrolasas de sales biliares. Por otro lado, uno de los mecanismos propuestos para
explicar la reduccion del colesterol mediada por cepas acido lacticas es la desconjugacion
enzimatica de los acidos biliares por las enzimas BSH [184]. Considerando lo anterior, en
el presente trabajo se realizaron graficos de dispersion para obtener la correlacion entre la
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actividad hidrolasa de sales biliares y las variables: resistencia a sales biliares (Figura 10),

y reduccion de colesterol (Figura 11).

La Figura 10 muestra la correlacion entre la resistencia a sales biliares al 0.5% (SB 0.5%)
de nuestro trabajo anterior (Ruiz-Ramirez et al., 2022) y la produccién de la enzima HSB.
Las cepas que presentaron mayores coeficientes de correlacion para estas variables son
Lact. acidophilus NCFM, Lact. brevis UTMB2, Lact. plantarum RVG2 y Lact. plantarum
UTMBL1. De manera similar, se realizé el andlisis de correlacion entre la produccién de la
enzima HSB y la reduccion de colesterol. La correlacion entre las variables HSB y la
reduccion del colesterol fue alta para todas las cepas estudiadas, incluyendo el control
(Figura 11). De acuerdo con estos resultados, se puede concluir que para las cepas BAL
de estudio, el nivel de correlacion entre la HSB y la reduccién de colesterol (Figura 11) es

mayor que el existente entre la resistencia a sales biliares y la actividad HSB (Figura 10).

A partir de este ensayo, puede observarse que la cepa de pulque Lact. brevis UTMB2
presentd tanto la mayor resistencia a las sales biliares como una de las mayores
productividades de la enzima HSB, con valores que fueron similares a los de la cepa control
probidtica. Adicionalmente, la produccion de BSH se correlacion6 positivamente con la
reduccion del colesterol en todas las cepas estudiadas, incluida la cepa probidtica
comercial. Por otra parte, la cepa con mayor produccién de HSB y mayor porcentaje de
reduccion de colesterol fue la cepa NCFM, seguida de cerca por la cepa pulque UTMB2.
En conclusion, la sintesis de enzimas HSB por las cepas BAL constituye el principal
mecanismo implicado en la mejora de la resistencia celular a las sales biliares y en el efecto

funcional de estas cepas para la reduccion del colesterol.
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8. CONCLUSIONES

Se identificaron 7 bacterias acido lacticas (BAL), las cuales pertenecen a la familia
Lactobacillaceae a los géneros: Lacticaseibacillus paracasei, Levilactobacillus brevis y

Lactiplantibacillus plantarum.

Después de realizar las pruebas de potencial probiético a las 7 cepas de estudio, todas
presentaron resistencia a lisozima por arriba del 50%, valores que fueron mayores a los del
control positivo Lact. acidophilus NCFM. Las BAL también fueron expuestas a condiciones
simuladas del tracto gastrointestinal presentando resultados entre el 25 y 44% de
sobrevivencia, por lo cual esta condicion se considera como la mas dafina para las
bacterias. Ademas, las BAL de estudio presentaron actividad hidrolasa de sales biliares y

actividad antimicrobiana contra Listeria monocytogenes.

Por otra parte, las cepas BAL presentaron, en la mayoria de los casos, valores bajos en las
caracteristicas de superficie celular, excepto Lact. brevis que obtuvo valores cercanos al
control positivo. La mayoria de las cepas de estudio se pueden considerar seguras, porque
no presentaron resistencia a antibioticos y factores de virulencia. Adicionalmente, las BAL
presentaron caracteristicas funcionales relevantes como son: actividad antioxidante, -

galactosidasa y reduccion de colesterol.

El presente estudio proporciona evidencia del potencial probiético de las BAL aisladas del
pulgue, por lo que ayuda a demostrar que el pulque puede ser considerado como una
excelente fuente de microorganismos benéficos. Las cepas de BAL probadas en este
trabajo mostraron resultados favorables en la mayoria de las pruebas de actividad
probidtica y seguridad realizadas en este estudio, en comparacion con la cepa probiética
comercial Lact. acidophilus NCFM. En general, considerando los resultados de
agrupamiento obtenidos con herramientas de analisis multivariado utilizadas en este trabajo
(ACP y mapa de calor) las cepas de pulque con mayor potencial probiético fueron Lact.
paracasei UTMB4, Lact. plantarum RVG4 y Lact. brevis UTMB2; sin embargo, la cepa

UTMB4 expres6 un gen relacionado con la resistencia a antibioticos betalactamicos.

Considerando lo anterior, las cepas de BAL del pulque ensayadas podrian ser empleadas
en la elaboracion de diversos alimentos fermentados y funcionales para dotarlos de
caracteristicas probioticas especificas. Sin embargo, son necesarios estudios in vivo para
poder afirmar la naturaleza probittica y las caracteristicas de seguridad de las cepas

probadas.
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9. PERSPECTIVAS

En el presente trabajo se realizaron las principales pruebas in vitro para la determinacion
del potencial probiotico, que incluyen pruebas de resistencia a condiciones simuladas del
tracto gastrointestinal, pruebas de seguridad y propiedades de adhesion. Se propone
realizar pruebas de adhesion al epitelio intestinal en lineas celulares. Ademas, realizar la
secuenciacion de los genomas completos de las cepas con alto potencial probi6tico, para
poder caracterizarlas completamente y realizar la evaluacion in silico de las caracteristicas

probidticas.

Asimismo, se propone el uso de técnicas de microencapsulacion en las cepas que
presentaron baja tolerancia al jugo gastrico y que presentaron buenas caracteristicas
funcionales. Otra propuesta, es el uso combinado de algunas de las bacterias que

presentaron las mejores caracteristicas probioticas.

Por otra parte, en este estudio también se realizaron pruebas in vitro de caracteristicas
funcionales especificas como actividad antioxidante, actividad -galactosidasa y reduccién
de colesterol. En este sentido, seria adecuado evaluar los mecanismos de accion y
posteriormente evaluar in vivo estas actividades. Finalmente, se propone realizar estudios

clinicos a las cepas con alto potencial probidtico.
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11. ANEXOS

A.1. Capacidad de autoagregacion (%) a las 2, 4, 6, 20 y 24 h de las bacterias
lacticas del pulgue y del control Lactobacillus acidophilus NCFM.

Tiempo (h)
Cepa

2 4 6 20 24
Lact. paracasei RVG1 26+06 153x0.1 162+0.1 168+£03 17.0x0.3
Lact. plantarum RVG2 43+00 144+03 11.7+£00 259x0.1 27.0x0.1
Lact. plantarum RVG4 34+00 68x01 82+0.1 170£0.2 21.9x0.2
Lact. plantarum UTMB1L 2.6+04 3.1+01 4.1%0.0 11.7+£0.1 15.8x0.3
Lact. brevis UTMB2 39+1.0 145+08 309+0.2 320%+02 343+05
Lact. paracasei UTMB4 3.6+10 105+0.1 128+0.0 159+0.1 20.3%+0.1
Lact. paracasei UTMB7 2.1+04 9.7+0.1 16.6+0.1 186+0.1 195+0.0
NCFM 1.7+£01 271+00 39.2+01 876+03 94.1+0.1

A.2. Capacidad de coagregacion (%) con EPEC, Salmonella y Listeria
monocytogenes a las 2, 4, 6, 20 y 24 h de bacterias lacticas del pulque y el control
Lactobacillus acidophilus NCFM.
Escherichia coli (EPEC) 2348/69

Tiempo (h)
Cepa

2 4 6 20 24
Lact. paracasei RVG1 384+04 41.7+01 447+00 549+01 586+0.1
Lact. plantarum RVG2 394+03 451+01 48.1+0.1 638+01 649+0.1
Lact. plantarum RVG4 41.8+04 459+0.1 495+00 595+01 614+01
Lact. plantarum UTMB1 41.3+01 44.1+01 46.8+0.1 61.3+0.1 62.3+0.1
Lact. brevis UTMB2 379+0.2 403+0.1 453+0.1 581+01 595+0.1
Lact. paracasei UTMB4 406+04 423+01 455+0.1 63.0+0.1 64.4+0.1
Lact. paracasei UTMB7 409+04 447+01 49.2+0.0 60.3+0.0 62.2+0.1
NCFM 43.3+0.3 486+01 541+0.1 63.7+01 64.1+0.0
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Listeria monocytogenes LM-W207

Tiempo (h)
Cepa

2 4 6 20 24
Lact. paracasei RVG1 61.6+0.1 66.3+03 659+01 823+12 83.7+x05
Lact. plantarum RVG2 61.9+0.1 689+00 69.8+0.1 858+0.0 858=+0.2
Lact. plantarum RVG4 50.6+08 66.3+08 67.7+x0.3 856+08 853+0.3
Lact. plantarum UTMB1 60.0+06 63.3+00 653+08 81.6+0.1 836+0.1
Lact. brevis UTMB2 509+0.1 64.0+0.2 653+05 83.7+04 83803
Lact. paracasei UTMB4 614+04 647+x04 664+03 856+05 86.5+0.0
Lact. paracasei UTMB7 59.3+06 66.7+06 688+03 84.8+06 84.7+0.0
NCFM 61.7+05 702+04 724+03 87.2+03 87.6+04

Salmonella enterica serovar Typhi ATCC 9992

Tiempo (h)
Cepa

2 4 6 20 24
Lact. paracasei RVG1 60.+0.5 652+01 66.8+05 859+11 87.3+04
Lact. plantarum RVG2 64.7+04 66.6+05 76.2+0.3 834+03 83.6+0.2
Lact. plantarum RVG4 509+04 642+06 73203 855+0.1 86.5+0.2
Lact. plantarum UTMB1  62.3+0.1 628+0.0 645+05 83.1+0.1 834z%0.1
Lact. brevis UTMB2 588+0.9 63.2+01 71.3+0.2 851+01 854+0.1
Lact. paracasei UTMB4 63.0+£0.3 66.8+0.1 70.8+0.8 84.2+0.1 859+0.2
Lact. paracasei UTMB7 505+06 635+04 66.4+13 83.7+0.7 84.7+0.3
NCFM 62.7+11 702+01 751+09 87.2+02 882+04
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Probiotic and functional potential
of lactic acid bacteria isolated
from pulque and evaluation of
their safety for food applications

Yesica Ruiz-Ramirez®®, Rogelic Valadez-Blanco®?2,
Concepcion Calderon-Garcia®?, Michael Leonidas
Chikindas®**5 and Edith Ponce-Alquicira®'*

‘Crepartaments de Biotecniologé, Unversdad Autdnoma Metropolitana Uinidad iztapalapa, ztapalaps,
Mexico, “Instituto de Agroindustrias, Universdad Tecnolégica de la Moteca, Oaxsca, Mewico, ‘Health
Promoting Maturals Laboratory, School of Ervironmental and Biological Sciences, Rutgers, The State
Urnaversity of Mew Jersey, Mew Brunswick, N, United States, “Center for Agrobiotechnology, Don State
Technical University, Rosiov-on-Don, Russia, “Department of General Hygiene, | M. Sechenos First
Moscow State Medical University, Moscow, Russia

Pulgue i= a traditional Mexican non-distilled alcoholic beverage to which several
beneficial functions are attributed, mainly associated with gastrointestinal health,
which can be explained by the presence of probiotic bacteria in its microbiota.
Therefore, the objective of this work was to evaluate the safety, probictic activity,
and functional characteristics of seven strains of lactic acid bacteria [LAB) isolated
from pulgue using the probiotic strain Lactobacilius acidophiius NCFM as control
The LAB isolates were identified by 165 rRMNA sequencing and MALDI Biotyper®
M5 as belonging to three different Lactobacillaceae genera and species:
Lactiplantibacillus plantarum, Lewlactobacillus brewis and Lacticaseibacillus
jparacasel. Most strains showed resistance to gastric juice, intestinal juice and
lysozyme (10 mg/L). In addition, all strains exhibited bile salt hydrolase (BEH) activity
and antibacterial activity against the pathogenic strain Listera monocytogenes.
Additionally, cell surface characteristics of LAB were evaluated, with most strains
showing good hydrophobicity, auto-aggregation, and co-aggregation towards
enteropathogenic Ezcherichia coli and L monocytogenes. Interms of safety, most
of the strains were sensitive to the tested antibiotics and only the Lact. paracasei
UTMB4 strain amplified a gene related to antibiotic resistance (mecd]. The strains
Lact. plantarum RVG2 and Lact. plantarum UTMBL presented y-hemolytic activity,
and the presence of the virulence-related gene agg was identified only in UTMEL
strain. Regarding functional characterization, the tested bacteria showed good
f-galactosidase activity, antioxidant activity and cholesterol reduction Based on
principal component analysis (PCA) and heat mapping, and considering the strain
Lact. acidophilus MCFM as the probiotic reference, the strains Lacticaseibacilus
jparacasei UTMB4, Lactiplantibacillus plantarum RVG4 and Levilactobacilius brevis
UTMBZ were selected as the most promising probiotic strains. The results of this
study highlighted the probictic, functional and safety traits of LAB strains isolated
from pulgue thus supporting the health benefits attributed to this ancestral
beverage.
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Caracterizacion del potencial probiético y funcional de
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Abstract. Pulgue is an ancestral Mexican beverage that, according to literature reports, provides several health benefits.
The objective of this work was to evaluate in vitro probiotic activity and functional characteristics of eight strains of
lactic acid bacteria (LAB) isolated from pulque. The LAB isolated were identified as Lactiplantibacilius plantariom,
Levilactobacillus brevis and Lacticaseibacillus paracasei. The strains showed good results in tests for resistance to
gastrointestinal conditions. safety and cell surface characteristics. All strains exhibited BSH activity and antibacterial
activity. Additionally. the tested bacteriashowed f-Galactosidase activity, antioxidant activity and cholesterol assimilation.
The tested strains compared favorably with the control Lacr. acidophilus NCFM. Based on a multivariate analysis using
PCA and heat mapping the strains Levilactobacillus brevis UTMB2 and Lacuplantibactllus plantarum RVG4 were
selected as the most promising probiotic strains. The results of this study supporting the health benefits attributed to
this ancestral beverage.

Keywords. antioxidant activity, B-galactosidase activity, adherence, cholesterol assimilation, Lactobacillaceae

Resumen. E! pulque ¢s una bebida ancestral mexicana que, de acuerdo con reportes en la literatura, proporciona
diversos beneficios a la salud. El objetivo de este trabajo fue evaluar in vitro la actividad probidtica y funcional de ocho
bacterias dcido licticas (BAL) aisladas del pulque. Las BAL fucron identificadas como Lactiplanttbacillus plantarim,
Levilactobacillus brevis and Lacticaseibacillus paracasel. Las cepas mostraron bucnos resultados en las prucbas
de resistencia a condiciones gastrointestinales, seguridad y caracteristicas de la superficie celular. Todas las cepas
exhibieron actividad BSH y actividad antibacteriana. Adicional, ¢, las cepas p on actividad -galactosidasa,
actividad antioxidante y asimilacién de colesterol. Las cepas probadas se F favorabl conel control Lact.
actdophilus NCFM. Basado en un andlisis multivariado usando PCA y mapa de calor, las cepas Levilactobacillus brevis
UTMB22 y Lacuplantibacillus plantarum RVG4 fueron scleccionadas como las cepas probidticas mas prometedoras.
Los resultados de este estudio respaldan los beneficios para la salud atribuidos a esta bebida ancestral.

Palabras clave. actividad antioxidante, actividad p-gal id: adh i imilacién de colesterol,
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