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Resumen

La bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de bacterias de morfologia bacilar, cocoide o
bacilar corta, Gram positivas, con metabolismo homo y heterofermentativo, responsables de la
fermentacion de un gran ndmero de alimentos, estas tienen la capacidad de coexistir con
plantas y animales enriqueciendo el medio donde se desarrollan, a través del producto de su
metabolismo y muchos de estos con actividad inhibitoria. Por ello, el objetivo del este trabajo
fue aislar e identificar BAL con capacidad de inhibir bacterias asociadas a Enfermedades
Transmitidas por Alimentos (ETA) de dos muestras de aguamiel y dos muestras de pulque,
donde aislaron 30 colonias con caracteristicas macroscopicas pertenecientes al grupo de las
BAL las cuales fueron evaluadas mediante ensayos de difusion en agar en primer lugar, frente
a Escherichia coli O157:H7 American Type Culture Collection (ATCC) 70092 vy
Staphylococcus aureus ATCC 25923, obteniendo halos de inhibicién de 14 mm y 12.75 mm
respectivamente y conservando Unicamente las cepas que presentaron inhibicion total,
posteriormente contra Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC
14028, Bacillus cereus y Listeria. monocytogenes donde se exhibié una de inhibicion total de
13 mm, 14.5 mm y 12 mm respectivamente. Finalmente se realizd la identificacion molecular
de las cuatro cepas que presentaron mejor actividad antimicrobiana , las cuales fueron

identificadas como BAL perteneciente al género y especie de Lactobacillus paracasei.
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1.0 Introduccion

Las BAL son bacterias con morfologia celular en forma de coco, bacilos, y cocobacilos Gram
positivas, sin actividad de las enzimas catalasa y oxidasa, y que metabolizan los carbohidratos,
por ello, forman parte de un gran nimero de procesos fermentativos, ademas, algunas cepas
poseen actividad antimicrobiana frente algunas bacterias patdgenas, por estas cualidades se
integran en distintos ecosistemas aportando beneficios a su alrededor, por ejemplo, algunas
cepas pertenecientes al grupo de las BAL, como Leuconostoc sp. y Lactobacillus sp. forman
“parte del consorcio microbiolégico encargado de la fermentacién de la savia fresca del
“maguey” pulquero conocida como aguamiel para generar la bebida tradicionalmente
mexicana conocida como “pulque”. Dentro del estudio de estas bacterias se ha registrado su
capacidad antimicrobiana frente a cepas causantes de ETA como E. coli, S. enterica y L.
monocytogenes. Tomando en cuenta que en el afio 2015 la Organizacion Mundial de Salud
(OMS) estim6 que existen aproximadamente 600 millones de casos de ETA anualmente,
provocando 420 000 muertes, de las cuales 230 000 son a causa de agentes etioldgicos
asociados a enfermedades entéricas como: Escherichia coli, y S. enterica, es importante el
estudio del entorno para coadyuvar al desarrollo de soluciones que aporten a la prevencion de
ETA, y el uso racional de BAL con capacidad antimicrobiana puede representar una

alternativa al problema que enfrenta el mundo globalizado.
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2.0 Marco Tedrico

Las bacterias son organismos vivos sin nucleo, también llamados procariontes (pro, antes;
carios, nucleo) presentes en todos los rincones de la tierra, viviendo como células tnicas o en
comunidades que tienen la capacidad de crecer, reproducirse y modificar profundamente su
entorno. Poseen una amplia capacidad de adaptabilidad y por esa razén se encuentran
poblando casi todos los nichos biologicos de la naturaleza: en las ventilas termales de los
abismos oceanicos, en los estdbmagos e intestinos de los organismos complejos, en las raices de
algunas plantas y en las salinas, por dar algunos ejemplos. También, son responsables de
mantener la homedstasis, como los ciclos biogeoquimicos del nitrogeno, azufre y hierro,

indispensables para la continuidad de la vida®.

2.1 Definicion del grupo de BAL

El uso microorganismos para la obtencion de alimentos fermentados y como métodos de
conservacion de estos como data de hace miles de afios, pero no fue sino hasta la aparicién del
microscopio que se observé su existencia por primera vez, en 1668 por A. Leeuwenhoek?. En
1857 que Louis Pasteur describe su interaccion con los alimentos, fue ahi donde se inicia la
investigacion de microorganismos en alimentos®.

Las BAL forman parte del grupo de microorganismos presentes en alimentos estudiados a
través del tiempo, actualmente, se analiza a manera de detalle la funcionalidad de estas
bacterias en una amplia variedad de alimentos, plantas y animales, el papel que desempefian
en el medio en el que se desarrollan, por ejemplo, como fermentadores principales,
conservadores naturales, brindadores de caracteristicas organolépticas y funcionalidad en
alimentos. En plantas y animales forman parte del microbiota, brindando nutrimentos
esenciales para su desarrollo o proteccién frente a patdgenos, y en humanos especificamente la
importancia de su actividad antinflamatoria, anticolesterolémica y antimicrobiana. Para ello se
tuvo que observar, aislar, purificar, identificar, clasificar, organizar y definir el grupo de
bacterias que compartian caracteristicas morfologicas, metabdlicas y fisioldgicas similares, en
el cual se incluia el orden de las Lactobacillales y las Bifidobacteriales, gracias al nacimiento
de la filogenia molecular y el aporte de Carl R. Woese sobre la comparacion de secuencias de

ARN ribosémico. En los afios 60, se pudo establecer un sistema evolutivo, con el analisis de
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las secuencias de ADN de ambas bacterias, y con ello la separacion en ordenes distintos, por
un lado, el orden de las Lactobacillales perteneciente a la clase Bacilli y por otro, las
Bifidobacteriales en la clase Actinobacteria®.

En el manual de Bergey’s de 1986 se define al grupo de las “BAL” como grupo heterogéneo
de microorganismos Gram positivos cuya caracteristica principal es la produccion de &cido
lactico a partir de la fermentacién de carbohidratos®, teniendo un significado ambiguo,
pudiendo referirse tanto a bacterias del orden Lactobacillales exclusivamente, o al conjunto de

bacterias del orden Lactobacillales y Bifidobacteriales *.

2.1.1 Orden Lactobacillales

Las BAL propiamente dichas, pertenecen al filo Firmicutes, formando un grupo bastante
heterogéneo de bajo contenido en G+C, dentro de la clase Bacilli y el orden Lactobacillales,
conteniendo 7 familias (Aerocococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae,
Lactobacillaceae,  Leuconostocaceae,  Streptococcaceae Yy  Acetoanaerobium) vy
distribuyendose en mas de 19 géneros (Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Weissella, Lactococcus, Streptococcus, Vagococcus,
Tetragenococcus, entre otros). Las caracteristicas que comparten la mayoria de estas bacterias
son: la morfologia cocoide, bacilar o cocobacilar, Gram positivos, no esporulados,
aerotolerantes, microaeroifilicos o anaerobios facultativitos, mesofilos, no poseen
citocromos, catalasa negativos (en algunos casos pueden presentar actividad de
pseudocatalasa), aciddfilos o acidotolerantes, de metabolismo quimiorgandtrofo y
estrictamente fermentativo, produciendo acido lactico como principal producto de la
fermentacion®’. Dentro de este grupo se encuentran géneros de mayor importancia en la
aplicacion biotecnoldgica tanto en el desarrollo de alimentos funcionales, como en la

caracterizacion de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana.

Reino Bacteria

Filo Firmicutes
Clase Bacilli

Orden Lactobacillales

Familias Aerocococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae,
Streptococcaceae, Acetoanaerobium

Géneros Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Weissella, Lactococcus, Streptococcus, Vagococcus, Tetragenococcus, entre otros).

Tabla 1.- Taxonomia de las BAL de mayor importancia biotecnoldgica.
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2.1.2 Géneros representativos del grupo de las BAL

Lactococcus actualmente contiene 12 especies (L. fujiensis, L. garvieae, L. lactis, L. piscicum,
entre otras)’ y es representado por la especie tipo Lactococcus lactis, con dos subespecies
lactis y cremoris. Las bacterias de este género son cocos dispuestos individualmente, en
pares 0 cadenas cortas, con caracter homofermentativo y especies capaces de crecer a 7°C o
menos®.

Leuconostoc actualmente contiene 18 especies (L. mesenteroides, L. pseudomesenteroides, L.
citreum, L. kimchii, entre otras.)’. Generalmente son cocos ovoides que en mayoria de los
casos estan dispuestos en cadenas, intrinsecamente resistente a la vancomicina. Todo el
género tiene caracter heterofermentativo y pueden producir dextranos a partir de

sacarosa’.

Pediococcus actualmente contiene 9 especies (P. acidilactici, P. cellicola, P. claussenii, P.
damnosus, entre otras.)’. Estas bacterias suelen disponerse en pares o tétradas, y se dividen
a lo largo de dos planos de simetria, como Tetragenococcus Yy Aerococcus y son

estrictamente homofermentativos™’.

Streptococcus actualmente contiene més de 50 especies’. La division celular en este género se
produce a lo largo de un eje Unico en estas bacterias, por lo que se disponen en cadenas 0
pares. Existen especies patdgenas para el ser humano, siendo las mas importantes los
Streptococcus alfa-hemoliticos (S. pneumoniae y S. viridans) y beta- hemoliticos de los
grupos A y B de acuerdo con la clasificacion de Lancefield. Algunos Streptococcus de uso
alimenticio pertenecen al grupo viridans, pseudotaxonomia empleada para referirse a especies
que no poseen antigenos de Lancefield y son alfa- hemoliticas como S. thermophilus, y no

hemoliticas®®.

Lactobacillus _actualmente contiene mas de 180 especies (L. acidophilus, L. casei, L.

paracasei, L. plantarum, L. salivarius, entre otros.) Este género posee una morfologia de
baston, una alta tolerancia al peroxido de hidrogeno, muchos Lactobacillus poseen
metabolismo homofermentativo, y algunas especies, heterofermentativo. Son

aerotolerantes a pesar de la ausencia completa de la cadena respiratoria®?.
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Los resultados de la taxonomia molecular, la determinacion del tipo de peptidoglucano, las

propiedades de ciertas enzimas (como lactato deshidrogenasa), la determinacion del isomero

del &cido lactico y la hibridacion ADN-ADN, han permitido dividir a los Lactobacillus en tres

grupos que cubre, bajo nuevas definiciones, los grupos de Orla- Jensen®.

2.1.3 Clasificacion de BAL de acuerdo con su metabolismo de carbohidratos.

En 1993, Axelsson, establecio la clasificacion de bacterias lacticas con respecto al

metabolismo de carbohidratos, agrupandolas en tres categorias: Homofermentativas

obligadas, heterofermentativas obligadas y heterofermentativas facultativas®:

Homofermentativas obligadas: estas bacterias (Lactobacillus del grupo I) oxidan la
glucosa y otras hexosas hasta acido lactico a través de la via fermentativa Embden-
Meyerhof- Parnas, mediante la participacion de la enzima llamada fructosa 1,6-
difosfato aldosa. Estas bacterias carecen de las enzimas glucosa 6- fosfato
deshidrogenada y 6- fosfogluconato deshidrogenasa, debido a ello no son capaces de
fermentar las pentosas ni el gluconato®.

Heterofermentativas obligadas: estas bacterias (Leuconostoc y Lactobacillus de
grupo 111) degradan la glucosa y otras hexosas hasta acido lactico, diéxido de carbono,
acido acetico o etanol y las pentosas hasta acido lactico y acido acético, a través de la
ruta metabdlica de las pentosas fosfato, con la participacion de la enzima fosfocetolasa
y carecen de la enzima 1,6-difosfato aldosa®.

Heterofermentativas facultativas: el resto de las bacterias lacticas (Lactobacillus del
grupo Il, Carnobacterium, Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Lactococcus,
Streptococcus, Vagococcus y Tetragenococcus) fermentan las hexosas casi
exclusivamente hasta acido lactico por la via Embden- Meyerhof- Parnas, pero algunos
microorganismos a pesar de no presentar la enzima fosfocetolasa, en condiciones
limitantes de carbohidratos y anaerobiosis, producen ademas acido férmico, acido
acetico y etanol. Con lo que respecta a la utilizacion de las pentosas, la mayoria de
estos microorganismos son capaces de fermentarlas por accién de fosfocetolasa

inducible, produciendo cantidades equivalentes de acido lactico y acido acético®.
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Por otra parte, las bacterias lacticas también pueden metabolizar disacaridos como la
lactosa y sacarosa, mediante un sistema de permeasa dependiente de Adenosin Trifosfato
(ATP) o del sistema fosfotransferasa dependiente del fosfoenolpiruvato (Sistema PEP-
PTS) y son desdoblados hasta sus monosacaridos correspondientes, los cuales son utilizados

en el proceso fermentativo, para producir acido lactico y otros metabolitos®.

2.1.4 Potencial antimicrobiano de las BAL

Con frecuencia el medio ambiente es incapaz de permitir la vida de un gran nimero de
organismos. Aun un medio rico tiene limites con respecto al nimero de organismos que puede
alimentar y constantemente son diferentes tipos de ellos los que buscan disfrutarlo y
desarrollarse en él. Cuando esto sucede con frecuencia no hay otro camino que la guerra entre
organismos de una u otra especie que no permiten invadir a otros su territorio, como lo hacen
las plantas que liberan al suelo sustancias toxicas para otras plantas. Las bacterias no son la
excepcion a la regla y disponen de distintos mecanismos para evitar la coexistencia con otros
organismos de distinta especie. Estas son sustancias que segregan al medio paralizando o
causando la muerte a los microorganismos, plantas y animales, en conjunto reciben el nombre
de antibiéticos y toxinas®,

Las bacterias lacticas y sus productos antimicrobianos son los reactivos bio-conservadores
de grado alimenticio mas famosos, con varias aplicaciones en industrias alimenticias y
farmacéuticas, estos consisten principalmente en &cido organicos, peréxido de hidrégeno,
diéxido de carbono, diacetilo, acetaldehido, isomeros de aminoacidos y bacteriocinas con
actividad antibacteriana, antiflngica y antiparasitaria®, diferenciandose de acuerdo al
tipo de mecanismo que exhiben como inespecificos (acidos organicos, diacetilo, acetaldehido,
dioxido de carbono, perdxido de hidrogeno) o especificos (reuterina, BLS, isdbmeros de

aminoacidos y bacteriocinas).
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2.2 Aguamiel y Pulque

El aguamiel es un liquido translucido, de color &mbar claro, dulce, de fluencia fresca y
ligeramente acido, con olor y sabor sui géneris. EI pulque es una bebida tradicional mexicana
producida y consumida en distintos estados del pais, su elaboracion data de la época
prehispanica siendo un simbolo de misticismo entre las distintas culturas. Esta bebida es el
producto de la fermentacion de la savia de distintas especies de maguey (A. americana, A.
atrovirens, A. feroz, A. mapisaga, A. salmiana) conocida como aguamiel, obteniendo un
liquido blanco, viscoso, con olor fuerte, ligeramente &cido y con un contenido alcohdlico de 4-
7° grados Gay Lussac, dicho proceso de fermentacion es llevado a cabo por un consorcio

microbiolégico que le confiere particularidades organolépticas y funcionales'>*®.

2.2.1 Diversidad microbianay bioguimica del proceso de fermentacion

La fermentacion del pulque es un proceso discontinuo que no requiere agitacion y se realiza
en condiciones no aseépticas. La fermentacion es llevada a cabo por un consorcio de
microorganismos presentes en el microbiota de la savia, en la acumulacion en el cajete y los
que se incorporan en la recoleccion, transporte, preparacion y manipulacion de

semillas®®!’.

En los primeros estudios microbioldgicos realizados al pulque, se identificd la presencia de
BAL homo y heterofermentativas (Lactobacillus sp. Leuconostoc mesenteroides Yy
Leuconostoc dextranicum), la levadura (Saccharomyces cerevisiae) como S. Carbajali y la a-
proteobacteria (Zymomonas mobilis) como Pseudomonas lindneri*®. Los productos
metabolicos que generan estos microorganismos durante la fermentacion sirvieron de
referencia para determinar la microbiota esencial y el proceso para la obtencion de pulque, a
partir de esto, el grupo de investigacion de Sanchez Marroquin obtuvo una bebida fermentada
con las mismas caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas (aroma, sabor, contenido
alcohdlico, acidez y viscosidad), con un inoculo mixto de los microorganismos

(mencionados con anterioridad) y una fermentacién controlada de aguamiel *°.
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Por otra parte, a través de estudios minuciosos de la diversidad microbiana del pulque, se
sugiere una clasificacion de acuerdo con las principales caracteristicas organolépticas
presentes durante la fermentacion de la savia del maguey y los aspectos metabodlicos de los
microorganismos involucrados en esta:

)] Bacterias productoras de acido (principalmente BAL y Acido Acéticas (BAA))

) Microorganismos productores de alcohol (principalmente S. cerevisiae y Z.

mobilis)
I11)  Bacterias productoras de dextranos y fructanos (L. mesenteroides y Z. mobilis)

IV)  Microorganismos putrefactivos (géneros de a- proteobacterias)

Los microorganismos involucrados en el proceso de fermentacion del pulque se han aislado
sistematicamente en la meseta central de México™®*’. En la actualidad el papel especifico de
diversos microorganismos, particularmente los dominantes en la fermentacion de aguamiel y
pulgue, y los que participan en la produccién de aminoécido esenciales, vitaminas y una

variedad de compuestos volatiles, siguen siendo objeto de estudio®®.

2.2.2 Bioquimica de la fermentacion

Los estudios de aguamiel y pulque han revelado una compleja diversidad de microorganismos,
que varia de acuerdo a su origen geografico y a la especie de maguey, por mencionar
algunos factores, lo que ha llevado a proponer una clasificacién de la fermentacion del pulque
en funcidn sus las propiedades sensoriales, los principales productos metabdlicos obtenidos
durante el proceso (acidos organicos, etanol, fructanos, dextranos, y acido acético) y los

microorganismos identificados con mayor abundancia en el pulque (BAL, levaduras, BAA).

I.  Fermentacion acida: desempefiada principalmente por BAL homo vy
heterofermentativas, como especies de Lactobacillus sp. y Leuconostoc sp.'**"*#° Dada
por el metabolismo de carbohidratos a través de la ruta catabolica de glucosa disponible
para piruvato, la ruta Embden-Meyerhof, y su posterior conversién a acido lactico y otros

como &cido acético, CO, y etanol**%°.
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Il.  Fermentacion alcohdlica: llevado a cabo por S. cerevisiae y en menor grado la a-
proteobacteria Z. mobilis, a partir del metabolismo de carbohidratos como la sacarosa,
glucosa y fructuosa en aguamiel. La bacteria Z. mobilis convierte azicares fermentables

eficazmente en etanol y CO,, por la via Entner-Doudoroff®?,

I11.  Sintesis de Extra Polisacaridos (SEP): realizada por especies de Leuconostoc,
incluyendo L. mesenteroides y L. kimchii, y resultado de la produccién exopolisacaridos
de dextranos y fructanos a partir del metabolismo de la sacarosa y a través de enzimas

como glucosil- y fructosiltransferasas, respectivamente?*?*,

IV. Fermentacion &cido acética: proceso desempefiado probablemente BAA, como las
especies de Acetobacter y Gluconobacter'®. Las BAA producen &cido acético como
producto principal de la oxidacion de azlcares, alcohol de azlcares y etanol, llevadas a
cabo por la actividad enzimatica de las enzimas alcohol- y aldehido- deshidrogenasas
ubicadas en la membrana externa de G. oxydans que cataboliza preferentemente
azucares, y Acetobacter sp. en menor medida, también, estas bacterias son capaces de
producir &cido glucuroénico y oxidan varios acidos organicos, incluyendo el acido lactico

a CO,y agua®*.

En la Tabla 2 se muestran los microorganismos actualmente caracterizados en aguamiel y

pulque.

Tabla 2.- Tabla de la diversidad microbioldgica aislada e identificada del pulque y aguamiel.

Bacteria Levaduras/ Fungi Principales rasgos metabdlicos que

definen las propiedades sensoriales de
aguamiel y pulque

Lactobacillus sp. Leuconostoc  Saccharomyces cerevisiae Microorganismos esenciales responsables
mesenteroides, L. dextranicum de la produccion del &cido (4cido
Zymomonas mobili lactico), alcohol y SEP.



Acetobacter aceti, A. aceti subsp.
xylinus, Bacillus simplex, B. subtilis,
Cellulomonas sp., Escherichia sp.,
Kokuria rosea, Lactobacillus sp., L.
delbrueckii, L. vermiforme,
Leuconostoc sp., L. mesenteroides
subsp. dextranicum, L. mesenteroides
subsp. mesenteroides, Macrococcus
caseolyticus, Micrococcus luteus,
Sarcina sp., Z. mobilis subsp. mobilis.

El analisis de las bibliotecas de clones
del 16S ADNr permiti6 identificar a
Lactobacillus acidophilus, L. kefir, L.
acetotolerans, L. hilgardii, L.
plantarum, Leuconostoc
mesenteroides subsp. Mesenteroides,
L. pseudomesenteroides, Acetobacter
pomorum, Gluconobacter oxydans,
Zymomonas mobilis, Flavobacterium
jhonsonae, Hafnia alvei.

La combinacion de un cultivo vy
bibliotecas de 16s ADNr permitié
identificar aquellos microorganismos
presentes en  aguamiel  recién
recolectado y durante 6 h de
fermentacion a-proteobaceria:
Acetobacter malorum?®, A. orientalis®,
Z. mobilis subsp. Pomaceae®, y-
Proteobacteria: ~ Citrobacter  sp.,
Enterobacter sp.?, E. agglomerans®,
Erwinia rhapontici®, Kuyvera
acorbata®, K. cochleae®, Providencia
sp.?, Serratia grimensii?,
Acinetobacter radiosistens”,
Estereofotoponia  sp®.  Firmicutes:
Bacillus sp.f, B. licheniformis®,
Lactobacillus sp.°, L. acidophilus®, L.
hilgardii®, L. paracollinoides®, L.
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Levaduras aisladas de aguamiel:
Candida lusitaneae,
Klyuveromyces marxianus var
bulagricus (+), S. cerevisiae

Levaduras aisladas de pulque: C.
valida  (+), S.  cerevisiae
(chevalieri), S. cerevisiae

(capensis), K. marxianus var lactis

(+).

Cryptococcus sp., Candida
parapsilosis, Clavispora
lusitaniae, Debaryomyces

carsonii, Hanseniaspora uvarum,
Kluyveromyces lactis, K.
marxianus, Geotrichum candidum,
Pichia sp., P. guilliermondii, P.
membranifaciens, Rhodotorula sp.,
R. mucilaginosa, Saccharomyces

bayanus, S.  cerevisiae, S.
pastorianus, Torulaspora
delbrueckii

S. cerevisiae®

Varios aislamientos de C. valida, S.
cerevisiase (chevalier) aislados de pulque
pudieron resistir a> 10% de alcohol.
Potencial relevancia en la produccion de
etanol durante la fermentacion vy
resistencia a toxinas asesinas.

Microorganismos esenciales responsables
de la fermentacion lactica y acética (BAL
y BAA), la fermentacion alcohdlica (Z.
mobilis y S. cerevisase), la produccion de
SEP (Leucocnostoc sp.) y bacterias
putrefactivas.

La bacteria homofermentativa L.
acidophilus fue identificada como el
microorganismo mas abundante en tres
muestras  analizadas de diferentes
origenes geogréaficos, lo que sugiere un
posible papel esencial en la fermentacion
del &cido lactico. L. mesenteroides estuvo
presente en baja proporcion respecto a
los Lactobacillus, Z. mobilis y BAA
fueron detectadas en bajo porcentaje o
ausentes. Posible presencia de bacterias
putrefactivas o contaminantes.

Leuconostoc citreum y L. kimchi especies
de BAL fueron identificadas de manera
abundante aguamiel y pulque
previamente fermentado, L. acidophilus y
L. mesenteroides fueron las BAL mas
abundantes durante 6 h de fermentacién.
E. agglomerans no perteneciente a las
BAL, fue la mas abundante durante las
primeras 3 h de fermentacion. Z. mobilis
y las BAA estuvieron ausentes en
aguamiel, pero se detectaron en bajas
proporciones durante el proceso de
fermentacion. La cuenta total de BAL y
bacterias mesofilicas aerobias (UFC/mL),
fueron constantes durante 6 h de
fermentacion. La cuenta total de
levaduras (UFC/mL) detectada en
aguamiel aumento después de mezclar
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sanfranciscensis®, Lactocoocus sp.?, L. aguamiel con pulque fermentado,
lactis, L. lactis susp. lactis?® incrementando hasta las 3 h y se mantuvo
Leuconostoc kimchi®, L. citreum®, L. hasta el final de la fermentacidn.

gasocomitatum®, L. mesenteroides®, L.
pseudomesenteroides®,  Pediococcus
urinaeequi?, Streptococcus deviesei®.

23 ETA

Son enfermedades originadas por la ingesta de alimentos 0 agua que contengan agentes
etioldgicos en cantidades suficientes para afectar la salud del consumidor en nivel individual
0 en grupos de poblacion. Los principales sintomas son caracterizados por: diarrea, vomitos,

nauseas, dolores abdominales, dolores musculares, dolores de cabeza y fiebre®.

2.3.1 Bacterias causantes de Enfermedades Transmitidas por Alimentos de mayor
importancia en México.

La falta de inocuidad alimentaria en México representa un severo problema que hasta ahora
sigue pasando desapercibido. Las normas mexicanas con las que se cuenta para la deteccion de
microorganismos patogenos, indicadores y/o deterioradores presentes en alimentos son
escasas, centrdndose en bacterias como los patotipos de E. coli, S. enterica, L.
monocytogenes, Vibrio choleare y Staphylococcus aureus. La falta de inversion en
investigaciones de ETA propias del pais genera bajo desarrollo econémico, pérdidas humanas,
materias primas y costos elevados en el control de brotes y se presenta como un problema de

caracter mundial.

Las bacterias causantes de ETA de mayor importancia en México, descritas hasta ahora, de
acuerdo con la Foodborne Disease Burden, pertenecen al grupo de enfermedades entéricas
como: Aeromonas sp., E. coli Enterohemorriagica (ECEH), E. coli enteropatdégena (ECEP),
E. coli enterotoxigenica (ECET), E. coli enteroinvasiva (ECEI), E. coli enteroagregativa
(ECEAQ), Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae serovares 01/0139, V. parahaemolyticus,
V. vulnificus, Salmonella enterica subsp. enterica, serovar Typhi/ Paratyphi, Salmonella

enterica subsp. enterica spp. no tifoidea, Shigella dysenteriae, Yersinia enterocolitica,

11
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monocytogenes, B. cereus, y S. aureus %°.

El grupo de las bacterias causantes de ETA es muy diverso, de distinto Gram y mecanismo de
accion; relacionandose de acuerdo con el tipo de patogenia que originan como causantes de

infecciones superficiales, invasivas, toxiinfecciones e intoxicaciones.

Las infecciones superficiales son producidas por bacterias con factores de virulencia asociados
a membranas, como antigenos somaéticos (O), flagelar (H) o capsular (K), por otra parte, las
infecciones de tipo invasivas son causadas por bacterias que poseen la capacidad de
introducirse en una célula especifica del sistema digestivo para proliferar y diseminarse, como
L. monocytogenes y S. enterica serovar Typhi. Las toxiinfecciones son originadas por
bacterias que poseen factores de adherencia, y una vez adheridas a las células
gastrointestinales estas sintetizan exotoxinas capaces de hacer un cambio fisiologico a estas
como la toxina colérica o las toxinas Shiga (TxsS) producida por E. coli O157:H7 y por
ultimo se encuentran las bacterias responsables de intoxicaciones alimentarias, donde la
patogenia esta directamente ligada con la ingesta Unicamente de toxinas generadas por las
bacterias al proliferar en el alimento, por ejemplo, las toxina emética sintetizada por B.

cereus Y la toxina estafilocécica sintetizada por S. aureus 2.

2.3.2 Caracteristicas generales de Listeria monocytogenes

Es una bacteria bacilar Gram positiva, descrita por Joseph Lister (1827-1912), no forma
esporas, anaerobica facultativa, puede crecer a temperaturas bajas (0°C), posee motilidad
via flagelos a 30°C, pero no a 37°C, catalasa y oxidasa negativa, expresa beta- hemolisina y
crece en un rango de pH 4-9.6.

Existen 13 patotipos de L. monocytogenes de los cuales mas del 90% de los aislados en
humanos pertenece a solo tres: 1/2a, 1/ 2b y 4b, este Gltimo serotipo es responsable del 33% de
casos humanos esporadicos en todo el mundo, asi mismo, este microorganismo es capaz de
causar enfermedades de distinta indole dependiendo de su estadia, conociéndose como

listeriosis cuando es de caracter invasivo o gastroenteritis febril cuando esto no sucede,
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siendo un microorganismo intracelular facultativo. Las manifestaciones clinicas de listeriosis
incluyen septicemia, meningitis (0 meningoencefalitis), neumonia, e infecciones
intrauterinas o cervicales en mujeres embarazadas, que pueden provocar aborto
espontaneo (del segundo al tercer trimestre de embarazo) o muerte fetal. Los sintomas
gastrointestinales, como nauseas, vomitos y diarrea, pueden preceder en las formas mas graves

de listeriosis o pueden ser los Unicos sintomas expresados.

Los alimentos que se asocian con casos de listeriosis son: leche cruda o mal pasteurizada,
queso suave (poco tiempo de maduracién), con un pH > 5, helados, verduras crudas como
ensalada de col, alfalfa, carne de res, aves, y pescado (crudos, cocinados, ahumados y
fermentados). La dosis infectiva varia de acuerdo con el serotipo de la cepa y con la
susceptibilidad del consumidor, en grupos de riesgo como inmunocomprometidos o
inmunosuprimidos es de 10? células viables y en caso de poblacién sana aumenta a 10%

teniendo una tasa de mortalidad del 20-30% 2°*°,

2.3.3 Caracteristicas generales de Salmonella enterica subsp. enterica, serovar typhi (S.
enterica serovar typhi)

Es una bacteria Gram negativa, con forma de baston e intracelular, anaerobio facultativo,
el género fue descrito por Theobald Smith (1859-1934) - Daniel EImer Salmon (1850-1914).
No forma esporas, con movilidad a través de flagelos peritricos, quimiétrofos, crece en un
rango de pH 3.8-9.5, obtienen su energia de reacciones de oxidacion y reduccion usando
fuentes organicas, y cuyo reservorio natural es el ser humano.

Este microrganismo origina la enfermedad conocida como fiebre tifoidea o simplemente
tifoidea, esta es una infeccién que puede presentarse de seis a treinta dias después de la
exposicion con el agente etioldgico. Las manifestaciones clinicas que se presentan con mayor
frecuencia son: la aparicion gradual de fiebre alta durante varios dias, dolor abdominal,
debilidad, estrefiimiento y dolor de cabeza, los vomitos no suelen ser graves y la diarrea es
poco comun y en los casos severos se puede presentar confusion®.

Los alimentos que se asocian con casos de tifoidea son: leche cruda o mal pasteurizada,

alimentos congelados, huevo, carne de hamburguesa, pollo, agua, helado de crema, queso

13



:Qay) - Universidad Autonoma de Puebla
Facultad de Ciencias Quimicas

cheddar, chocolate y agua. Con una dosis infectiva 10%-10° células viable /g en pacientes
sanos, y de acuerdo con las estimaciones realizadas por la OMS, cada afio se enferman entre
11 y 20 millones de personas, de las cuales fallecen entre 128,000 y 161,000,

2.3.4 Caracteristicas generales de Escherichia coli enterohemorriagica serotipo
0157:H7 (EHEC O157:H7)

Es una bacteria Gram negativa, anaerobia facultativa con forma de baston, no forma
esporas, crece en un rango de pH 4.4-6.7, el género fue descrito por primera vez por Theodor
Escherich (1857-1911). La mayoria de las cepas de E. coli son inofensivas, colonizan el tracto
gastrointestinal de humanos y animales como biota normal, sin embargo, existen cepas que
han evolucionado al adquirir factores de virulencia a través de plasmidos, transposones,
bacteriéfagos y/o islas de patogenicidad y clasificAndose en funcion de estos: ECEH, ECEP,
ECET, ECEl y en ECEAg Yy en ECEH que se define como un patotipo sintetizador de toxinas
Shiga causante de la colitis hemorréagica y el sindrome urémico hemolitico en humanos.
La caracteristica distintiva de la colitis hemorragica producida por ECEH es el desarrollo de
diarrea sanguinolenta varios dias después del inicio de la diarrea no hemorragica y dolor
abdominal, no hay presencia de fiebre o se presenta en baja intensidad. La patogenia de la
enfermedad esta relacionada con al menos dos factores de virulencia bacteriana:
moléculas de adhesidn y la produccion citotoxinas. El sindrome urémico hemolitico (SUH)
tipico, es una enfermedad causada por cepas virulentas productoras de toxinas Shiga de E. coli
(ECTS), donde el cuadro clinico incluye anemia hemolitica microangiopética,
trombocitopenia y sindrome de disfuncion multiorganica y afecta principalmente el rifion,
sistema digestivo, nervioso y en ocasiones corazon y pancreas. ECEH al colonizar el intestino
y dafar la barrera epitelial, libera las toxinas al torrente sanguineo provocando dafio en las
células diana de los distintos 6rganos, como la insuficiencia renal, la cual, actualmente no

existe un tratamiento efectivo para la enfermedad>%,
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Los alimentos asociados a infecciones causadas por EHEC, son carnes cruda y mal procesada,
germinados, verduras, jugos no pasteurizados, leche cruda, algunos productos lacteos y
carnicos fermentados, teniendo una dosis infectiva 10°-10' células viable /g en pacientes
sanos. El 10% de los pacientes con infeccion por ECTS, pueden desarrollar la SUH, con una
tasa de letalidad de 3-5% de manera global, de los cuales el 50% de los sobrevivientes,
suelen tener complicaciones post-infeccion como insuficiencia renal crénica, hipertension y

padecimientos neuronales®.

2.3.5 Caracteristicas generales de Staphylococcus aureus

Es una bacteria Gram positiva, dispuesta en pares o racimos, anaerobio facultativo,
catalasa positiva, no forma esporas, crece en un rango pH 4-9.6, descrita por primera vez
por Sir Alexander Ogston (1844-1929) y nombrada por Friedrich Julius Rosenbach (1842-
1923). Existen cepas de S. aureus que a menudo promueven infecciones cutéaneas,
respiratorias, intoxicacion alimentaria y debido a la aparicién de cepas resistentes a la
meticilina (SARM) se ha convertido en un problema en salud clinica, alimentaria y
hospitalaria a nivel mundial. La intoxicacién alimentaria estafilocdcica (IAE), se origina
cuando se consumen alimentos contaminados con las enterotoxinas estafilocécicas, que
forman parte del grupo conocido como: superantigenos toxina pirogénicos (PTSAgs), que
causan gastroenteritis, estimulan el peristaltismo intestinal y el sistema nervioso central,
esto se manifiesta a través de vomitos, que acompafian a la enfermedad gastrointestinal®.

Los alimentos involucrados con intoxicaciones estafilococias son: jamon, carnes curadas,
rellenos de pastel, queso fresco, leche cruda, yema de huevo, puré de papa y pollo cocido; ain
no se han reportado estimaciones de la dosis especifica, sin embargo, en 2003 Asao et al.,
reportaron una dosis de 20 a 100 nanogramos en un brote de IAE por persona en Japén. La
tasa de letalidad es baja y s6lo se han descrito casos en Estados Unidos de América y la regién

de paises bajos?*.

2.3.6  Caracteristicas generales de Bacillus cereus
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Es una bacteria Gram positiva en forma de bastén alargado, aerobia o anaerobia facultativa,
movil, beta- hemolitica y forma endoesporas en posicién central o paracentral, crece en un
rango de pH 2-11. Es un microorganismo saproéfito presente en animales y plantas,
descrito como causante de intoxicaciones por Steinar Hauge (1914-1976) y produce al menos
7 tipos de toxinas: la cereulida (toxina emética), tres enterotoxinas (hemolisina BL o HBL,
no- hemolitica o0 NHE y enterotoxina T o EntT), y tres fosfolipasas, las cuales son causantes
del sindrome emético y diarreico. Actualmente se investiga su comportamiento como
patdgeno oportunista por su alta resistencia a métodos de desinfeccion, esterilizacion y

conservacion de alimentos®’.

El sindrome emético se caracteriza por nauseas y vomitos, estos sintomas se desarrollan
entre 1 a 5 h del consumo del alimento contaminado con la toxina preformada, ésta estimula el
nervio vago aferente a través de la union con el receptor de serotonina. La toxina es un
depsipéptido Ilamado cereulida, su produccion ocurre en la fase estacionaria del crecimiento
del microorganismo, y se acumula en el alimento a medida que transcurre el tiempo®.

Los alimentos relacionados con la intoxicacion son: carne, leche cruda, en polvo, fermentada
0 pasteurizada, frutas, verduras budines, jamones enlatados, alimentos desecados, margarinas,
comida china y helados de crema. En 2005, se obtuvo una concentracion 1.6 microgramos de
toxina/g de alimento, de la toxina emética en un brote de intoxicacion alimentaria por B.
cereus, en Finlandia, pero no se han reportado muertes por sindrome emético causado por este

microorganismo®.
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3.0 Marco de Referencia

Escalante et al., 2004 realizaron la primera identificacion de la diversidad microbiana detras
de la fermentacion del pulque mediante el analisis secuencial de biblioteca de clones de ADNTr
16s de tres muestras distintas de pulque provenientes de diferente demografia, de la cual como
resultado de la identificacion de la diversidad bacteriana obtuvo un dominio del 80.97%, de
especies de Lactobacillus, como L. cepa ASF360, L. kefir, L. acetotolerans, L. hilgardii, L.
plantarum y Leuconostoc pseudomesenteroides®.

En el 2004 Forney et al., describen una secuencia de oligonucledtidos de amplio espectro para
la amplificacion del gen ARNr 16s empleado en la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) conocidos como primers universales (E9F y E939R) y utilizados en la
identificacion genotipica de bacterias*’.

Balouri et al., en el 2016, describen distintas metodologias para la de evaluacion in vitro de la
susceptibilidad antimicrobiana, como la técnica de difusién en agar en pozo en el cual se
deposita en un volumen del agente antimicrobiano en una placa preformada con la cepa
desafiante se incuba en condiciones dptimas y se evalla a través de la presencia de halos
inhibicion después de un periodo de tiempo establecido *.

Giles- Gomez et al., en el 2016 llevaron a cabo la evaluacion probi6tica de una cepa aislada de
pulque identificada como Leuconostoc mesenteroides P45, donde se determind su actividad
antimicrobiana frente a bacterias asociadas a enfermedades gastrointestinales como E. coli
enteropatdégena (EPEC), L. monocytogenes y S. enterica serovar typhi y typhimurium via in
vitro y a traves de ensayos de difusion en agar en donde obtuvieron halos de inhibicion de 6.5

a 8.5 mm de los extractos fermentados libres de células®.
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4.0 Planteamiento del Problema

En la estimacion de la OMS sobre la carga mundial de ETA realizada en el 2015, se sefiala
que existen aproximadamente 600 millones de casos de ETA anualmente, provocando 420 000
muertes y de las cuales los agentes causantes de enfermedades diarreicas son responsables de
aproximadamente 230, 000 muertes. En América 77 millones de personas padecen de ETA al
afio y 9, 000 perecen. Desafortunadamente en México no se cuenta con la informacién
suficiente para calcular problema de salud publica que genera el consumo de alimentos
insalubres, asi como la disminucion de la calidad de vida, gastos gubernamentales e
industriales para el tratamiento, control y/o prevencion de las enfermedades y brotes. De los
distintos factores que pueden originar ETA, las bacterias son los microrganismos responsables
de un gran ndmero de patologias como las enfermedades diarreicas y sus complicaciones
(fiebre tifoidea, SHU, listeriosis, etc.). Actualmente en México se han identificado como
agentes etioldgicos causantes de enfermedades por consumo de alimentos a patotipos y
especies de los géneros: Escherichia, Yersinia, Vibrio, Salmonella, Shigella, Listeria,
Brucella, Clostridium y Staphylococcus, presentes en una gran diversidad de alimentos y
ecosistemas.

Partiendo de la diversidad microbioldgica de bacterias lacticas presente en el aguamiel y
pulque y los estudios reportados acerca su actividad antimicrobiana frente a cepas asociadas a
enfermedades gastrointestinales se planted aislar, evaluar e identificar bacterias lacticas con
actividad antimicrobiana frente a bacterias asociadas a ETA (S. enterica serovar typhimurium
ATCC 14028, E. coli O157:H7 ATCC 70092, S. aureus ATCC 25923, B. cereus y L.

monocytogenes). Sugiriendo el planteamiento de la siguiente pregunta cientifica:

¢Existe actividad antimicrobiana de bacterias acido lacticas aisladas de aguamiel y

pulgue frente a bacterias asociadas a ETA?
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5.0 Justificacion

Las ETA representan un problema de salud mundial, existen 600 millones de casos al afio que
generan baja calidad de vida,, enfermedades cronicas, gastos, y muertes cada afio, por ello es
necesario contribuir con investigaciones como la identificacion de BAL con actividad
antimicrobiana en aguamiel o pulque, que forman parte de nuestros alimentos en México,
para ofrecer alternativas de prevencion, contribuyendo a la mejora de la calidad de vida, la
reduccion de gastos, y sobre todo de enfermedades crénicas y muertes. Estas alternativas
pueden darse a través de la creacion de métodos de conservacion de alimentos, estudios in vivo
e in vitro del efecto probidtico de las BAL, desarrollo de alimentos funcionales,
caracterizacion de los metabolitos con actividad antimicrobianas, suplementos alimenticios,

entre otras cosas, de facil acceso y seguras.
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6.0 Objetivos

General:

1.

Identificar BAL aisladas a partir de aguamiel y pulque con actividad antimicrobiana frente
a bacterias asociadas a ETA.

Especificos

1.

Identificar fenotipicamente colonias con caracteristicas pertenecientes al grupo de
bacterias lacticas a través de la descripcion macroscopica y microscépica de colonias
aisladas, con el uso de un medio selectivo (BD Difco ™ MRS)), la técnica de tincion de
Gram y pruebas de oxidasa y catalasa.

Evaluar actividad antimicrobiana, a traves ensayos de difusion en agar del extracto libre
de células de colonias aisladas y pre caracterizadas, frente a cepas asociadas a ETA como
S. enterica serovar typhimurium ATCC 14028, E. coli 0157:H7 ATCC 70092, S. aureus
ATCC 25923, B. cereus y L. monocytogenes, previamente caracterizadas por el
departamento de microbiologia.

Identificar genotipicamente cepas de mayor espectro de inhibicion, a través de la
amplificacion del gen 16s rRNA, con el empleo de la técnica PCR, corrimiento
electroforético y secuenciacion de los productos, recuperados de la electroforesis a traves
del Kit de purificacion Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (ZYMO RESEARCH).
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7.0 Hipdtesis

HO: No existe actividad antimicrobiana de las BAL aisladas de aguamiel y pulque frente a
cepas bacterianas asociada a ETA.

H1: Existe actividad antimicrobiana de las BAL aisladas de aguamiel y pulque frente a cepas
bacterianas asociada a ETA.
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8.0 Disefio del Estudio

a) Tipo de estudio
El tipo de estudio se orienta segun el analisis de los resultados y su alcance, como un estudio

prospectivo, trasversal, descriptivo y observacional.

b) Universo del estudio

BAL aisladas de 2 muestras de aguamiel y 2 muestra de pulque.

¢) Tamafo de muestra
e 15 cepas presuntivas BAL aisladas de aguamiel.
e 15 cepas presuntivas BAL aisladas de pulque.
e 5 cepas asociadas a ETA (S. enterica serovar typhimurium ATCC 14028, E. coli
0157:H7 ATCC 70092, S. aureus ATCC 25923, B. cereus y L. monocytogenes).

d) Sedey lugar del estudio

Departamento de Microbiologia. Facultad de Ciencias Quimicas, BUAP.

e) Criterios de seleccion
Inclusion:
1. Colonias que presenten las siguientes caracteristicas en agar MRS en condiciones
de aerofilia y microaerofilia; forma: puntiforme, irregular o circular de 2-
5mm;borde: entero o lobulado; elevacién: convexa y elevada; textura: lisa o rugosa.
2. Bacterias con morfologia bacilar corta, cocoide o cocobacilar Gram positivas, sin
formacion de esporas, no moviles, catalasa y oxidasa negativas.
3. Aislados que presenten halos visibles de inhibicién en los ensayos de antagonismo
frente a las bacterias asociadas a ETA: E. coli O157:H7 ATCC 70092 y S.
aureus ATCC 25923, S. enterica serovar typhimurium ATCC 14028, B. cereus y L.

monocytogenes.
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Exclusion:

e Cepas que no cumplan con los criterios de inclusion

f) Recursos humanos
Directora: M.C Laura Martinez Pérez.
Asesor:  D.C Juan Carlos Benitez Serrano.

Tesista: pQFB. Ricardo Carrasco Torres.

g) Recursos financieros

Aportados por la directora y el asesor de tesis.

h) Disefio estadistico

Estadistica descriptiva: Tablas de datos.
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9.0 Material y Metodologia

9.1 Identificacion fenotipica

Un total de 4 muestras fueron analizadas, 2 muestras de aguamiel y 2 de pulque, las cuales se
inocularon por duplicado en alicuotas de 1mL en tubos con caldos MRS, que es un medio
selectivo, y se incubaron a 37°C por 48h. Posteriormente se sembraron asadas por estria
cruzada en agar MRS dejandose incubar en condiciones de aerobiosis y microaerofilia a 37°C
hasta la aparicion de unidades formadoras de colonias (UFC). La seleccidén de colonias se
realiz6 bajo los siguientes criterios de la descripcion macroscopica: forma, borde, elevacion,
textura y caracteristicas secundarias: pigmentacién, olor consistencia y comportamiento
6ptico*, y las caracteristicas coloniales descritas para bacterias lacticas: forma: puntiforme,
irregular o circular de 2-5mm, bordes enteros o lobulados, con distinto tipo de elevacion
predominando la convexa y elevada, textura lisa®, a las cuales se les realizé tincién de Gram,
catalasa y oxidasa, conservando las colonias puras en agar MRS/48h/37°C.

Se utilizaron como controles de tincion la cepa S. aureus ATCC 25923 como Gram positivo y
P. aeruginosa ATCC 27853 como Gram negativo, para las pruebas de catalasa y oxidasa se
emplearon como controles la cepa P. aeruginosa ATCC 27853 como control positivo y L.

rhamnosus ATCC 9595 como control negativo.

9.2 Evaluacién de antagonismo

La existencia de actividad antimicrobiana de las colonias previamente aisladas se realizé por

640

la metodologia reportada por Balouri y colaboradores en el 2016™, descrito en el Esquema 3

y con los siguientes materiales:

Materiales Bioldgicos
e 15 cepas de aguamiel y 15 pulque.
S. aureus ATCC 25923.
E. coli O157:H7 ATCC 70092.
S. enterica serovar typhimurium ATCC 14028.
L. monocytogenes.
B. cereus.
Control positivo de inhibicion: Lactobacillus
paracasei KSI.
e Control negativo: Caldo MRS estéril.
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Metodologia

Las presuntas cepas acido lacticas se inocularon en tubos con caldo MRS a 37°C por 48 h a
150 rpm, posteriormente se centrifugé el caldo crecido a 4,500 rpm/4°C por 30 min, y se filtrd
por membrana (0.22 um), para obtener el extracto libre de células, en tubos de Eppendorf de
2mL. Por otra parte, se sembraron las cepas desafiantes asociadas a ETA (S. enterica serovar
typhimurium ATCC 14028, E. coli O157:H7 ATCC 70092, S. aureus ATCC 25923, B. cereus
y L. monocytogenes) en placas de agar soya y tripticaseina (BD Difco ™ AST) a 37°C/ 24 h
para la obtencion de colonias frescas y puras. Se gener0 una base previa con 13mL de agar
Mueller Hinton (BD Difco ™ AMH), en el cual se montaron los tubos de vidrio, en seguida se
vertié una segunda base de AMH el cual contenia 1mL de la suspension bacteriana ajustada al
0.5 del estandar de Mac Farland preparada con SSI de la correspondiente cepa desafiante en
un tubo Falcon previamente atemperado con AMH, al retirar los tubos de vidrio con pinzas
estériles, se depositaron 150 uL de extracto libre de células en cada pozo, dejandose incubar a
37°C/24 h, para finalmente registrar la presencia de halos de inhibicion.

Las cepas aisladas que presentaron halos visibles de inhibicién frente a las bacterias
desafiantes se mantuvieron en agar MRS y se conservaron mediante el método de baja
congelacion, para su resguardo. Recuperando cepas lacticas conservadas hasta 24 meses en
congelacion, bajo el siguiente protocolo:

1. Inocular una asada de las cepas en tubos con 3 mL de caldo MRS e incubar
37°C por 24h.

Dispensar 1.5 mL de caldo crecido en tubos Eppendorf de 2 mL.

Centrifugar a 11,000 revoluciones por minuto (rpm) durante 3 min.

Recuperar el paquete celular.

Agregar 1.5 mL de caldo MRS al 20% de glicerol.

Congelar y conservar a -70°C.

S

El método de conservacion por baja congelacion consiste en la obtencién de una suspensién
celular adicionada con glicerol, para su resguardo en ultra congelacion (-70°C). El dafio celular
por la formacion de cristales durante la congelacion es disminuido con uso de sustancias no
electroliticas y de bajo pase molecular como el glicerol, que tiene un efecto crio protector
penetrador, a través de su incorporacion al citoplasma generando un ambiente hipertonico, la
célula libera moléculas de agua con el fin de equilibrar su gradiente osmético, posteriormente,
incorpora agua de acuerdo con la concentracion de glicerol en el citoplasma, disminuyendo la

incorporacion de glicerol con relacion al decremento de la temperatura.
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9.3 Identificacién Genotipica

La identificacion molecular se realiz0 mediante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) con el proposito de amplificar el gen que codifica para la subunidad
ribosomal 16S, molécula propuesta por Carl R. Woese (1928-2012) para la construccion de
arboles filogenéticos, gracias a que se presenta como una familia de multigenes conservada
que actua como marcador eficiente de evolucion. Para la realizacion de esta técnica se hizo
uso de los oligonucleétidos de amplio espectro reportados por Forney y colaboradores en el
2004", para la amplificacion y secuenciacion del ARNr 16s, (E9F: 5'-
GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3" y E939R: 5 -CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC-3),

primers previamente disefiados y bajo el diaGrama de trabajo de la Esquema 4.

9.3.1 PCR de colonia.
La identificacion molecular se realiz6 bajo el método PCR de colonia y a través del siguiente
protocolo y condiciones de reaccion:

Protocolo:

1. Enun tubo Eppendorf, agregar 25 pL del MIX de reaccion (PCR Master Mix
2X Thermo scientific).

2. Agregar 1 pL de los cebadores EO9F [25pm/ul] y E939R [25pm/ul],
respectivamente.

3. Resuspender en el tubo una UFC de fresca y pura, como molde.

Completar un volumen final de 50 pL con agua libre de nucleasas.

5. Incubar en termociclador, bajo las siguientes condiciones de reaccion.

&

Condiciones de reaccion:

1. Desnaturalizacion inicial: 94°C/2 min

2. 35 ciclos de amplificacion con desnaturalizacién: 94°C/30 s
Alineamiento: 55°C/30 s.

Extension: 72°C /1.30 min.

Extension final: 72°C /10 min.

ok w
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9.3.2 Electroforesis de ADN en gel de agarosa al 1%.

La amplificacion del gen se evalu6 mediante el uso de la técnica de electroforesis en gel de
agarosa al 1%, solucion buffer Tris-Acido acético- EDTA a 1x (TAE 1X) y con el marcador
de peso molecular GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific, este se reveld con
bromuro de etidio y luz ultravioleta. Utilizando a la cepa L. paracasei KSI como control

positivo y agua libre de nucleasas como control negativo.

9.3.3 Purificacion del gel.
Los productos de PCR se purificaron a partir del gel de agarosa utilizando el Kit de
purificacion Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (ZYMO RESEARCH) y siguiendo las

especificaciones de fabricante.

9.3.4 Secuenciacion de ADN.

Los productos de la electroforesis de la PCR de colonia de las cuatro colonias (Agl.13A,
Agl.18M, Agl.23M y Agl.27M) que presentaron actividad antimicrobiana asiladas de
aguamiel, se enviaron a la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de
la UNAM y posteriormente se realizo el analisis de los electroferoGramas obtenidos mediante

la base de datos de European Molecular Biology Laboratory.
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10.0 Esquema General de Trabajo
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Esquema 2.- Esquema para la identificacion fenotipica.
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1
Fuente : “Bacterias acido lacticas "EcuRed.,2018.
2 6 7
Fuente : Séenz, T. A., & Gorbefia, J. C. R. .2008 .; Taxonomy Browser,2018 .
3
Fuente : Vargas, F. T., & Kuno V. A.,2014. 29
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Esquema 3.- Esquema de trabajo del ensayo de antagonismo por difusion en agar.

Obtencion de extracto libre de células Preparacion de las cepas desafiantes

Siembra de cepas de aguamiel y pulque

1 3]
4500 rpm/4°C/30 min

AST
Caldo MRS Extracto crudo 37°C/24h
37°C/48h/150rpm
Filtracion
(0.22 um)
> Verter en
Depositar en pozo Placa AMH
150 uL
—_ > —
4 3
Extracto l 0.5 de McFarland
libre de células 8 4
Incubar (1.5x10° cél/mL)
37°C/24h

Fuente: Balouiri, et al.,2016.
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Esquema 4.- Esquema de trabajo para la identificacion genotipica de las cepas aisladas a partir de las muestras
de pulque y aguamiel.

Siembra de cepa de
prueba

PCR de colonia !

l

— Electroforesis

\4

Ausencia de amplicon Presencia del amplicon
apréx. 1000 pb

1 1

Descartar

Purificacién del gel

l

Secuenciacion de
ADN

l

Anadlisis de
secuenciacion

l

Conservar cepas

Fuente: Forney, et al., 2004*.
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11.0 Resultados y Discusion

11.1 Resultados obtenidos en la identificacion fenotipica de las BAL

Bajo la metodologia de investigacion se obtuvieron un total de 48 aislados a partir de las
cuatro muestras (2 muestras de pulque y 2 de aguamiel), estas compartian caracteristicas
macroscopicas similares entre ellas, como se especifica en la Tabla 3, al realizar la tincion de
Gram, pruebas de oxidasa y catalasa se pudieron descartar 18 muestras por presentar
morfologia reportada para levaduras, bacilar alargada, actividad de la enzima catalasa u
oxidasa, obteniendo un total de 30 colonias (como se muestra en la Tabla 4), con morfologia
bacilar corta dispuesta en pares, cadenas o racimos, predominando la disposicion en pares,
Gram positivas, oxidasa y catalasa negativas, sin aparente movilidad y sin formacion de
endospora, con capacidad de crecer a 37°C en ambiente de aerobiosis y microaerofilia, en la
Tabla 5 se muestran los resultados de la caracterizacion bioquimica y morfoldgicas de las 30

cepas.

Tabla 3.- Caracteristicas macroscopicas de las colonias aisladas de pulque y aguamiel

Caracteristicas Primarias Caracteristicas Secundarias

Forma: circular o puntiforme Pigmentacion: blanca
Bordes: entero o lobulado Olor: frutal o &cido
Elevacién: convexa Consistencia: lisa o rugosa
Textura: lisa o con curvas Comportamiento éptico:

o frente la luz transmitida: opaca o traslucida
o frente a la luz reflejada: brillantes u opacas

Tomado de Vargas y Kuno, 2014 *

Tabla 4.- Cantidad de colonias aisladas de las muestras de pulque y aguamiel con las caracteristicas
correspondientes al grupo de las BAL

Muestra Cantidad de colonias aisladas

Muestra de aguamiel 1 (Agl) 4
Muestra de Pulque 1 (PI1) 5
Muestra de aguamiel 2 (Ag2) 11
Muestra de Pulque 2 (PI2) 10
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Tabla 5.- Caracterizacién bioquimica y morfoldgica de las 30 colonias aisladas de aguamiel y pulque

Muestra

Agl

Colonia Gram Morfologia Catalasa Oxidasa
13A i Bacilos cortos - -
18M + Bacilos cortos - -
23M + Bacilos cortos - -
27TM 45 Bacilos cortos - -
1A + Bacilos cortos - -
5A + Bacilos cortos - -
3M i Bacilos cortos - -
8M 45 Bacilos cortos - -
13M 45 Bacilos cortos - -
1A + Bacilos cortos - -
4A 45 Bacilos cortos - -
5A 45 Bacilos cortos - -
6A T Bacilos cortos - -
TA 45 Bacilos cortos - -
M 45 Bacilos cortos - -
2M + Bacilos cortos - -
3M + Bacilos cortos - -
4M + Bacilos cortos - -
5M 1 Bacilos cortos - -
6M + Bacilos cortos - -
1A + Bacilos cortos - -
3A 1 Bacilos cortos - -
6A + Bacilos cortos - -
TA + Bacilos cortos - -
1M + Bacilos cortos - -
2M + Bacilos cortos - -
3M + Bacilos cortos - -
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4M + Bacilos cortos - -

5M + Bacilos cortos - -

- 8M + Bacilos cortos - -

Nota: Las pruebas se realizaron a partir de AST con 48 h de incubacion a 37°C. Donde A: condicion de
aislamiento en aerobiosis y M: condicién de aislamiento en microaerofilia.

Las colonias caracterizadas bioquimicamente y morfolégicamente, aisladas bajo los criterios
coloniales reportados para el grupo de las BAL® cumplieron con las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas reportadas para el orden Lactobacillales; bacilos cortos Gram
positivos dispuestos en pares, cadena o racimos, microaerofilos y aerotolerantes, mesofilos,
sin movilidad, ni aparente formacion de endosporas, sin actividad de la enzima catalasa y

oxidasa®,orden descrito dentro de la clase Bacilli del Filo Firmicutes®.

11.2 Resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad antimicrobiana de las BAL

11.2.1 EHEC 0O157:H7 ATCC 70092y S. aureus ATCC 25923

Después de las 24 h de cultivo de las cepas desafiantes en AHM (Figura 1).En otras placas de
agar MH fueron cultivadas las cepas de reto previamente estandarizadas y en estas placas se
generaron pozos donde se colocaron 150 pL de extracto libre de células obtenidos de cada una
las colonias aisladas de aguamiel y pulque frente a las cepas desafiantes EHEC O157:H7
ATCC 70092 y S. aureus ATCC 25923 tratadas de acuerdo con lo descrito anteriormente en la
metodologia referente al ensayo de antagonismo en difusion en agar. Los resultados obtenidos
se muestran en las Tablas 6 y 7, como control positivo se utilizd la cepa Lactobacillus
paracasei KSI 'y como control negativo caldo MRS estéril tratado bajo las mismas condiciones

de las colonias asiladas de pulque y aguamiel.

Figura 1.- Cultivo de cepas de desafio a 24 h en agar Mueller Hinton. A) EHEC 0157:H7 ATC 70092 y
B) S. aureus ATCC 25923.
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Didmetro del halo de Diametro del halo

Muestra Colonia inhibicion 1 de inhibicion 2
13A 14 14
18M 14 13
Agl 23M 14 15
27M 15 14
4A 12 11
6A 11 10
Ag2 7A 12 10
M 10 10
1A 10 9
3A 9 8
6A 9 9
TA 10 8
P12 M 10 9
Nota: 2M 10 10
3M 10 8
4aM 10 8
5M 9 12
8M 9 11
Control + = 15 14
Control - - - -

Control (+): Lactobacillus paracasei KSI y Control (-): Caldo MRS.
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Tabla 7.- Resultados obtenidos en el ensayo de difusion en agar frente a S. aureus ATCC 25923.

Diametro del halo de Diametro del halo
Muestra Colonia inhibicion 1 de inhibicion 2
(mm) (mm)

13A 13 12
18M 13 12
Agl 23M 14 12
27M 13 13
Control + - 14 13
Control - - - R

Nota: Control (+): Lactobacillus paracasei KSI, Control (-): Caldo MRS.

Al obtener los resultados anteriores enlistados en las Tablas 6 y 7, se eligieron unicamente las
colonias que presentaron los mejores halos de inhibicion frente a las cepas desafiantes
(Agl.13A, Agl.18M, Agl.23M, Agl.27M), Figura 2 por lo que fueron seleccionadas para los
siguientes ensayos de antagonismo (S. enterica serovar typhimurium ATCC 14028, B. cereus
y L. monocytogenes), las cepas que no presentaron inhibicion frente a EHEC O157:H7 ATCC
70092. y/o S. aureus ATCC 25923 fueron descartadas. Como se muestra en la Figura 3.

Ag1.18M Agl.23M

Aghl3A Agl.13A Agl.27TM

=
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Figura 2.- Ensayo de difusion en agar de las cepas aisladas de aguamiel frente a: a) EHEC 0157:H7 ATCC
70092 y b) S. aureus ATCC 25923. Control (+): Lactobacillus paracasei KSI y control (-): Caldo MRS.

Figura 3.- Fotos de los ensayos de antagonismo sin inhibicién de las cepas aisladas de pulque y aguamiel frente
a: A) EHEC 0157:H7 ATCC 70092 y B) S. aureus ATCC 25923.
11.2.2 Ensayos de antagonismo de las colonias Agl.13A, Agl.18M, Agl.23M y Agl.27TM
frente a S. enterica serovar typhimurium ATCC 14028, B. cereus y L. monocytogenes
Después de las 24 h de cultivo de las cepas desafiantes S. enterica serovar typhimurium ATCC
14028, B. cereus y L. monocytogenes en AMH (Figura 4). En otras placas de agar MH fueron
cultivadas las cepas de reto previamente estandarizadas y en estas placas se generaron pozos
donde se colocaron 150 pL de extracto libre de células obtenidos de las colonias Agl.13A,
Agl.18M, Agl.23M y Agl.27M vy tratadas de acuerdo con lo descrito anteriormente en la
metodologia referente al ensayo de antagonismo en difusion en agar, los resultados obtenidos

se muestran en la Tabla 8 y las Figuras5y 6 .
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Figura 4.- Cultivo de cepas de desafio a 24 h, en agar Mueller Hinton A) Salmonella enterica serovar
typhimurium ATCC 14028 B) B. cereus y C) L. monocytogenes.

Tabla 8.-Resultado de los ensayos de antagonismo realizados por duplicado de las colonias obtenidas de
aguamiel frente a S. enterica serovar typhimurium ATCC 14028, B. cereus, L. monocytogenes, EHEC O157:H7
ATCC 70092y S. aureus ATCC 25923

Halos de inhibicién presentados por:

Colonia
S. enterica serovar B. L. EHEC S. aureus
typhimurium ATCC cereus  monocytogenes O157:H7 ATCC 25923
14028 ATCC 70092
Agl.13A 13.0mm 14.5mm 13.0mm 14.0mm 12.5mm
Ag1.18M 13.5mm 14.0mm 13.5mm 13.5mm 12.5mm
AQg1.23M 12.5mm 15.0mm 13.5mm 14.5mm 13.0mm
Agl.27TM 12.5mm 15.0mm 11.5mm 14.5mm 13.0mm
Lactobacillus paracasei 13.5mm 15.0mm 13.0mm 14.5mm 13.5mm
KSI
Caldo MRS estéril - - - - -

Nota: se muestra el promedio de los halos de inhibicién en milimetros de los resultados.

A
K.

Agl.13A

Figura 5.- Ensayo de difusidn en agar de las cepas aisladas de aguamiel frente a: a) S. enterica serovar
typhimurium ATCC 14028 y b) B. cereus. Control (+): Lactobacillus paracasei KSI, control (-): Caldo MRS.
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NAgL13A  Aal.27M

Figura 6.- Ensayo de difusion en agar de las cepas aisladas de aguamiel frente a L. monocytogenes. Control (+):
Lactobacillus paracasei KSlI, control (-): Caldo MRS. a) Foto de frente sin distincion de inhibicion, b) foto frente

a luz, distincion de halos de inhibicién.

En la Tabla 8, se observan los diametros de las colonias aisladas de aguamiel, presentando los
mayores halos de inhibicion en B. cereus y EHEC O157:H7 ATCC 70092 (13.5 -15.0mm),
siguiéndoles S. enterica serovar typhimurium ATCC 14028 y L. monocytogenes (11.5-
13.5mm), por ultimo S. aureus ATCC 25923 (12.5-13.0 mm). De acuerdo con estudios
realizados B. cereus demostré un 63.6% de inhibicion in vitro frente a 14 cepas de BAL
aisladas y caracterizadas a partir de leche *. Giles et al., en el 2016, obtuvieron halos de
inhibicién de 6.5 A 8.5 mm de diametro en ensayos de difusion en agar frente a EPEC,
Salmonella entérica serovar Typhi y Typhimurium, L. monocytogenes, con un extracto libre
de células concentrado a 2x de Leuconostoc mesenteroides P45, bacteria aislada a partir de
pulque, actualmente estudian su potencial antimicrobiano y su aplicacién biotecnologia®®. En
otros estudios utilizando el mismo método, se reportaron halos de inhibicion menores (6.0-
9.4mm) de una cepa de L. brevis frente a S. aureus a las obtenidos durante el trabajo de
investigacion, cepa que fue aislada y caracterizada a partir de quesos artesanales®.

Tomando en cuenta que existen 600 millones de casos de ETA anualmente, causando 420 000
muertes al afio y donde s6lo 230, 000 de estas son ocasionadas por agentes causantes de

enfermedades gastrointestinales (patotipos de E. coli, S. enterica serovar typhimurium ATCC

39



SiDAD

3 v
WA

3% o '

Universidad Autonoma de Puebla
Facultad de Ciencias Quimicas

14028 y L. monocytogenes) % y el grave problema en crecimiento de la resistencia a los

4547 los resultados obtenidos durante las

antibidticos por patotipos de E. coli y S. aureus
pruebas de antagonismo sugieren un amplio potencial para el desarrollo de investigaciones en
la aplicacion de estas BAL aisladas de aguamiel en pro de la prevencion de ETA, como lo
puede ser en la generacion de bioconservadores, alimentos funcionales o la identificacion y
caracterizacion de el o los metabolitos que generan la inhibicion, a través de métodos de
mayor sensibilidad*®. Con ello se puede buscar reducir las incidencias de muertes ocasionadas
por ETA, aumentando la calidad de vida de las personas y disminuyendo costes que genera el

control de estas, ya sea de forma individual o de manera global.

11.3 Descripcion fenotipica de las cepas aisladas de aguamiel con actividad
antimicrobiana (Agl.13A, Agl.18M, Agl.23M y Agl.27M)

Antes de realizar la identificacion genotipica se describieron las caracteristicas macroscopicas
de las coloniales en agar MRS a 48h de incubacién, y de acuerdo con los criterios reportados**
y las caracteristicas de crecimiento en caldo MRS a 24 h, como se muestra en las Tablas 9 y

10yen laFigura7.

Tabla 9.- Descripcion macroscopica a 48 h de incubacion, por 37°C, en agar MRS de las colonias aisladas de

aguamiel.
Caracteristica Agl.13 A Agl.18 M Agl.23 M Agl.27 M  Lactobacillus paracasei
KSI
Forma P P P P P
Borde I | | E E
Elevacion El El El El El
Textura Cc Ls C Ls Ls
Pigmentacion B B B B B
Olor F F F F F
Consistencia R Ls R Ls Ls
Comportamiento T/O O/Br T/O O/Br O/Br
optico
NOTA: P: Puntiforme; I: Irregular, E: Entero; El: Elevada; C: Con curvas, Ls: Lisa; B: Blanca; F:

Frutal; R: Rugosa, T: Translucida, O: Opaca y Br: Brillante.
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Tabla 10.- Descripcion del crecimiento en un medio liquido (caldo MRS) a 37°C, 24h, 150 rpm de las colonias
aisladas de aguamiel.

Lactobacillus

Caracteristica Agl.13A Aglli8M Agl23M Agl27M paracasei

KSI
Turbidez uniforme - - = - -
Floculante X X X X X
Pelicula - = - - -
Sedimento X X X X X
Adherencia en - X - - X
paredes

Agl.13 A Agl.18 M Agl23 M Agl27 M L. paracasei KSI

Figura 7.- Cultivo de 48 h de las cepas aisladas de aguamiel donde: A) agar MRS; B) caldo MRS y C) Tinci6n
de Gram de Agl.13 A, Agl.18M, Agl.23M Agl.27M y L. paracasei KSI

41



Universidad Autonoma de Puebla
Facultad de Ciencias Quimicas

En las Tablas 9 y 10, se puede observar, a grandes rasgos, la existencia de al menos dos cepas
distintas en cuanto a la descripcion colonial se refiere, teniendo una igualdad de caracteristicas
en las cepas Agl.13A y Ag 1.23 M, tanto en la descripcién del medio solido como en el
liquido. Las cepas Agl.27M y L. paracasei KSI comparten las mismas caracteristicas
macroscopicas en el medio sélido, sin embargo, se puede observar una diferencia en el medio
liquido, ya que Ag 1.22M no mostro aparente adherencia en las paredes del tubo de vidrio. La
cepa Agl.18M muestra una variabilidad morfoldgica en medio liquido y sélido, compartiendo
similitudes coloniales en el medio sélido con las cepas Agl.13A y Ag 1.23M, pero con un
comportamiento éptico distinto, frente a luz transmitida se muestra opaca, a diferencia de las
translucida de las cepas Agl.13A y Ag 1.23M, y frente a luz reflejada se muestra brillante,
contrario a las cepas anteriores que presentaron opacidad. En el medio liquido Agl.18M
muestra un comportamiento similar a L. paracasei KSI, con la formacién de floculos,
sedimento y aparente adherencia en las paredes de vidrio.

En cuanto a las caracteristicas microscopicas, todas las cepas presentan morfologia bacilar
corta, Gram positiva, con ausencia de actividad de las enzimas oxidasa y catalasa, con
capacidad de crecimiento en condiciones aerobias y de microaerofilia, sin formacion de

esporas y mesofilicas, caracteristicas pertenecientes al grupo de las BAL®.

11.4 Resultados obtenidos en la identificacion genotipica de las BAL

11.4.1 PCRy electroforesis de ADN en gel de agarosa al 1%.

Las cepas se conservaron por el método de ultra congelacion, para posteriormente hacer su
analisis genotipico con la utilizacion de la técnica de PCR y los primers E9F: 5'-
GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3" y E939R: 5° CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC-3,
reportados por Forney et al., 2004. Los resultados se muestran en la Figura 8, un amplicon del
gen 16s rRNA para todas las muestras. La amplificacion del gen se evalué mediante el uso de
la técnica de electroforesis en gel de agarosa al 1%, solucion buffer Tris-Acido acético- EDTA
a 1x (TAE 1X) y con el marcador de peso molecular GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder,
Thermo Scientific, este se reveld con bromuro de etidio y luz ultravioleta. Utilizando a la cepa

L. paracasei KSI como control positivo y agua libre de nucleasas como control negativo.
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Al revelar el corrimiento electroforético de la amplificacion del gen 16s rRNA, mediante luz
ultravioleta, Figura 8, se pudieron observar bandas, carril 2,3,5,6 a la altura del marcador de
peso GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific, carril 1, correspondiente a una

cadena aproximadamente de 1000 pb, de acuerdo con el fabricante.
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Figura 8.- Electroforesis de la PCR de colonia en gel de agarosa al 1%. Carril 1: Marcador de peso molecular
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific, Carril 2: Ag1.18M, Carril 3: Ag 1.23M, Carril 4: Control
(+), Carril 5: Agl.27M, Carril 6: Agl.13Ay Carril 7: Control (-).

11.4.2 Purificacion y secuenciacion de los amplicones obtenidos en la PCR

Los amplicones de las cepas (Agl.18M, Agl.23M, Agl.27M y Agl.13A) obtenidos a partir de
la electroforesis de la PCR de colonia, en gel de agarosa al 1%, se purificaron a través del Kit
de purificacion Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (ZYMO RESEARCH), mediante el
protocolo marcado por el fabricante, el producto de purificacion se corrié en otro gel de
agarosa al 1% con el marcador de peso GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo
Scientific, (100-3000 pb),carril 1, donde se observaron bandas alineadas al marcador
correspondiente a un fragmento de ADN con tamafio aproximado de 1000 pb, carriles: 2,35y
6 (Figura 9). Los productos purificados se enviaron a la Unidad de Biologia Molecular del
Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

43



Universidad Autonoma de Puebla
Facultad de Ciencias Quimicas

~ -
~ -
-~
~ -
-
.-
.-
-
-
-

Figura 9.- Electroforesis de la purificacién de los productos obtenidos en la PCR de colonia, con el Kit de
purificaciéon Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (ZYMO RESEARCH). Carril 1: Marcador de peso molecular
GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo Scientific, Carril 2: Agl.18M, Carril 3: Ag 1.23M, Carril 4:
Control (+), Carril 5: Agl.27M, Carril 6: Agl.13 A.

Para el andlisis bidireccional de los productos de secuenciacion del gen 16s rRNA de las
distintas colonias aisladas de aguamiel (Agl.13A, Agl.18M, Agl.23M y Agl.27M) se
analizaron mediante el programa Finch Tv, con el objetivo de obtener una cadena de ADN
mayor tamafio, se concatenaron las secuencias de cada una de estas colonias, obteniendo asi,
una cadena con mayor cantidad de pares de bases para su posterior identificacion genotipica

en la base de datos EMBL (Tabla 11), los resultados del andlisis se muestran en los Anexos.

Tabla 11.- Tamarfio de los amplicones obtenidos de las colonias aisladas de aguamiel usando los cebadores E9F y

E939R.
- Agl13A | 909
Agl.18 M 868
Agl.23 M 869
Agl27 M 872
I. paracasei KSI 876
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11.4.3 Analisis de la secuenciacion concatenada en la base de datos EMBL
El resultado del anélisis de los fragmentos obtenidos a traves del software Finch TV, se
analizaron en las bases de datos del EMBL para realizar la identificacion de las bacterias

aisladas de aguamiel con actividad antimicrobiana, Tabla 12.

Tabla 12.- Andlisis de las secuencias del gen 16s rRNA en la base de datos EMBL de las cepas caracterizadas.

Cepa Resultado de EMBL Porcentaje de
identidad

Agl1.13A Lactobacillus paracasei cepa 99.9
ZFM54
Lactobacillus paracasei cepa 99.9
Lpcl0
Lactobacillus paracasei cepa 99.9
KL1

Agl.18M Lactobacillus paracasei cepa 99.9
ZFM54
Lactobacillus paracasei cepa 99.9
Lpcl0
Lactobacillus paracasei cepa 99.9
KL1

Agl.23M Lactobacillus paracasei cepa 99.9
HBUAS54287
Lactobacillus paracasei cepa 99.9
HBUAS53355
Lactobacillus paracasei cepa 99.9
HBUAS53354

Agl.27TM Lactobacillus paracasei cepa 99.9
HBUAS54287
Lactobacillus paracasei cepa 99.9
HBUAS53355
Lactobacillus paracasei cepa 99.9
HBUAS53354

De acuerdo con los resultados de la Tabla 12 , los fragmentos de la secuenciacién de las
bacterias obtenidas de aguamiel muestran la identificacion de las cepas Agl.13A y Agl.18M
como Lactobacillus paracasei cepa ZFM54, Lactobacillus paracasei cepa LpclO,
Lactobacillus paracasei cepa KL1 y a Agl.23 y Agl.27 como Lactobacillus paracasei cepa
HBUAS54287, Lactobacillus paracasei cepa HBUAS53355, Lactobacillus paracasei cepa
HBUAS53354 con un porcentaje de identidad del 99.9%, sin embargo, el gen 16s rRNA como
marcador de especie posee un tasa de variabilidad mayor (17-35%), y con respecto al género
(<10%) en pruebas comerciales para identificacion de aislamientos clinicos, por ello se asume

una variabilidad mayor en el quehacer de la investigacion. El creciente desarrollo de la
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informatica, como la generacion de bases de datos de secuencia de nucledtidos de maltiples
microorganismos ha provocado un incremento en el registro de las bases de datos de un
456%°.

Un porcentaje mayor al 97% de identidad en las bases de datos puede interpretarse como
pertenencia a un taxén definido o en su defecto la descripcion de una nueva especie, lo que
suele asociarse con bacterias lacticas, debido a su presencia en diversos nichos ecoldgicos,
ambientes ricos de estrés, sales, pH, entre otros, provocando una adaptabilidad distinta en cada

51

nicho y con ello cambios en su genoma ", por lo cual se sugiere el empleo de genes

housekeeping (hsp, rpoB y recA), para la identificacion hasta el nivel de especie®’.
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12.0 Conclusiones

A través de la investigacion realizada se determind la existencia de BAL con capacidad
inhibitoria frente a las bacterias asociadas a ETA como S. aureus ATCC 25923, EHEC
O157:H7 ATCC 70092, S. enterica serovar typhimurium ATCC 14028, B. cereus y L.

monocytogenes, llegando a las siguientes conclusiones:

1. Los extractos libres de células de las cepas aisladas de aguamiel por un periodo de
incubacion de 48 h en caldo MRS, tienen actividad inhibitoria frente a las cepas asociadas
a ETA como S. entérica serovar typhimurium ATCC 14028ATCC 14028, E. coli O157:H7

ATCC 70092, S. aureus ATCC 25923, B. cereus y L. monocytogenes.

2. Las cepas aisladas de aguamiel se identificaron como Lactobacillus paracasei.
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14.0 Anexos

14.1 Anexo A.- Resultados obtenidos en el analisis de la secuenciacion con el software
Finch TV de la colonia Agl.13 A

Secuencia
GATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAGTTCTCGTTGA
TGATCGGTGCTTGCACCGAGATTCAACATAGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAA
CCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCA
TGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTG
GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGG
ACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGT
CTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGA
ATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCA
GGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAA
ACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAG
AACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCG
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCG
CCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATCCGCCTGGGGAGTACGACCG

&) FinchTV - Ag1.134_E-939R.ab1 - X
File Edit View Finch Help
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Figura 10.- Electroferograma de la secuencia de la cepa Agl.13 A, analizado con el software Finch TV
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14.2 Anexo B.- Resultados obtenidos en el analisis de la secuenciacion con el software
Finch TV de la colonia Agl.18 M

Secuencia
TGCAAGTCGAACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGATTCAACATGGAACGAGTGGC
GGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTA
ATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGA
TGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAA
CTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGG
TCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCA
ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCG
GATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACC
GAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACG
CTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATG
AATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATCCGCCTGGG
GAGTACGACCG

& FinchTv - Ag1.18M_E-933R.ab1 - X
File Edit View Finch Help
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Figura 11.- Electroferograma de la secuencia de la cepa Agl.18M, analizada con el software Finch TV
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14.3 Anexo C.- Resultados obtenidos en el analisis de la secuenciacion con el software

Finch TV de la colonia Agl.23 M

Secuencia
TGCAAGTCGAACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGATTCAACATGGAACGAGNGGC
GGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTA
ATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGA
TGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAA
CTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGG
TCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCA
ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCG
GATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACC
GAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACG
CTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATG
AATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGG
GAGTACGACCG

& FinchTv - Ag1.23M_E-93%R.ab1 - X
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Figura 12.- Electroferograma de la secuencia de la cepa Agl.23 M, analizada con el software Finch TV
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14.4 Anexo D.- Resultados obtenidos en el analisis de la secuenciacion con el software
Finch TV de la colonia Agl1.27M

Secuencia

TACATGCAAGTCGAACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGATTCAACATGGAACGAG
TGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGAT
GCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTT
GGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCC
GAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTC
GGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTAT
CCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTAT
CCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTA
ACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTG
ACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACG
ATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATCCGCCTG
GGGAGTACGACCG

& FinchTv - Ag1.27M_E-93%R.ab1 - X
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Figura 13.- Electroferograma de la secuencia de la cepa Agl.27 M, analizada con el software Finch TV
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