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Resumen

Efecto del proceso de secado industrial de la cepa de Saccharomyces
cerevisiae L11 sobre su capacidad de aglutinar aislados de campo de

Escherichia coli y Salmonella spp.

Pedro De Jesus Alanis
Asesores: PhD. Juan Carlos Vazquez Chagoyéan, Dr. en C. Abdelfattah Zeidan Mohamed
Salem, M. en S.A. Roberto Mendoza Vilchis
Tesis de licenciatura, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad
Autonoma del Estado de México.

Saccharomyces cerevisiae es una levadura usada comunmente en la industria
panadera, sin embargo, se le han observado amplios beneficios en la produccion
animal, como promotor del crecimiento e inmunoestimulante, por sus propiedades
adherentes frente a enterobacterias. Con el objetivo de determinar el efecto del
proceso industrial sobre su capacidad para aglutinar a cepas de campo de
Escherichia coli (E. coli) y Salmonella spp. por diferentes métodos de secado:
Aerosol (spray) y en Tambor, se realizé la evaluacion in vitro de los diferentes
preparados de S. cerevisiae L11 frente a 85 cepas de Salmonella spp. con 15
diferentes serotipos ( typhimurium, typhi, gallinarum, bmonofasica, C1 monofasica,
agona, london, anatum, bredeney, tennesse, enteritidis, infantis, senftenberg,
reading y typhimurium ATCC 14028 ) y siete aislados de campo no tipificados,
provenientes de ganado bovino, porcino y pollo de engorda asi como diez aislados
no caracterizados de E. coli provenientes de utensilios de matanza. El ensayo se
llevé a cabo in vitro, mezclando cada aislado de Salmonella (n=85) y E. coli (n=10)
con dos muestra de S. cerevisiae deshidratadas de manera independiente con
cuatro repeticiones. Los preparados de S. cerevisiae se homogenizaron con PBS
(pH 7.2; 1mg/ml) y se mezclaron con bacterias (1 x 108/ml, cultivadas en medio
ICC/16 horas/37°C), por agitacion en placa (50ul de cultivo bacteriano y 50ul de
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levadura) y se midio la intensidad de aglutinaciéon, por formacion de grumos, en
escala arbitraria de 0 (nula) a 3 (maxima), por apreciacion visual, en un
negatoscopio. Como Control se utilizaron los preparados de levadura con PBS y sin
mezclarse con las bacterias. Los resultados obtenidos demostraron que los dos
tipos de secado son capaces de aglutinar a Salmonella spp. y a E. coli en diferente
intensidad, donde el secado en spray demostré mayor eficiencia de aglutinacion en
comparacién con el secado en tambor y con el control. Estos resultados sugieren
gue la levadura deshidratada por el método de spray es mas bioactiva y que podria

dar mejores resultados como probiotico en la alimentacion animal.

Palabras clave: Salmonella, Escherichia coli, Serotipos, Secado, Tambor, Spray

Saccharomyces cerevisiae L11.
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I. Introduccién

El incremento en la presion de los sistemas de produccion animal para aumentar su
competitividad frente a las demandas del mercado ha favorecido la aparicion de
enfermedades infectocontagiosas, principalmente en los sistemas intensivos, por lo
gue muchas veces se opta por medidas profilacticas a base de antibidticos a manera
de aditivos en el alimento. Esto se convirtid en uso comun en el sector pecuario por
muchos afios (Vasquez-Pifieros et al., 2012), sin embargo se ha demostrado que el
uso indiscriminado de antibiéticos ha generado bacterias resistentes, propiciando la
eliminacion de bacterias benéficas que compiten con microorganismos patdégenos,
comprometiendo asi la respuesta inmune en niveles terapéuticos (Lunden y Bylund,
2012; Serezli et al., 2005). De ahi que los productores de alimentos de origen animal
para consumo humano, se ven cada vez mas sometidos a presiones legislativas,
para reducir el uso de antibiéticos como promotores del crecimiento (Arce et al.,
2005). En los dultimos afios se han publicado trabajos sobre Saccharomyces
cerevisiae ( S. Cerevisiae ) que demuestran los beneficios en la produccién animal,
aunque su mecanismo especifico de accidn no ha sido determinado totalmente, se
reconoce el efecto positivo sobre la integridad intestinal al contribuir a la exclusién
de patégenos e inmunoestimulacion contra infecciones por Escherichia coli E. coliy
Salmonella spp. (Gémez et al., 2009). Se le han observado amplios beneficios en
animales de abasto, a los que se les ha suplementado con levadura viva de S.
cerevisiae en la dieta. Cabe mencionar que en cerdas en estado de gestacion y en
lechones se le ha empleado para reducir la duracion y severidad de la diarrea por
destete causada por E. coli enterotoxiénica (Trckova et al., 2014), ademas de ser
empleada como agente preventivo y terapéuticos para el tratamiento de una
variedad de enfermedades intestinales en humanos y animales (Zanello et al.,
2009), ya que S. cerevisiae cuenta con varios componentes inmunoestimuladores
como los beta glucanos, acidos nucléicos, mananos oligosacaridos y quitina, que
se cree, contribuyen a estimular la respuesta inmune innata que a su vez contribuye

a mejorar la respuesta inmune humoral de los animales contra otros agentes

(1)
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patdgenos (Andrzej et al., 1994). S. cerevisiae es un probidtico que se proporciona
por via oral a los animales o el hombre, favoreciendo su salud en general. Existen
muchas cepas las cuales han sido estudiadas previamente y en las cuales se ha
encontrado que son capaces de aglutinar cepas de Salmonella spp. y E. coli
aisladas de infecciones naturales. El proceso de aglutinacion se explica por los
mananos de la pared celular, que pueden ser afectados por el procesos de
fermentacion y secado industrial, por lo que en este trabajo de investigacion se
evalua los efectos del secado de la cepa L11, sobre su capacidad de aglutinaciéon

en aislados de campo de E. coli y Salmonella spp.
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Il. Revision de literatura
2.1. El uso de aditivos en la alimentacién animal

Los aditivos se han clasificado como todos aquellos ingredientes o compuestos que
se adicionan a los alimentos, cuyo uso mejora en alguna forma la apariencia, la vida
en bodega, la aceptacion, la ingestion, la digestion, la absorcion o el metabolismo
de los alimentos en la produccién y en la salud animal (Shimada, 2009). Los
constantes esfuerzos para producir alimentos de origen animal para el hombre, cada
vez en forma mas eficiente y a costos mas bajos, han estimulado la busqueda de
las mejores combinaciones entre los nutrientes, destinados a la alimentacion
animal, en consecuencia a la implementaciéon de nuevos aditivos que puedan
incrementar la eficiencia, grado de crecimiento, nivel de produccion y mejorar la
respuesta inmune ante determinados agentes patogenos. Estos esfuerzos han
conducido principalmente al uso de enzimas, lactobacillus, levaduras, antibioticos y
otras sustancias quimicas para la produccién animal. Por tanto, aunque estos
altimos no son nutrientes y en consecuencia no se les puede considerar alimentos
esenciales, es importante conocer sus efectos sobre los animales en la produccion
de carne, leche, huevo, asi como sus repercusiones en la salud del hombre
(Maynard et al., 1981).

2.1.1. Antibiéticos

El uso inadecuado de los antibiticos representa un riesgo para la salud y un
desperdicio de recursos econémicos en los servicios de salud, que contribuye en
gran medida al aumento de la resistencia bacteriana en la poblacién animal y
humana incrementando los costos y la mortalidad por enfermedades infecciosas por
lo que se le considera un grave problema de salud. En México, diversos aspectos
sobre el uso inapropiado de estos productos han sido documentados, y en

respuesta se han desarrollado principalmente intervenciones educativas y

Pedro de Jesus Alanis
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gerenciales dirigidas a médicos en servicios publicos de salud, asi como programas
de vigilancia epidemioldgica. La investigacion y las intervenciones enfocadas a

consumidores, farmacias y el sector privado han sido escasas. (Dreser et al., 2008).

Los antibidticos son sustancias quimicas que inhiben el crecimiento
(bacteriostaticos) o matan bacterias (bactericidas) que son producidos por una
variedad de hongos (Vester y Douthwaite, 2001). El uso de estos productos ya sean
de origen natural, semisintéticos o0 sintéticos, proporcionan una actividad
antimicrobiana, administrados por via oral, parenteral o topica, que son usados en
medicina humanay veterinaria para el tratamiento y la prevencion de enfermedades,
asi como otros propoésitos, entre ellos, como promotores del crecimiento en
animales de abasto (Phillips, 2004). Los antibi6ticos promotores del crecimiento
(APC) son definidos como cualquier medicamento que inhiben el crecimiento
bacteriano, aumenta la ganancia de peso y se administran en dosis bajas
subterapeuticas (Hughes y Heritage, 2004). fueron descubiertos en la década de
1940 en pollos alimentados con subproductos fermentados de las tetraciclinas
mostrando un crecimiento mas acelerado en comparacién con los que no fueron
alimentados con estos productos (Stokstad et al., 1949). A partir de entonces los
mecanismos de resistencia generados por determinados microorganismos han sido
variados, desde bombas de flujo que disminuyen la concentracion del antibiético en
el interior de la bacteria, hasta modificaciones y cambios en la molécula blanco, sitio
al cual se une el antibiético, ademas de presentar mecanismos variados de
resistencia en la membrana plasmatica, que no permiten el paso del antibidtico y la
creacion de enzimas que lo hidrolizan volviéndolo inactivo. Estos mecanismos de
resistencia han dado origen a infecciones por bacterias resistentes para los cuales
no hay antibioticos totalmente efectivos (Mufioz et al., 2004), debido al uso
indiscriminado en el sector pecuario de estas sustancias, que han contribuido a la
resistencia bacteriana, generando un problema global prevalente en paises en

desarrollo donde las enfermedades infecciosas siguen siendo un problema coman,

Pedro de Jesus Alanis
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y la sustitucién de estas sustancias por los de nueva generacién implican altos
costos para la produccién animal (Hao Van et al., 2011). Los antibi6ticos promotores
del crecimiento (APC), también denominados "modificadores digestivos", han tenido
una reduccion drastica en su autorizacion, debido a la resistencia microbiana
generada por estas sustancias empleadas principalmente en poblaciones pecuarias
y acuicola, ademas de su acumulacion derivada en productos de origen animal para
consumo humano (Brizuela et al., 2009). Sin embargo, a pesar de las restricciones
implementadas para minimizar el uso de estas sustancias, no ha sido totalmente
efectivo ya que el uso de antibiéticos en la alimentacién animal se ha convertido en
una tendencia mundial dada la necesidad de producir alimentos para la poblacién
(Tasho y Cho, 2016), y en donde se pueden mencionar mas de 150 antibibticos
gue son usados actualmente, de los cuales méas del 90 % son productos naturales
de bacterias, hongos y modificaciones sintéticas de componentes naturales
(Nussbaum, 2006). En estudios realizados se estima que 65,151 toneladas de
antimicrobianos fueron consumidos por animales de abasto en 2010 en todo el
mundo, para el 2030 un alarmante aumento del 67%, alrededor de 63,151 + 1,560
toneladas mas, esperandose un total de 105,596 + 3,605 toneladas (Van Boeckel
et al., 2015). Se considera que el uso de los antibidticos en la crianza animal para
terapias, prevencion y promover el crecimiento animal ha sido el responsable para
la emergencia de novd, seleccion y diseminacion de la resistencia bacteriana ya que
los agentes antimicrobianos utilizados han actuado no solo contra las bacterias
patégenas, sino también contra las bacterias comensales que son parte de la
microbiota intestinal en animales y humanos (Knezevis y Petrovic, 2008): E. coli y
Salmonella spp. son responsables de una gran cantidad de infecciones entéricas
alrededor del mundo, afectando en gran medida a humanos y animales (Gross
1994), debido al uso de agentes terapéuticos, como promotores del crecimiento,
gue son una de las causas de multiresistencia microbiana a los antibiéticos: en las
familias del cotrimoxazol y las fluoroquinolonas se ha detectado este efecto frente a

cepas patdégenas de E. coli y Salmonella spp. (Blanco et al., 1997). Es por ello que

Pedro de Jesus Alanis
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el empleo de aditivos alimentarios como una opcion a los antibiéticos juega un papel
esencial, desde el punto de vista econémico y sanitario en la produccion animal
moderna, lo que se traduce tanto al beneficio de los productores como al
consumidor, ademas de una reduccion en el uso de antimicrobianos, por lo cual el
uso de lactobacilos, enzimas y levaduras como S. cerevisiae son una opcion frente

al uso de antibioticos (Brizuela et al., 2009).

2.1.2. Lactobacillus

Las bacterias del género Lactobacillus pertenecen al grupo de las bacterias acido
lacticas, ampliamente definido y caracterizado por la formacién de &cido lactico
como el producto final y principal del metabolismo de los carbohidratos. Se le puede
encontrar en plantas o materia de origen vegetal, ensilados, alimentos fermentados
(yogurt, quesos), encurtidos, embutidos, asi como en cavidad oral, gastrointestinal
y en la vagina de animales y humanos (Hammes y Vogel, 1995). Constituyendo una
parte importante de la microflora autéctona del hombre y en un gran nimero de
animales. Su distribucién esta afectada por condiciones ambientales, como el pH,
disponibilidad de oxigeno, nivel de sustrato especifico, interaccion bacteriana,
raramente se le ha asociado con casos de infeccion gastrointestinal y extra
intestinal, las cepas utilizadas tecnolégicamente son considerados como
microorganismos no patégenos y seguros ademas de considerarseles como
promotor de la salud especialmente en el tracto gastrointestinal y genital (Salminen
et al.,, 1996). El uso de estos microorganismos como estimulantes de la salud
intestinal genera amplios beneficios en contra de agentes infecciosos, ademas de
ser bacterias polifuncionales con implicaciones importantes en la industria (Garcia
et al., 2007). No obstante, la expresion de estos efectos es un fendbmeno complejo
gue se encuentra bajo la influencia de diferentes factores, entre los que se pueden
citar: manejo animal, composicion de la microbiota intestinal del hospedero, régimen
de dosis, edad, tipo de animal, preparacion y tecnologia de produccion del
probidtico, ya que la accion de lactobacillus puede diferir de acuerdo las condiciones

(¢ )
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y el manejo del animal (Brizuela et al.,, 2002). El uso de lactobacillus muestra
porcentajes de resistencia a algunos antibiéticos principalmente a estreptomicina,
eritromicina y acido nalidixico. El aislamiento y la identificacion de Lactobacillus
resistentes a los antibiéticos proporcionan informacion util dentro de la probleméatica
mundial de la resistencia frente a los antimicrobianos, ya que se evidencia la
presencia de estas en las cepas susceptibles. Evidenciando el tema de resistencia
a antibidticos el cual se torna muy controvertido, ya que lo ideal es que las bacterias
utilizadas como probidtico no deberian ser resistentes a antibiéticos para que no se
conviertan en un vehiculo de transferencia de genes de resistencia, sin embargo,
este tema no ha sido definido totalmente con relacién a los requisitos minimos que

debe tener un probiético segun la OMS (Vanegas et al., 2012).

2.1.3. Enzimas

Las enzimas son productos de origen bioldgico que catalizan las reacciones
bioguimicas relacionadas con la vida celular y forman combinaciones quimicas con
uno o varios sustratos. Son proteinas de alto peso molecular (entre 10 000 y 500
000 Daltons), sensibles al ambiente fisico-quimico que puede modificar su actividad
(Ferket, 1993), ademas de servir como catalizadores para un gran namero de
procesos metabdlicos, actuar en procesos cataliticos, presentar una especificidad
para sustratos y su esteroespecificidad que le permiten desempefar funciones
claves en otros procesos relacionados con la salud y el bienestar de los seres vivos.
La esteroespecificidad absoluta de enzimas es en particular valiosa para su uso
como catalizadores solubles o inmovilizados para reacciones especificas en la
sintesis de un farmaco o antibiético ademas de su importancia en la produccién de
alimentos o el aumento del valor nutricional de los mismos tanto para seres
humanos como para animales (Kennelly et al., 2010). En la alimentacién animal se
emplean con el objeto de complementar la accion de las enzimas que se producen
en el aparato digestivo, asi digiriéndose nutrimentos especificos que los animales
no desdoblan eficientemente. A nivel comercial existen diferentes enzimas

( 7 )
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alimenticias (amiloliticas, proteoliticas) para uso animal, de las cuales se han
promovido las celuliticas para tratar alimentos fibrosos y destinarlos a los animales
incapaces de digerir fibra, como los cerdos y las aves, con la intencion de
incrementar la biodisponibilidad de los nutrientes. Esto se logra principalmente por
la digestion de los alimentos en el tracto digestivo, sin embargo, la accidén de las
enzimas también puede ocurrir antes de su ingestion por el animal, durante el
procesamiento del alimento, asi como en el transporte y almacenamiento en tolvas
de alimentacion previo a su consumo. Las enzimas procesadas en alimentos son
comunmente adicionadas con la intencion de modificar los componentes del
alimento antes de su preparacion final, en el cual las enzimas son desnaturalizadas
o destruidas para actuar como coadyuvantes en la alimentacién animal (Pariza y
Cook, 2009). Las enzimas de tipo exdgenas como las carbohidrataza, presentan su
efecto sobre la productividad de algunas especies pecuarias, el cual podria estar
condicionado al tipo de sustrato presente en los alimentos, observandose grandes
respuestas en dietas elaboradas con cereales de poca calidad y viscosos (centeno,
cebada, trigo) y limitada en dietas elaboradas con cereales de alta calidad o poca
viscosidad como lo es el sorgo y el maiz que son cereales utilizados en la
elaboracion de dietas (Elwinger y Teglof, 1991). La necesidad actual de utilizar
granos como el maiz en la produccion de combustibles y bio-combustibles, puede
resultar en una mayor utilizacion de cereales viscosos, subproductos, granos
procedentes de la industria de la destileria o ingredientes menos convencionales en
alimentacion animal, situacién que motiva la investigacion hacia la produccién de
enzimas para los distintos tipos de sustratos presentes en la produccién animal
(Choct, 2006). Sin embargo, la posibilidad ante posibles reacciones alérgicas por el
consumo de enzimas puede estar presente aunque sea minimo, en la alimentacion
animal y humana. Las reacciones alérgicas a las enzimas ocurren si las enzimas o
fragmentos de la misma son lo suficientemente grandes como para producir una
reaccion alergénica, depositandose en el tracto GIl, normalmente las proteinas

enzimaticas exogenas pasan por completo en el tracto Gl y se absorben como
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aminoacidos libres o fragmentos de péptidos pequefios en la alimentacion pecuaria
(Webb et al., 1992). Sin embargo, la necesidad actual demanda probi6tico mas
integrales, seguros, con mayor alcance y mas efectivos, para obtener resultados
mas potentes, que permitan obtener las mejores caracteristicas productivas,
profilacticas y terapéuticas de la salud animal, siendo S. cerevisiae un aditivo ideal

gue no produce ningun tipo de efecto adverso (Pérez, 2007).

2.2. Saccharomyces cerevisiae

Las levaduras vivas presentan propiedades fisicoquimicas muy diferentes entre
cepas, las cuales les confiere propiedades metabdlicas distintas a la salud animal.
Las caracteristicas de cada cepa son fundamentales en su seleccidn ya que esto
determina su efectividad en el proceso digestivo, productivo e inmunolégico. Se ha
observado que las levaduras vivas de S. cerevisiae inhiben el crecimiento de E. coli
y Salmonella spp. debido a la pared celular de la levadura, ejerciendo un efecto
secuestrante frente a estas bacterias patdgenas, para posteriormente eliminarlas
por las heces. Tiene un alto grado de adhesion a los diferentes tipos de bacterias
intestinales, por lo que las levaduras pueden utilizarse como alternativas para la
prevencion y/o tratamiento de enfermedades relacionadas con estos agentes
infecciosos. Ademas de constituir una importante fuente para la obtencién de
productos con actividad probidtica a partir de las cepas vivas o derivados de sus
paredes celulares. Estos preparados manifiestan su actividad inmunoestimulante en
animales de granja, asi como mejoras en los procesos de la fisiologia digestiva,
contribuyendo a mejorar los resultados productivos al disminuir las poblaciones de
bacterias patdégenas del tracto digestivo animal, y minimizando las posibilidades de
contaminacion de los productos para consumo humano (Ventura, 2011).

S. cerevisiae, tiene la capacidad de sobrevivir en medios adversos (amplio rango de
pH, medios salinos, con o sin presencia de oxigeno). Es uno de los aditivos mas
usados a nivel mundial, considerado dentro de los organismos unicelulares de tipo
levadura que pertenece al reino Fungi y al Filo Ascomycota, con células ovoides u
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elipticas, sin motilidad, que son capaces de llevar a cabo procesos de fermentacion
propiedad que se ha explotado principalmente para la alimentacion (Newbold et al.,
1996). Tiene una amplia gama de acciones en la salud animal y humana como
probidtico, ejerciendo su actividad contra determinados microorganismos patdégenos
del sistema digestivo estimulante del crecimiento para diferentes especies del sector
pecuario, es por ello que ha sido utilizada durante décadas como un agente
preventivo y terapéutico para la diarrea y otros desordenes gastrointestinales que
afectan al hombre y los diferentes animales (rumiantes y monogastricos). Al ser un
microorganismo eucariético, y poseer propiedades completamente diferentes a las
bacterias, es resistentes a los antibidticos, sulfamidas y otros agentes
antibacterianos. Esta resistencia es natural y genéticamente no es susceptible a ser
modificada o transmitida a otros microorganismos ademas de que S. cerevisiae es
industrialmente importante debido a su habilidad para convertir azucares (glucosa,
maltosa) en etanol y didxido de carbono (pasteles, cerveza destileria, las industrias
de combustibles liquidos) ademas de poseer el estatus GRAS (Generalmente
Reconocidos como Seguros) de la administracion de Alimentos y Farmacos de
Estados Unidos (Auclair, 2001). En algunos trabajos de investigaciéon se ha
demostrado que pueden actuar como un inmunoestimulador e inmunoregulador
incrementando la resistencia inespecifica en contra de un gran nimero de bacterias
Gram negativas que afectan el tracto respiratorio y digestivo en animales de abasto.
En condiciones normales la levadura no puede colonizar el tracto digestivo, pero
una parte significativa de las levaduras ingeridas pueden ser encontradas vivas en
las heces de los animales, esta es la mas importante diferencia con otros probiéticos
como las bacterias acido lacticas en las que su efecto bioldgico esta estrechamente
relacionado con su adhesion a la mucosa intestinal, en cambio S. cerevisiae adhiere
las bacterias a su pared celular para posteriormente ser eliminarlas en las heces
(Ouwehand et al., 1999).

De ahi que las mejoras observadas en la productividad y en salud de los animales

gue consumen levaduras se asocia a los efectos de tipo directo e indirecto,
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relacionado al tipo nutricional, y en concreto al efecto de los nutrientes presentes en
las células de levadura como proteinas, minerales, vitaminas, aminoacidos y
péptidos, que pueden llegar a ser utilizados. Ademas de la capacidad que presenta
la levadura para producir numerosas enzimas (proteasas, peptidasas, invertasas,
hidrolasas, maltasas, fosfatasas, galactosidasas) algunas de las cuales se liberan
en el intestino reforzando la accion de las enzimas endogenas, facilitando la
digestion de la materia seca del alimento en rumiantes y monogastricos (Cuaron,
2000).

2.2.1. Uso de S. cerevisiae en la alimentacion animal y humana

S. cerevisiae es la levadura mas importante en la humanidad ya que desde hace
miles de afios se ha utilizado para la elaboracién de pan y bebidas alcohélicas por
fermentacion, ademas de ser uno de los organismos eucariotas mas estudiados
como modelos a nivel de su biologia molecular y celular, constituyendo una
importante fuente para la obtencién de productos con actividad probiotica.
Presentan diferentes polisacaridos de elevado peso molecular que se encuentran
en forma natural en la pared celular de diversos organismos vivos como bacterias,
levaduras, hongos y plantas (cereales como avena y cebada), actualmente son
utilizados por las empresas de alimentos como agentes texturizantes entre otros
usos. Ademas, antecedentes cientificos sugieren que, dependiendo de su
estructura fisicoquimica y de su origen, su consumo se asociaria a efectos
beneficiosos para la salud humana a través de la disminucién de la concentraciéon
plasmatica de colesterol total y la reduccién del indice glicémico en el consumo de
los alimentos que incluye a la levadura. (Pizarro et al., 2014). Ha tenido un amplio
uso para el hombre en la produccién de alimentos, quimicos, combustibles, ademas
ha sido pieza clave en el area de la biologia eucariota debido a que conserva ciertas
propiedades de las células de organismos mas complejos como las del humano
(Osterlund et al., 2012).

11

—
| —

Pedro de Jesus Alanis



Efecto del proceso de secado industrial de la cepa de Saccharomyces cerevisiae L11 sobre su capacidad de
aglutinar aislados de campo de Escherichia coli y Salmonella spp.

En la produccion animal manifiesta una marcada actividad inmunoestimulante, al
ser utilizado mejorando los procesos de la fisiologia digestiva y contribuyendo a la
obtencién de mejores resultados productivos, presentando una serie de efectos
especificos como los de efecto antisecretor y tréfico que no se encuentran en los
agentes bacterianos y han tenido basicamente aplicaciones terapéuticas
(Schrezenmeir y Vrese, 2001). En nutricion animal, la levadura viva y las estructuras
presentes en la pared celular contribuyen a la absorcién de micotoxinas, a la
estimulacién de la ganancia de peso, a la adhesion de bacterias entéricas a sus
paredes celulares (Yiannikouris et al., 2004), propiciando una comprobada
actividad, como inmunoestimulante asi como amplios benéfico para la salud animal
y observandose una resistencia ante infecciones entéricas, y efectos

anticancerigenos (Chen y Seviour, 2007).

2.2.2. Caracteristicas de la pared celular de S. cerevisiae y su efecto frente a
bacterias Gram negativas.

La pared celular de S. cerevisiae cumple actividades importantes para su adecuado
funcionamiento, entre ellas la estabilizacion de las condiciones osmaticas internas,
la proteccién contra el estrés fisico, mantenimiento de la forma celular, factores que
le permiten controlar la osmolaridad del citoplasma, que es mas alto que en la parte
externa de las células, manteniendo la homeostasis y el desarrollo de una capa
protectora a la pared para conferirle a la levadura una combinacién de resistencia a
presiones mecanicas y una alta elasticidad (Koch, 2003; Morris et al.,1986). Las
células de la levadura pueden crecer como células ovales, o de forma mas elongada
durante situaciones de estrés o ante alguna limitacion, comunmente de nitrégeno,
afectando a los polisacaridos presentes que le confieren resistencia a la pared
celular de la levadura, y que le permiten un soporte para la capa externa de las
glicoproteinas (Osumi, 1998; Tokunaga et al.,, 1986; Zlotnik et al.,, 1984),
contrariamente la capa interna esta constituida de varios espacios, formados por la

quitina unida a B-glucanos, el cual juega un papel importante en la morfologia y
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formacion de células durante el ciclo celular, teniendo la funcion de formar la cicatriz
durante la separacion de la célula madre e hija (gemacion), encontrandose la mayor
concentracion en la formacion de la gema (Fleet, 1991; Lipke y Ovalle, 1998). La
quitina y los B-glucanos se han descrito como estimulantes del sistema inmune en
mamiferos y peces, propiciando la respuesta inmune celular y humoral (Whittington
et al., 2005). Son polimeros de la pared celular estructural de una gran variedad de
hongos, y con una actividad inmunomodulatoria. El beneficio terapéutico asociado
con estos compuestos, es como agentes anti-infecciosos y en menor medida como
antitumoral, siendo objeto de gran cantidad de investigaciones publicadas en las
Ultimas cinco décadas, estando poco claro cdmo estos hidratos de carbono median

sus efectos inmunoldgicos (Brown y Gordon, 2003).

La estructura externa cuenta con una compleja interaccion de polisacéaridos, dentro
de los cuales los B-glucanos(1,3) estan unidos en cadenas lineales alrededor de
1500 unidades de glucosa unidas en (-(1,3), B-(1-6) componentes de glucanos de
140-350 residuos de glucosa unidos por B-(1,6) de vinculacion, mananos que
comprenden unidades de manosas con enlaces en a-(1,2); a-(1,3); a-(1,6) y quitina,
un polimero de 100-90 unidades de N-acetylglucosamina unidas por B-(1,4) de
vinculacion (Schiavone et al.,2014), convirtiendo a S. cerevisiae en una de las
fuentes mas importantes de glucanos (Sirimanapong et al., 2015), y contribuyen en
gran medida a un efecto inmunomodulador en caso de riesgo de infecciones
secundarias 0 sepsis. Investigaciones indican que proporcionan un refuerzo
controlado y no patdgeno de la reaccion de defensa propia del cuerpo. Un concepto
gue nos indica acerca de los mecanismos de accién presupone una union de los (1-
3),(1-6)-B-D-glucanos a los receptores que existen en la superficie celular, para
reconocer estructuras microbianas en presencia de las mananoproteinas que se
encuentran ubicadas en la capa externa o ancladas a la capa interna de los B-
glucanos o bien la atraviesan completamente y son las responsables de la porosidad

de la pared, desempefiando un papel importante como filtro selectivo y de
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proteccion contra los ataques quimicos y enzimaticos de tipo glucanasa, que
degradan a los B-glucanos (Cid et al.,1995; Nguyen et al.,1998; Zlotnik et al., 1984).
Es por ello que a partir de la pared celular de esta levadura se han obtenido estos
glucanos, mananoproteica y quitinas que actian como inmunoestimulantes
naturales y promotores del crecimiento animal (Esteban et al., 2004). Ademas de
intervenir en la arquitectura molecular de la pared celular la cual se remodela
constantemente de acuerdo a las condiciones de crecimiento 0 en respuesta a
estado de estrés, estos procesos de remodelacion se dan por las vias de
sefalizacion que trasmiten los sensores de la superficie celular a un MAP cascada

guinasa (Levin, 2011).

Los B 1-3 glucano y manano proteinas, de la pared celular de la levadura realizan
un papel muy activo en el incremento de la inmunidad no especifica de los animales,
ya que inhiben la colonizacion por patégenos entéricos como E. coli y Salmonella
spp. ademas de tener un efecto absorbente frente a micotoxinas (Savage et al.,
1996; Stanley et al., 1996; Acevedo y Pedroso, 1999). Estos, son responsables de
importantes efectos en la salud cuando se administran por via oral tanto a humanos
como animales desencadenando un potente efecto inmunomodulador y efectos
radioprotectores, mielo proliferativos, antiinflamatorios, antitumorales y promover
una mayor estimulacion del sistema inmunitario innato contra las infecciones
entéricas. Atribuyéndosele a el peso molecular, al grado y naturaleza de las
ramificaciones como los principales motivos de sus efectos bioactivos y funcionales
en la salud de animales y humanos (Pérez-Guisado, 2007). Estos polimeros
presentan una exclusion competitiva, evitando la adhesion de los patégenos a las
células epiteliales del intestino al bloquear las fimbrias de tipo 1 que poseen la
mayoria de las bacterias Gram negativas, impidiéndole adherirse en la superficie
epitelial y fijando a las bacterias por adsorcion por medio de las fimbrias |,
desencadenando un efecto aglutinante (Amabile De Campos et al., 2005), en

presencia de glicoproteinas bacterianas, bloqueando de este modo su implantacion
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sobre las membranas de la célula y estimulando su unién a la pared de S. cerevisiae,
ademas de mantener una microbiota intestinal benéfica dominada por las bacterias
gue promueven la salud, como por ejemplo, las bifidobacterias (Castro y Rodriguez,
2005), estimulando el sistema inmune de los animales de forma indirecta y
contribuyendo al incremento de inmunoglobulinas en el intestino, plasma sanguineo
e inhibir la absorcion de micotoxinas (Brown y Gordon, 2001; Tzianabos y Cisneros,
1996), ademés de ser importante en la reduccion de la profundidad de las criptas
intestinales y generar un incremento en la relacion al largo de las vellosidades con
la profundidad de las mismas, en animales. Segun los autores, es probable que
dichos cambios, se deban a la capacidad de mejorar la micréflora intestinal y no a
un efecto directo de S. cerevisiae sobre el tejido intestinal y en el cual se ve reflejada
la capacidad de exclusion, de enterobacterias Gram negativas del tracto intestinal
como lo es E. coli y Salmonella spp. (Savaget et al., 1996).

2.2. Escherichia coli

Son bacilos rectos Gram negativos de tamafio medio (0.4-0.6 x 2-3 um), no
formadores de esporas, méviles mediante flagelos peritricos o inmoviles. Es la
especie predominante de la microflora normal aerobia y anaerobia facultativa del
tubo digestivo, en la mayor parte de los mamiferos, y se eliminan por las heces,
pudiéndoseles encontrar en el medio ambiente por su capacidad de sobrevivir
durante cierto tiempo en el agua y los alimentos, de manera que su aislamiento es
un indicador de contaminacion fecal. Es considerado el patdgeno oportunista mas
frecuente asociado a infecciones urinarias y septicémicas en humanos, mientras
gue en los animales domésticos las colibacilosis son muy frecuentes, afectando
esencialmente a animales de pocos dias de edad, ocasionando importantes
pérdidas econdmicas en explotaciones intensivas (Blanco et al., 2003). Su
diferenciacion se basa en tres antigenos de superficie, que permiten el serotipado
de los antigenos O (somaticos), H (Flagelos), y K (capsula). Hasta ahora se han
identificado 174 antigenos O, 56 antigenos H, y 80 antigenos K, a pesar de que la
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mayoria son comensales inofensivos, presentan diferentes serovariedades
patdgenas relacionadas con enfermedades diarreicas, las cuales se clasifican en
grupos especificos segun sus propiedades de virulencia, mecanismos de
patogenicidad, sindromes clinicos, y serogrupos O:H, en las que se incluyen las
cepas; Enteropatogenas (EPEC), enterotoxigenicas (ETEC), enteroinvasoras
(EIEC), de adherencia difusa (DAEC), enteroagregantes (EAEC) vy
enterohemorragicas (EHEC) (Doyle et al., 2005). En la tabla 1 se muestran los

serotipos que afectan a los animales de abasto y de compafiia.

Serotipos de E. coli diarreagénicas para los animales
Porcinos Rumiantes Perros Conejos
EHEC (y ECVT) ETEC (Bovinos y ETEC EPEC

ovinos)
08:K85:H2 08:K25,K85,K208 04 02:H6
08:K87 09:K30,K35,K37 05 015:H-
08:K201:H6,H9,H14 | O20K? 06 020:H7
08:K-:H11 064:K- 08 026:H11,H-
08:K48:H31 0101:K27,K28,K30,K32 | 017 049:H2
09:K103-H- K103,K- 020 092:H2
09:K?:H- 023 0103:H2
020:K101:H EHEC (bovinos) 025 0109:H2,H7
045 O5:H- 042:H37 0110:H6
064:K-H- 08:H8,H9 O70:H- O119:H2
0101:K30:H9 020:H19 0105 0126:H2,H-
O101:K-:H9 026:H11 0128:H2,H-
0101:K103 0103:H2 EPEC 0132:H2
0138:K81:H14,H- 0111:H8,H11,H- 045 0153:H7
0139:K82:H1 0118:H16 049:H10
0141:K85:H4,H- 0145 0115
0141:K87 0118:H-
0147:K87 0119

Tabla 1: Cepas con sus principales serotipos que afectan a los animales (Blanco et al., 2003).

La bacteria se puede aislar e identificar tradicionalmente con base en sus
caracteristicas bioquimicas y serolégicas, ademas de sus mecanismos de
patogenicidad mediante ensayos en cultivos celulares o modelos animales y mas
recientemente, empleando técnicas de biologia molecular que evidencian la

presencia de genes involucrados (Rodriguez-Angeles, 2002).

16

—
| —

Pedro de Jesus Alanis



Efecto del proceso de secado industrial de la cepa de Saccharomyces cerevisiae L11 sobre su capacidad de
aglutinar aislados de campo de Escherichia coli y Salmonella spp.

2.3 Salmonella spp.

Es una bacteria ubicua, cuyo reservorio principal es el intestino de los animales
homeotermos y poiquilotermos. Presenta una elevada capacidad de supervivencia
en el medio externo (en condiciones adecuadas resiste semanas en el agua y afios
en el suelo), e infecta gran cantidad de animales que pueden permanecer como
portadores durante largo tiempo, de ahi que la Salmonella spp. sea causante de
procesos infecciosos en una amplia variedad de vertebrados, en los que su
transmision es la fecal/oral, aunque también puede transmitirse por la mucosa
conjuntival de las vias respiratorias superiores y heridas (Goyache y Briones, 2003).
Normalmente invade la mucosa intestinal y se multiplica en los érganos asociados
al intestino, a partir del area infectada los patdgenos pasan a los nédulos linfaticos
regionales, donde los macrofagos presentes en el tejido linfatico actian como una
primera barrera para evitar la diseminacion. Si este mecanismo de defensa limita la
diseminacién bacteriana, esta permanece localizada en el intestino por la asociacién
entre las fimbrias de Salmonella spp y su capacidad para aglutinar eritrocitos en
presencia de hidratos de carbono y manosa en la interaccion basada con lectina.
(Duguid y Gillis, 1958). Posee los antigenos O (sométicos), H (Flagelos), y K
(capsula) y el antigeno Vi el cual se encuentra en pocas serovariedades, incluye
varios sindromes (gastroenteritis, fiebres entéricas, septicemia, infeccion focal y un
estado de transmisor asintomatico). Los serotipos muestran una predisposicion a
sindromes especificos (S. typhi, S. paratyphi-A, y S. schottmuelleri los cuales
producen fiebre enterica, S. choleraesuis produce septicemia o infeciones focales,
S. typhimurium y S. enteritidis produce gastroenteritis): Sin embargo, en ocasiones
cualquier serotipo puede desencadenar los sindromes mencionados (Gianella,
1996).
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2.4 Capacidad de S. cerevisiae para adherir a sus paredes celulares bacterias

Gram negativas

El proceso de colonizacién del tracto digestivo por E. coli y Salmonella spp. se lleva
a cabo por la presencia de un grupo de proteinas y glicoproteinas bacterianas de
superficie denominadas “lectinas”. Las lectinas son glicoproteinas que se
caracterizan por tener la capacidad de enlazarse de forma especifica y reversible a
carbohidratos de forma libre o que constituyen estructuras mas complejas
(Hernandez et al., 1999). Comunmente las enterobacterias se unen a las manosas
ubicadas en el exterior de las células intestinales del huésped, a través de los
mecanismos de union de las Fimbria Tipo 1 manosa-sensitiva presentes en
numerosas cepas de E. coliy Salmonella spp. (Dvorak et al., 1997 y Finucane et al.,
1999). Los mananos presentes en la pared de S. cerevisiae actlian previniendo la
adherencia de las lectinas bacterianas a los carbohidratos presentes en la superficie
de las células intestinales, reduciendo la colonizacién del tracto digestivo de estos
patdgenos causantes de diarreas (Dildey et al., 1997), esto debido a la capacidad
de la levadura de S. cerevisiae elaborada industrialmente para aglutinar a bacterias
potencialmente patégenas de E. coli y Salmonella spp. a sus paredes. Mecanismo
por el cual los animales que consumen esta levadura presentan una mayor
resistencia a estas infecciones que es documentado en investigaciones previas, en
las que se evalué la adherencia de 45 aislamientos de Salmonella spp. a la cepa de
S. cerevisiae 47 mediante pruebas de aglutinacion, sedimentacién, y de microscopia
Optica y electronica. Los resultados obtenidos mostraron que el 57.7% (26/45) de
los aislamientos de Salmonella spp. y el 66.6% (6/9) de sus serovares mostraron
adherencia a la levadura en cuestion (Pérez-Sotelo et al., 2005). Los polimeros
presentes en la pared celular de S. cerevisiae son los responsables de la adhesién
de patdégenos a través de manosa especifica, al bloquear la colonizacién de
patogenos intestinales que contienen fimbrias tipo 1 con lectinas de unién a manosa
(Kelly et al., 1994). Las fimbrias de tipo | se expresan en mas de 90% de cepas de
E. coli y Salmonella spp. entre otras bacterias entéricas, y controlan la adhesion a
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oligosacéridos N-linked con residuos de manosilo terminales expuestos. Las
propiedades de adhesion de las fimbrias tipo | estdn determinadas por fimbrias
asociadas a las lectinas con afinidad por las manosas (30 kDa) (Sokurenko, 1995).
Estas impiden la union a determinados carbohidratos de superficie localizados en
las células epiteliales de la mucosa digestiva, para fijarse y colonizarla (Sharon y Lis
1993), inhibiendo el proceso de adhesidon de las bacterias al epitelio en la etapa
temprana de la infeccion sobre las membranas ya que contrariamente las moléculas
de adhesion presentes en la superficie interactuaran de forma estero especifica con
las membranas de la célula huésped de una manera analoga antigeno-anticuerpo,
en el que la adhesina fimbrial se unira a los residuos de manosa en las membranas
celulares epiteliales (Ofek et al., 1977). IniciAandose la patogénesis bacteriana como
resultado de un proceso multifactorial que dependera del estado inmune del
hospedero, la naturaleza de la especie bacteriana, los factores de virulencia y el
namero de organismos en la exposicion inicial, ya que un numero limitado de
bacterias son comunmente responsable de la mayoria de enfermedades infecciosas
en animales ante situaciones de estrés. La adherencia implica interacciones entre
los componentes externos de la célula bacteriana (adhesinas) y la célula del
hospedero (receptores). E. coli posee varios tipos diferentes de adhesinas, las
fimbrias tipo-1, que se unen a los receptores de las células intestinales (Stordeur,
2002), Salmonella spp. antes de invadir cualquier tipo de célula, debe encontrar y
adherirse a uno o0 mas tipos de células del tejido intestinal. Algunos mecanismos de
adhesion pueden involucrar varios tipos de fimbrias o pili, cuatro de los cuales estan
definidos genéticamente: fimbria tipo 1, fimbria codificada por plasmidos (pef),
fimbria polar larga (Ipf) y fimbria agregativa delgada (agf/csg). Ayudando a la
bacteria a conseguir contacto cerrado con las células hospederas y ademas a
permitir la interaccion de factores que estimulan la migracion transepitelial de
neutrofilos. La presencia de por lo menos estos cuatro sistemas fimbriales sugiere

gue la adhesion a superficies celulares y no celulares puede ser un paso critico en
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la supervivencia de E. coli y Salmonella spp. en el medio ambiente, ya que ésta

responde a factores del medio como pH y osmolaridad (Darwin y Miller, 1999).

7Figura 1. (A)S. cerevisiae 47 aglutinando a S. typhimurium ATCC 14028. Micrografia Electronica.
(B) Aglutinacidn de S. cerevisiae 47 frente a E. coli. (aislado patégeno de campo) Tincion de Gram.
Tomado de Pérez-Sotelo 2012.

2.5 Produccién industrial de la levadura

De forma industrial, cultivos puros de la levadura son producidos especificamente
para su uso en la industria cervecera, vitivinicola, destileria, panaderia, doméstico
y pecuario. En la industria alimenticia, las formas activas de levadura mas
predominante son: en primer lugar, levadura deshidratada con un 95% de materia
seca (MS), en segundo lugar, torta de levadura himeda con un 30% MS; y en tercer
lugar, levadura en forma de crema con 18 a 20% de MS. Dentro de los principales
procesos de fabricacidon de levaduras, se incluyen las siguientes pasos: 1) seleccion,
aislamiento y multiplicacion celular de los indculos de levadura a nivel de laboratorio;
2) propagacion de la cepa de levadura en el laboratorio, realizada con la finalidad
de aumentar la cantidad del producto o inoculo industrial; 3) propagacion industrial,
se emplean bioreactores o fermentadores aerdbicos de 15 a 200 m3 en donde el

objetivo es proveerlos de nutrientes (oxigeno, nitrégeno, carbohidratos, condiciones
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adecuadas de temperatura y pH para la multiplicacion de la levadura) ; 4) secado y
deshidratado, cuando la concentracion de levaduras es adecuada en los
fermentadores el caldo de cultivo es centrifugado para formar una crema de
levadura, posteriormente la crema se filtra para formar la torta de levadura que es
secada a una temperatura adecuada para no destruir su capacidad fermentativa
(Oriol, 2004; Dan-Lfa, 2005; Stone, 2006; citado por Morales, 2007).

Filtrado y secado

UCCIon 1 n
|:'|"l)d’c’le Ieva':lbl‘ldl.lsm trial _lI — Levadura viva
L.
| ‘ w7

I'-

Lady Falmenﬁjumu Industriales
Centrifugado

<
= =
Py

L Exiracto de
Autolisis de o levaduras puro
las levaduras | Q S
'! --‘---’l
| — 2
g ’ 4 n
— == i
Tratamiento térmico Aurtolisia Sapn’mm Dunnminnun Secado, analisis y embalaje

Figura 2: Procedimiento de la produccion industrial de levaduras y paredes celulares de
Saccharomyces cerevisiae. Tomado de Dan-Lfa, 2005; citado por Morales 2007).
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1. Justificacién

La demanda exponencial de alimentos de origen animal, conlleva a sistemas de
explotacion intensiva en la produccién pecuaria y acuicola. Los cuales afrontan una
mayor incidencia a determinadas infecciones, propiciando el uso de antibiéticos
como medidas profildcticas y como promotores del crecimiento, lo cual ha
contribuido a generar una resistencia bacteriana a muchos antibidticos que
producen infecciones entéricas de dificil tratamiento. La capacidad de S. cerevisiae
para aglutinar enterobacterias, asi como para potenciar la respuesta del sistema
inmune contra infecciones producidas por esas bacterias y estimular el crecimiento
animal, la colocan como una alternativa segura y eficiente como probiético en
sustitucion de antibidticos y aditivos (enzimas, lactobacillus) comunmente
empleados en alimentacion animal. El uso de S. cerevisiae genera un beneficio en
la produccion y sanidad animal reduciendo la incidencia y mortalidad por infecciones
entéricas y contribuyendo a una reducir la resistencia bacteriana a los antibigticos
activa y pasiva en animales y humanos.

S. cerevisiae se ha utilizado como probiético para contribuir a mejorar la salud
intestinal, esto se debe en parte a su capacidad de adherir a sus paredes celulares
bacterias patdégenas como E. coli y Salmonella spp. Una forma indirecta de medir la
capacidad de una determinada cepa o una preparacion de S. cerevisiae en sus
efectos sobre la flora intestinal es su capacidad de aglutinar in-vitro diversas cepas
de E. coliy Salmonella spp. Se ha observado que diferentes cepas de S. cerevisiae
tienen diferentes capacidades de aglutinacion bacteriana y se cree que esta
capacidad depende principalmente del genotipo de la levadura. Sin embargo, el
proceso de secado industrial de levaduras genera estrés sobre las mismas y
posiblemente sobre la composicion de sus paredes, ya que éstas son sometidas a
cambios de temperatura y humedad. El secado o deshidratado permiten mantener
a la levadura en estado de latencia y que al ponerla en condiciones adecuadas de
cultivo se activa. Existen varios métodos de secado como el secado en spray, el

secado en tambor secado en frio, estos procesos de secado exponen a la levadura
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a diferentes condiciones ambientales, y estas podrian afectar las paredes de las
mismas ya sea por exceso de calor o una deshidratacion suboptima. Dado que el
proceso podria estar afectando la calidad e integridad de la pared celular, es
relevante conocer si diferentes tipos de deshidratacién pueden afectar la capacidad
de la levadura de aglutinar a bacterias in-vitro como indicador de la calidad de la
levadura como probiotico. Por lo que en este trabajo se pretende evaluar la
influencia de dos tipos de deshidratacion: en Spray y en Tambor sobre S. cerevisiae
(cepa L11) y su efecto en la capacidad de aglutinar in vitro aislados de campo de E.

coli y Salmonella spp.

23

—
| —

Pedro de Jesus Alanis



Efecto del proceso de secado industrial de la cepa de Saccharomyces cerevisiae L11 sobre su capacidad de
aglutinar aislados de campo de Escherichia coli y Salmonella spp.

IV. Hipotesis

El efecto del proceso de secado industrial en spray de Saccharomyces cerevisiae
L11 favorece su capacidad de aglutinacion frente a cepas de campo de Escherichia

coli y Salmonella spp. en comparacion con el proceso de secado industrial en

tambor.
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V. Objetivos

Obetivo general
Determinar el efecto del proceso industrial de deshidratacion (Tambor o Spray) de

una cepa Saccharomyces cerevisiae (L11) sobre su capacidad de aglutinar cepas

de campo de Escherichia coli y Salmonella spp.

Objetivos especificos
e Determinar la capacidad de aglutinacion sobre aislamientos de campo de

Salmonella spp. a partir de un preparado industrial de S. cerevisiae L11
obtenido por deshidratacién en tambor.

e Determinar la capacidad de aglutinacién sobre aislamientos de campo de E.
coli a partir de un preparado industrial de S. cerevisiae L11 obtenido por
deshidratacion en tambor.

e Determinar la capacidad de aglutinacion sobre aislamientos de campo de
Salmonella spp. a partir de un preparado industrial de S. cerevisiae L11
obtenido por deshidratacién en spray.

e Determinar la capacidad de aglutinacién sobre aislamientos de campo de E.
coli a partir de un preparado industrial de S. cerevisiae L11 obtenido por

deshidratacion en spray.
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VI. Material

Material Biologico

Dos preparados de levadura viva de Saccharomyces cerevisiae cepa L11 (Phileo,
Lesafre, Toluca, México).

Diez Cepas de E. coli (Aislados Campo, CIESA. Donados por el Dr Jorge Varela
Guerrero)

Ochenta y cinco cepas de Salmonella spp. (Aislados Campo, CIESA. Donados por

el Dr Jorge Varela Guerrero)

Material de Laboratorio

Medio de infusion cerebro corazéon (BIOXON)
Solucion PBS

Tubos de 50 ml

Tubos eppendorf

Tubos de 15 ml

Puntas

Pipetas

Placa para aglutinacion de vidrio
Ambietrol

Cloro

Guantes de nitrilo

Toallitas desechables

Gradillas

Atomizador

Mortero

Bascula digital

Bata

Mechero de gas

—
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Equipo de laboratorio

Autoclave
Estufa de incubacion bacterioldgica

Material de Escritorio

Computadora
Libreta

Lapicero
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VII. Métodos

De las cepas donadas por el Dr. Jorge Varela Guerrero y Dr. Martin Talavera Rojas
se realizo el resembrado bacteriano: para Salmonella spp. se utilizé el medio verde
brillante y en el caso de E. coli, Mc conkey.

Se pesardn 37 gr de agar infusion cerebro corazon (BHI) en una balanza analitica y
se colocé en un matrds Erlenmeyer de un litro, con agua destilada hasta
homogenizar totalmente, y colocarse en el autoclave a 121°C, a 15 libras de presion
por 20 minutos para esterilizar y seguidamente colocar 20 ml en 95 tubos de 50 ml
de forma aséptica, se colocaron en una gradilla y se llevaron a la estufa de
incubacion bacterioldgica por 16 hrs a 37°C para prueba de esterilidad. Comprobado
este procedimiento se inicio con el sembrado de E. coli y Salmonella spp. utilizando
una asa bacteriolégica para las muestra de cada cepa, y se sembraron de manera
individual en los tubos de 50 mL de manera aséptica (frente a un mechero), las
bacterias se inocularon en la estufa de cultivo a 37° C por 16 horas.

7.1. Prueba de la aglutinacion de la levadura

Se realiz6 el experimento doble ciego: al momento del ensayo, no se conocia el tipo
de secado que tenia cada muestra de levadura y tampoco se conocia que levadura
se estaba utilizando para aglutinar a cada aislado bacteriano. Se utilizarén 8
preparados de S. cerevisiae cepa L11 identificados cada uno con una clave distinta,
donde cuatro preparados correspondieron a un tipo de secado, y cuatro mas
correspondieron a otro tipo de secado de la levadura.

Se realizo la prueba de aglutinacion de la levadura frente a 85 cepas de Salmonella
spp. de los siguientes 15 serotipos (typhimurium, Typhi, Gallinarum, Bmonofasica,
C1 monoféasica, agona, london, anatum, bredeney, tennesse, enteritidis, infantis,
senftenberg, Reading y Typhimurium ATCC 14028) y siete aislados de campo no
tipificados provenientes de canales de ganado bovino, porcino y pollo de engorda,
y 10 cepas no caracterizadas de E. coli provenientes de utensilios usados en rastros

para la matanza animal y procesamiento de carnicos. La capacidad del S. cerevisiae
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L11 de aglutinar a las bacterias se evalué en una escala de; 0 a 3; donde 3,
aglutinacion muy buena; 2, aglutinacion media; 1, aglutinacion baja; 0, aglutinacion

no perceptible.

: L i
Figura 3. Preparados de levadura

J

7.2. Preparacion del Saccharomyces cerevisiae

Se pesardon 10 mg de cada muestra de S. cerevisiae en una balanza analitica 'y con
ayuda de un mortero se molio la levadura, incorporandose posteriormente a tubos
de 15 mL con 10 mL de PBS y agitandose por 5 minutos. Se repiti6 este
procedimiento con las 8 muestras de la levadura.

Se agregaron 50 microlitros de bacterias, mas 50 microlitros de la levadura en los
cuadros de la placa de aglutinacion, se mantuvo por 3 minutos, y se observo el
grado de aglutinaciéon, se midio su intensidad y la formacién de grumos, por medio
de apreciacion visual en un negatoscopio. Como control se utilizaron los preparados
de levadura con PBS sin mezclarse con las bacterias. Los resultados se recopilaron
y documentaron en una pagina de excel. Los cuales se analizaron con la prueba no

parametrica Kruskal- Wallis (McDonald, 2009).
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=
c

Figura 4: Intensidad de aglutinacion de S. cerevisiae L11 frente a cepas de campo de Salmonella.
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VIII. Limite de espacio

La investigacion se llevd a cabo en el Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados en Salud Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de

la Universidad Autdbnoma del Estado de México.
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IX. Limite de tiempo

La investigacion comprendio los meses de Julio de 2016 a Mayo de 2017 en el

Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESA).
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X. Resultados
Se compararon dos tipos de secado industrial (en Tambor y en Spray) de S.
cerevisiae L11. Los dos preparados presentaron capacidad de aglutinacion, pero no
de la misma intensidad, en la tabla 2 se muestra el grado de aglutinacion y la
cantidad de los mismos, por Saccharmyces cerevisiae (cepa L11) sometido a dos
tratamientos de secado (Tambor o Spray) con cuatro repeticiones para cada aislado

pudiéndose observar diferencias.

Secado en tambor. Secado en spray

Serotipos Origen No. de NUmero de aglutinaciones NUmero de aglutinaciones por

del aislados por escala de aglutinacion escala de aglutinacion

aislado por (0-3) (0-3)

serovar
0 1 2 3 Promedio 0 1 2 3 Promedios
S

S. typhimurium* 1 0 2 2 0 1.50 0 0 1 3 2.75
S. typhimurium Bovinos 7 13 4 3 8 1.21 7 3 5 13 1.85

Ave 7 11 3 9 5 1.28 8 11 1 8 1.32

Porcino 17 12 19 12 25 1.77 5 7 11 45 241
S. typhi Bovinos 3 4 1 3 4 1.58 1 5 5 1 1.50
S. gallinarum Ave 1 4 0 0 0 0 2 1 0 1 1
S. bmonofasica Porcino 2 2 2 1 3 1.62 3 0 3 2 15
S. agona Porcino 4 3 5 3 5 1.62 2 3 3 8 2.06
S. anatum Porcino 4 3 1 1 11 2.25 0 3 0 13 2.62
S. bredeney Porcino 5 4 1 5 10 2.05 3 1 2 14 2.35
S. london Porcino 13 0 1 12 39 2.73 0 1 4 47 2.88
S. infantis Porcino 3 4 2 2 4 1.50 3 3 2 4 1.58
S. senftenberg Porcino 4 0 1 5 10 2.56 1 1 1 13 2.62
S enteritidis Porcino 1 3 1 0 0 0.25 2 0] 1 1 1.25
S. tennesse Porcino 1 4 0 0 0 0 3 1 0 0 0.25
S. C1 monofasica = Porcino 1 0 0 3 1 2.25 0 0 0 4 3
S. reading Porcino 1 0 0 2 2 2.5 0 0 2 2 2.5
no tipificada Bovinos 2 3 1 3 1 1.25 1 0 4 3 212

porcino 1 1 1 1 1 1 0 0 0 4 3
Salmonella no 7 0 2 17 9 2.32 0 0 4 24 2.85
caracterizada

TOTAL 85 71 47 84 138 1.85 41 40 49 210 | 2.25

E. coli
No caracterizadas =~ Utencilios | 10 0 0 4 36 2.9 0 0 0 40 3

de trabajo

en rastro

Tabla 2. Comparacion de la capacidad de aglutinacion de bacterias coliformes (85 serotipos de Salmonella y 10
aislados de E. coli), por Saccharmyces cerevisiae (cepa L11) sometido a dos tratamientos de secado (Tambor o Spray)
y cuatro repeticiones para cada aislado. Los resultados obtenidos para cada tratamiento de S. cerevisiae (Sc) se
condensaron de modo que para cada serovar de Salmonella o aislado de E. coli existen cuatro ensayos de aglutinacion. En
la tabla se puede observar el nimero de pruebas que se realizé y el total obtenido para cada tratamiento de Sc con respecto
al nimero de serovares de Salmonella spp o aislados de E. coli. La intensidad de la aglutinacidn se califico en una escala de
0 a 3 donde; 0, aglutinacion no perceptible; 1, aglutinacion baja; 2, aglutinacién media; 3, aglutinacion alta.
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* 3. typhimurium ATCC 14028

En la Tabla 3 se muestran a los serotipos de Salmonella spp. frente a tres diferentes

especies domesticas (Porcinos, Bovinos, Aves), en el cual se observa la cantidad

de aglutinaciones con respecto al total de repeticiones, asi como su porcentaje de

aglutinacion. Cabe mencionar que el secado en tambor presento una menor

capacidad de aglutinacion en las diferentes especies animales, mientras que para

el secado en spray los serotipos provenientes de porcinos presentaron una mayor

afinidad a la aglutinacion seguidas de bovinos y aves.

Secado en tambor.

Origen del Aglutinaciones

aislado
Serotipo + % Serotipo
S. london Porcino 52/52. 100 S. london
S. C1 monofasica Porcino 4/4. 100 S. C1 monofasica
S. reading Porcino 4/4. 100 S. reading
S. senftenberg Porcino 16/16 100 @ No tipificada
S. typhimurium Porcino 56/68. 82.35 | S.anatum
S. agona Porcino 13/16. 81.25 S. senftenberg
S. anatum Porcino 13/16. 81.25 S. typhimurium
S. bredeney Porcino 16/20. 80 S.infantis
S. bmonofasica Porcino 6/8. 75 S.agona
no tipificable Porcino 3/4. 75 | S. bredeney
S. infantis Porcino 8/12. 66.66 S. bmonofasica
S enteritidis Porcino 1/4. 25 | Senteritidis
S. tennesse Porcino 0/4. 0 S. tennesse
Total 192/228 87.28
S. typhi Bovinos 8/12. 66.66  no tipificable
no tipificable Bovinos 5/8. 62.5 S. typhimurium
S. typhimurium Bovinos 15/28. 53.57 | S. typhi
Total 28/48 58.33
S. typhimurium Ave 17/28. 60.71  S. typhimurium
S. gallinarum Ave 0/4. 0 S.gallinarum
Total 17/32 53.12
Total global 237/308 76.94

Secado en spray

Origen
del
aislado

Porcino
Porcino
Porcino
porcino
Porcino
Porcino
Porcino
Porcino
Porcino
Porcino

Porcino
Porcino

Porcino

Bovinos
Bovinos

Bovinos

Ave

Ave

Aglutinaciones

+
52/52.
4/4.
4/a.
4/a.
16/16.
15/16
63/68.
11/12.
14/16.
17/20.
9/8.
2/4.
1/4.
212/228

7/8.
21/28.
5/8.
33/44

20/28.

2/4.
22/32

267/304

%
100
100
100
100
100
93.75
92.64
91.66
87.5
85

75
50

25
92.98

87.5
75
62.5
75

71.42

50
68.75
87.82

Tabla 3. Capacidad de aglutinaciéon de diferentes serotipos de Salmonella spp. procedentes de tres
especies animales (Porcinos, bovinos y aves) , por la cepa L11 de S. cerevisiae, procesada por secado en

( 2 )
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Tambor o por Spray. Los valores de aglutinacién representan 4 repeticiones de la misma, realizadas para cada
serotipo con el S. cerevisiae cepa L11, desecadas de forma independiente, ya sea por Tambor o por Spray.

En la Tabla 4 se muestran los resultados analizados mediante la prueba de Kruskal-
Wallis indicando que existen diferencias en la capacidad de aglutinacion de las
distintas cepas de Salmonella spp. y de las cepas no tipificadas de E. coli en los
diferentes preparados de la levadura. El secado en Spray mostr6 una mayor

capacidad de aglutinacion (P<0.0001) con relacion al secado en tambor y al control.

Tabla 4. Aglutinacion de 85 cepas de Salmonella 'y 10 de E. coli con dos tipos de secado frente a
Saccharomyces cerevisiae L11

Intensidad de Numero de aglutinaciones por tipo de secado
aglutinacion Tambor Spray Control

0 71 41 95

1 45 40 0

2 86 48 0

3 173 247 0

Total de cepas 380 380 95
Promedio de rangos 428.802 508.332 103.50°

Prueba de Kruskal —Wallis P< 0.0001. La diferencia de las literales indica la diferencia entre los
secados

—
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Xl. Discusion

Se ha sugerido que el uso de microorganismos susceptibles a emplearse como
aditivos en la alimentacién animal fueran especies o cepas vivas, capaces de
adherirse a las células epiteliales y multiplicarse. Las levaduras han mostrado plena
eficacia, gracias a su capacidad de atraccion y no de colonizacion (Perez, 2008).
S. cerevisiae L11 es un probidtico que ha sido usado en la alimentaciéon animal
porque se ha observado que favorece la ganancia de peso (Yuan et al., 2015),
funciona como un estimulante inespecifico al sistema inmunoldgico (Zanello et al.,
2011), y porque a nivel gastrointestinal se ha observado que puede aportar
nutrientes, reducir los niveles de oxigeno para producir un ambiente anaerobio que
favorece a la flora microbiana intestinal normal, y porque atrapa a determinados
patégenos dada la afinidad de los mananos de la pared celular de la levadura con
la fimbria de bacterias entéricas como Salmonella spp y E. coli. (Borowsky et al.,
2009).

En el presente experimento se trabajo con la cepa L11 de S. cerevisiae. Esta es una
cepa comercial de la que ya se tenia conocimiento sobre de sus efectos benéficos
para los animales cuando se usa como probittico. La empresa (LeSafreMR)
productora de esta levadura comercial se encuentra en permanente crecimiento y
modernizacién. Pero antes de comprar un equipo nuevo debe validar que dicho
equipo no afecta la calidad del producto final, en este caso la levadura deshidratada
destinada como probidtico en la alimentacion animal. De ahi que surge la pregunta
acerca de si el cambio de equipo modificara la calidad del probiético y si alguno de
los métodos de secado, representa alguna ventaja para el proceso industrial.
Estudios realizados previamente por Tristan, (1998) menciona que la calidad de la
levadura se ve afectada por las fluctuaciones en la humedad inicial y al tiempo de
exposicidén en el secado de tambor, mientras que para el secado en spray Luna-
Solano et al., (2005) reportan una mejor calidad de los cultivos microbianos en
comparacién al secado en tambor, debido a la optimizacion de los parametros del

procesos de deshidratacion, reportandolo como un método viable para mantener a
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levadura, ya que este sistema minimiza los dafios térmicos causados a la pared
celular (Ameri and Maa 2006), esto es corroborado por Labuza y Barrera-Santos
(1970) (citado por Labuza et al., 1972) quienes mencionan que el secado en spray
es mejor que el secado en tambor ya que conserva de mejor manera las
caracteristicas morfologicas y fisicas de la levadura, mejorando su viabilidad, y
demostrando que puede mantenerse por meses en almacenamiento sin presentar
cambios que afecten su estructura. También se ha demostrado que el secado en
spray favorece la integridad de los mananos, que contribuyen a la adhesion de
Salmonella y E. coli a su pared celular, por medio de las fimbrias tipo 1 (Martins et
al., 2010), las cuales estan compuestas principalmente de subunidades de
proteinas FimH una lectina situada en la parte superior del eje fimbrial, que es
atraida por las propiedades adhesivas o manosa-sensitivas, de la pared celular de
S. cerevisiae (Luna et al., 1998 y 2000; Duguid et al., 1976; Firon et al., 1984).

Las fimbrias tipo 1 de las enterobacterias desempefian un papel critico en la
colonizacion, y fijacion a la levadura como se menciona anteriormente, sin embargo,
en estudios realizados con diferentes cepas de Salmonella se ha demostrado que
la adhesion a los mananos-oligosacaridos (MOS) in vitro, de S. cerevisiae puede
variar entre diferentes serovares y entre cepas de un mismo serovar. A pesar de
esto, se ha observado que la capacidad de aglutinacién in vitro se a correlacioné
bien con la eficacia de los mananos para disminuir el recuento de E. coli y
Salmonella presente en la mucosa intestinal, es por ello que los piensos
complementados con S. cerevisiae pueden constituir una medida de intervencién
en los programas de control sanitario frente a enterobacterias, al mejorar la salud
intestinal de los animales que la consumen como probidtico (Spring et al., 2000;
Letelliere et al., 2001).

En el presente experimento se pudo observar que al exponer los cultivos
bacterianos frente a la cepa L11 de S. cerevisiae deshidratada por el método en
spray, presentd mayor eficiencia al inducir la aglutinaciéon de casi todos los

serovares de Salmonella y a todos los aislados de E. coli, contra los que fue
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expuesta. Por otro lado, la levadura deshidratada por el método de tambor, aunque
aglutino a la mayoria de los serovares, no pudo aglutinar ni a S. gallinarum, ni a S.
tennessi (Tabla 2). Adicionalmente se observé que la levadura deshidratada por el
meétodo de spray tuvo un promedio general en intensidad significativamente mayor
(p<0.0001) de aglutinacion para Salmonella de 2.25 y para E. coli fue de 3 que la
levadura secada por el metodo de tambor, que tuvo un promedio de 1.85 para
Salmonella y 2.9 para E. coli. Estos datos fortalecen la hipétesis del método de
secado en spray, ya que al dafiar menos las paredes de la levadura, favorece su
capacidad de aglutinacién, en comparacion al método de secado en tambor. Esto
probablemente permite una mejor conservacion de las moleculas de mananos de la
pared celular, lo que a su vez le permite adherir bacterias a sus paredes de manera
mas eficiente. Este resultado podria tener implicaciones positivas en la salud
intestinal de los animales que consumen esta levadura como probiotico, ya que, Si
capta un mayor numero de bacterias presumiblemente patdgenas y las arrastra
consigo en las heces del animal (Jiang et al., 2015), reducen la carga bacteriana y
contribuillen a minimizar la necesidad de uso de antibiéticos, para combatir las
infecciones por Salmonella o E. coli (Kiaerie, 2015). Otra implicaciébn de esta
investigacion es que la cepa L11 de S. cerevisiae deshidratada por el método de
spray es capaz de aglutinar, aunque en diferente medida a todos los serovares a
los que fue expuesta, lo cual supera a lo reportado anteriormente por Perez-Sotelo
et al., (2005) y Monroy-Salazar et al., (2012) quienes reportaron una capacidad de
aglutinacion frente a bacterias coliformes de un 57% y 66.6% respectivamente.

En este trabajo se confirma que los serotipos de Salmonella spp. y de E. coli pueden
ser adheridos a las paredes de S. cerevisiae y la implicacién de su uso como
probidtico es que la levadura comercial secada por el método de spray podria ser
mas eficiente para reducir la presencia de enterobacterias y favorecer la presencia
de bacterias benéficas, que las levaduras liofilizadas por método de tambor, debido
a que el método de secado contribuye a preservar una mayor cantidad de mananos

en la levadura y éstos ayudan a mejorar la resistencia inespecifica a diferentes
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enterobacterias, virus y protozoarios, y favorecer la ganancia de peso como
mencionan Siwicki et al., (1994).

El uso de levaduras en la alimentacion animal se puede traducir en una mayor
higiene ambiental y de los alimentos con un impacto favorable a la salud del hombre,
ya que se reducen las probabilidades de contagio por alimentos de origen animal,
gue son responsables de la mayor parte de brotes de salmonelosis que afectan a
centenares de personasy, que pueden ser causada por cualquiera de los casi 2 500
serotipos que se han descrito hasta hoy. En México el serovar de Salmonella que
se ha aislado con mayor frecuencia es S. typhimurium, identificAndose en canales
de cerdo, bovino y aves (Gutiérrez-Cogco et al., 1994; Gonzéalez-Bonilla et al.,
1985), sin embargo se ha observado que existen variaciones en la frecuencia de
serotipos de un pais a otro, con importancia en areas que no han alcanzado las
condiciones de saneamiento e higiene y no cuentan con medidas de salud publica
optimas (Chalker y Blaser 1998; Blaser y Newman 1992). En este trabajo de
investigacion es interesante observar que los aislados tipificados como S.
typhimurium, obtenidos de porcinos fueron aglutinados de manera mas eficiente en
relacion a los aislados provenientes de aves y bovinos. Seria razonable pensar que
la especie afectada podrian estar influyendo en la expresion fimbrial. Dado que las
infecciones por Salmonella o E. coli tienen relacién a un mal manejo en granja y
pueden ser detonadas en mataderos por el estrés generado, el uso de S. cerevisiae
L11 in vivo como medida para disminuir la presencia de enterobacterias y reducir el
potencial zoonotico, puede contribuir a disminuir los casos de enfermedad en

animales y humanos como una alternativa natural (Gutiérrez-Cogco et al., 2000).
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Xll. Conclusiones

La capacidad de aglutinaciéon de S. cerevisiae L11 es afectado por el proceso
industrial de deshidratacion. Observandose una mayor eficiencia de aglutinacion de
Salmonella spp. y E. coli frente a S. cerevisiae cepa L11 deshidratada por el método
de spray en comparacion al método en Tambor. Debido a que el secado en spray
es un tratamiento mas eficaz para preservar los mananos de la levadura y potenciar
sus factores de aglutinacion en contra de Salmonella spp y E. coli en comparacion

al secado en tambor.
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Xlll.Sugerencias

Se sugiere seguir estudiando los diferentes métodos de secado en distintas cepas
bacterianas de importancia clinica, asi como estudios con animales domésticos que
demuestren que el S. cerevisiae (cepa L11) deshidratado en spray, les confiere

ventajas productivas y de salud en comparacion al secado en tambor.
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