Trabajo de Fin de Master

Master interuniversitario en Nutricion y Metabolismo - 162 edicion

Potencial probiotico de cepas
de Geotrichum candidum
alsladas de quesos.

Autor: Lic. Alan Omar Granados Casas

Director: Dr. Alberto Miguel Stchigel Glikman

Unidad de Micologia y Microbiologia Ambiental, Facultad de
Medicina y Ciencias de la Salud, Universitat Rovira i Virgili

‘ UNIVERSITAT
%" ROVIRA i VIRGIL|

\V

/\é UNIVERSITAT e
il BARCELONA

ar



Contenido

RESUMIBIN .. ettt e ettt e e ettt e e e e et e e e et e e enaans 1
N 1] 4 = T PR 1
INTFOTUCCION e 2
Bl QUESO .. 2
L@ 1810 S0 = To 11 {0 1SRRI 3
Microbiologia del QUESO .........uuuiii i 3
Geotrichum candidum...........oooiiiiiiiii 5
Geotrichum candidum y €l QUESO.............coovviiiiiiiiiii 7
0] oo ) o o T 8
Geotrichum candidum como ProbiOtiCO...........cuuiiiiiii i 9
[ T o] =2 1P RT PP PTPPPPPP 10
ODJEUIVO GENEIA ...ttt nnnnne 10
ODbjetivos @SPECTIICOS ..o e 10
MaterialeS ¥ MELOUOS ..uuui it e e e e et e e e e e e e e earaaaes 11
Aislamiento e identificacion preliminar de hongos a partir de quesos................... 11
Extraccion de ADN fungico total, amplificaciéon y secuenciacién de la region ITS-
5] PRSP 12
Identificacién y analisis filogenético de las cepas flngicas............ccccceeeeeiieeeninnnn, 12
Identificaciébn molecular de las cepas bacterianas a emplear en ensayos de
=TT 001 £ PP 13
Ensayos de antibiosis mediante cultivo dual in Vitro..............ccccccvvieeeii i, 14
Infeccion y pre-tratamiento de la linea celular (macréfagos). ........ocvvveeeeeeeeeiinnnn, 15
Supervivencia intracelular de las bacterias. ..........ccccccveeeiiii i 15
Dafio celular inducido por las bacterias: cuantificacion del LDH........................... 16
ANAIISIS €StAdISHICO. .oeeeeeee e 16
TS 11 =T o 1 PP 17
Morfologia colonial de las cepas de hongo aisladas de qUESOS. ..........ccccceeeeeennee 17
Identificacidon molecular de las cepas de hongo aisladas de quesos.................... 18
Re-identificaciébn molecular de las cepas bacterianas. ............ccccceeeeeiieeeiieevvinnnnnn. 19
Utilizacion de €SCUING. ..........uuuuuiiiiiiiiiiiiiii s aaansssanennnnnne 20
Accidn inhibitoria de las cepas de G. candidum sobre las bacterias. ................... 20
Supervivencia intracelular bacteriana. .............cooiii i 22
Evaluacion del dafio CeIUIAr.............uuuuiiiiiiiii e 23
DTSy oL U= o | o PP 24
(@0 o od 11 1= 0¥ o 1 26
BibDIIOQrafia .ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 27

F AN 1S3 0 1N 30



Resumen
Geotrichum candidum, un hongo utilizado en la elaboracion de ciertos quesos,
podria ser un interesante microorganismo probiético. Existen ciertos estudios sobre
su actividad antimicrobiana en infecciones bacterianas producidas en peces, pero
no en humanos. El objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad probiética
de Geotrichum candidum aislado de diferentes tipos de queso. Doce cepas fueron
aisladas e identificadas mediante amplificacion y secuenciacion por PCR de la
region ITS-LSU. Cuatro de dichas cepas fueron seleccionadas para evaluar su
potencial antimicrobiano frente a siete bacterias patégenas mediante la técnica de
“lineas cruzadas”. También se estudi6 el efecto protector sobre un modelo in vitro
de infeccion bacteriana utilizando una linea celular de macroéfagos, evaluando la
supervivencia intracelular de la bacteria y el dafio celular en el macréfago mediante
la liberacion de la enzima lactato deshidrogenasa. Los resultados demuestran que
Geotrichum candidum tiene actividad antibacteriana y protectora sobre los
macrofagos infectados, mostrando una reduccién del nimero de bacterias, asi como
una disminucion de la mortalidad de los macréfagos. Conclusiéon: Geotrichum
candidum posee actividad antibacteriana y es capaz de reducir el dafio ocasionado

por las bacterias a los macrofagos.

Abstract
Geotrichum candidum, a fungus used to make certain cheeses, could be an
interesting probiotic microorganism. There are certain studies on its antimicrobial
activity in bacterial infections produced in fish, but not in humans. The objective of
the present study was to evaluate the probiotic activity of Geotrichum candidum
isolated from different types of cheese. Twelve strains were isolated and identified
by amplification and sequencing by PCR of the ITS-LSU region. Four of these strains
were selected to evaluate their antimicrobial potential against seven pathogenic
bacteria using the "Cross-Streak" method. The protective effect on an in vitro model
of bacterial infection was also studied using a macrophage cell line, evaluating the
intracellular survival of the bacteria and the cellular damage in the macrophage by
releasing the enzyme lactate dehydrogenase. The results show that Geotrichum
candidum has antibacterial and protective activity on infected macrophages, showing
a reduction in the number of bacteria, as well as a decrease in macrophage mortality.
Conclusion: Geotrichum candidum has antibacterial activity and can reduce the

damage caused by bacteria to macrophages.



Introduccion

El queso

El REAL DECRETO 1113/2006, de 29 de septiembre, por el que se aprueban
las normas de calidad para quesos y quesos fundidos, define a los quesos como:
“... el producto fresco o madurado, sélido o semisélido, obtenido de la leche, de
la leche total o parcialmente desnatada, de la nata, del suero de mantequilla o
de una mezcla de algunos o de todos estos productos, coagulados total o
parcialmente por la accion del cuajo u otros coagulantes apropiados, antes del
desuerado o después de la eliminacién parcial de la parte acuosa, con 0 sin
hidrélisis previa de la lactosa, siempre que la relacién entre la caseina y las

proteinas séricas sea igual o superior a la de la leche”.

Queso es el nombre genérico de un grupo de productos alimenticios basados en
la fermentacién de la leche, el cual se produce en todo el mundo con una gran
diversidad de sabores, texturas y formas, se han descrito y fotografiado cerca de
750 variedades de queso (Harbutt, 2009). Se cree que el queso aparecioé hace
unos 8.000 afios cerca del actual Irak durante la revolucion agricola, donde se
domesticaron ciertas plantas y animales, entre los cuales se encontraban las
cabras y ovejas los cuales eran utilizados para proveerse de carne, leche, pieles
y lana. Inicialmente, el ganado fue utilizado como fuerza de trabajo y no como
fuente de leche. Pronto se reconoci6 el valor nutritivo de la leche producida por
los animales domésticos y los productos lacteos se convirtieron en componentes

importantes de la dieta humana (Fox et al., 2016).
Los pasos principales en la elaboracién del queso son:

1. Seleccidn, estandarizacién y (en algunos casos) la pasteurizacion de la
leche.

2. Acidificacion, usualmente mediante la produccion de acido lactico in situ
mediante la accion metabolica de bacterias.
Coagulacién de la leche mediante la acidificacion y protedlisis limitada.

4. Deshidratacion del coagulo para producir la cuajada del queso, esta se
realiza mediante una variedad de técnicas.

5. Dar forma a la cuajada.



6. En algunas variedades de quesos se deja madurar la cuajada la cual,

desarrollando asi el aroma, el sabor y la textura caracteristica del queso.

Quesos maduros

El mismo REAL DECRETO 1113/2006 define al queso madurado como “...el que,
tras el proceso de fabricacion, requiere mantenerse durante cierto tiempo a una
temperatura y en condiciones tales que se produzcan los cambios fisicos y
quimicos caracteristicos del mismo. La palabra madurado podra sustituirse por
los calificativos segun el grado de maduracion alcanzado por el producto a la

salida de fabrica que figuran en el siguiente cuadro:”

Tabla 1. Denominaciones facultativas del queso segun el grado de maduracion.

Pesos1,5 kg Pasos1,5 kg
Denominaciones facultativas | Maduracion rr:||1i|11{| an dias
L1y o 7
Semicurado ............ 35 20
Curado ..oecevrvecennnns 105 45
Vigjo e iiieen 180 100
ANBJO i 270

Las caracteristicas Unicas de los quesos se desarrollan durante su maduracion
como resultado de un conjunto de reacciones bioquimicas. Los cambios que
ocurren en la maduracion tanto en el sabor, en el aroma, y textura del queso
estan determinados en gran medida por el proceso de fabricacion, es decir, por
la composicion, humedad, NaCl, pH, y en muchos casos por el inéculo
secundario afiadido a la leche o a la cuajada. Los cambios bioquimicos que
ocurren durante la maduracién son causados por los agentes coagulantes, las
enzimas lacteas (proteasas y lipasas), los microorganismos iniciadores y sus
enzimas, microorganismos secundarios y sus enzimas, y las bacterias acido

lacticas no iniciadoras (Fox et al., 2016).

Microbiologia del queso

Existen diversas variedades de quesos, lo que es reflejo de la versatilidad de los
diversos microorganismos utilizados en su elaboracién. Cada fabrica gestiona el
ecosistema microbiano adoptando mezclas indefinidas, cultivos artesanales y
parametros de elaboracion del queso sobre la base de la experiencia personal y
observacion empirica (“FAQ Microbes Make Cheese Rep. an Am. Acad.
Microbiol. Collog. Held Washington, DC, June 2014”, 2015). Detras de un buen

queso hay un gran microbioma, el cual consiste en un ecosistema dinamico el



cual depende del tipo especifico de queso a elaborar, sus condiciones de
produccion, la composicion de microorganismos iniciadores y no iniciadores que

se desarrollan durante la fermentacion y maduracion (Ercolini, 2020).

Las bacterias acido lacticas desempefian diferentes funciones en la elaboracion
del queso, algunas especies participan en el proceso de fermentacion, y otras
estan implicadas en la maduracion del queso. Las bacterias acido lacticas que
fermentan la lactosa produciendo altas concentraciones de &cido lactico se
denominan bacterias &cido lactico iniciadoras, este grupo incluye géneros
bacterianos como: Lactococcus lactis, Leuconostoc spp., Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii y Lactobacillus helveticus, estas se
cultivan previamente en leche u otro medio y se agregan deliberadamente a la
leche al comienzo de la fabricacion del queso. Las bacterias responsables del
proceso de maduracién son denominadas bacterias acido lacticas no iniciadoras,
este incluye a Lactobacillus farciminis, Lactobacillus casei, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus
curvatus, Lactobacillus rylactobateri y Lactobacillus brevis (Hayaloglu, 2016;
Settanni & Moschetti, 2010).

Algunas variedades de queso contienen microbiota secundaria, no fermentadora
de lactosa, cuya funcion es producir algin cambio caracteristico en el queso, por
ejemplo, el crecimiento en la superficie del queso maduro, la produccién de COg,
la produccion de propionato o acetato en el queso; el CO: es el responsable de
la formacion de hoyos en algunos quesos, y el propionato les da un sabor dulce.
Por lo que el desarrollo del sabor esta sujeto a la actividad metabdlica de la
microbiota secundaria durante la maduracién. Varios microorganismos estan
involucrados como microbiota secundaria, incluyendo bacterias de los géneros
Agrococcus, Arthrobacter, Brevibacterium, Brachybacterium, Corynebacterium,
Microbacterium, Propionibacterium, Staphylococcus y Micrococcus spp., Yy
hongos como Geotrichum candidum, Penicillum camemberti y Penicillium.

roqueforti (Fox et al., 2016).

Existe una diferente composicion microbiana en la pasta y en la corteza de los
guesos. Esto se debe en parte a la disponibilidad de oxigeno; la presencia de
oxigeno en la superficie del queso permite el crecimiento de organismos

aerobicos que no pueden crecer mas profundamente donde hay menos oxigeno.



La microbioma interior de los quesos consiste principalmente en cultivos
iniciadores de bacterias acido lacticas, asi como una o mas bacterias acido
lacticas no iniciadoras, el microbioma de la corteza varia segun el tipo de corteza,
el grado de envejecimiento y las condiciones ambientales (Choi et al., 2020; Gori
et al., 2013; Yeluri Jonnala et al., 2018).

La capacidad de los microorganismos para establecerse en la superficie de los
guesos depende de diversos factores. Uno de ellos es la capacidad de utilizar el
queso como medio de cultivo, tomando en cuenta que la composicion y
estructura de este medio cambia a lo largo de la maduracion, Ademas, los
microorganismos tienen que adaptarse a la presencia de otros microorganismos,
con los que pueden presentar interacciones positivas o negativas. La capacidad
de sobrevivir en el entorno de elaboracion del queso es otra caracteristica
importante, ya que favorece la posterior recolonizacién del queso. Otros factores
gue también pueden influir sobre ellos son el pH, concentracion de oxigeno, la
concentracion de sal, la temperatura, y la presencia de inhibidores entre otros
(Monnet et al., 2015).

Asi mismo, el REAL DECRETO 1113/2006 define al queso madurado con mohos
(= hongos filamentosos) cémo “...aquel en el que la maduracion se produce,
principalmente, como consecuencia del desarrollo caracteristico de mohos en su
interior, en la superficie o en ambas partes. Dicha denominacién podra sustituirse
por la de «queso azul» o «queso de pasta azul», cuando corresponda” (Real
Decreto 1113/2006, de 29 de Septiembre, Por El Que Se Aprueban Las Normas
de Calidad Para Quesos y Quesos Fundidos, 2015).

Geotrichum candidum

La primera identificacion de este hongo fue hecha por Fresenius (1850) a partir
de una muestra de la leche, denominandolo como Oidium lactis. Mas tarde fue
reclasificado como Oospora lactis por Saccardo (1880). Y finalmente Wouters
(1966) lo ubico en el género Geotrichum, estableciendo su nombre actual,

Geotrichum candidum.

Geotrichum candidum designa la forma asexual (anamorfo) del hongo, la cual se

encuentra en abundancia en la naturaleza, mientras que el nombre



Galactomyces candidum designa la forma sexual (teleomorfo), menos frecuente
(Sybren De Hoog & Smith, 2004).

Geotrichum candidum es un hongo de amplia distribucion geografica, siendo
aislado de agua, suelo y aire, asi como alimentos de consumo diario como los
cereales, frutos maduros, leche, kéfir, y, especialmente, la superficie de quesos
maduros tales como el Brie, el Camberbert, y el Pont-L’Evéque, y en menor
proporcion en quesos como Epoisses, Mont d'Or, Reblochon, Saint-Nectaire y
Taleggio (Frohlich-Wyder et al., 2019; Perkins et al., 2020).

Geotrichum candidum presenta una temperatura 0ptima de crecimiento a 25 °C,
sin embargo, es capaz de crecer en un rango de temperaturas de 5 a 38 °C.
Ademas, puede desarrollarse en un amplio rango de pH, entre 2.2 y 11.
Geotrichum candidum tiene la habilidad de crecer usando diferentes fuentes de
carbono, tales como D-glucosa, lactato, D-galactosa, D-xilosa, L-sorbosa, y D-
manitol. Su crecimiento puede verse afectado negativamente por
concentraciones del 1 al 2 % de NaCl e inhibido a una concentracion del 5 al 6
%. Finalmente, G. candidum es una especie que tolera las bajas concentraciones
de O:y altas concentraciones de CO2 (Desmasures, 2014; Eliskases-Lechner et
al., 2011).

Geotrichum candidum es uno de los agentes responsables del deterioro de los
quesos frescos, zumos de frutas y hortalizas frescas. Se considera un
microorganismo comensal de los sistemas digestivo de los humanos y del ser
humano, y raramente se comporta como un patégeno oportunista. Las
principales patologias causadas por G. candidum en el humano son infecciones
pulmonares y bronquiales, conocidas como geotrichosis; no obstante, tan solo
han sido reportados treinta casos de infecciones por G. candidum en los ultimos
35 afos. La mayoria de estos casos se referian a pacientes inmunodeprimidos
(Eliskases-Lechner et al., 2011; Gente et al., 2006).

Geotrichum candidum crece rapidamente en medios que son comunmente
usados en micologia. Sus colonias alcanzan los 70 mm de didmetro a los 7 dias
a 25 °C, presentando un color blanquecino o crema, son lisas, a menudo
membranosas y pueden presentar un olor dulce. Microscopicamente, las hifas

estan ramificadas dicotomicamente (bifurcadas) y miden entre 7 y 11 um de



ancho. Los artroconidios se forman por la ruptura de hifas, son cilindricos, en
forma de barril o elipsoidales, y la mayoria tienen un tamafio de 6-12 x 3-6 ym.

No forma blastoconidios por gemacion (Eliskases-Lechner et al., 2011).

Dos morfotipos han sido descritos, dependiendo de las condiciones de cultivo:
un morfotipo similar a una levadura, caracterizada por colonias lisas de color
crema que producen abundantes artrosporas, y el morfotipo filamentoso, con
colonias filamentosas, de color blanco y con predominio de hifas vegetativas
(Frohlich-Wyder et al., 2019).

En la actualidad se reconocen 22 especies de Geotrichum (Eliskases-Lechner et
al., 2011),. La actual taxonomia de G. candidum de la forma sexual (teleomorfo)
es la siguiente: Ascomycota (filo), Hemiascomycetes (clase), Saccharomycetales
(orden), Dipodascaceae (familia), Galactomyces (género). Y para la forma
asexual (anamorfo) la taxonomia es Candidaceae (familia) y Geotrichum
(género) (Sybren De Hoog & Smith, 2004). En el Anexo 1 se muestra la evoluciéon

del nombre de la especie Geotrichum candidum y varios sinébnimos encontrados.

Geotrichum candidum y el queso

Las levaduras juegan un papel importante en la fabricacion tradicional de todos
los quesos madurados. Estas estan presentes en la leche cruda, asi como en el
ambiente lacteo. Por lo tanto, estos organismos contribuyen de manera
significativa al sabor y al aspecto tipico de los quesos. Las levaduras que
presentan mayor prevalencia en la maduracion de quesos son Debaryomyces
hansenii, Kluyveromyces marxianus y G. candidum (Frohlich-Wyder et al., 2019;
Monnet et al., 2015).

La superficie del queso proporciona un habitat para el desarrollo de las levaduras
debido a la presencia de sustratos para su crecimiento, tal como el acido lactico
y compuestos nitrogenados que emergen de la glucdlisis y la protedlisis
bacteriana. Las levaduras en la superficie del queso son capaces de metabolizar
oxidativamente el &acido lactico, lo que da como resultado a un aumento pH.
También son capaces de desaminar o descarboxilar aminoacidos a sus
productos correspondientes lo que también contribuye a un aumento del pH
(Frohlich-Wyder et al., 2019). Tal es el caso de G. candidum y D. hansenii, ambas

levaduras contribuyen a la desacidificacion de la cuajada, esto debido al



consumo preferentemente de lactato y aminoacidos, favoreciendo el crecimiento
de bacterias de maduracion aerébicas sensibles a los acidos (Monnet et al.,
2015).

El desarrollo de G. candidum tiene un papel muy importante en la formacién de
la costra blanca caracteristica de algunos quesos, ademas contribuye
fuertemente al desarrollo de sabores tipicos de quesos, esto debido al
catabolismo de aminoé&cidos, dando como resultado compuestos sulfurados los
cuales son catabolizados a L-metionina, por otra parte, a partir de los acidos
grasos libres G. candidum puede producir varios compuestos volatiles o
precursores de compuestos aromaticos tales como las metilcetonas (Eliskases-
Lechner et al., 2011; Frohlich-Wyder et al., 2019).

También se ha demostrado que la actividad de aminopeptidasa de G. candidum
ayuda a reducir el amargor causado por Penicillium camemberti en los quesos
tipo Camembert. Recientemente, un analisis de metatranscriptoma mostré que
los efectos combinados de G. candidum y P. camemberti son cruciales para el
desarrollo de las propiedades sensoriales tipicas de los quesos tipo Camembert,
asimismo se ha demostrado que G. candidum es un buen competidor contra
microorganismos no deseados como Mucor spp., y tiene una accién antagonista
contra patégenos como Listeria monocytogenes (Eliskases-Lechner et al., 2011;
Lessard et al., 2014; Perkins et al., 2020).

Probidtico

De acuerdo con la asociacion cientifica internacional para probidticos y
prebioticos (ISAPP), probidtico puede definirse como los “microorganismos vivos
que, cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio
para la salud del huésped”. Pero ésta definicion debe restringirse a los
microorganismos que han sido probados en cuanto a su inocuidad, ademas de

demostrar que brindan un beneficio para la salud (Hill et al., 2014).

Los probioticos se han utilizado para la prevencion y el tratamiento de diversas
afecciones. Algunos de sus efectos beneficiosos para la salud han sido
validados, mientras que otros usos estan respaldados por estudios de valor
limitado. Los efectos de los probidticos son cepa-dependiente: los probioticos

pueden variar entre si, y se pueden ver mayores beneficios con un lote de



probidticos en comparacién con otro, debido a la complejidad del control de

calidad con microorganismos Vvivos.

El control de las enfermedades asociadas con el tracto gastrointestinal han sido
el objetivo primario de la consumicion de probioéticos, principalmente porque es
conocida su capacidad para restaurar la microbiota intestinal. La evidencia mas
sélida de la utilidad de los probidticos se encuentra en el tratamiento de ciertas
enfermedades diarreicas, especialmente la diarrea causada por rotavirus en los
nifos. Aunque los resultados de los ensayos clinicos son contradictorios, la
terapia probidtica también puede ser beneficiosa en el tratamiento de la
enfermedad de Crohn, de la colitis ulcerosa, del sindrome del intestino irritable
(SI) y de las infecciones por Helicobacter pylori. También se ha demostrado que
los probidticos disminuyen los sintomas de la intolerancia a la lactosa. Otras
enfermedades no asociadas con el tracto gastrointestinal, o con la microbiota
intestinal, tales como problemas urogenitales (vaginosis bacteriana, vaginitis por
candidiasis, infecciones del tracto urinario) también pueden responder
positivamente al uso de probidticos. También se ha estudiado su funcion en el
tratamiento de infecciones de las vias respiratorias superiores (otitis media
aguda), la reduccion en la incidencia del cancer de colon y vejiga, y la de los
sintomas de las reacciones alérgicas, ademas de estimular la respuesta inmune

y prevenir de caries (George Kerry et al., 2018; Williams, 2010).

Geotrichum candidum como probidtico

Existen pocos estudios sobre el papel probiotico de G. candidum, la gran mayoria
de ellos enfocados a la acuicultura. Geotrichum candidum fue estudiado por
primera vez en acuicultura por Dabrowski et al., (1980), informando del
crecimiento elevado y la mejora en el indice de transformacion del alimento para
la trucha arcoiris cuando el 50% de la harina de pescado en la dieta fue
reemplazada con G. candidum. Posteriormente, estudios realizados en rohu
(Labeo rohita) confirmaron que G. candidum podia colonizar el tracto
gastrointestinal del huésped, facilitando el crecimiento de las bacterias acido
lacticas y excluyendo competitivamente las bacterias patdogenas, asi como sus
productos, ademas de influir en el crecimiento, la inmunidad y la resistencia a las

enfermedades contra los patdgenos en condiciones de control.



Posteriormente otro estudio evalud la aplicacibn comercial de G. candidum
encapsulado como complemento alimenticio para peces rohu (Amir et al., 2019),
los resultados indicaron una mejora significativa de la tasa de crecimiento, las
actividades de las enzimas intestinales (proteasa, amilasa y celulasa) y los
indices hemato-inmunolégicos, asi como regulacion positiva de las proteinas de
choque térmico (HSP70) de los tejidos musculares, intestinales y hepaticos y
reduccion de las actividades de la aspartato aminotransferasa y alanina
aminotransferasa séricas, colesterol total y triglicéridos en comparacion con los
peces alimentados con una dieta basal. El estudio mas reciente de G. candidum
utilizado como probidtico en peces mostré una tasa de supervivencia mas alta,
un aumento en nivel de inmunoglobulina M (IgM), y una disminucion significativa
en la actividad de la aspartato transaminasa, de la lisozima y la alanina
transaminasa (Noor-Ul et al., 2020).

Un estudio realizado con ratas observo los cambios en su microbiota intestinal al
introducir en la dieta queso Camembert, cuya corteza contenia G. candidum. Los
autores observaron cambios en el metabolismo de la microbiota intestinal,
particularmente una disminucion de la actividad azoreductasa asi como y un
aumento de la actividad mucolitica, y demostraron la supervivencia de los

microorganismos ingeridos durante el transito intestinal (Lay et al., 2004).
Hipotesis

Las cepas de Geotrichum candidum aisladas de queso presentan un posible

potencial probidtico. Estas pueden mostrar actividad antimicrobiana contra

bacterias patdégenas humanas, asi como un posible papel reductor del dafio

celular ocasionado por las mismas a los macréfagos.
Objetivo general

Evaluar la posible actividad probiotica de cepas del hongo Geotrichum
candidum aisladas de diferentes tipos de quesos.

Objetivos especificos

e Comprobar el adecuado etiquetaje de los quesos, en lo referente a la
indicacion de la presencia de hongos y la denominacion correcta de los

mismos.
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¢ Aislar e identificar los hongos presentes en la corteza de quesos.

e Demostrar la presencia de G. candidum en quesos los cuales no se
menciona su presencia.

e Demostrar la actividad antimicrobiana de Geotrichum candidum frente a
diferentes bacterias patdégenas intestinales.

e Demostrar el efecto probiotico de Geotrichum candidum mediante la
evaluacion de la accién protectora sobre los macrofagos frente a

infecciones bacterianas.
Materiales y métodos

Aislamiento e identificacion preliminar de hongos a partir de quesos.

Las cepas fungicas utilizadas en el presente trabajo fueron obtenidas a partir de
doce quesos diferentes adquiridos en establecimientos comerciales de la ciudad
de Reus (provincia de Tarragona, Espafia). Dichos quesos son listados en el
Anexo 2. Para su aislamiento, se cogié material de la corteza cada queso con un
asa de siembra estéril, sembrandose a continuacion mediante la técnica de estria
escocesa (o0 por agotamiento del asa) en el medio de cultivo agar con extracto
de papa dextrosa (potato dextrose agar = PDA) (Laboratorios Conda, Barcelona,
Espafia), contenido dentro de placas de Petri descartables estériles de 90 mm
de didmetro. Todas las placas se incubaron a 25 °C durante 48 horas en
oscuridad. Transcurrido dicho tiempo, las placas fueron examinadas con ayuda
de un microscopio estereoscopico (Leica Wild M5A) para localizar las colonias
fungicas de interés. A partir de colonias aisladas, morfolégicamente compatibles
con Geotrichum spp., se procedid a su aislamiento en cultivo puro mediante el
empleo de la técnica precedente. Finalmente, se cogié material a partir de
colonias aisladas de cada una de las cepas con ayuda del asa de siembra, y se
inocularon 3 tubos de ensayo conteniendo PDA inclinado en “pico de flauta”
(slant) por cada una de ellas, incubandose en las condiciones previamente
descritas. Posteriormente, se verificO que las cepas pertenecian
presuntivamente al género Geotrichum mediante el estudio morfoldgico de sus
estructuras vegetativas y reproductivas bajo el microscopio de campo claro. Para
ello se montaron preparaciones microscopicas (slides), cogiendo material de las
colonias con una aguja de diseccion estéril, y transfiriéendolo a un portaobjetos

conteniendo una gota de medio de montaje apropiado (acido lactico puro
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(AppliChem, Panreac, Alemania)) y/o cotton blue en lactofenol (AppliChem,
Panreac, Alemania). Posteriormente, se colocé un cubreobjetos y se observé
con la ayuda de un microscopio Olympus BH-2 (Olympus Corporation, Tokio,
Japdn), en busca de hifas septadas, artroconidios prisméticos en largas cadenas
y documentando la ausencia de células gemantes (produciendo blastoconidios).
Para descartar la posibilidad de que las cepas pertenecieran a otros géneros
similares, se les realiz0 la prueba de rapida de la ureasa (Seeliger, 1956), la que

dio un resultado negativo para todas nuestras cepas.

Extraccion de ADN fungico total, amplificacidon y secuenciacion de la regiéon ITS-
LSU.

Las cepas se sembraron en placas de Petri de 90 mm de diametro conteniendo

PDA por 7 dias a 25+ 1 °C y en oscuridad. EI ADN genomico total se extrajo
utilizando el kit FastADN (Bio101, Vista, CA), con el FastPrep FP120 (Thermo
Savant, Holbrook, NY) siguiendo instrucciones del fabricante. EI ADN se
cuantificé utilizando Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Madrid, Espafia).
Posteriormente, se amplifico la region espaciadora transcrita interna (ITS) y parte
del gen 28 S del RNA ribosomal nuclear (LSU) con los cebadores ITS-5 (5
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3’; forward) y LR5 (5
TCCTGAGGGAAACTTCG 3'; reverse). Las amplificaciones por PCR se
realizaron con un volumen total de 25 uL que contenian, 2 pl de ADN molde, 12.5
ul de reactivo Emmerald, 0.5 ul del cebador forward y 0.5 ul del cebador reverse
y 9.5 ul de agua estéril (VWR Chemicals BDH, Francia). Los parametros de la
amplificacion fueron los siguientes: 1 ciclo de 5 min a 94 °C, 35 ciclos a 95 °C
por 30 s, 53 °C por 1 min, 72 °C por 2 min, y una extension final 72 °C por 7 min.
Los productos de PCR se purificaron y almacenaron a -20 °C hasta su
secuenciacion. Se utilizaron los mismos pares de cebadores para obtener las
secuencias en Macrogen Espafia (Macrogen Inc., Madrid, Espafa). Las
secuencias consenso se obtuvieron utilizando el software SeqMan v. 7 (DNAStar
Lasergene, Madison, WI, EE. UU.) (Magafa-Duefias et al., 2021).

Identificacion y analisis filogenético de las cepas fungicas.

La identificacion molecular se realiz6 comparando las secuencias de los aislados
obtenidos con las depositadas previamente en el Centro Nacional de Informacién

Biotecnoldgica (NCBI) utilizando la herramienta de busqueda de alineacion local
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basica (BLAST,; https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Posteriormente, el
alineamiento de la regidon ITS-LSU se realiz6 con el software MEGA (Analisis de
Genética Evolutiva Molecular) v. 7.0., utilizando el algoritmo ClustalW.
Finalmente, se construy6 el arbol filogenético después de un andlisis de maxima
verosimilitud (ML). El modelo de sustitucion para realizar los analisis de ML se
calculé con la herramienta de modelos de sustitucion de ADN del programa
MEGA v. 7.0., escogiéndose el modelo Tamura Nei con distribucion gamma. La
robustez del arbol se calcul6 por el método de bootstrap a partir de 1000 réplicas
(Hernandez-Restrepo et al., 2013; Magafa-Duefas et al., 2021).

Identificacion molecular de las cepas bacterianas a emplear en ensayos de

antibiosis.

Todas las cepas bacterianas utilizadas en el presente trabajo se encuentran
listadas en el Anexo 3. Estas cepas forman parte de la coleccion de la Unidad de
Micologia y Microbiologia Ambiental de la Facultad de Medicina y Ciencias de la
Salud, Universidad Rovira i Virgili (Reus, Espafia). Las cepas se mantuvieron en
caldo soya tripticasa (TSB) mas glicerol (15%) a -80 °C, todas ellas identificadas
previamente mediante pruebas bioquimicas estandar. Para la identificacién a
nivel molecular, las cepas bacterianas se sembraron en agar tripticasa de soya
(TSA) (Pronadisa, Espafa) contenidos en placas de Petri descartables de 90 mm
de diametro, y se incubaron durante 24 h a 37 °C. Posteriormente se procedi6 a
la extraccion del ADN mediante el kit InstaGene™ Matrix (Bio-Rad®), siguiendo
las indicaciones de la casa comercial. Todas las cepas fueron verificadas a nivel
de especie, mediante la secuenciacién de un gen housekeeping, cuya naturaleza
dependi6 del género presuntivo basado en la identificacion bioquimica previa. El
gen rpoD fue amplificado con los cebadores rpoD70FS (5
ACGACTGACCCGGTACGCATGTA 3; forward) y rpoD70RS (5
ATAGAAATAACCAGACGTAAGTT 3’; reverse). La reaccion de PCR fue
realizada con 2 pl de ADN molde, 12.5 pyl de Emmerald, 0.5 ul del cebador
forward y 0.5 pl del cebador reverse, por ultimo, se agregaron 9.5 ul de agua
estéril (VWR Chemicals BDH, Francia). Los parametros de la amplificacion
fueron los siguientes: 1 ciclo de 5 min a 94 °C, 35 ciclos a 95 °C por 30 s, 53 °C
por 1 min, 72°C por 2 min, y una extension final 72 °C por 7 min (Soler et al.,

2004). En el caso del gen 16s rRNA la amplificacion se realiz6 con los cebadores

13



Anti 1 (5 AGAGTTTGATCATGGCTCAG 3 forward) y S (5
GGTTACCTTGTTACGACTT 3’; reverse). La reaccion de PCR fue realizada con
2 pl de ADN molde, 12.5 pl de Emmerald, 0.5 ul de primer forward y 0.5 pl de
primer reverse, por Ultimo, se agregaron 9.5 ul de agua estéril (VWR Chemicals
BDH, Francia). Los pardmetros de la amplificacion fueron los siguientes: 1 ciclo
de 5 min a 94 °C, 35 ciclos a 95 °C por 30 s, 53 °C por 1 min, 72°C por 2 min, y
una extension final 72 °C por 7 min (Martinez-Murcia et al., 1992). Los productos
de la PCR se mantuvieron a -20 °C hasta el momento de la secuenciacion. Se
utilizaron los mismos pares de cebadores para obtener las secuencias en
Macrogen Espafia (Macrogen Inc., Madrid, Espafia). Las secuencias consenso
se obtuvieron utilizando el software SeqMan v. 7 (ADNStar Lasergene, Madison,
WI, EE. UU.) Finalmente, se realiz6 una la identificacion comparando las
secuencias de nuestras cepas bacterianas con las del Centro Nacional de

Informacién Biotecnoldgica (NCBI) utilizando la herramienta BLAST.

Ensayos de antibiosis mediante cultivo dual in vitro.
Cuatro de las cepas fungicas (FMR 18773, FMR 18774, FMR 18776 y FMR

18780). Fueron seleccionadas para evaluar su potencial antibacteriano. Dicha

actividad se determiné mediante el método modificado de lineas cruzadas (cross
streak), descrita previamente por (Kamat y Velho-Pereira, 2012). Para ello se
utilizaron diferentes medios de cultivo, temperaturas de incubacion y atmésferas:
medio Mueller Hinton (Pronadisa, Espafia; MH) a 25 °C en aerobiosis, medio
Littman (LOA; sin cristal violeta) a 25 °C en aerobiosis y en microaerofilia, y agar
con bilis y esculina (BEA; Becton Dickinson, USA) a 25 y 35 °C en microaerofilia
y en anaerobiosis. Las cepas fungicas se inocularon en una linea central Unica,
y fueron incubadas en las condiciones descritas durante 5 dias. Transcurrido
dicho tiempo, las cepas bacterianas se sembraron mediante lineas
perpendiculares al crecimiento del hongo, las placas fueron incubadas durante
24 horas a 37 °C. Posteriormente se realizaron las lecturas, observando las
interacciones entre las cepas fangicas y las bacterias. La siembra en BEA nos
permitira determinar el metabolismo de la esculina de las cepas fungicas (Matos
et al., 2017). Las condiciones de microaerofilia se generaron utilizando un sobre

de BD GasPak Campy Container System (Becton Dickinson, USA), y las de
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anaerobiosis empleando un sobre de BioMériux Genbox anaer (BioMériux,

France) (Pérez-Catalufia et al., 2018).

Infeccidn y pre-tratamiento de la linea celular (macréfagos).

Las células J774.1 (macrofagos de raton BALB/C; Fernandez-Bravo et al., 2019)
se mantuvieron en un matraz Falcon T75 de 250 mL (Corning, USA) como
células adherentes en Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Biowest,
Nuaillé, Francia), suplementadas con 10 % de suero fetal bovino (FBS; Biowest,
Nuaillé, Francia) y 1% de penicilina/estreptomicina (P/S; Biowest, Nuaillé,
Francia) a 37 °C y 5% de CO:2. Antes de la infeccion, las células J7741.A se
sembraron en placas de 6 pocillos en un volumen de 3 mL (1 x 108 células / ml)
que contenian DMEM libre de suero y sin antibiéticos (condiciones de inanicién
de suero) durante 18 h, como se describié anteriormente (Murciano et al., 2015).
Para el estudio de la influencia de G. candidum como probiético contra distintas
cepas bacterianas en macrofagos, se afadié el hongo a una concentracion de 2
x 107 ufc/mL en las placas de 6 pocillos. Estas placas se incubaron durante 4 h
a 37 °C y 5% de CO:2 (Sabbatini et al., 2018). Tras la incubacion los pocillos se
lavaron con 500 pl de PBS estéril y posteriormente las células se infectaron con
las distintas cepas bacterianas a MOI (Multiplicity of Infection) 10 y se incubaron
a 37 ° C con 5% de CO2 durante 2 h (Fernandez-Bravo et al., 2019; Khodaii et
al., 2017).

Los artroconidios del cultivo de cinco dias de G. candidum en PDA a 25 ° C se
recolectaron con 10 ml de buffer fosfato salino estéril (PBS), raspando
suavemente la superficie de la colonia. La suspensiéon de conidios obtenida se
conté utilizando una camara de Neubauer (profundidad 0,1 mm, 0,0025 mm?)
bajo microscopio 6ptico y se expresé como artroconidios por mililitro. Se usé PBS
para ajustar la concentracion de esporas final a 2 x 107 ufc/mL y se us6 el mismo
dia del experimento (Basak, 2018).

Supervivencia intracelular de las bacterias.

Para el ensayo de supervivencia intracelular, tras 2 h de incubacion, los
macrofagos se trataron con gentamicina (50 pg / ml) durante 45 min para eliminar
las bacterias extracelulares. La incubacion de los macréfagos en los pocillos
infectados continué con DMEM fresco y con una dosis de mantenimiento de

gentamicina (2 pg / mL) durante 3 h a 37 °C en atmosfera 5% de CO:2
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(Ponnusamy et al., 2016). Posteriormente se lisaron las células y se contd el

namero de bacterias dentro de los macroéfagos.

Daro celular inducido por las bacterias: cuantificacion del LDH.

Después de las 2 h de incubacion y tras el tratamiento con gentamicina se
recogieron los sobrenadantes del medio de cultivo. El dafio celular se determiné
mediante la cuantificacién de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) liberada
al medio de cultivo, utilizando el kit Cytox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay
kit (Promega), segun las instrucciones del fabricante. Se utiliz6 una LDH
recombinante porcina (Sigma-Aldrich) para realizar una curva de calibracién

patrén y los niveles de LDH de las muestras se extrapolaron a partir de la curva.

Anélisis estadistico.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y las diferencias significativas
se determinaron utilizando la prueba t-de Student calculada en Graph Pad Prism
6.0 (GraphPad Software, CA, EE. UU.) Los valores de p < 0,05 se consideraron

estadisticamente significativos (*).
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Resultados
Morfologia colonial de las cepas de hongo aisladas de quesos.

A partir de los diferentes tipos de queso fueron aisladas en cultivo puro e
identificadas en forma preliminar un total de 12 cepas presuntivas de Geotrichum
spp. (Tabla 2). Observaciones macroscopicas y microscopicas en medio PDA
mostraron dos morfotipos diferentes: 7 cepas presentaron colonias de aspecto
filamentoso y de color blanco, resistentes a la traccion; y 5 cepas produjeron
colonias levaduriformes, de color crema, y no resistentes a la traccion (Figura
1). Los diferentes morfotipos y los quesos de los cuales fueron aislados se

describen en la Tabla 2.

Tabla 2. Identificacién preliminar y morfotipo de las cepas de hongo aisladas de quesos.

Tipo de Queso

Cepa Mencién de etiqueta Identificacion Morfotipo
18771 Brie Fermentos lacteos Geotrichum-like Filamentoso
18772 Rulo de vaca Fermentc_)s_ I_acteos y Geotrichum-like Levaduriforme
Penicillium
18773 Brie Fermentos Geotrichum-like Filamentoso
Fermentos lacteos y - . )
18774 Rulo de cabra Penicillium Geotrichum-like Filamentoso
18776 Taleggio Fermentos lacteos Geotrichum-like Levaduriforme
18777 Reblochon Fermentos lacteos Geotrichum-like Levaduriforme
18778 Reclette Fermentos lacteos Geotrichum-like Levaduriforme
18779 Brie de cabra Fermentq; Igcteos y Geotrichum-like Filamentoso
Penicillium
18780 Grés d’Alsace Fermentos lacteos Geotrichum-like Levaduriforme
18781 Queso de cabra delux trufa Fermentos lacteos Geotrichum-like Filamentoso
18782 Rulo de Cabra Fermentos lacteos Geotrichum-like Filamentoso
18783 Brie Fermentos lacteos y Geotrichum-like Filamentoso

Penicillium

Figura 1. Morfologia colonial de Geotrichum candidum en medio PDA, (7 dias de incubacion a 25 °C). A)
Morfotipo levaduriforme (FMR 18780), B) Morfotipo filamentoso (FMR 18774)
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Identificacion molecular de las cepas de hongo aisladas de quesos.

Con los cebadores utilizados, las longitudes obtenidas de los amplicones de las
regiones ITS-LSU fueron de aproximadamente 620 pb. La consulta mediante la
herramienta BLAST mostr6 un alto porcentaje de identidad (99 % -100 %) de las
12 secuencias ITS-LSU de nuestras cepas con las secuencias depositadas de

G. candidum.

Tabla 3. Identificacion de las cepas de hongo aisladas de quesos mediante algoritmo BLAST.

Cepa Regioén Nombre cientifico Porcentaje de Cepa de referencia
identidad (%)

18771 ITS-LSU Geotrichum candidum 100 Galactomyces geotrichum
cepa LMA-20
18772 ITS-LSU Geotrichum candidum 99,62 Galactomyces geotrichum
cepa LMA-1026
18773 ITS-LSU Geotrichum candidum 99,04 Galactomyces geotrichum
cepa LMA-38
18774 ITS-LSU Geotrichum candidum 99,73 Galactomyces geotrichum
cepa LMA-20
18776 ITS-LSU Geotrichum candidum 99,41 Galactomyces geotrichum
cepa LMA-15
18777 ITS-LSU Geotrichum candidum 99,57 Galactomyces geotrichum
cepa LMA-15
18778 ITS-LSU Geotrichum candidum 99,07 Geotrichum candidum cepa
LG-8
18779 ITS-LSU Geotrichum candidum 99,01 Galactomyces geotrichum
cepa LMA-20
18780 ITS-LSU Geotrichum candidum 99,72 Galactomyces geotrichum
cepa LMA-15
18781 ITS-LSU Geotrichum candidum 100 Galactomyces geotrichum
cepa LMA-20
18782 ITS-LSU Geotrichum candidum 100 Galactomyces geotrichum
cepa LMA-20
18783 ITS-LSU Geotrichum candidum 100 Galactomyces geotrichum
cepa LMA-20

*Galactomyces geotrichum es sinénimo de Geotrichum candidum

Posteriormente, los resultados del andlisis filogenético utilizando el método de
maxima verosimilitud (ML) confirmaron que las 12 cepas aisladas de quesos
pertenecian a G. candidum al alinearse con una cepa representante de la
especie (Geotrichum candidum AUMC 8995), los datos no mostraron conflicto y
el clado que incluia todas las cepas de G. candidum estaba bien soportado con

un Bootstrap mayor del 70 % (Figura 2).

18



18773
18774
19776
18777
18780
18781
18772
18782
18783
Geotrichum candidum AUMC 8995 (KU176111)
18779
18778
18771

99

_'_7 Geotrichum citri-aurantii FUS22 (MH561742)
Geotrichum klebahnii KCTC 6183 (AF01250)

Geotrichum siamensis CBS:10929 (KY103465)
Blastobotrys adeninivorans MEB41 (MT406163)

0,050

Figura 2. Arbol filogenético de 12 cepas de G. candidum inferido de un analisis de maxima verosimilitud
basado en la regidn espaciadora transcrita interna (ITS) y parte del gen 28 S del ARN ribosomal nuclear
(LSV), una cepa representante de la especie Geotrichum candidum AUMC 8995, tres especies diferentes
de G. candidum (Geotrichum citri-aurantii, Geotrichum klebahnii, Geotrichum siamensis) y una especie fuera
del grupo (Blastobotrys adeninivorans). El soporte en los nodos se indica por encima de las ramas y esta
representado por valores de arranque (analisis ML) del 70% y superiores.

Re-identificacibn molecular de las cepas bacterianas.

Para todas las cepas bacterianas (con excepcion de Staphylococcus aureus y
Listeria monocytogenes) la longitud de los amplicones para el gen rpoD fue de
aproximadamente 570 pb. Mientras que la longitud del amplicon del gen 16S
rRNA para de Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes fue de

aproximadamente 1503 pb (Tabla 4).

Tabla 4. Identificacion de las cepas bacterianas mediante algoritmo BLAST.

Tamafio de

Cepa  Identificacion previa = rpoD 'RNA fra%nbinto Identificacion dpeogicri?lﬁ?i%
Al Aeromonas spp. \ 508 Aeromonas caviae 99,52
K2 Klebsiella spp. o\ 410 Klebsiella pneumoniae 100
E3 Escherichia coli v 794 Escherichia coli 98,47
S4 Salmonella spp. o\ 460 Salmonella enterica 99,51
V5 Vibrio spp. v 560 Vibrio alginolyticus 99,81
S6 Staphylococcus \ 1053 Staphylococcus aureus 99,01

aureus
L7 Listeria spp. \ 1016 Listeria monocytogenes 99,75
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Utilizacién de esculina.

Los resultados obtenidos mostraron el cambio del metabolismo en las cepas de
G. candidum dependiendo en las diferentes condiciones de incubacion. La cepa
18780 en condiciones aerobias no metaboliz6 la esculina, en cambio, en
condiciones de microaerofilia se observo el metabolismo de la esculina, la cual
se observé mediante el cambio de coloracién en el medio bilis esculina (figura
3). Cabe destacar que las cepas que presentaban un morfotipo similar a levadura
fueron capaces de hidrolizar la esculina, sin embargo, las cepas con morfotipo

filamentoso no presentaron hidrolisis de esculina.

Figura 3. Crecimiento de la cepa 18780 de G. candidum en agar bilis esculina en diferentes condiciones de
oxigeno. A) condicién de aerobiosis, B) condicion de microaerofilia, C) condicion de anaerobiosis.

Accidn inhibitoria de las cepas de G. candidum sobre las bacterias.
De las 4 cepas de G. candidum estudiadas (FMR 18773, FMR18774, FMR 18776
y FMR 18710), todas mostraron cierta actividad antibacteriana, pero los

resultados variaron en dependencia del medio de cultivo y condiciones de
incubacion. La mayor actividad antimicrobiana fue observada en el medio

Mueller Hinton (MH) a 25 °C en condiciones de aerobiosis (Figura 4).

Figura 4. Actividad antimicrobiana de Geotrichum candidum en MH. A) FMR 18776, B) FMR 18773.
Bacterias: 1, K. pneumoniae; 2, A. caviae; 3, S. aureus; 4, L. monocytogenes.
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Tabla 5. Accion antimicrobiana de cepas de G. candidum en diferentes condiciones de incubacion.

Bacterias/
Condiciones  Cepa A. caviae E. coli K. pneumoniae L. monocytogenes S. aureus S. enterica V. alginolyticus
de cultivo

FMR = = = = + - -
18773
MH, FMR + - - - + - -
25° C, 18774
aerobiosis FMR * * * * * * *
18776
FMR - - - - + - +
18780
FMR = = = = - - -
LOA, 18773
25° C, FMR - - - - - - -
aerobiosis 18774
FMR - - - - - - -
18776
FMR - - - - - - -
18780
LOA, FMR - - - - + - +
25° C, 18773
microaerofilia FMR - - - - + - +
18774
FMR - - - - - - -
18776
FMR - - - - - - -
18780
BEA, FMR + - - + o - -
25° C, 18773
aerobiosis FMR + - + - - - -
18774
FMR - - - + - - -
18776
FMR + - - - + + +
18780
BEA, FMR - - - - - - -
350 C, 18773
microaerofilia FMR - - - - - - -
18774
FMR - - - - - - -
18776
FMR - - - - - - -
18780
(+) = con actividad; (-) =sin actividad; (*) = crecimiento de la bacteria por encima del hongo

Los resultados revelaron que la cepa 18774 tenia actividad inhibidora sobre
bacterias Gram positivas y Gram negativas, mostrando un mayor efecto contra
K. pneumoniae y S. aureus. También se observé un efecto sobre A. caviae, y V.
alginolyticus en menor medida. La cepa FMR 18773 también mostré un efecto
inhibidor sobre bacterias Gram positivas y Gram negativas, especialmente hacia
S. aureus, y en menor proporcion contra A. caviae, L. pneumoniae y V.
alginolyticus. La cepa FMR 18776 fue la que presenté la menor actividad
inhibidora in vitro, ya que solo se registr6 efecto antibacteriano contra L.
monocytogenes. En el caso del medio MH, se observo el crecimiento de las
bacterias por encima del crecimiento de G. candidum. Por ultimo, la cepa FMR

18780 mostré un efecto inhibidor sobre la mayoria de las bacterias Gram
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positivas y Gram negativas, especialmente contra S. aureus y V. alginolyticus, y
en menor proporcion contra A. caviae y S. enterica. En el presente experimento

no se observo una accion antibacteriana contra E. coli (Tabla 5).

Supervivencia intracelular bacteriana.

Para el andlisis de la supervivencia intracelular bacteriana, se realizd un
pretratamiento de la linea celular de macréfagos (J774A.1) con las cepas de G.
candidum utilizadas en el experimento anterior (FMR 18773, FMR 18774, FMR
18776 y FMR 18780) y posteriormente se infectaron con las cepas bacterianas.
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Figura 5. Supervivencia intracelular de las cepas bacterianas a MOI 10, tras el pre-tratamiento de 4 h con
las cepas de G. candidum. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas en
comparacion con el grupo control * p<0,05.

Los resultados mostraron una reduccion significativa (p<0.05) en la
supervivencia intracelular de todas las bacterias patégenas probadas tras el
pretratamiento con las cepas de G. candidum mencionadas respecto al control,
con excepcion de K. pneumoniae y A. caviae tras el pretratamiento con la cepa
FMR 18744. Las cuatro cepas fungicas mostraron resultados similares de
reduccion de la supervivencia intracelular bacteriana para cada uno de los
géneros bacterianos ensayados (p<0.05). En general las bacterias que
presentaron mayor supervivencia intracelular fueron A. caviae, K. pneumoniae y
E. coli, y las bacterias que presentaron menor supervivencia intracelular fueron

V. alginolyticus y S. aureus (Figura 5).
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Evaluacién del daio celular

Como se muestra en la (Figura 6) todas las cepas de G. candidum utilizadas
fueron capaces de reducir significativamente (p<0.05) el dafio celular en los
macréfagos en comparaciéon con el control de células sin pre-tratamiento
probidtico. La cepa bacteriana que caus6 mayor dafio celular fue A. caviae,
seguido de E. coli. y V. alginolyticus. Al contrario, las bacterias que menos dafio
celular causaron fueron L. monocytogenes y S. aureus. Las cuatro cepas
fungicas mostraron resultados similares de reduccién de dafio celular para cada

uno de los géneros bacterianos ensayados (p<0.05).
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OS. enterica M V. alginolyticus OE. coli B K. pneumoniae B L. monocytogenes @S. aureus BA. caviae

Figura 6. Dafo celular en macréfagos tras el pretratamiento con G. candidum determinado por la
liberacion de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH). Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con el grupo control (*) p<0,05.
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Discusion
Geotrichum candidum es un hongo indispensable en la maduracion de muchos
tipos de queso, cuya actividad metabdlica contribuye de forma significativa a la
aparicion de los aromas y sabores deseables y caracteristicos de los mismos.

Ademas de estas aplicaciones biotecnoldgicas, se ha reportado su actividad

como probiotico en peces.

Dichos estudios han indicado que la administracién de G. candidum a peces rohu
(Labeo rohita) aumenta su resistencia frente a las infecciones por
Staphylococcus aureus, reduciendo de forma significativa su tasa de mortalidad.
En carpin dorado (Carassius auratus) muestra beneficios sobre su crecimiento,
aumenta la actividad de sus enzimas digestivas, modula su microbiota intestinal,
incrementa la expresion de genes relacionados con el buen funcionamiento del
sistema inmunoldgico y contribuye a la resistencia de infecciones por Aeromonas
hydrophila (Noor-Ul et al., 2020; Zuberi & Imran, 2017).

En el presente estudio se aislaron e identificaron 12 cepas de G. candidum,
procedentes de diferentes tipos de queso, Diversos estudios han demostrado el
efecto probidtico (actividad antimicrobiana, tolerancia a las sales biliares y al
acido gastrico) de levaduras como Saccharomyces boulardii y Saccharomyces
cerevisiae con fuentes de aislamiento similares a esta investigacion (L.B.
Roostita et al., 2011; Moslehi-Jenabian et al., 2010; Sourabh et al., 2011).

Una vez ingerido un probidtico estard sujeto a una serie de condiciones
fisiologicas deletéreas en el tracto gastrointestinal, tales como el reducido pH
estomacal, accion de enzimas proteoliticas, la actividad tensioactiva de las sales
biliares y la reducida disponibilidad de oxigeno. El pH del estbmago humano se
encuentra entre 1,5 a 3,5, mientras que la concentracion fisiol6gica de las sales
biliares en el intestino delgado esta entre 0,2 y 2,0 %, aunque éstas varian de

persona a persona con el tipo de ingesta (Gunn, 2000; Hu et al., 2018).

La supervivencia de los microorganismos probioticos en transito por el tracto
gastrointestinal es crucial para conferir los beneficios para la salud que se les
presupone. Los resultados obtenidos muestran que las cuatro cepas utilizadas
para los experimentos de actividad antibacteriana presentaron un buen

crecimiento en presencia de sales biliares (agar con bilis de buey de Littman [sin
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cristal violeta] y agar bilis esculina [BEA], con 15y 20 g/L, de sales biliares
respectivamente), Ademas, las cepas fungicas en estudio fueron capaces de

desarrollarse en condiciones de microaerofilia, tipica de los intestinos.

En el presente estudio, las cuatro cepas de G. candidum fueron capaces de
hidrolizar la esculina (BEA) en condiciones de microaerofilia, caracteristica
previamente reportada para G. capitatum (Matos et al., 2017), mientras que en
otro trabajo se menciona la falta de hidrdlisis de la esculina por parte de
Geotrichum sp. (Edberg et al., 1980); Previamente se ha descrito cambios en el
metabolismo bajo diferentes condiciones de oxigeno en potenciales cepas

probioticas (Talwalkar & Kailasapathy, 2003).

Una de las caracteristicas que mas despiertan interés por los microorganismos
con actividad probiotica es su actividad antibacteriana, en especial contra los
patégenos de origen humano. Las cuatro cepas de G. candidum analizadas
mostraron actividad antimicrobiana contra las bacterias en el ensayo de cultivo
dual, al menos en uno de los medios de cultivos y condiciones de incubacion.
Debido a la gran variabilidad de los resultados obtenidos, esta caracteristica
parece depender tanto del medio de cultivo, la temperatura de incubacién, y la
técnica empleada para la deteccién. Ademas, los resultados muestran que la
actividad antibacteriana es cepa dependiente, ya que los distintos aislados

ensayados muestran diferente actividad antibacteriana.

Nuestros resultados concuerdan con anteriores investigaciones ya que distintos
autores han sefalado la actividad antimicrobiana de algunos metabolitos
producidos por cepas de G. candidum. Asi el estudio de Dieuleveux y
colaboradores (1998) identifico dos moléculas inhibitorias de la multiplicacién L.
monocytogenes, el &cido D-3-fenil-lactico y el &acido D-3-indolacético,
Posteriormente, uno de dichos compuestos, el acido d-3-fenil-lactico, demostrd
su actividad inhibitoria contra otras bacterias Gram positivas (Enterococcus
faecalis y Staphylococcus aureus) y bacterias Gram negativas (Klebsiella
oxytoca y Providencia stuartii). Samuel y Prabakaran (2011) demostraron la
actividad antibacteriana de una cepa de G. candidum aislada de una muestra
marina contra Bacillus subtilis, E. coli, Micrococcus sp., Pseudomonas putida y

Vibrio cholerae. Por ultimo, Omeike y colaboradores (2020) aislaron un péptido
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antimicrobiano de una cepa de G. candidum el cual demostrd6 ser un

bacteriostatico para S. aureus.

El macréfago es un importante efector celular contra la invasion de
microorganismos patogenos. Dichos patdgenos son fagocitados por los
macrofagos y almacenados en el citosol o en un fagosoma, para finalmente ser
degradados enziméaticamente. Estudios recientes han sugerido que los
probidticos pueden regular la actividad de los macrofagos para mejorar la
respuesta inmune frente a microorganismos invasores extrafios (Y. Wu et al.,
2017). En nuestra investigacion, el pretratamiento de los macrofagos con G.
candidum mostré en las cuatro cepas probadas una reduccion significativa de la
supervivencia intracelular bacteriana y del dafio celular, estos resultados indican
que las cepas de G. candidum podria estimular la inmunidad mediada por
células. La actividad inmunoestimuladora de los probiéticos depende de la
interaccidn entre los patrones moleculares asociados a microorganismos
(MAMP) vy los receptores tipo toll (TLR) (Lebeer et al., 2010). Esta interaccion
también participa en la activacion de fagocitosis en macrofagos. Por tanto, los
probioticos pueden mediar la actividad antibacteriana en los macréfagos a través
de mecanismos que activan degradacion bacteriana (Lin et al., 2014; S. Wu et
al., 2013).

Conclusion
Geotrichum candidum, un hongo filamentoso filogenéticamente relacionado con
las levaduras “verdaderas”, tales como Saccharomyces cerevisiae (subphylum
Saccharomycotina, clase Saccharomycetes), fue aislado e identificado a partir
de la corteza de quesos en cuyas etiguetas no se menciona su presencia. Estos
aislados han demostrado poseer una interesante actividad antibacteriana, y han
sido capaces de reducir el dafio celular ocasionado por las bacterias patégenas
humanas a los macréfagos en ensayos in vitro, por lo cual podrian ser
potencialmente empleados como probidticos. Sin embargo, hace falta realizar
mas estudios in vitro e in vivo para garantizar la inocuidad y la eficacia de estas

cepas de G. candidum como probidticos en alimentacion humana.
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Anexos

Anexo 1. Sinonimias de Geotrichum candidum (www.mycobank.com).

Evolucién del nombre
de laespecie

Sinénimos encontrados

Nombre de la especie
Geotrichum candidum
Botrytis geotricha
Oidium lactis
Dipodascus Geotrichum
Endomyces Geotrichum
Galactomyces Geotrichum
Galactomyces candidus
Mycoderma malti juniperini
Acrosporium candidum
Torula geotricha
Oidium lactis var. luxurians
Odium obtusum
Oidium nubilum
Oidium humi
Monila asteroides
Monilia matalense
Oidium suaveluens var. minutum
Oospora fragrans var. minuta
Oospora lactis var exuberans
Geotrichum matalense var chapmanii
Geotrichum javaneanse
Geotrichum versiforma
Geotrichum radaelli
Geotrichum novakii
Geotrichum silvicola
Geotrichum bryndzae

Scytalidium candidum

Anexo 2. Quesos analizados.

Numero

© 0O N o o b~ wDN

B e
N P O

Tipo Queso
Brie
Rulo de vaca
Brie
Rulo de cabra
Taleggio
Reblochon
Reclette
Brie de cabra
Gres d’Alsace

Queso de cabra delux trufa

Rulo de Cabra
Brie

1809
1824
1850
1972
1972
2000
2004
1827
1827
1829
1854
1875
1909
1910
1914
1915
1923
1923
1923
1932
1933
1934
1940
1966
2005
2009
2018

Afio de descripcion
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Anexo 3. Cepas analizadas.
Cepa
Al
K2
E3
S4
V5
S6

L7

Identificacién
Aeromonas caviae

Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli
Salmonella enterica
Vibrio alginolyticus
Staphylococcus aureus

Listeria monocytogenes
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